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Abstrakt

Glykolyza predstavuje dilezitou metabolickou drahu, konzervujici energii v bunkach. Pti
rozkladu glukézy dochézi k syntéze molekul ATP v procesech substratové fosforylace. Klasicka
draha bézi podle Embden-Meyerhofova schématu, avSak u mnoha organismli nalezneme
pozoruhodné odchylky, jako tomu je napfiklad u parazitickych prvoki. Pribéh glykolytické
drahy zavisi na enzymech, které katalyzuji jeji jednotlivé reakce a praveé zde lze nalézt

odli$nosti pii porovnani glykolyzy parazitickych prvoki a glykolyzy modelovych eukaryot.

Tato prace se zaméfuje na glykolyzu a reakce syntetizujici ATP u vybranych parazitickych
prvokt. Konkrétné¢ u Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica
a Trypanosoma brucei ssp. V jednotlivych podkapitolach jsou popsany jejich glykolytické
drahy a s nimi souvisejici enzymy, od pocate¢niho substratu, glukézy, az po vysledné kone¢né
produkty.

Klicova slova
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Abstract

Glycolysis is an important metabolic pathway that conserves energy within cells. During the
breakdown of glucose, molecules of ATP are synthesized in processes of substrate-level
phosphorylation. The classical pathway follows the Embden-Meyerhof scheme, but there are
remarkable deviations in many organisms. This is the case of parasitic protists. Their glycolytic

pathway differs in some of the enzymes used.

This thesis focuses on glycolysis and ATP-synthesizing reactions in selected parasitic
protozoa. Specifically focuses on Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica and Trypanosoma brucei spp. In individual subchapters, their glycolytic pathways
and related enzymes are described, from the initial substrate, glucose, to the final products.
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Seznam pouzivanych zkratek

ADP adenosin difosfat

AMP adenosin monofosfat

AOX aleternativni oxidaza

APS adenosin-5"-fosfosulfat

ATP adenosin trifosfat

ACS acetyl koenzym A syntetaza

CDP cytidin difosfat

CoA koenzym A

DHAP dihydroxyaceton fosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

EhNO1/2 Entamoeba histolytica NADPH-dependentni oxidoreduktaza 1 a 2
FAD flavinadenindinukleotid

FADH2 redukovany flavinadenindinukleotid

GAP glyceraldehyd-3-fosfat

GDP guanosin difosfat

GLUT glukozovy transportér

GPO glycerol-3-fosfat oxidaza

NADH nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma
NAD* nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma
PEP fosfoenolpyruvat

PFK fosfofruktokinaza

PFOR pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza

Pi anorganicky fosfat

PK pyruvat kinaza

PPi pyrofosfat

PPi- PFK pyrofosfat-dependentni fosfofruktokinaza
PPDK pyruvat fosfat dikinaza

SCS sukcinyl koenzym A syntetaza



1 Uvod

Glykolyza ptedstavuje dilezitou metabolickou drahu probihajici témét ve vSech zivych
buitkdch. Béhem postupné degradace glukézy dochazi jednak ke spotfebovani energie potiebné
k uskutecnéni reakci, jednak také dochazi k vyuziti energie chemické vazby energeticky
bohatého substratu k syntéze univerzaln€ pouzitelné slouceniny, ATP, ktera je nasledné buiikou
dale vyuzivana. Ustfedni vstupujici substrat piedstavuje glukéza, kterd je v prabéhu
glykolytické drahy pfeménéna az na pyruvat, ktery miize vstupovat do dalSich metabolickych
procesi, pii kterych taktéz dochazi k syntéze ATP, jedna se o reakce prodlouzené glykolyzy.
Samotna glykolyticka draha je ve vétsin€ piipadd lokalizovana do cytoplasmy, avSak existuji
nekteré vyjimky. Prikladem mtize byt specifickd organela, glykosom, do které se piesunula ¢ast
glykolytické drahy u trypanosom. Konzervace energie v buiice mlize probihat vice zpisoby.
Jednim znich je proces nazyvany substratova fosforylace, pfi kterém dochazi k pienosu
fosfatové skupiny na molekulu ADP zjiné slouceniny s fosfatovou skupinou, pfipadné také
volného fosfatu, za vzniku ATP. Druhym zptsobem, pfi kterém taktéz probihd syntéza ATP, je
oxidativni fosforylace, ktera se uskutecnuje v mitochondriich, jejichz nepostradatelnou soucasti
je respiracni fetézec. Produkce ATP pomoci ATP syntdzy je spojena s transportem elektronti
pres fetézec komplexii a s nim souvisejici pumpovani protonti z matrix do mezimembranového

prostoru mitochondrie.

Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica a Trypanosoma brucei
spp. jsou puvodci zavaznych onemocnéni postihujicich velkou cast lidké populace na celém
svété. Glykolyza predstavuje klicovy proces pro vétSinu zivych bunck a neni tomu jinak ani
v piipad¢é vySe zminénych parazitickych prvoki. Rozklad glukozy a s nim spojené ziskavani
energie z velké ¢asti probihd modelovou Embden-Meyerhofovou drahou lisici se vyuzivanymi
enzymy, které pouzivaji odli$né substraty. Zarovenn mnohdy dochazi k rozvétveni glykolytické
dréhy a tim ke vzniku odlisnych koncovych produkti. Piikladem odlisnych biokatalyzatort
glykolytickych reakci mohou byt PPi-dependentni enzymy, které jako substrat vyuZzivaji
pyrofosfat (PPi) namisto ADP ¢i ATP.

T. vaginalis, G. intestinalis a E. histolytica obyvaji pfevazné anaerobni prostiedi a s tim
souviseji odliSné podminky pro Zzivot oproti aerobnim modelovym organismim. VysSe
jmenovani paraziti¢ti prvoci se s nimi v pribéhu evoluce museli néjakym zptisobem vypotadat,
a proto u nich mohlo dojit k prfeméné¢ mitochondrie a tim ke ztrat¢ standardnich
mitochondridlnich metabolickych procesi, jako je Krebstv cyklus ¢i oxidativni fosforylace. Pti
konzervaci energie se proto tito paraziti¢ti prvoci musi spolehnout na glykolyzu a s ni spojenou
substratovou fosforylaci. Stejné tomu je také u krevni formy 7. brucei, avsak s tim rozdilem, ze
soucasti trypanosomalni bunky je mitochondrie vyuZzivajici kyslik jako terminalni akceptor
elektroni. Jestlize maji nékteii paraziticti prvoci komplexni Zivotni cykly a dochazi u nich ke
stiidani stadii, pak se také mize meénit preferovany zpisob ziskavani vétSiny energie bud’

substratovou, nebo oxidativni fosforylaci.

Jak jiz bylo feCeno, tak v pribéhu evoluce doSlo u nékterych parazitickych prvoku

k modifikacim ptvodnich organel na rizné typy bunécnych kompartmentt. Mitochondrie dala



vznik hydrogenosomu a mitosomu, naopak glykosom je orgaenla odvozend od peroxisomu.
Tyto evolu¢né vzniklé vnitrobunééné struktury jsou pro vySe zminéné parazitické zastupce
podstatné, jelikoz predstavuji dulezitd metabolicka centra.

Vyzkum glykolytické drahy a zpisobti, jakym uvedeni paraziticti prvoci ziskavaji energii
pottebnou k Zivotn¢ dulezitym pochodim v buiice, je podstatny mimo jiné pro mozny vyvoj
léka. Cilem této bakalatské prace je shrnout dosavadni poznatky o, pro eukaryota, Casto
neobvyklych procesech poskytujicich energii vybranym vyznamnym parazitickym prvokim

zpusobujicim zdvazna onemocnéni ¢loveka.



