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ANOTACE

Bakalafska prace je zaméfena na popis struktury a funkce mitochondrii. Dale jsou
popsany typy transportu latek do bun€k a je zminéno nékolik strategii mitochondridlniho
cileni. V hlavni ¢asti jsou charakterizovana lIéciva pro cileni na mitochondrie, konkrétné
jejich kategorie podle ucelu pouziti a mechanismu ucinku v mitochondriich. Nakonec
jsou uvedena rtizna mitochondrialni onemocnéni a jejich terapie s konkrétnimi piiklady

pouzivanych 1éCiv.

KLICOVA SLOVA
Mitochondrie, vnéj$i a vnitfni mitochondridlni membrana, slouceniny a 1é¢iva cilici

na mitochondrie, mitochondrialni onemocnéni

TITTLE

Mitochondrial targeting of compounds

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on the description of the structure and functions of
mitochondria. Next, the types of transport of substances into cells are described
and several mitochondrial targeting strategies are mentioned. The main part characterizes
drugs for mitochondrial targeting, specifically their categories according to the purpose
of use and mechanism of an effect in mitochondria. Finally, various mitochondrial

diseases and their therapies are given with specific examples of drugs used.

KEYWORDS
Mitochondria, outer and inner mitochondrial membrane, mitochondria-targeting

compounds and drugs, mitochondrial diseases
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Uvod

Nazev ,,mitochondrie* pochazi z feckého mitos — nit’, vlakno a chondrion — granule,
zrno. Prvni snimky vnitini struktury téchto organel byly pofizeny pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu. Elektronova tomografie, vyuzivajici elektronové mikroskopy
s urychlovacim napétim a algoritmy pro rekonstrukci obrazu, poskytla trojrozmérné
obrazy mitochondrii. Mitochondrie jsou klicové organely, které plni zékladni funkce
v bunkach a hraji dalezitou roli v signalizaci vedouci k bunécné smrti a v signalizaci
pro pieziti.

Hodn¢ strategii pro mitochondrialni cileni vyuziva silné lipofilni vlastnosti a vysoky
negativni potencidl vnitini mitochondridlni membrany. Védci vyvinuli fadu ptipravki
cilici na mitochondrie, jako jsou trifenylfosfoniové soli, peptidy pronikajici
do mitochondrii, lipozomy, polymerni a anorganické nanocastice.

Zmény struktury mitochondrii, ¢asto doprovazené inkluzemi nebo agregaty
Vv mitochondrialni matrix, jsou pfi¢inou celé tady zavaznych onemocnéni a jsou
spojovany se starnutim organismu. Mitochondrie tedy ptedstavuji atraktivni cil 1é¢by
mnoho mitochondridlnich metabolickych chorob, jako jsou neurodegenerativni
a onkologicka onemocnéni. Pro zlepSeni terapeutickych vlivii a snizeni nezddoucich
ucinkl 1é¢iv se mnoho védcl zacalo zajimat o cileni na subcelularni organely, zejména
na mitochondrie. V roce 1900 zacal zajem o latky cilené do mitochondrii a v roce 1960

se studie rychle rozvijely diky vyvoji elektronové mikroskopie a sond.
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1. Mitochondrie

Piiblizné pfed 2 miliardami let se vyvinula mitochondrie z a-proteobakterie, ktera
byla pohlcena piedchiidcem eukaryotické bunky (Friedman and Nunnari, 2014) a vznikl
u nich endosymbioticky vztah (Navdeep, 2015). Na objevu mitochondrii se podileli
Rudolf Albert von Kélliker, Richard Altmann a Carl Benda (Hand, 2019). V roce 1857
Kolliker popsal mitochondrie ve svalovych buikach jako napadna granula nachazejici se
mezi myofibrilami (VanMeter and Hubert, 2016). V roce 1898 Benda pro tyto struktury
zavedl termin mitochondrie (Hand, 2019).

Mitochondrie jsou cytoplazmatické organely zdédéné po matce (Zong et al., 2016).
Patii mezi semiautonomni organely obsahujici svou vlastni kruhovou mitochondridlni
deoxyribonukleovou kyselinu (mtDNA) (Xu et al., 2013), ktera se muze replikovat
nezavisle na jaderné DNA (Battogtokh et al., 2018). mtDNA obsahuje 2 geny
pro ribozomalni ribonukleovou kyselinu (RNA), 22 geni pro transferovou RNA
a 13 genti pro mediatorovou RNA, ktera koduje mitochondrialni proteiny (Xu et al.,
2013). Proto jsou mitochondrie ¢aste¢né nezavislé na butice (Bourne, 1970), i kdyZ nejsou
schopny syntetizovat vétSinu zbylych mitochondridlnich proteind, které jsou kdédovany
geny v jadie (Zong et al., 2016). Komunikace mezi mitochondriemi a jadrem je
oznacovana jako retrogradni signalizace (Xu et al., 2013).

Tvar, velikost a po¢et mitochondrii v burice se velmi lisi (Battogtokh et al., 2018).
Mitochondrie jsou vysoce dynamické organely a rovnovaha mezi délenim a fuzi urcuje
jejich tvar. Mitochondrie se vyskytuji bud’ jako sit’ tubuli nebo jako jednotliva granula
Vv zavislosti na stavu buiiky, mitochondridlnim metabolismu, fazi respirace a mechanismu
déleni/fuze. Mitochondrialni morfologie ovliviiuje vnimavost k mitofagii a apoptoze
vyvolané oxidacnim stresem. (Vyas et al., 2016). Mitochondrie maji Sitku 0,5-1 um
a mohou dosahovat délky az 10 um (Vajner et al., 2014). Nachazeji se témét ve vSech
eukaryotickych buikach, ale po€et mitochondrii v bufice zavisi na jejich specifickych
energetickych poZadavcich, které se mohou liSit v zdvislosti na typu bunky, fazi
bunécného cyklu, stavu proliferace a dysfunkénim onemocnéni. Rizné metabolicky
aktivni organy, jako jsou jatra, mozek, myokard a kosterni svalovina, obsahuji v buiikach
az nekolik tisic mitochondrii, zatimco tkané s nizkymi energetickymi naroky obsahuji jen
nékolik desitek mitochondrii. Mitochondrie mohou zaujimat az 40 % objemu bunky
(Battogtokh et al., 2018) a jsou ¢asto V té€sné blizkosti endoplazmatického retikula (Bottje,
2019).
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1.1 Struktura mitochondrii

Mitochondrie maji typickou strukturu, ktera se skladd ze 4 casti vykondvajici
specifické funkce: vnéjsi mitochondrialni membrana (OMM), mezimembranovy prostor
(IMS), vnitini mitochondrialni membrana (IMM) a mitochondrialni matrix (obrazek 3)
(Frantz and Wipf, 2010). OMM je tvotena fosfolipidovou dvojvrstvou, zatimco IMM ma
velmi slozity tvar a vytvaii zahyby, oznacované jako Kristy, které zna¢né zvétsuji jeji
povrch (Bottje, 2019). IMS je oblast mezi OMM a IMM (Ghochani et al., 2010).
Mitochondrialni matrix je prostor uzavieny IMM a je tvofen hustou hmotou obsahujici
vétsinu mitochondrialnich proteinti (Mannella, 2006).

Existuje n¢kolik modeld uspotadani IMM (obrazek 1), z nichZ nejstarsi je ,,baffle*
(Paladeho, zahybovy) model, podle kterého invaginace IMM tvoii kristy. Dal$im typem
je ,,septa“ (prepazkovy) model, ve kterém jsou Kristy rozprostieny napii¢ mitochondrialni
matrix jako septa, ktera ji rozdéluji na nékolik oddilt, diky ¢emuz je zvétSeny povrch
IMM a tim zvySena kapacita oxidativni fosforylace (OXPHOS) (Zick et al., 2009).
Soucasny pohled na strukturu mitochondrii zasluhou elektronové tomografie predstavuje
cristae junction model, ve kterém se IMM sklada ze dvou funkcéné odlisnych komponent.
Jedna kopiruje OMM a lze ji oznacit jako vnitini hraniéni membranu. Zbyvajici ¢ast tvori
Kristy a mezi témito dvéma membranovymi doménami se nachazeji izké tubularni spoje
tzv. ,,cristae junctions* (Ghochani et al., 2010) o pramé&ru 12-40 nm (Zick et al., 2009).
VnéjSi a vnitini faktory ovlivilujici topologii IMM zahrnuji spontanni zakiiveni
membrany, mitochondridlni dynamiku, vazbu na jiné slozky membréany, jako jsou
membranové proteiny se schopnosti Se ohybat a cytoskeletalni vldkna, dokonce 1 dalsi
membrany. Na tvar IMM ma hlavni vliv interakce s OMM (Mannella, 2006), ale také se
na ném podili kardiolipin (CL), coz je kysely fosfolipid nachézejici se vyhradné¢ v IMM
(Zick et al., 2009).
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Zahybovy model

iy

Prepazkovy model

Cristae junction model

Obrazek 1: Modely topologie vnitini mitochondrialni membrany (upraveno dle Zick
et al., 2009).

Kristy nejsou jen tak nahodné zahyby, ale jsou to spiSe dilezité kompartmenty
mitochondrii (Mannella, 2006). Existuji znacné rozdily v pocétu a tvaru krist. Organy
s vysokymi pozadavky na energii obsahuji mitochondrie s vy$§im poctem krist (John
et al, 2005). Kristy mohou mit lamelarni, tubularni nebo trojuhelnikovy tvar (Zick et al.,
2009), ktery v zavislosti na regulaci zacastnénych proteini ovlivituje miru produkce
adenosintrifosfatu (ATP), ktera souvisi s plochou IMM (Ghochani et al., 2010). Co se
ty¢e morfologie mitochondrii, existuji 2 stavy — ortodoxni a kondenzovany.
U ortodoxniho stavu se vyskytuje zvétseny prostor mitochondrialni matrix a maly pocet
krist. Pro kondenzovany stav je charakteristické zhutnéni mitochondridlni matrix
a zv€tSena vnitini plocha krist. Vzajemné pfemeény téchto dvou stavii 1ze dosahnout pouze
diky IMM, u které dochazi k flzi a $t€peni. U mitochondrialni matrix je komprese
doprovazena fuzi jednotlivych krist do vétSich celki, zatimco expanze vyZzaduje Stépeni
velkych cisteren na jednotlivé tubuly nebo lamely a béhem bobtnani dochazi
k postupnému vymizeni krist, prasknuti OMM, a posléze vyliti vnitiniho obsahu do okoli
(Mannella, 2006). Mezi faktory ovliviiujici strukturu krist patfi mitofilin (John et al,
2005), coz je integralni protein IMM, a ATP-syntaza (Zick et al., 2009).
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1.2 Dynamicka rovnovaha