2 Literarni prehled

2.1 Glykolyza

Glykolyza je jedna ze zékladnich metabolickych drah, kterou mtizeme nalézt témét ve vSech
zivych buiikach. Kone¢nym produktem glykolytické drahy je pyruvat, jehoz dalsi osud zavisi na
prostfedi, ve kterém se burika nachézi, a které¢ urcuje, jakym zpisobem se bude regenerovat
NAD" potiebné pro reakci glykolytické glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy a tim k dal§imu
pokracovani glykolyzy. Typicky za aerobnich podminek dochézi k reoxidaci NADH v elektron
transportnim fetézci v mitochondrii, za anaerobidzy je NADH reoxidovano ve fermentacnich
procesech vychazejicich z pyruvatu. V obou piipadech se li§i vysledné produkty reakci
navazujicich na glykolyzu, v ptipad¢ aerobiozy se jednd o oxid uhliCity a vodu, které vznikaji
v Krebsové cyklu, respektive elektron transportnim fetézci, v pfipadé anaerobnich podminek
o laktat ¢i etanol produkovany pfi mlécném, respektive alkoholovém kvaseni. V zavislosti na

prostiedi, ve kterém se bunka nachazi, jsou nutné rozdilné enzymy (Nelson et al. 2021).

Jiz podle nazvu lze usoudit, ze v prubéhu této drahy dochazi k rozkladu glukézy. Molekuly
glukézy se do bunky dostavaji usnadnénou diftizi pomoci glukézovych transportéri (GLUT).
Pfi jejim odbouravani dojde v nékolika krocich ke vzniku dvou molekul pyruvatu, které jak jiz
bylo feceno, jsou obvykle nasledné vyuzity v dalSich metabolickych drahach (Chaudhry
a Varacallo 2023) Obecné schéma glykolyzy v eukaryotické buiice je popsdno v nasledujici

podkapitole a je znazornéno na obr. 1.
211 Obecné schéma

Drahu glykolyzy lze rozdélit do dvou fazi, které se skladaji z n¢kolika reakci. Prvni faze ATP
spotiebovava, zatimco v druhé fazi probiha jeho produkce. V pocatecni fazi dochazi
k fosforylaci vstupujici glukdzy, pii které je prenesen jeden fosfat z molekuly ATP na molekulu
glukézy, coz vede ke spotifebovani prvni molekuly ATP. Tato reakce je katalyzovana enzymem
hexokinazou (ptipadné specifickou glukokinazou) a vyslednym produktem je glukdza-6-fosfat
(obr. 1, reakce 1). Molekula gluk6za-6-fosfatu v nasledujici reakci izomerizuje, za katalyzy
enzymem fosfohexoizomerazou, na fruktdza-6-fosfat (obr. 1, reakce 2). V dalsi reakci dojde
pomoci fosfofruktokinazy (PFK) k fosforylaci fruktozy-6-fosfatu na fruktéza-1,6-bisfosfat
(obr. 1, reakce 3) za soucasné spotfeby dalsi molekuly ATP. Frukt6za-1,6-bisfosfat, ktera ma
Sestiuhlikaty fetézec, je nasledné Stépena piasobenim enzymu aldolazy na dvé tfiuhlikaté
molekuly, glyceraldehyd-3-fosfat (GAP) a dihydroxyaceton fostat (DHAP) (obr. 1, reakce 4).
Pomoci enzymu tridzafosfat izomerazy dochazi k reverzibilni pfeméné dihydroxyacetonfosfatu
na glyceraldehyd-3-fosfat, ktery vstupuje do dalsi faze glykolyzy (obr. 1, reakce 5).

V nasledujici fazi dochazi nejdiive k fosforylaci glyceraldehyd-3-fosfatu. Reakce je
katalyzovana enzymem glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazou a dochdzi pii ni k redukci
NAD" na NADH (obr. 1, reakce 6). Jako produkt vznika 1,3-bisfosfoglycerat, ktery podléha
dalsi reakci za vzniku 3-fosfoglyceratu. V této fazi dochazi ke syntéze jedné molekuly ATP.
Enzym, ktery je zodpovédny za tuto reakci, je fosfoglycerat kindza (obr. 1, reakce 7).
V nasledném mezikroku dochazi k pfesunu fosfatové skupiny a z 3-fosfoglyceratu se
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pusobenim fosfoglycerdt mutazy tvoii 2-fosfoglycerat (obr. 1, reakce 8). Enzym enoldza
katalyzuje proces dehydrataci)e 2-fosfoglyceratu, coz vede ke vzniku vysoce makroergni
slouceniny, fosfoenolpyruvatu (obr. 1, reakce 9). Poslednim krokem glykolyzy je pfeména
fosfoenolpyruvatu, pii které se vytvaii kone¢ny produkt, pyruvatu. Reakce probiha za plisobeni
enzymu pyruvat kindzy a dochdzi pii ni k produkci dalsi molekuly ATP (obr. 1, reakce 10).

Konecny glykolyticky produkt, pyruvat, nasledné vstupuje do dalSich metabolickych reakci.
V aerobnim prostiedi do Krebsova cyklu a v anaerobnim prostiedi podléhd procesim
fermentace, napiiklad katalyzou laktat dehydrogenazy dochazi k redukci pyruvatu na laktat
(obr. 1, reakce 11). Pii vysledné¢ sumarizaci glykolytické drahy vidime, ze dochazi ke
spotiebovani 2 molekul ATP a zaroven se vytvareji 4 molekuly ATP, 2 molekuly NADH a 2
molekuly pyruvatu na jednu molekulu glukézy (Kumari 2017; Nelson et al. 2021; Chaudhry
a Varacallo 2023).

ATP Glucose

ADP El =

Glucose-6-phosphate
2]

Fructose-6-phosphate
ATP P P

ADP m ]

Fructose-1,6-bisphosphate

T 5

Glyceraldehyde 3-phosphate € > Dihydroxy acetone phosphate
Pi . NAD+
; j [6]
NADH+ H+
1,3-Bisphosphoglycerate

ARE Mg+t [7]
ATP

3-Phosphoglycerate

OE

2-Phosphoglycerate

weer I 191
Phosphoenolpyruvate NADH+ H+ NAD+
ADP
T, l [10]
ATP
Pyruvate ¢ > Lactate

[11]

Obr. 1 Schéma glykolytickych reakci

Legenda: [1], hexokindza/glukokinéza; [2], fosfohexoizomeraza; [3], fosfofruktokinaza; [4], aldoléza; [5],
triozafosfat izomeraza; [6], glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza; [7], fosfoglycerat kinaza; [8],
fosfoglycerat mutaza; [9], enolaza; [10], pyruvat kinaza; [11], laktatdehydrogendza (Upraveno dle
Kumari, 2017)



2.2 Modifikace glykolyzy u parazitickych prvoki

V nasledujici podkapitole se budu vénovat hlavnimu tématu mé bakalaiské prace. Predstavim
zde vybrané zastupce parazitickych prvokd, jejich glykolytickou drahu s netypickymi enzymy
a dale pak reakce prodlouzené glykolyzy.

2.2.1 Trichomonas vaginalis

Prvni paraziticky prvok, na kterého se zamé&iim, je Trichomonas vaginalis. Radime ji mezi
Parabasalia ze skupiny Metamonada z pGvodni, dnes jiz neuzndvané, superskupiny Excavata
(Burki et al. 2020). Jednd se o extracelularniho patogenniho prvoka, ktery zplsobuje
onemocnéni v urogenitalnim traktu ¢loveéka zvané trichomoniaza nebo téz trichomondza. Tato
parazitarni nadkaza je v populaci celosvétoveé rozsifend. Incidence se pohybuje kolem dvé sté
milioni infikovanych ro¢né. V dne$ni dobé proti ni existuje U¢inna 1éCba v podobé 5-

nitroimidazolovych preparatii jako je metronidazol a ornidazol (Aquino et al. 2020).

Nyni se zamétim na zpiisob, kterym 7. vaginalis ziskéava energii k zivotnim procestim uvnitf
bunky. 7. vaginalis patfi mezi prvoky obyvajici semianaerobni prostfedi. Z tohoto diivodu ma
odlisnou bunécnou stavbu a Zzivotni strategii oproti klasické eukaryotické bunice. Hlavnim
rozdilem je, ze T. vaginalis nema typické mitochondric a souvisejici mitochondridlni
metabolické procesy, jako je napiiklad oxidativni fosforylace. Misto toho se pii ziskavani
energie musi spolehnout na substratovou fosforylaci. Dalsi odlisnosti je v prib&hu evoluce
vytvoteny hydrogenosomu, ktery vznikl v disledku adaptace na okolni podminky (Lindmark et
al. 1989).