Bunky moduluji mitochondrialni funkce pomoci biogeneze a degradace, fuznich
a stépnych udalosti tak, aby se splnily pozadavky riznych typt bunék a tkani (Xu et al.,
2013). Biogeneze mitochondrii je regulovana transkripénimi programy koordinujicimi
expresi mitochondrialnich a jadernych gent, které koduji mitochondrialni proteiny (Vyas
et al., 2016). Transkripéni regulatory mitochondrialni biogeneze zahrnuji jaderné
transkripcni faktory, kam patfi jaderny respiracni faktor 1 a 2, estrogenovy receptor 1,
dale kofaktory, kam nalezi koaktivator 1a/P receptoru y aktivovaného peroxisomovymi
proliferatory (PGC-10/B), souvisejici protein s PGC-1; jakoz 1 jaderné kodované
asemblacni faktory uplatiiujici se v sestavovani komplext dychaciho fetézce (Xu et al.,
2013). PGC-1la je hlavnim regulatorem, ktery je charakteristicky svou schopnosti
replikace mtDNA jsou jaderné kodovana DNA polymeraza (Katalyticka podjednotka
polymerazy y nebo pomocna podjednotka polymerazy y) a mitochondrialni transkripéni
faktor A (Xu et al., 2013). Poskozené ¢i nadbyte¢né mitochondrie jsou eliminovany
selektivni autofagickou degradaci zvanou mitofagie (Zong et al., 2016). Kromé toho
mitochondrie neustale podstupuji déleni a fazi (Xu et al., 2013). Kritickymi momenty
pfi zaSkrcovani mitochondrialni membrany jsou lokalizace proteinu piibuzného
dynaminu 1 (Drpl), ktery je pohanén guanosintrifosfatem (GTP), do mitochondrie
ainterakce s receptory OMM, coz vede k zuzeni mitochondrie. Mitochondrialni
translokace a aktivita Drp1 je regulovana fosforylaci zprostfedkovanou n¢kolika riznymi
kinazami, které reaguji na odlisné podminky bunééného cyklu a stresu. Mitofusiny 1 a 2
spolu s genem opticka atrofie 1 (OPA1) fidi fazi mitochondrii (Vyas et al., 2016).
Regulatory dynamiky mitochondrii jsou spojené s transdukci signalu, kterd spada
do bunécné signalizace (Navdeep, 2015). Mitochondrialni dynamika ma zasadni tlohu

pti zachovani funkce a kontrole kvality mitochondrii (Xu et al., 2013).

1.3 Funkce mitochondrii

Mitochondrie hraji vyznamnou ulohu Vv energetickém metabolismu a programované
bunécéné smrti. Mezi dobfe charakterizované funkce patii homeostaza vapniku, redoxni
rovnovaha (Battogtokh et al., 2018) a tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) (Vyas
etal.,, 2016). Mitochondrie jsou také mistem hlavnich metabolickych drah
intermediarniho metabolismu, jako je B-oxidace mastnych kyselin, dale biosyntéza

steroidt (Xu et al., 2013), zelezo-sirnych center a hemu (Navdeep, 2015). Specifické role
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jednotlivych ¢asti mitochondrie jsou propojeny (Battogtokh et al., 2018), dé€laji z ni
dilezity senzor bunééné smrti a umoziuji adaptaci bun¢k na prostiedi (Vyas et al., 2016).

OMM tvofi ,leSeni, které ma vyznam pii signalizaci vedouci zejména k imunitni
odpovédi a bunécné smrti. Prostor mezi OMM a endoplazmatickym retikulem se
oznacuje jako membrany asociované s mitochondriemi ucastnici se bunécné signalizace

(Navdeep, 2015).

1.3.1 Produkce bunééné energie

Mitochondrie vyuzivaji glukdézu, mastné kyseliny, aminokyseliny a dal$i bunécné
materialy k syntéze ATP, ktery je zdrojem energie pro buriky (Battogtokh et al., 2018)
apokryva zhruba 90 % energetickych potieb (Bottje, 2019). ATP se ziskava
prostiednictvim biochemickych procest, jako je glykolyza, [B-oxidace, citratovy
(Krebsuv) cyklus a dychaci fetézec (Battogtokh et al., 2018). Za pritomnosti kysliku,
finalniho akceptoru elektroni, diferencované bunky ptednostné metabolizuji glukozu
na pyruvat, coz je meziprodukt glykolyzy (Heiden et al., 2010). Pyruvat je importovan
do mitochondrii (Navdeep, 2015) a nasledn¢ oxidativné dekarboxylovan
na acetylkoenzym A (acetyl-CoA) (Krejcir et al., 2018). Vznikly acetyl-CoA vstupuje
do citratového cyklu (Zong et al., 2016), kde je pfeménén na oxid uhli¢ity (Heiden et al.,
2010), pticemz se produkuji redukované koenzymy, nikotinamidadenindinukleotid
(NADH) a flavinadenindinukleotid (FADH.), které pienasi redukéni ekvivalenty
do dychaciho fetézce (Zong et al., 2016). Tyto pienaSece zvysuji vyrobu ATP v procesu
OXPHOS, coz je spojeno s nizkou tvorbou laktatu. Béhem anaerobni glykolyzy
diferencované bunky tvoii maly podil ATP a velké mnozstvi laktatu. OXPHOS poskytuje
az 36 molekul ATP po tplné oxidaci jedné molekuly glukézy, zatimco pii anaerobni
glykolyze vznikaji pouze 2 molekuly ATP z jedné molekuly glukozy (obrazek 2) (Heiden
etal., 2010).
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Diferencované bunky

Glukéza Glukéza
0, Pyruvat l
\ Pyruvat
Laktat L
Laktat
CO,
Oxidativni Anaerobni
fosforylace glykolyza
36 mola ATP/1 mol 2 moly ATP/1 mol
glukoézy glukézy

Obrazek 2: Schematické znazornéni rozdili mezi oxidativni fosforylaci a anaerobni
glykolyzou. ATP — adenosintrifosfat (adenosine triphosphate) (upraveno dle Heiden et al.,
2010).

Dychaci fetézec se sklada z elektronového transportniho fetézce (ETC) a OXPHOS.
Probiha v IMM a sestava ze ¢tyf enzymovych komplexid ETC, coz zahrnuje komplex |
(NADH:ubichinon-reduktaza), komplex Il (sukcinatdehydrogenaza), komplex Il
(cytochrom c-oxidoreduktaza) a komplex IV (cytochrom c-oxidaza), a z komplexu V
(ATP-syntaza) pro OXPHOS (Wallace, 2007). ETC také obsahuje dva mobilni pfenasece
elektrond, ubichinon (koenzym Q, CoQ) a cytochrom c (cyt ¢). Proces vzniku ATP zac¢ina
vstupem elektront do ETC (Bottje, 2019). Elektrony z NADH jsou pienaseny na komplex
| a elektrony ze sukcinatu jsou ptivadény na komplex II, kde dochazi k oxidaci sukcinatu
na fumarat za vzniku FADH> (Wallace, 2007), coz je soulasti citratového cyklu
probihajiciho v mitochondrialni matrix (Friedman and Nunnari, 2014). CoQ ptedava
elektrony z komplext I a IT na komplex Il (Bottje, 2019). Pfedanim prvniho elektronu
od komplexu vznika semichinon, ten je po pfijeti druhého elektronu redukovan az
na ubichinol, ktery pienasi tyto dva elektrony na komplex Ill. Zatimco redukovany cyt ¢
(Wallace, 2007), dokaze transportovat pouze jeden elektron z komplexu 111 na komplex
IV (Bottje, 2019), kde ¢tyti elektrony redukuji molekulu Kysliku za vzniku dvou molekul
vody. Energie uvolnéna pii prenosu elektroni na kyslik se vyuziva k pumpovani protont

ptes komplexy L, [I1 a IV (Wallace, 2007) z mitochondrialni matrix do IMS (Bottje, 2019),
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¢imz se vytvaii elektrochemicky protonovy gradient. Potencialni energie uloZzena v tomto
gradientu je nasledn¢ vyuzita piedevsim k pohonu ATP-syntazy, ktera katalyzuje
produkci ATP z adenosindifosfatu a fosfatu (Wallace, 2007), protoze protony proudi zpét

do mitochondrialni matrix skrz tento enzym (obrazek 3) (Bottje, 2019).

Komplex V

Komplex |

Komplex |
|

Vnitini mitochondrialni
membrana

a (ATP
\ syntaza)
y cyklu Mitochondrialni ATP
‘j matrix

Mezimembrano
prostor

@

Vnéjsi mitochondrialni
membrana

Vnitini mitochondrialni
membrana

Mitochondrie

Obrazek 3: Struktura mitochondrie a dychaci Fetézec. Modré Sipky znazornuji pohyb
elektrond (e") a ¢erné Sipky zobrazuji transport protont (H*) pfes vnitini mitochondrialni
membranu, zelené jsou vyznaceny koncové produkty reakci. ADP — adenosindifosfat (adenosine
diphosphate), ATP — adenosintrifosfat (adenosine triphosphate) (upraveno dle Rohlenova et al.,
2017).

1.3.2 Apoptoza

Apoptoza je jedna z forem programované bunécné smrti (Zick et al., 2009), ktera
muze byt indukovana dvéma hlavnimi apoptotickymi drahami, vnéjsi (receptorovou)
a vnitini (mitochondrialni), které jsou navzajem propojeny a ovliviyji se (Elmore, 2007).

Apoptdza na Grovni mitochondrii mize byt vyvolana fadou podnétd, jako je kolaps
mitochondridlniho membranového potencidlu (MMP), otok mitochondrii nebo otevieni
mitochondrialnich pérta pfechodné permeability (Battogtokh et al., 2018). Na jeji regulaci
se podili proteiny Bcl-2 rodiny, které se déli na proapoptotické a antiapoptotické (Zick
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et al., 2009). Napftiklad proapoptoticka skupina zahrnuje Bax a Bak, do antiapoptotické
skupiny se fadi Bcl-2 a Bel-xL (Vyas et al., 2016). Pokud dojde k dostatecné expresi
proapoptotickych proteinti ozna¢ovanych jako BH3-only, antiapoptotické proteiny jsou
vyvazany z interakce s proteiny proapoptotickymi (Krejcir et al., 2018), které pii vazbé
na OMM oligomerizuji a zptisobuji permeabilizaci OMM, coz vede ke vzniku port
v OMM (Vyas et al., 2016) s naslednym uvolnénim cyt ¢ a dalSich apoptotickych faktort
(Battogtokh et al., 2018) z IMS do cytosolu (Vyas et al., 2016). Tyto uvolnéné proteiny
aktivuji mitochondrialni drahy (Battogtokh et al., 2018) zavislé na kaspazach (cyt c,
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2) i nezavislé na kaspazach (faktor indukujici apoptozu,
endonukleaza G) (Zick et al., 2009).