Samotna glykolyza probihd v cytoplazmé podle klasické Embden-Meyerhofovy drahy.
T. vaginalis vyuziva bézné glykolytické enzymy, jako jsou napiiklad hexokindza, aldolaza
a enolaza. Kromé nich jsou dil¢i glykolytické reakce katalyzovany i enzymy pro eukaryota
netypickymi (Slamovits a Keeling 2006). Glykolyticka draha a také od glykolyzy odbocujici

draha premény fosfoenolpyruvatu na malat je zndzornéna nize na obr. 2.
2.2.1.1 Pyrofosfat-dependentni fosfofruktokinaza

Prvnim enzymem, ktery se nevyskytuje v typické eukaryotické glykolytické draze je pyrofosfat-
dependentni fosfofruktokinaza (PPi- PFK). Tato fosfofruktokinaza ke své ¢innosti potfebuje
pyrofosfat (PPi), na rozdil od té klasické (PFK), ktera jako substrat vyuziva ATP (Mertens
1993). Ob¢ tyto slouceniny mohou slouzit jako donory fosfatové skupiny. Pfi srovnani
standardni Gibbsovy volné energie pro hydrolyzu ATP a PPi je zfejmé, Ze hydrolyza ATP ma
vétsi hodnotu. Delta G hydrolyzy ATP je -30,5 kJ/mol na rozdil od delta G hydrolyzy PPi, které
je -19,2 kJ/mol (Nelson et al. 2021). Ale ackoli je hodnota hydrolyzy PPi nizsi, tak PPi stale
pfedstavuje makroergni slou¢eninu, ktera je nékterymi organismy casto vyuzivana namisto
ATP. Dtvod pro¢ T. vaginalis vyuziva jako substrat PPi je zfejmé ten, ze je to pro ni
energeticky vyhodnéjsi. Vytézek ATP v pfipadé modelové eukaryotické glykolyzy jsou
2 molekuly ATP na jednu molekulu glukézy. Pti pouziti PPi jako substratu pro PPi-PFK vzroste

vytézek na 3 molekuly ATP na jednu molekulu glukézy. Pro anaeroby, jako je T. vaginalis, je



tento vytézek ATP velmi podstatny, jelikoz neni dale schopna plné oxidovat pyruvat, aby
vytézila dal§i molekuly ATP oxidativni fosforylaci (Mertens 1993; Slamovits a Keeling 2006).

K prubéhu reakce katalyzované PPi-PFK je potfeba, aby byla v buiice dostate¢na hladina
PPi. Velké mnozstvi PPi vznikd pii nékterych biosyntetickych reakcich, jako je naptiklad
syntéza proteinil. Nopak piili§ vysoka hladina PPi mtize byt pro buiiku letalni, jelikoz by byla
znemoznéna biosyntéza dilezitych makromolekul, a proto musi byt hladina PPi regulovéna.
Déje se tak pomoci pyrofosfatazy, ktera hydrolyzuje PPi na Pi, stejn¢ jako PPi-PFK. Klasicka
eukaryotickd pyrofosfataza, se specifickou aktivitou v zésaditém pH, se nachazi v cytosolu a je
dependentni na hot¢iku jako kofaktoru. Avsak v piipadé T. vaginalis je situace trochu odlisna,
jelikoz v jejim genomu je kodovéan rozdilny typ pyrofosfatdzy, konkrétné pyrofosfatazy se
specifickou aktivitou v kyselém pH, nezavislou na hot¢iku jako kofaktoru, s lokalizaci uvnitt
nekteré bunécné organely, nejspise hydrogenosomu, a kterd ma mensi afinitu k PPi. Z tohoto
divodu se zda, ze hlavnim enzymem, ktery ma vliv na hladinu PPi v bunce je PPi-PFK (Searle
a Miiller 1991; Yang et al. 2022).