Bé&hem apoptozy dochazi k remodelaci krist, coz usnadnuje redistribuci cyt ¢ do IMS.
Mezi regulatory remodelace krist patii proteiny OPAIl, coz je dynaminu podobna
GTPaza, dale prohibitin, ktery tvofi velké oligomerni komplexy podobné kruhu a fidi
zpracovani OPA1, a mitofilin, ktery je soucasti velkého multipodjednotkového komplexu
(Zick et al., 2009).

1.3.3 Nekroptoza

Mitochondrie jsou vylouéeny z bunék podstupujicich nekroptézu, coz je forma
programované nekrozy. Nekroptoza je indukovana vazbou ligandd smrti, jako je tumor
nekroticky faktor a. (TNFa), na receptory smrti, jako je Fas nebo TNF receptor. Je zavisla
na kinazach receptor interagujici protein 1/3. Jedna se o aktivni proces, tedy neporusené
mitochondrie maji tlohu v signalizaci mezi bunikami umirajicimi a imunitniho systému
(Maeda and Fadeel, 2014), konkrétné vrozené imunity (Zong et al., 2016). Traumata,
HIV/AIDS, autoimunitni a onkologicka onemocnéni (Ingelsson et al., 2018) vedou
k uvolnéni molekularnich vzort asociovanych s poskozenim mitochondrialniho ptivodu,
jako je mtDNA a formylované peptidy, do krevniho ob&hu. Tyto molekuly jsou
rozeznévany receptory pro rozpoznavani vzora, aktivuji slozky vrozené imunity a iniciuji
sepsi, tedy systémovou zanétlivou odpovéd’ (Zhang et al., 2010). Dendritické bunky
a makrofagy, coz jsou antigen prezentujici buniky, dokazou pohltit mitochondrie uvolnéné
z nekrotickych bunek. Po rozpoznani signalu nebezpeci dochazi k maturaci dendritickych
bunék a produkci cytokini makrofagy. Drp1 zptisobuje fragmentaci mitochondrii (Maeda
and Fadeel, 2014).
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1.3.4 Homeostaza ionti vapniku

Vapenaté ionty hraji dilezitou ulohu v celé fadé bunéénych procesu (Fonteriz et al.,
2010), jako je migrace, transkripce, svalova kontrakce a exocytoza. Na vstupu vapniku
do bunky se podileji kanaly, pumpy a ptenaseCe (Bootman, 2012). VétSina bunék
primarné pouziva pufrovani vapenatych iontii v mitochondriich k regulaci koncentrace
intracelularniho vapniku, na které se podileji rizné mechanismy (Hacker and Medler,
2008). Existuji proteiny, které na sebe pfimo vazou vapnik nebo jsou ovliviiovany
vapenatymi ionty nepiimo. Patfi sem kindzy, fosfatazy, transkripéni faktory, jako je
jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytt, a kalmodulin, coz je protein vazajici vapnik

a vyznacuje Se predevsim svou vSudypfitomnosti v bunikach (Bootman, 2012).

1.3.5 Reaktivni formy kysliku

ROS vznikaji jako meziprodukty redukce kysliku na vodu a zahrnuji superoxid
("O27), peroxid vodiku (H202), hydroxylovy radikadl ("OH) a singletovy kyslik (*O2)
(Battogtokh et al., 2018). Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem ROS, které jsou
generovany jako vedlejsi produkty (Frantz and Wipf, 2010) aerobniho metabolismu
(Bottje, 2019), a zajist'uji ochranu buné¢k pied toxickymi a¢inky ROS (Vyas et al., 2016),
tim i pfed oxidaénim stresem (Bottje, 2019) pomoci antioxida¢nich systémi (Vyas et al.,
2016). Diky tvorbé ROS a antioxidantd mitochondrie slouzi jako senzor a regulator
redoxniho stavu bunky. Nizké hladiny ROS jsou zapojeny do systému signalni
transdukce, ktera je zivotné dulezita pro funkci bunék. Misto produkce ROS mize
urovat, zda ROS primarné zptsobuji oxida¢ni poskozeni nebo aktivaci signalni drahy.
Bylo identifikovano alespont jedenact mist schopnych generovat ROS, mezi
nejvyznamngéjsi patii komplexy | a Ill (Bottje, 2019). Mitochondrie v srde¢ni svaloviné
aVv plicich vytvareji superoxidy piedev§im na komplexu III, zatimco mitochondrie
v mozkové tkani produkuji superoxidy hlavné¢ na komplexu | (Wang et al., 2017).
Nadmérna produkce ROS miize vést k bunééné smrti (Zong et al., 2016). Pozoruhodnym
zjisténim je, ze kratkodoby oxidacni stres iniciuje mitochondrialni signalizaci, ktera
spusti adaptivni reakci vyvolavajici nasledny proces nazyvany jako mitohormesis
(Navdeep, 2015).
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2. Transport latek pres biologické membrany

Cytoplazmatickda membrana predstavuje selektivni bariéru mezi extracelularnim
a intracelularnim prostfedim. Permeabilita membrany zajistuje, Ze ziviny, jako jsou
sacharidy, proteiny a lipidy, snadno vstupuji do bufiky, metabolické meziprodukty
zustavaji v buiice a odpadni latky jsou vyluCovany z bunky. Selektivni propustnost
membrany umoziuje zachovat stalost vnitiniho prostiedi ¢ili homeostazu. Fosfolipidova
dvojvrstva, zéakladni stavebni kamen biomembran (Lodish et al., 2000), ma tloustku
nékolik nanometri (Ghochani et al., 2010) a je témé&f nepropustna pro vétsinu ve vodé
rozpustnych latek, jako je glukdza a aminokyseliny, a nepropustna pro ionty. Pfenos
téchto latek a iontli Skrz bunéénou membranu je zprostiedkovany transportnimi proteiny,
které jsou specifické pro urcity typ molekul nebo iontt.

Bunééné organely jsou rovnéz ohrani¢eny membranou, ktera oddéluje jejich vnitini
prostfedi od cytosolu a jsou v ni zanofeny unikatni transportni proteiny (Lodish et al.,
2000).

2.1 Pasivni transport

Prosta difuze je nejjednodussi zptsob transportu latek ptes biologikou membranu.
Béhem tohoto samovolného procesu jakakoliv latka, ktera se snadno rozpousti
ve fosfolipidové dvojvrstvé, prochdzi na druhou stranu membrany. Pti prichodu
nefiguruji zadné transportni proteiny a smér do buiiky nebo z buriky zavisi na koncentraci
latky vn€ a uvnitt bunky. Transportované latky se pohybuji ve sméru koncentra¢niho
gradientu, z mista s vyssi do mista s nizs$i koncentraci dané latky. Plyny (O2, CO,),
nepolarni latky (benzen) a malé nenabité polarni molekuly (voda, ethanol) se snadno
rozpoustéji ve fosfolipidové dvojvrstvé, a proto rychle difunduji. Naopak vétsi nenabité
polarni molekuly (glukéza), ionty (H*, Na', K*, Ca** a CI7) a nabit¢ molekuly
(aminokyseliny) bez ohledu na jejich velikost nemohou volné prochazet pies membranu
prostou difuzi (Cooper, 2000).

Usnadnéna (facilitovana) difuze nevyzaduje piisun energie. Latky se pohybuji
pfes membranu ve sméru koncentra¢niho spadu (gradientu). U iontt je vSak tento pohyb
jesté ovlivnén jejich nabojem a membranovym potencialem, coz je rozdil
mezi elektrickym potencialem jedné a druhé strany membrany, transport tedy probiha
ve sméru elektrochemického gradientu. Usnadnéna difuze se uplatiuje u velkych
polarnich molekul, jako jsou sacharidy, aminokyseliny, nukleotidy, ¢i nabitych iontd.

Na rozdil od prosté difuze jsou vyuzivany specifické proteiny, které umoziuji priachod
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latek membranou bez nutnosti ptimého kontaktu s hydrofobni casti fosfolipidové
dvojvrstvy. Obecné membranové transportni proteiny se déli na dva typy, pienaSecové
a kanalové. PfenaSeCe transportuji latky z jedné strany membrany na druhou tak, ze je
na sebe navazou (Cooper, 2000). Tyto proteiny obsahuji jedno nebo vice vazebnych mist
pro pfenasenou latku (Alberts et al., 2002). Po vazbé latky na pienase¢ dochazi
k reverzibilni konformaéni zméné proteinu, coz umoznuje pienos latky na druhou stranu

membrany, kde je uvolnéna (obrazek 4) (Cooper, 2000).

Solut [~ ..
R\ o i
\ ,} F—— { '; r
- P Stav A [~ Y G
VNE )
\ o X O
: N
Koncentra¢ni
gradient
v a5
UVNITR
\ ‘.'\---W
PfenasecCovy Vazebné misto Y )
protein pro solut

Obrazek 4: Usnadnéna difuze rozpus$téné latky (solutu) zprostiedkovana pienaseCovym
proteinem. PrenaSe¢ se vyskytuje ve dvou konformacich: stav A — vazebné misto pro solut je na
vngj$i stran¢ membrany, stav B — vazebné misto pro solut je na vnitini strané membrany
(upraveno dle Alberts et al., 2002).

Naproti tomu kanalové proteiny vytvareji v membrané tzké hydrofilni pory, kterymi
mohou difundovat rozpusténé latky, predevS§im anorganické ionty, proto nesou téz
oznaceni iontové kanaly. Pory v membrané musi byt dostatecné tizké, aby kanalem prosly
pouze ionty vybrané velikosti a naboje, jako jsou Na*, K*, Ca?* a CI™. Transport je velmi
rychly a selektivni. Jednim otevienym iontovym kanalem protece vice nez milion iontt
za sekundu, rychlost transportu ptes kanalové proteiny je az tisickrat vyssi nez pomoci
prenasecovych proteinti. VEtSina iontovych kanalli neni stale oteviena, ale je uzaviratelna.
Jejich otevirani a zavirani je regulovano specifickymi receptory, které mohou byt
aktivovany nékolika riznymi podnéty. Ligandem fizené kanaly se oteviraji nebo zaviraji
po navazani neurotransmiteru nebo jiné signalni molekuly (ligandu) na receptor,
napétove fizené kandly se oteviraji nebo zaviraji zménou membranového potencialu
(Cooper, 2000).

Osmoza je specificka forma difuze. Osmoticky gradient zajistuje pohyb molekul

vody z mista S niz§i koncentraci rozpuSténych latek (vysoka koncentrace vody,
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hypotonické prosttedi) do mista s vys$si koncentraci (nizka koncentrace vody,
hypertonické prostiedi) pfes semipermeabilni membranu, ktera je propustna pro vodu ale
ne pro rozpusténé latky (Chen and Lui, 2020). Pokud je buiika umisténa
do hypotonického roztoku, dochazi k piesunu vody z okolniho prostiedi do bunky, coz
zpusobuje jeji bobtnani a muze dojit az k prasknuti (1yze). Naopak v hypertonickém
roztoku burka ztraci vodu do vnéjsiho prostiedi, jeji objem se zmensuje a dochazi
K jejimu smrsténi. Vétsina bunék obsahuje v cytoplazmatické membrané specializované
proteinové vodni kanaly, které usnadiuji transport vody, zvané aquaporiny (Alberts et al.,
2002).

2.2 Aktivni transport

Urcité molekuly se pohybuji skrz membranu proti jejich koncentraénimu gradientu
(Cooper, 2000), tedy z mista niz$i koncentrace do mista vyssi koncentrace solutd, coz
vyZzaduje dodani energie. Aktivni transport se déli na primarni a sekundarni (Chen
and Lui, 2020). Uniport je pienos pouze jednoho typu castic, molekul ¢i iontd.
Kdezto kotransport je sprazeny transport dvou a vice ¢astic, ktery se podle vzajemného
sméru transportovanych latek déli na symport, kdy jsou latky pfenaseny stejnym smérem,
a antiport, jestlize probiha smérem opa¢nym (Cooper, 2000).

Primarni aktivni transport pfimo vyuziva energii ve formé¢ ATP (Chen and Lui,
2020). Membrana je prostoupena iontovymi pumpami, které jsou pohanény energii
ziskanou hydrolyzou ATP (Cooper, 2000). Tento typ transportu se podili pfedev§im
na prenosu iontl kovi, jako je Na*, K*, Mg?*, Ca?* (Chen and Lui, 2020). Piikladem
protonové pumpy je ATP-syntaza, ktera umoznuje piesun protont pres IMM (Cooper,
2000) ve sméru jejich gradientu, ktery se vyuziva k syntéze ATP (Alberts et al., 2002).
ATP-vazajici kazetové (ABC) transportéry piedstavuji nejvétsi rodinu membranovych
proteini a skladaji se ze ¢tyt podjednotek. Dvou transmembranovych domén (Cooper,
2000), z nichz kazda je tvofena Sesti a-Sroubovicemi (Alberts et al., 2002),
lokalizovanych v membrané¢ a dvou nukleotid vazajicich domén nachézejicich se
Vv cytoplazmé. Napiiklad ABC transportéry spojené s mnohocetnou lékovou rezistenci
obsahuji dvanact transmembranovych segmentii (o helixt) a dva helixy, které nesou
vazebna mista pro ATP (Cooper, 2000). ABC transportéry vytvaieji dimery v oblasti
nukleotid vazajicich domén, na kterych dochazi k hydrolyze ATP za uvolnéni energie
vyuzivané K transportu substrati, mezi které patii anorganické ionty, Sacharidy,

aminokyseliny, peptidy a dokonce proteiny. K ptenosu lipidi nebo obecné hydrofobnich
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molekul vazebna mista ABC transportéri Se musi nachazet na vnéj$im povrchu, ktery je
v kontaktu s hydrofobnim vnitikem fosfolipidové dvojvrstvy (Alberts et al., 2002).
Sekundarni  aktivni  transport nepfimo  spotfebovava energii  uloZenou
Vv elektrochemickém gradientu, ktery je vytvofeny transportem (Chen and Lui, 2020)
obvykle ionta (Alberts et al., 2002) po sméru koncentra¢niho spadu (Cooper, 2000).
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3. Strategie piisobeni sloucenin cilicich na mitochondrie

Zatimco OMM je pomérné¢ dobie propustna diky velkému mnozstvi proteint
aniontovych kanali zavislych na napéti (poriny), naopak IMM je vysoce selektivni
a funguje jako hlavni bariéra pro malé¢ molekuly. IMM obsahuje CL a udrzuje
uvniti mitochondrie negativni potencial (Frantz and Wipf, 2010). Existuji dva zakladni
typy strategii pro mitochondridlni cileni, a to ptimé konjugace funkéni skupiny s lécivem
a nanonosice, na jejichz povrchu je funkéni skupina pro navazani 1é¢iva. Vyhodou piimé
konjugace je velmi specificka lokalizace terapeutické slou¢eniny do mitochondrii, coz
zpusobi rychlou reakci pii podani ur¢itych skupin Iéku (Battogtokh et al., 2018). Cileni
mize byt zalozeno na afinit¢ latek ke komponentdm mitochondrialnich membran,
zejména k CL. K dosazeni cileného obohaceni mitochondridlnich kompartmentt o latky
je nutna také dostatecna lipofilita (Frantz and Wipf, 2010).

Kationtové slouceniny (latky s pfipojenim skupiny trifenylfosfonia (TPP), estery
cholinu, Szeto-Schiller (SS) peptidy) jsou piitahovany elektronegativnim prostiedim
mitochondrii zpisobenym membranovym potencidlem na IMM a hromadi se
v mitochondrialni matrix. Mitochondrialni zaméfovaci sekvence lze pouzit jako vehikula
pro dodavani latek do mitochondrialni matrix. Ptipadné latky je mozno zapouzdfit
do vezikul, které podléhaji fazi s OMM. Mohou mit antioxida¢ni nebo prooxidacni
ucinky. Dale mohou byt zaméfené na specifické mitochondrialni proteiny. Naptiklad
derivaty sulfonylmocoviny blokuji mitochondrialni ATP senzitivni draslikové kandly
(mitoKatp),  benzothiazepiny  jsou inhibitory  sodno-vapenatych — vyméniku
a benzodiazepiny ptisobi jako agonisté nebo antagonisté perifernich benzodiazepinovych
receptoru (obrazek 5) (Frantz and Wipf, 2010). Nanocastice umoznuji dodani latky
do mitochondrii, k ¢emuz dochazi na zaklad¢ strategii zahrnujicich delokalizované
lipofilni kationty, peptidy pronikajici do mitochondrii a ,stroje pro import
mitochondrialnich proteint (Wang et al., 2017).

27



Antioxidanty na bazi GS

> 0 BockiN
i i

. “spacer— 74
H A )
J '

Mitochondrialni zamérovaci
will

" NHCbz sekvence
SS peptidy
H H
H' ETC & H L
v H 0 H Vezikularni
Qe spacer R H;.. Ancr AN transportér
\ . \H* l/
:. _____ 4 ( v ATP MM
sss S\ D 0, o
/70 +\ \ o .
o | 7 N A W+ S,
: N :/. \ 0’ X \ e aL
Kationtové slouceniny A0\ F B -ROS Fuze
: ! "\ ’: ! i o V VN Matrix S OMM
L W, N IMS
0“\\‘ r" * * :
+ N 4
+ -~ +, A
a2
180 m\./” . BR
@10
NaruSeni membrany mitoK, ;s o4
Ca** m
J. | Natca?
) vymeénik
K @ @ N Yy

S H A A
i, 2 N c =N
A~ NH; J

2 07 ( AN NS
i, ! 1 ! y

D-(KLAKLAK), peptidy

Derivaty sulfonylmoc¢oviny Benzothiazepiny

Benzodiazepiny

Obrazek 5: Schematické znazornéni struktury mitochondrie a strategie piisobeni
sloucenin cilicich na mitochondrie. ETC — elektronovy transportni fetézec (electron transport
chain), ATP — adenosintrifosfat (adenosine triphosphate), ROS — reaktivni formy kysliku
(reactive oxygen species), OMM — vnéjsi mitochondrialni membrana (outer mitochondrial
membrane), IMM — vnitini mitochondridlni membrana (inner mitochondrial membrane), IMS —
mezimembranovy prostor (intermembrane space), PBR — periferni benzodiazepinovy receptor
(peripheral benzodiazepine receptor), mPTP — mitochondrialni por pfechodné permeability
(mitochondrial permeability transition pore), mitoKarp — mitochondrialni ATP senzitivni
draslikovy kanal (mitochondrial ATP-regulated K* channel), SS peptidy — Szeto-Schiller
peptidy (Szeto-Schiller peptides), antioxidanty na bazi GS — antioxidanty na bazi gramicidinu S
(gramicidin S-based antioxidants) (Frantz and Wipf, 2010).

3.1 Trifenylfosfoniové soli

TPP je kladné nabity iont fosforu obklopeny tfemi hydrofobnimi fenylovymi
skupinami (obrazek 6) (Battogtokh et al., 2018). U trifenylfosfoniovych soli se vyuziva
vysoce lipofilni charakter a delokalizovana kationtova struktura. Delokalizovany kationt
zajistuje snizeni zmény Gibbsovy energie, ktera je spojena s jeho piechodem pies IMM.
Koncentrace delokalizovanych kationtli v mitochondrialni matrix je tisickrat vyssi nez
v cytosolu (Wang et al., 2017).
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Obrizek 6: Chemicka struktura skupiny trifenylfosfonia. Cervenou barvou je ozna¢en
kationt a teCkovana ¢ara znaci ¢ast molekuly konjugovanou s 1é¢ivem (upraveno dle Battogtokh
etal., 2018).

3.2 Peptidy pronikajici do mitochondrii

Do této skupiny peptidi patii kratké peptidy, které maji lipofilni charakter a nesou
kladny naboj. Tyto peptidy se akumuluji v mitochondriich (Battogtokh et al., 2018).
Kratké sekvence peptidi jako nosic¢e maji specifické fyzikalné-chemické vlastnosti
(Frantz and Wipf, 2010).

Szeto-Schiller peptidy jsou malé, ve vodé rozpustné tetrapeptidy slozené ze zbytkl
tyrosinu nebo dimethyltyrosinu, argininu, fenylalaninu a lysinu, které se hromadi v IMM.
Pomoci téchto aminokyselin byly pfipraveny rizné SS peptidy, SS-01 az SS-31
(Battogtokh et al., 2018). Stiidavé spojené zbytky aromatickych a bazickych
aminokyselin jsou kli¢ové pro cileni na mitochondrie. SS peptidy piedstavuji skupinu
novych chemickych entit, které se selektivné vazou na mitochondrialni CL, coz poméaha
zlepsit plasticitu mitochondrii a obnovit optimalni bioenergetickou rovnovahu (Wang
etal., 2017). SS-01, SS-02 a SS-31 peptidy maji antioxida¢ni G¢inky diky pfitomnosti
aromatickych aminokyselin, jako je tyrosin a dimethyltyrosin (obrazek 7) (Battogtokh

etal., 2018).
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Obrizek 7: Chemicka struktura SS-01 peptidu. Cervenou barvou jsou oznageny kationty
a teGkované ¢ary znadi ¢asti molekuly konjugované s 1é¢ivem. SS peptidy — Szeto-Schiller
peptidy (Szeto-Schiller peptides) (upraveno dle Battogtokh et al., 2018).
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Vzhledem ke strukturni podobnosti mitochondrii s bakteriemi byla vyvinuta cela fada
analogt gramicidinu S (GS), coz je antibiotikum narusujici membranu bakterii (Wang
etal., 2017). Diky své vysoké afinité k fosfolipidim IMM pusobi jako vychytavace
nitroxidovych radikali v mitochondrialni matrix, tedy jsou to antioxidanty na bazi GS
(Frantz and Wipf, 2010).