Pti srovnani klasické PFK a PPi-PFK vidime dalsi odli$nost. Reakce katalyzované PPi-PFK
muze probihat i zpétné, tedy fruktozu-1,6-bisfosfat 1ze pteménit na fruktoza-6-fosfat, a tak lze
nejen spotfebovavat PPi, ale i jej vytvaret (Mertens 1991). PPi-PFK tak ptebira funkci fruktdza-
1,6-bisfosfatazy, ktera katalyzuje preménu fruktoza-1,6-bisfosfatu na fruktoza-6-fosfat pii
glukoneogenetické reakci (Mertens 1993). PPi-PFK nalezneme jak u jinych parazitickych
prvokl, napt. u Entamoeba histolytica, tak 1 u neparazitickych zastupci prvoki napf.
u fotosyntetizujici Euglena gracilis nebo dokonce i u vyssich rostlin (Mertens 1993). U téchto
organismu existuji dva typy PPi-PFK. PPi-PFK typu I mizeme najit pravé u zminénych
parazitickych prvokt. Aktivita tohoto typu neni ovlivnéna piisobenim regulatoru fruktoéza-2,6-
bisfosfat (Mertens, 1993). PPi-PFK typu II se nachazi u rostlin a fotosyntetizujicich prvoku. Jeji
aktivita je ovlivnéna plsobenim frukt6za-2,6-bisfosfatu a v buiice koexistuje soucasné

s klasickou fosfofruktokinazou, vyuzivajici ATP (Mertens 1993).

Pokracovani glykolytické drahy 7. vaginalis se shoduje s klasickou glykolyzou. Pisobenim
aldolazy se fruktdza-1,6-bisfosfat Stépi na glyceraldehyd-3-fosfat (GAP)
a dihydroxyacetonfosfat (DHAP). Odlisnost od klasické glykolytické drahy predstavuje
degradace DHAP. V modelové eukaryotické burice je tato sloucenina pfeménéna zpet na GAP,
v ptipadé T. vaginalis dochazi k pteméné DHAP, znazornéné na obr. 2, na glycerol-3-fosfat.
Déje se tak plsobenim NADPH-dependentniho enzymu glycerol-3-fosfat dehydrogendzy
(obr. 2, reakce 49). Tim vSak tato degradace DHAP nekoné¢i a ucinkem dalSiho enzymu
glycerol-3-fosfatazy se vytvari glycerol (obr. 2, reakce 50), ktery se formuje jako jeden
z odpadnich metabolitt 7. vaginalis. GAP se dale preménuje podle Embden-Meyerhofovy
drahy (viz strana 4) na fosfoenolpyruvat (PEP) a nasledn€ na pyruvat. Tento krok glykolytické
reakce je uskute¢nén pomoci enzymu pyruvat kinaza (PK) (obr. 2, reakce 9). Avsak ukazalo se,
ze v genomu 7T. vaginalis 1ze najit také geny kodujici jiny enzym, katalyzujici pfeménu PEP na
pyruvat. Jedna se o pyruvat-fosfat dikinazu (PPDK), piedstavujici dalsi PPi-dependentni enzym
generujici ATP (Slamovits a Keeling 2006). Tento enzym bude blize popsan v kapitole 2.2.2.1
u parazitického prvoka Giardia intestinalis. Zda se, ze jak PK tak PPDK mohou koexistovat
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v jedné buiice, stale ale neni jasné do jaké miry se PPDK podili na vzniku pyruvatu (Slamovits
a Keeling 2006). Predtim nez pyruvat vstoupi do hydrogenosomu, miZze byt v cytosolu
degradovdn na dal$i koncové produkty. Jednim znich je laktit. Reakce probiha za ucasti
enzymu laktat dehydrogenazy (obr. 2, reakce 12). Jako dal$i mozné metabolické produkty
vznikaji etanol (obr. 2, reakce 34 ) a aminokyselina alanin (obr. 2, reakce 18) (Miiller et al.
2012).