3.3 D-(KLAKLAK):
D-(KLAKLAK)2 a jeho analogy jsou kationické peptidy s amfipatickou a-helikalni

strukturou, které jsou schopné narusit integritu mitochondrialnich membran, a tim vyvolat
apoptozu (Frantz and Wipf, 2010). Amfipaticka a-helikalni struktura by mohla mit vliv
na ac¢innost mitochondrialniho cileni, protoze je stéZejni pro import peptida

do mitochondrii (Wang et al., 2017).

3.4 Guanidin a biguanid

Guanidin (obrazek 8) a biguanid jsou delokalizované kationty obzvlast zajimavé
vzhledem ke své vysoké lipofilité¢ v porovnani s molekulami majici lokalizované naboje.
Pro jejich konjugaty s 1é¢ivem je typickda vysoka akumulace v mitochondriich
(Battogtokh et al., 2018).

NH

HaN N

Obrizek 8: Chemicka struktura guanidinu. Cervenou barvou je oznagen kationt a te¢kovana
¢ara znaci ¢ast molekuly konjugovanou s 1é¢ivem (upraveno dle Battogtokh et al., 2018).

3.5 Rhodamin

Derivaty rhodaminu, jako jsou rhodamin 19 a 123 (obrazek 9), patii do skupiny
cilené na mitochondrie diky jejich vazebné afinité¢ k mitochondrialnim membranam,
nasledné¢ narusuji ETC a OXPHOS. Akumulace rhodaminu v mitochondriich je
zpusobena Kationtovym a lipofilnim charakterem, které napomahaji této slouceniné
prochazet pfes OMM, IMM a zlstat v negativné nabité mitochondrialni matrix.
Piedevsim rhodamin 19 je znamy jako tzv. rozpojova¢ dychaciho fetézce vzhledem

k jeho protonoforové aktivité (Battogtokh et al., 2018).
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Rhodamin 19 Rhodamin 123

Obrizek 9: Chemicka struktura rhodaminu 19 a 123. Cervenou barvou jsou oznadeny
kationty a teCkované Cary znaci ¢asti molekuly konjugované s 1é¢ivem (upraveno dle Battogtokh
etal., 2018).

3.6 Lipozomy

Pro import velkych nebo membranou nepropustnych molekul pfes membranu je
vhodny endomembranovy systém zabezpeCovany pomoci transportnich vezikul.
Biologicky aktivni latky jsou zapouzdieny do kationtovych lipozomii, u kterych dochazi
k buné¢né internalizaci zalozené na fazi s OMM (Frantz and Wipf, 2010). K zapouzdieni
protinadorovych 1é¢iv lze pouzit vezikuly oznacované jako DQAsomes (obrazek 11)
(Wang et al., 2017). Dequalinium (DQA) (obrazek 10) je lipofilni slou¢enina slozena
ze dvou chinolinovych derivati navzajem spojenych prostiednictvim alkylového fetézce,
obsahujiciho deset atomt uhliku (Battogtokh et al., 2018), do amfipatické molekuly

enkampsulované do kationtového lipozomu (Wang et al., 2017).

Obrazek 10: Chemicka struktura DQA. Cervenou barvou jsou oznaéeny kationty a te¢kovana
¢ara znaci ¢ast molekuly konjugovanou s 1é¢ivem (upraveno dle Battogtokh et al., 2018).

S,
of?/g@v

9
J| DQA |)| Lipofilni 1éCiva |-| Hydrofilni 1é¢iva |

Obrazek 11: Schéma DQAsomes. Lipofilni 1é¢iva jsou zapouzdiena mezi dvéma
hydrofobnimi fetézci, zatimco hydrofilni 1é¢iva jsou ve stfedni ¢asti DQAsomes (upraveno
dle Wang et al., 2017).

31



3.7 Polymerni nano¢astice

DalSimi idealnimi nosi¢i bioaktivnich latek jsou polymerni nanocastice.
Biokompatibilni a biologicky rozlozitelné polymery kyseliny mlécné a glykolové,
kopolymery kyseliny mlé¢né a glykolové, polykaprolaktony jsou nejslibnéj$i materialové
systémy pro cilené dodavani 1éciv. Pomoci metody emulgace s odpafenim rozpoustédla
nebo nanoprecipitace jsou z téchto latek piipraveny nanocastice, které jsou schopny
zapouzdfit jak hydrofilni, ve vodé rozpustna, tak hydrofobni, ve vod¢ nerozpustna, 1é¢iva.
Molekuly 1éc¢iva, obvykle jako hydrofobni bloky, jsou konjugovany s hydrofilnimi
syntetickymi bloky (napi. polyethylenglykol), které jsou seskupené do nanocastic.
Hydrofobicita vSeobecné zvySuje stabilitu 1é¢iva. Polyethylenglykol prodluzuje dobu

setrvani v téle (Wang et al., 2017).

3.8 Anorganické nanocastice

Tyto nanocastice maji oproti organickym nanocasticim vyhody, jako je mala
a jednotna velikost ¢astic. Mnoho anorganickych materiali se pouziva k piipravé
nanocastic pusobicich na mitochondrie. Hydroxyapatit je hlavni anorganickou slozkou
tvrdych tkani zubu, ktery vykazuje vynikajici biologickou kompatibilitu. Pouziva se jako
do mitochondrii nadorovych bunék a poté indukovat apoptézu prostiednictvim zmény
MMP s naslednym tnikem cyt ¢ Z mitochondrii. Podobné& jako u organickych nano¢astic

i zde existuje modifikovace skupinou TPP (Wang et al., 2017).
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4. Mitochondrialni onemocnéni

Na mitochondrie mohou putsobit rizné negativni faktory (Wang et al., 2017), jako
jsou mutace, mtDNA nebo jaderné DNA (Xu et al., 2013), a oxida¢ni stres. Podle podilu
mutované a nemutované MtDNA se uréuje tzv. hladina heteroplazmie (Friedman
and Nunnari, 2014). Dale vlivem téchto faktor dochazi k mitochondridlni dysfunkci,
ktera spousti signalni kaskadu vedouci k apoptdze, naslednému selhani organti a vzniku
onemocnéni (Wang et al., 2017). Mnoho lidskych chorob, véetné ischemickych chorob
srde¢nich, je spojeno s poruchou mitochondrii (Wang et al., 2017). Bylo identifikovano
nékolik mitochondrialnich onemocnéni (Zick et al., 2009), které postihuji tkan¢ a organy,
jako jsou srdce, svaly a nervovy systém (Zong et al., 2016). Mitochondrie ovliviuji také
procesy starnuti (Xu et al., 2013). Existuje velka heterogenita klinickych projevi

mitochondrialnich chorob (Friedman and Nunnari, 2014).

4.1 Onkologicka onemocnéni

Mezi zakladni vlastnosti nadorovych bunék patii zvysena proliferace, neomezeny
replika¢ni potencial, nezavislost na rlstovych faktorech, necitlivost na protiristové

signaly, narusena apoptdza a snizena aktivita autofagie (Battogtokh et al., 2018).

4.1.1 Zmény V nadorovych bunikach

Struktura a funkce nadorovych buné¢k se odlisuje od normalnich bunék (Battogtokh
et al., 2018). Funkce mitochondrii se lisi v zavislosti na genetickém vybaveni jedince,
environmentalnich faktorech a pivodu nadorovych bunék. U nadorovych bunék dochazi
k adaptaci mitochondrialnich funkci, aby ptezily metabolicky stres. Mitochondrie
predstavuji pomérné komplexni organely, které ovliviiuji iniciaci, rast, preziti
a metastazovani nadorovych bunék (Vyas et al., 2016). Nador vznika z onkocyti, coz jsou
bunky velmi bohaté na mitochondrie (Zong et al., 2016). Nadorové specifické mutované
enzymy produkuji tzv. onkometabolity, které vedou K iniciaci nadoru, protoze diky
produkci onkometabolitii maji mitochondrie zna¢ny vliv na strukturu chromatinu. Hlavni
princip ptsobeni téchto latek je dan jejich strukturni podobnosti s a-ketoglutaratem, coz
Jim umoznuje pasobit jako kompetitivni inhibitory enzymti z rodiny 10-11-transloka¢nich
methylcytosin dioxygenaz a histonovych demethylaz obsahujicich Jumonji-C doménu,
kter¢ modifikuji chromatin, a prolylhydroxylaz. Oxidacni stres a mitochondridlni
signalizace mohou také podporovat iniciaci, kromé toho jesté rist a preziti nddororovych

bun€k, na ¢emz se podili i preprogramovani energetického metabolismu, k cemuz
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pfispiva vice ruznych mechanismti v mitochondriich. Mitochondrialni biogeneze
regulovana pomoci PGC-la mulze prispét K metastatickému potencialu nadorovych
onemocnéni je transkrip¢ni faktor c-Myc, ktery reguluje bunéénou proliferaci, progresi
bunééného cyklu, energeticky metabolismus a apoptézu. Nardst mitochondrialni
biogeneze se projevuje zvySenou biosyntetickou a respiraéni kapacitou nadorovych
bunék. Metabolické adaptace, na kterych se podili onkogen c-Myc, u proliferujicich
nadorovych bunék vedou kprogresi téchto bun¢k a indukuji zménu v glykolyze
pro stimulaci jejich rastu. Hlavnim downstreamovym efektorem pro aktivaci signalni
drahy fosfatidylinositol-3-kinazy/proteinkinazy B (PI3K/Akt) je sav¢i cil rapamycinu
(mTOR) (Vyas et al., 2016), ktery je soucasti dvou odlisnych proteinovych komplext,
MTOR komplexu 1 a 2 (mMTORC1 a mTORC2) (Sabatini, 2017). mTOR ovliviiuje
bunéény rist a pomaha udrzovat energetickou homeostazu (Vyas et al., 2016) zménou
glukézového metabolismu (Heiden et al.,, 2010). Deregulovand signalni draha
PI3K/Akt/mTOR je zodpovédna za vznik rtznych chorob, véetné onkologickych
onemocnéni. MTORCL1 reguluje mitochondrialni biogenezi jak na urovni transkripce
prostfednictvim aktivace signalizace Yin Yang 1/PGC-la, coz vede k expresi
mitochondrialnich genti, tak na urovni translace skrze inhibici pomoci proteinu vazajiciho
mitochondrialnich proteini. Zmény V mitochondridlni dynamice jsou typické
pro nadorové transformace bunék, piicemz onkogen K-Ras stimuluje mitochondrialni
fragmentaci prostfednictvim fosforylace Drpl zajistované extracelularnimi signalem
regulovanymi kinazami 1/2. Mutace onkogenu K-Ras maji za nasledek koordinovanou
regulaci mitochondridlni biogeneze, preprogramovani energetického metabolismu

a podporu mitochondrialniho déleni a mitofagie (Vyas et al., 2016).

4.1.2 Energeticky metabolismus

Rychle rostouci nadorové bunky potiebuji obrovské mnozstvi energie, které
umoziuje nepietrzity rast (Battogtokh et al., 2018). Nadorové buiky piekonavaji
zavislost na rustovych faktorech diky mutacim, které postihuji geny signalnich drah.
Onkogenni mutace mohou vést k pfijmu Zivin, zejména glukdzy, které spliuji
nebo piekracuji bioenergetické pozadavky proliferujicich bunék (Heiden et al., 2010).
Mikroprosttedi nadorGt je charakterizovano nizkym obsahem kysliku tzv. hypoxii

(Vaupel, 2004). Aby nadorové buiky prezily hypoxické podminky, tak v nich dochazi
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k metabolickym zménam smérem k energeticky méné vyhodné anaerobni glykolyze.
Za tohoto stavu hypoxie dochazi v nadorovych bunkach k indukei hypoxii indukovaného
faktoru 1 (HIF-1). Buné¢né dychani, které je pro normalni buiiky hlavnim zdrojem ATP,
je v nadorovych buiitkach méné vyuzivané. Hromadéni metabolitu citratového cyklu, jako
jsou sukcinat ¢i fumarat, v cytosolu vede k inhibici aktivity prolylhydroxylazy a tim
ke stabilizaci HIF-1a (Wang et al., 2017). Tyto metabolity mohou slouzit jako signal
ke stimulaci glykolyzy (Gottlieb and Tomlinson, 2005). Adaptace nadorovych bunék
zahrnuje inhibici apoptozy prostfednictvim mutace p53, coZ je tumor supresorovy protein
(Wang et al., 2017). Exprese genu TP53-regulator indukované glykolyzy a apoptdzy,
kterou reguluje p53 (Bensaad et al., 2006), vede ke snizeni aktivity fosfofruktokinazy
(PFK), potlaceni glykolyzy a aktivaci pentéozového cyklu, alternativni cesty Sté€peni
glukozy, ktera poskytuje NADPH. Je to adaptivni mechanismus, ktery chrani nadorové
buinky pfed oxidacnim stresem vznikajicim nadmérnou produkci ROS, protoze
za ptitomnosti NADPH je oxidovana forma glutathionu ptevedena na redukovanou formu
glutathionu (GSH) (Heiden et al., 2010), coz pomaha nadorovym bunikam piezit (Wang
et al., 2017). Nadorové buiiky unikaji apoptoze také downregulaci proapoptotickych
a/nebo upregulaci antiapoptotickych proteini Bcl-2 rodiny (Vyas et al., 2016), které
chrani pfed permeabilizaci OMM, coz je dulezitym krokem v aktivaci vnitini apoptotické
signalni drahy (Wang et al., 2017).

4.1.3 Warburgiv efekt

Pozorovani Otta Warburga (Zong et al., 2016), ze na rozdil od normalnich bunék
dochazi v proliferujicich nebo nadorovych bunkach Kk aerobni glykolyze,
tzv. Warburgovu efektu (obrazek 12), poukazala na roli mitochondrii v tumorigenezi
(Vyas et al., 2016). Pti aerobni glykolyze se vétsina glukozy prevadi na laktat bez ohledu
na to, zda je ptitomen kyslik (Heiden et al., 2010). Warburguv efekt je charakteristickou
vlastnosti t¢éméf vSech nadorovych bunék. I kdyz poSkozené mitochondrie v n€kterych
nadorovych buiikach zméni aktivitu, tak vétsina nadorovych bungk, ve kterych probiha
Warburgutv efekt, ma neporusenou mitochondrialni respiraci, u jistych podtypt nadoru je

dokonce dulezita pro jejich tvorbu (Vyas et al., 2016).
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Obrazek 12: Schematické znazornéni aerobni glykolyzy (Warburgiv efekt). ATP —
adenosintrifosfat (adenosine triphosphate) (upraveno dle Heiden et al., 2010).

Pfeména veskeré glukdzy az na oxid uhlicity prostiednictvim OXPHOS za ucelem
maximalizace produkce ATP je v rozporu s potiebami proliferujici buiiky. Cést glukézy
slouzi jako zdroj prekurzori, napiiklad acetyl-CoA a NADPH pro syntézu mastnych
kyselin k podpofe bunééné proliferace. Aerobni glykolyza je pro tvorbu ATP méné
ucinna nez OXPHOS, ale ptesto poskytuje dostatecné mnozstvi energie pro rychlou
proliferaci. Jednim z moznych vysvétleni prechodu z OXPHOS na aerobni glykolyzu je,
ze mén¢ efektivni zpisob syntézy ATP je problémem jen v ptipadé nedostatku
energetickych zdrojii. To ovSem neplati pro proliferujici bunky, které maji zajiStény
neustaly pfisun glukozy a dalSich zivin cirkulujicich v krvi. Druhym moznym
vysvétlenim je, ze proliferujici buiiky maji vyssi energetické pozadavky presahujici
moznosti OXPHOS. Hypoxické prostiedi nadoru se objevuje az pozd¢ji, nemusi byt
hlavni pfi¢inou tohoto ptechodu (Heiden et al., 2010).

Glykolyticky enzym (Heiden et al., 2010) pyruvatkinaza (PK) katalyzuje tieti
ireverzibilni krok glykolyzy za tvorby pyruvatu, ktery je pfenesen do mitochondrii, kde
podléha oxidacni dekarboxylaci (Vyas et al., 2016). Nadorové buiiky ve srovnani
s diferencovanymi buiikami exprimuji pfevazné¢ M2 izoformu tohoto enzymu (PKM2)

(Heiden et al., 2010). lzoforma PKM2 je na rozdil od PKM1 regulovana vazbou
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fosforylovanych tyrosinovych peptidu, ktera inhibuje enzymatickou aktivitu PK (David
et al., 2010), coz podporuje proliferaci nadorovych bunék (Heiden et al., 2010).
Je spojena s regulaci metabolismu glukézy, ktery ovliviiuje rast nadorovych bunék
(Mazurek et al., 2005). Pii procesu acrobni glykolyzy (Heiden et al., 2010) vznikaji
meziprodukty, které jsou vyuzivany v pentézovém cyklu, pro syntézu serinu a lipida
(Vyas et al., 2016). Krom¢ toho mitochondrialni pyruvatovy nosi¢ 1 a 2 (MPC1 a 2),
dualezity rtstovy faktor, je bud’ ztracen, nebo downregulovan u fady nadora. Ztrata MPC
navic stimuluje kompenzaéni drahy, kdy soucasné probiha oxidace glukozy Vv citratovém
cyklu, véetné glutaminolyzy (Vyas et al., 2016). Tento proces zahrnuje dva deaminacni
kroky. Prvnim krokem je pfeména glutaminu na glutamat za katalyzy glutaminazy (GLS),
v druhém kroku katalyzovaném glutamatdehydrogenazou (GDH) se glutamat pievadi na
a-ketoglutarat. GLS je regulovana expresi onkogenu c-Myc a aktivita GLS souvisi
s rustem nadorovych bunc¢k (Durdn et al., 2012). Nejen glutaminolyza, ale také
metabolismus mastnych kyselin a aminokyselin s rozvétvenym fetézcem sveédci
o metabolické flexibilit¢ nadorovych bunék. Z tohoto duvodu pii aerobni glykolyze
mitochondrie zustavaji funkéni a pfeprogramovani energetického metabolismu umoziuje
udrzet bunéfnou homeostazu béhem Warburgova efektu. Kromé oxidace glukozy
mitochondrie pfispivaji k nddorové progresi syntézou nukleotidii prosttednictvim

metabolismu jednoho uhliku (Vyas et al., 2016).

4.1.4 Role ROS u nadorovych bunék

Vysoké hladiny ROS pfispivaji k nestabilité genomu, ktera podporuje nadorovou
transformaci. Nicméné mirné zvySena hladina ROS reguluje bunéénou signalizaci.
Peroxid vodiku a dalsi ROS totiz inhibuji (Vyas et al., 2016) homologa fosfatazy a tenzinu
(PTEN), coz je tumor supresorovy gen (Yang et al., 2010), oxidaci cysteinovych zbytki
v aktivnim misté fosfatazy (Tonks, 2006). Inaktivace PTEN vede k aktivaci signalni drahy
PI3K/AKkt, ktera stimuluje bunécny rist. Regulace bunécné signalizace zprostfedkovana
ROS také ovliviiuje metastazovani nadorovych bungk. Pti zvysené produkci ROS dochazi
k jejich eliminaci pomoci antioxida¢nich ochrannych systému. Napiiklad onkogeny K-
-Ras, B-Raf nebo c-Myc aktivuji jaderny faktor (odvozeny od erytroidu 2) 2, coz je
transkripéni regulator antioxidacnich reakei, a tim se snizuje tvorba ROS. Rovnovaha
mezi produkci ROS a antioxida¢ni ochranou je dalezita pro udrzovani hladiny ROS, ktera

podporuje tumorigenezi (Vyas et al., 2016).
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4.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je chronické onemocnéni, které se déli na dva hlavni typy.
DM 1. typu vznika, kdyz slinivka bfisni nevytvaii dostatek inzulinu. U DM 2. typu,
celosvétové nejcastéjsi formy, té€lo nedokdze ucinné vyuzit produkovany inzulin.
Mitochondrialni dysfunkce se podili na vzniku DM 2. typu. Acetyl-CoA, produkt (-
-oxidace a ze kterého je syntetizovan citrat, inhibuje aktivitu nékterych enzymu, jako je
PFK a pyruvatdehydrogenaza. Tim je potlacena glykolyza, dochazi ke zvyseni hladiny
glukozy v krvi a snizeni produkce inzulinu (Wang et al., 2017). U pacienti s DM 2. typu
je niz§i pocet mitochondrii, které jsou mensi a maji redukovanou energetickou kapacitu
(Kelley et al., 2002) v porovnani se zdravymi lidmi. ZhorSeni mitochondrialni funkce
vyznamng¢ souvisi se snizenim (pfiblizné ¢tytikrat) aktivity jednotlivych komplextt ETC
a poklesem (pfiblizn¢ dvakrat) syntézy mitochondrialnich proteinii. Pacienti s DM 2. typu
maji defekty mtDNA (Wang et al., 2017).

4.3 Alzheimerova, Parkinsonova choroba a Friedreichova ataxie

Alzheimerova choroba (AD) je chronické neurodegenerativni onemocnéni, které
obvykle za¢ina pomalu a postupné se zhorSuje. Amyloidni hypotéza povazuje akumulaci
amyloida B v mitochondriich mozku za hlavni pfi¢inu vzniku AD. Shlukovani téchto
peptidi, toxickych pro mozkové buiiky, do amyloidnich plakd vyvola smrt neuront.
Mimoto se na rozvoji AD podili snizena oxidace glukozy (Battogtokh et al., 2018).

Parkinsonova choroba (PD) je chronické progresivni neurodegenerativni
onemocnéni centralniho nervového systému. Postihuje piedev§im motorické funkce
(Battogtokh et al., 2018), coz souvisi Se ztratou dopaminergnich neuroni.
Mitochondrialni dysfunkce a oxidacni stres maji vyznam v patogenezi PD (Zick et al.,
2009). Vzacné dédiéné mutace genu kodujicich proteiny Parkin, a-synuklein, PTEN
indukovanou kinazu 1, DJ-1, opakovanou kinazu 2 bohatou na leucin a protein A2
s vysokoteplotnim pozadavkem (HTRAZ2) mohou vést ke vzniku PD. Vsechny tyto
proteinové produkty genti asociovanych s PD jsou lokalizovany v mitochondriich
(Henchcliffe et al., 2008).

Friedreichova ataxie je neurodegenerativni onemocnéni, jehoz pti¢inou je expanze
opakovani tripletu guanin-adenin-adenin v genu kédujicim frataxin, mitochondrialni

protein podilejici se na metabolismu zeleza (Xu et al., 2013).
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4.4 Barthuv a Wolf-Hirschhorniiv syndrom, Wilsonova choroba

Barthuv syndrom je porucha vyvolana mutacemi v genu kodujici tafazzin, coz je
protein ucastnici se biosyntézy CL. Lidé s Barthovym syndromem maji mitochondrie
s niz§im obsahem CL, ptesnéji 0 80 %, coz je spjato se zavaznymi zm&nami topologie
IMM. (Zick et al., 2009).

Wolf-Hirschhorniv syndrom je zptuisoben deleci gent, zahrnujici LETM1, WHSC1
a FGFR3, v oblasti distalni ¢asti kratkého raménka 4. chromozomu (Yang et al., 2016).
LETM1 je vysoce konzervovany protein IMM (Zick et al., 2009).

Wilsonova choroba je autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni zapficinéné
mutacemi v genu ATP7B kodujicim meéd’ transportujici ATPazu. Akumulace meédi
v hepatocytech vede k mitochondrialni dysfunkci, poSkozeni hepatocytii, dokonce az
k selhani jater (Zischka et al., 2018).
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5. Lécba mitochondrialnich onemocnéni

Obohaceni mitochondrialnich kompartmentti 0 antioxidanty a prooxidanty se muize
vyuzit pro cileni do mitochondrii v terapii. Antioxidanty se uplatiuji pro své
protistarnouci G¢inky, pficemz aplikace jsou zaméfené hlavné na kardiovaskularni
a neurodegenerativni choroby, naptiklad CoQ10 ma silné antioxida¢ni vlastnosti.
Zatimco prooxidacni a cytotoxické latky jsou pouzivany Kk 1é€bé onkologickych
onemocnéni (Frantz and Wipf, 2010).

Cileni na lapace ROS v mitochondriich je i¢innou 1é¢ebnou strategii hemoragického
Soku a souvisejicich stavi, jako je cévni mozkova piihoda nebo infarkt myokardu (Frantz
and Wipf, 2010).

Pti terapii onkologickych onemocnéni by se mohlo vyuzit cileni na mitochondrialni
enzymy metabolismu jednouhlikatych zbytku, jako jsou serinhydroxymethyltransferaza
2 (SHMT?2), methylentetrahydrofolatdehydrogenaza 2 a aldehyddehydrogenaza 1, ¢len
rodiny L2 (ALDH1L2). SHMT?2 je lokalizovan v nadorové¢ transformovanych buikach
pti hypoxii. SHMT2 je u glioblastomil exprimovan zejména V bunikach ischemické tkané
sousedicich s nekrotickymi oblastmi nadort. Aktivita ALDH1L2 podporuje bunéénou
redoxni homeostazu, a tim pfispiva ke vzniku metastaz melanomu (Zong et al., 2016).
Dale se nabizi cileni na enzymy GLS, GDH a transportéry glutaminu. Léceni by mélo byt
ucinné pro nadory s vysokou spotiebou glutaminu a vhodnym markerem by mohla byt
mira exprese c-Myc (Krejcir et al., 2018). Pro vyvoj cilené protinadorové terapie mohou
byt vyznamné specifické inhibitory antiapoptotickych proteinti rodiny Bcl-2, které jsou
znamé jako BH3 mimetika, protoze napodobuji ulohu proapoptotickych BH3-only
proteint (Krejcir et al., 2018). Mimo jiné v nadorovych buiikach s mutacemi enzymu
citraitového cyklu probiha reduktivni karboxylace, coZ je draha podilejici se na tvorbé
meziprodukti tohoto cyklu. Tedy nadorové buiikky maji odlisny metabolismus oproti
normalnim bunkam a identifikuji se metabolické zranitelnosti. Nejslibngjsi cileni je
na neomorfni aktivitu mutantniho enzymu isocitratdehydrogenazy (IDH) (Zong et al.,
2016), ktery je jednim zenzymu citratového cyklu a existuje ve dvou variantach,
cytoplazmaticky IDH1 a mitochondrialni izoenzym IDH2 (Krejcir et al., 2018).
Nadorové bunky s poruchami mitochondrialni funkce vyzaduji upregulovanou glykolyzu
kvuli zvySenym narokim na energii, tudiz mohou byt citlivéjsi na inhibici absorpce
gluko6zy nebo na zablokovani glykolyzy (Zong et al., 2016). Glykolyza sice neprobiha

vV mitochondriich, je vSak soucasti energetického metabolismu bunék a S procesy
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probihajicimi v mitochondriich je izce spjata. Jednou z nejvice studovanych moznosti,
jak potlacit glykolyzu, je inhibice hexokindzy (HK), prvniho enzymu glykolytické
kaskady, ktera fosforyluje glukézu za vzniku gluko6za-6-fosfatu a patii mezi nékolik
enzymt, jejichz aktivita je regulovand a rozhoduje o celkovém vykonu glykolyzy.
Inhibici HK je mozné zastavit cely proces a zabranit buitkdm v produkci ATP. HK byva
v nadorech pfitomna ve zvysené mife, a to zejména v podob¢ izoenzymu HKII. Vyssi
exprese HK a dal$ich limitujicich enzymt umoznuje nadorovym bunkam navysit kapacitu
glykolytické kaskady a v piipad¢ dostatecného mnozstvi glukozy ziskavat z glykolyzy
vice ATP. Dal$imi vhodnymi cili pro inhibici glykolyzy jsou PKM a PFK. Cileni
na antioxida¢ni mechanismy nadorovych bunék piedstavuje dalsi strategii pro vyvoj
protinadorové lécby. Uplatnuji se pfi ni dva odlisné pfistupy, pfiCemz tim vice
vyuZivanym je snaha o poSkozeni nadorovych bunc¢k navySenim hladiny ROS.
Mén¢ studovanou moznosti je naopak inhibice produkce ROS, ktera by branila
nadorovym bunkam vyuzivat jejich stabilné zvy$enou hladinu ve svij prospéch. Objevuje
se také snaha o vyuziti Zeleza a tzv. Fentonovy reakce, jejiz podstatou je katalyticka
pfeména peroxidu vodiku na hydroxylovy radikal zprostfedkovana ionty Zeleza. Diky
produkci ROS je Fentonova reakce vyznamnym procesem, ktery hraje roli pfi nékterych
patologickych stavech, v€etné kancerogeneze. Vyuziti Fentonovy reakce by mohlo najit
uplatnéni v terapii nadori, které maji nizkou troven exprese katalazy, ktera rozklada
molekuly peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Krejcir et al., 2018). Kromé toho cilem
mnoha protinddorovych lécebnych pristupt je vyuziti zvySeného oxidacniho stresu
U nadorovych bunek k jejich selektivnimu zabijeni prostiednictvim prooxidantt

indukujicich apoptozu (Frantz and Wipf, 2010).

5.1 Léciva cilici na mitochondrie

Léciva pro mitochondridlni cileni mohou byt zafazena do kategorii podle
mechanismu ptisobeni v mitochondriich a ucelu pouziti. Co se ty¢e mechanismi Gcéinku,
lé¢iva mohou vykazovat biologickou aktivitu v mitochondriich nebo plsobit pfimo
na mitochondrialni membrany a/nebo na pory prechodné permeability Pokud jde o u€inky
1€¢iv, pouzivaji se cytotoxické léky, antioxidanty pro ochranu bun¢k nebo molekuly
pro detekéni/zobrazovaci metody, pomoci kterych jsou snimany mitochondrie v bunkach
(Battogtokh et al., 2018).
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5.1.1 Mechanismy pisobeni lé¢iv

Malé molekuly 1éktt mohou pusobit na mitochondrie riznymi mechanismy.
Mezi soucasné pristupy patii inhibice ETC a OXPHOS, dale modulace homeostazy
vapniku a regulace oxidacniho stresu snizenou nebo zvysenou produkci ROS
V mitochondriich. K inhibici ETC mutze dojit pfimou inhibici podjednotky jednoho
nebo vice enzymovych komplexi nebo pfijetim elektron protékajicich ETC namisto
akceptori CoQ nebo cyt c. V piipadé¢ inhibice OXPHOS se protony piesouvaji
z mitochondrialni matrix ptimo ptes IMM do IMS, aniz by prechazely pies ATPazu, coz
ma za nasledek zvyseni produkce tepla a snizeni tvorby ATP. Typickymi ptiklady ¢inidel,
ktera podporuji inhibici OXPHOS, jsou slabé kyseliny a zasady, které se mohou
protonovat v IMS a pfenaseji protony pies IMM. Prevence oxida¢niho poskozeni bun¢k
snizenim produkce ROS v mitochondriich I1ze dosdhnout dodanim antioxidantt, které
pusobi jako lapace volnych radikalti a/nebo elektront (Frantz and Wipf, 2010).

Dulezitou udalosti spoustéjici apoptotickou kaskédu je permeabilizace OMM, ktera
iniciuje kolaps MMP, uvolnéni cyt ¢ a dal§ich aktivatori protedz a nukleaz
z mitochondrii. Apoptéza mulize byt blokovana inhibitory mitochondridlniho poru
prechodné propustnosti, otvira¢i mitoKarp nebo vapnikem aktivovanych draslikovych
kanali, nebo inhibitory mitochondrialnich sodno-vapenatych vyménikd (Frantz
and Wipf, 2010).

Mezi dalsi mechanismy ucinku Ié¢iv patii inhibice peroxidazové aktivity komplexu
cyt c-CL a cileni dalSich specifickych mitochondridlnich proteinti prostfednictvim
inhibice kinaz, ATPaz, enzymu citratového cyklu nebo antiapoptotickych proteint Bcl-2
rodiny. Néktera 1é¢iva jsou schopna inhibovat B-oxidaci, coz vede k akumulaci lipida
v bunikach (Frantz and Wipf, 2010).

Mimo jiné existuji mechanismy pusobeni 1é¢iv jako vazba na mtDNA, inhibice
syntézy mtDNA nebo modulace mitochondridlniho dé€leni/fuze. Latky, které se vazou
na mtDNA, casto zpusobuji inhibici syntézy DNA. Tento mechanismus ucinku mutze
predstavovat strategii blokovani exprese mutované mtDNA, ktera je zodpovédna za vznik
nékterych dédiénych mitochondrialnich chorob. Slouceniny, které moduluji
mitochondrialni déleni/fuzi, byly navrZzeny pro 1écbu neurodegenerativnich onemocnéni

(Frantz and Wipf, 2010).
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5.1.2 Utinky 1é¢iv

Cytotoxické léky by mély specificky interagovat s mitochondridlnimi proteiny
a hromadit se v mitochondrialni matrix v zavislosti na membranovém potencialu, aby se
usmrtily buniky nadorové nebo podilejici se na vzniku jiného chronického onemocnéni
(Battogtokh et al., 2018).

Antioxidanty jsou latky, které neutralizuji volné radikaly, obsahujici nepéarovy
elektron a majici vysokou reaktivitu, piijetim ¢i odevzdanim elektronu. Obecné plati, ze
antioxida¢ni aktivitu maji aromatické slouceniny. Darovanim atomu vodiku
nebo elektronu se antioxidant stane radikalem, ktery je méné¢ reaktivni a nebezpecny
nez pvodni volny radikdl. Antioxidanty ptisobi nékolika mechanismy: zabramuji
peroxidaci lipidi, zhaseji singletovy kyslik, chelatuji ionty kovi, prerusuji fetézové
reakce volnych radikald a redukuji superoxidy. Dalsi dulezitou funkci antioxidantd je
regulace aktivity enzymt souvisejici s mnozstvim ROS. Antioxidanty snizuji v buiikach
hladinu volnych radikalt bud’ inhibici aktivity ¢i exprese enzymi tvoficich ROS, jako
jsou NADPH-oxidaza a xanthinoxiddza, nebo zvySenim aktivity ¢i exprese
antioxida¢nich  enzymi, jako jsou superoxiddismutaza (SOD), kataldza,
glutathionperoxidaza (Battogtokh etal., 2018), glutathionreduktaza,
thioredoxinreduktaza, thioredoxin, peroxiredoxin a glutaredoxin (Bottje, 2019).
Antioxidanty mohou rovnéZ snizovat mnozstvi ROS v nadorovych buikéch inhibici
jejich proliferace. Mezi vyznamné antioxidanty patii vitamin C a E, karotenoidy,
glutathion, kyselina mocova, jednoduché fenoly, flavonoidy a thioly (Battogtokh et al.,
2018). Dale CoQIl0 je pienase¢ elektroni Vv ETC pfirozené se vyskytujici
v mitochondriich (Frantz and Wipf, 2010).

Vznik mnoha chronickych onemocnéni je zpusoben tvorbou ROS a reaktivnich
forem dusiku (RNS) v mitochondriich. Pro zjistovani a pochopeni vlastnosti
(napt. koncentrace, biologicky polocas, typ atd.) ROS a RNS je zapotiebi vyvoj
mitochondrialn¢ cilenych latek. Detekce téchto reaktivnich forem jsou zalozené
na fluorescencnich metodach diky charakteristikim latek, které jsou vysoce citlivé
a prakticky neznic¢itelné. V mitochondriich se detekuje pfitomnost peroxynitritu
(ONOQO") a oxidu dusicitého (‘NOz), coz je radikalovy meziprodukt vznikajici rozkladem
peroxynitritu. V zivych bunkach se provadi detekce exogennich a endogennich forem
oxidu sifi¢itého, které zpusobuji pokles hladiny mediatorové RNA a tim vznik riznych

chorob, jako jsou onkologickd onemocnéni plic a neurologické poruchy. Detekce
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chlornanovych anionti v mitochondriich ma velky vyznam pro pochopeni vztaht
mezi t¢émito anionty a snimi souvisejicimi chorobami. Nadmérna koncentrace
chlornanovych anionti v téle zapficituje vznik kardiovaskularniho onemocnéni,
aterosklerdzy, osteoartritidy, revmatoidni artritidy, poskozeni plic, a dokonce

onkologického onemocnéni (Battogtokh et al., 2018).

5.1.3 Pouzivana léliva

SkQ1 (obrazek 13) je derivat latky plastochinonu spojeny s TPP. Plastochinon ma
antioxida¢ni aktivitu. V nazvu SkQ1 - Sk znamena ,,iont Skula¢eva“ a Q je chinon.
Sloucenina SKQ1 byla schvalena v Rusku, kde jsou v sou¢asné dob¢ dostupné o¢ni kapky
zvané Visomitin® (Battogtokh et al., 2018).
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Obrizek 13: Chemicka struktura SKQ1. Cervenou barvou je ozna¢eno trifenylfosfonium,
modrou spojovaci fetézec a Cernou plastochinon (upraveno dle Battogtokh et al., 2018).

Venetoklax patii mezi BH3 mimetika a je to nizkomolekularni latka cilici
na apoptotickou drahu. Byl navrzen jako monoselektivni s afinitou pouze
k antiapoptotickému proteinu Bcl-2, jehoz aktivitu blokuje v nadorovych buikach.
Tim vzniklo dostate¢né Siroké terapeutické okno pro lécbu onkologickych onemocnéni
S typicky zvySenou expresi tohoto proteinu. Normalni zdravé bunky, u kterych jsou
antiapoptotické proteiny zastoupeny rovnomérng, jsou vuci inhibitoru méné citlivé
nez bunky zavislé zejména na proteinu Bcl-2. V roce 2016 venetoklax prosel Gspésné
klinickym testovanim a byl schvalen Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv. Lék je uréen
pacientim S chronickou lymfocytarni leukémii a deleci kratkého raménka chromozomu
17, na kterém se nachazi gen TP53 kdodujici nadorovy supresor pS3. Av ¢ervnu roku 2018
byl schvalen v kombinaci s rituximabem i pro pacienty bez této delece (Krejcii et al.,
2018).

Metformin patii do skupiny 1éki oznacovanych jako biguanidy (Zong et al., 2016).
Je to latka, kterd ovliviiuje fungovani ETC. Doposud neni jasné, jaky je mechanismus

protektivniho ucinku této latky. Obecné je metformin povazovan za inhibitor komplexu |
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ETC, ktery naruSuje proces OXPHOS. Jeho uc¢inek na organismus je vSak komplexni
a latka pusobi na ne€kolika urovnich (Krejcir et al., 2018). Metformin a chemicky velmi
podobna latka fenformin v bunkach aktivuji AMP-aktivovanou proteinovou kinazu
(AMPK) (Heiden et al., 2010), ktera je dalezitym regulatorem bunéného metabolismu
a k jeji aktivaci dochazi pti snizeni haldiny ATP. AMPK navozuje v buikach klidovy
stav, kdy bunky Setfi energetické zdroje, dochazi k inhibici mTOR, tedy potlaceni ristu,
a indukci autofagie. Metformin se pouziva v 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu a vykazuje
protinadorovy efekt ziejmé diky atlumu metabolismu nadorovych bunék. Na urovni
celého organiSmu metformin potlacuje glukoneogenezi v jatrech, snizuje koncentraci
glukézy a hladinu inzulinu Vv krvi. Tyto G¢inky mohou vést k energetickému stresu
nadorovych bunc¢k a také k omezeni proriistové signalizace u nadord vyuzivajicich
inzulin a inzulinu podobné rustové faktory (Krejcir et al., 2018).

Enasidenib je latka, ktera cili na metabolické procesy. Je to specificky inhibitor
mitochondrialni varianty mutovaného enzymu citratového cyklu IDH2 abrani tak
hromadéni onkometabolitu 2-hydroxyglutaratu v nadorovych bunikach. V roce 2017 byl
schvalen pro klinické pouziti Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (Krejcir et al., 2018).

Pemetrexed se pouziva v prvni linii 1é¢by pacientd s karcinomem plic (Zong et al.,
2016).

Trisenox obsahujici 1é¢ivou latku oxid arsenity se pouZziva u pacientd s akutni
promyelocytarni leukémii. Mechanismus G¢inku neni zcela znam, dochazi k interakci
s thiolovymi skupinami enzymovych komplexii, coz vede k produkci ROS a nasledné
k apoptoze (Frantz and Wipf, 2010).

Motexafin Gadolinium zvysuje citlivost nadorovych bunék mozku na radiacni
terapii, které selektivné zabiji tim, Ze u nich indukuje apoptozu (Frantz and Wipf, 2010).

2-methoxyestradiol, ktery se dostal do faze klinickych studii pro 1écbu solidnich
a metastatickych onkologickych onemocnéni pod nazvem Panzem, inhibuje SOD, coz
vede k akumulaci ROS v nadorovych bunkach (Frantz and Wipf, 2010).

Imexon je mald molekula, ktera se vaze na thioly, jako je GSH a cystein, coz
zpusobuje hromadéni ROS vedouci k mitochondrialni dysfunkci a apoptoze (Frantz
and Wipf, 2010).
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Zavér

Rostouci zajem o cileni na mitochondrie odhaluje nova 1é¢iva. Soucasné chapani
zakladniho vztahu mezi funkcemi mitochondrii a vznikem onemocnéni je nedostacujici.
Stale je tfeba 1épe porozumét mitochondrialni biologii, aby bylo mozné navrhnout
nejlepsi terapeutickou strategii. Nanotechnologie, kam patii lipozomy, polymerni
a anorganické nanocastice, nabizi slibny zpiisob efektivniho dodani do mitochondrii
na zéklad¢ strategii, které¢ zahrnuji delokalizované lipofilni kationty, peptidy pronikajici
do mitochondrii a ,,stroje” pro import mitochondriadlnich proteini. V soucasné dobé
aplikované latky plisobici na mitochondrie maji urcité nevyhody. Naptiklad
delokalizované lipofilni kationty jsou cytotoxické, coz ma za nasledek jejich omezené
klinické vyuziti. Nékteré dalsi cilici ligandy, jako jsou peptidy, maji nevyhodu ve vétsi
struktufe, rozpustnosti a mensi propustnosti vnitini mitochondrialni membrany.

Pochopeni role mitochondrii vV nddorovém bujeni odhaluje nové ptistupy k cilené
terapii onkologickych onemocnéni. Jednd se zejména o cileni na mitochondrialni
metabolické procesy, jako je glykolyza a glutaminolyza, dale na apoptotickou kaskadu
a hromadéni onkogennich metaboliti. Podpora tvorby reaktivnich forem kysliku
vV mitochondriich, ktera indukuje smrt nadorovych bunék, muze zvysit GCinky

chemoterapie.
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