PEP piedstavuje vychozi slouceninu pro dalsi reakce odbocujici z glykolyzy. Preména PEP
v buiikach probihd vicero zplisoby v z&vislosti na organismu a pouzitych enzymech. V piipadé
T. vaginalis se muze jednat o karboxylaci PEP na oxalacetat, za souc¢asného vzniku GTP,
katalyzovanou fosfoenolpyruvat karboxykinazou (obr. 2, reakce 17). nebo jiz zminénou tvorbu
pyruvatu pomoci pyruvat kinazy ¢i PPDK. Karboxylaci vznikly oxalacetat vstupuje do dalsi
reakce, pii které se odehrava jeho redukce na malat katalyzovana malat dehydrogenazou (obr. 2,
reakce 11). Nakonec dochadzi k oxidativni dekarboxylaci malatu na pyruvat piisobenim
cytosolického jable¢ného enzymu (NADPdependentniho) (obr. 2, reakce 5). Tvorba oxalacetatu
a malatu se uskuteCnuje obdobnym zplsobem také u parazitickych prvokt G. intestinalis
a E. histolytica. Diivodem pro¢ doslo ke vzniku této z glykolyzy odbocujici drahy, pii které se
pyruvatu tvoti v n¢kolika krocich, je ten, ze pfi reakci katalyzované malat dehydrogenazou se
reoxiduje NADH vytvatené v prubéhu glykolyzy a zaroven pii vyuziti cytosolického jablecného
enzymu dochazi k produkci NADPH potiebného pro produkci etanolu a v ptipadé 7. vaginalis
jiz zminéného glycerolu. Vznikly pyruvat je nasledné¢ degradovan na rizné koncové produkty.
V cytosolu probiha jiz zminéna tvorba laktatu katalyzovana laktat dehydrogenazou. Dale zde
dochazi k produkci etanolu, vznikajictho redukci acetaldehydu katalyzované alkohol
dehydrogenazou (NADPH dependentni) (obr. 2, reakce 34) (Miiller 2003; Miiller et al. 2012).
Nicméné stale neni jasné jakym zptisobem dochazi ke vzniku acetaldehydu, nejspise se tak déje
pomoci hydrogenosomalni PFOR (Leitsch et al. 2013). Dal§im osudem pyruvatu mize byt
pfemeéna na alanin piisluSnou aminotransferazou (obr. 2, reakce 18) (Miiller et al. 2012).
V nasledujici podkapitole jsou popsany reakce probihajici v hydrogenosomu 7. vaginalis. Pii
reakcich tzv. prodlouzené glykolyzy dochazi k degradaci pyruvatu az na konecny produkt
acetat. Pro buniku jsou velmi podstatné, jelikoz pti nich dochazi k substratové fosforylaci a s ni
spojené tvorb¢ dalsiho ATP (Miiller 2003; Miiller et al. 2012).

2.2.1.2 Hydrogenosom

Hydrogenosom je bunécna organela nachazejici se v cytosolu nékterych anaerobnich protist.
Jako prvni byl objeven a popsan u parazitického prvoka Trichomonas foetus (Lindmark
a Miiller 1973). Dlouhou dobu se spekulovalo, Ze se jedna o organelu nepiibuznou
mitochondrii, odvozenou od anaerobni bakterie, avSak nyné&jsi dikazy ukazuji, Ze se tato
pozoruhodna organela vyvinula v pribéhu evoluce z mitochondrie a pravdépodobné se jedna
o vysledek adaptace na prostiedi, ve kterém chybi kyslik. Hydrogenosom plni zasadni Glohu
v energetickém metabolismu 7. vaginalis, jelikoz se zde mimo jiné odehravaji reakce
prodlouzené glykolyzy (Hackstein et al. 2001). Kromé& toho ma hydrogenosom nepostradatelnou
roli v syntéze FeS klastr, které jsou soucasti n¢kterych enzymu podstatnych v energetickém

metabolismu. V hydrogenosomu dochazi jednak k samotné formaci FeS klastrli, jednak také
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k jejich inkorporaci do apoproteini a ndsledné maturaci. Vzniklé FeS proteiny jsou soucésti
mitochondrialniho respira¢niho fetézce, konkrétné komplexu I, II a III, ¢i enzymu akonitazy,
kterd je soucasti Krebsova cyklu. V pfipadé 7. vaginalis nalezneme FeS proteiny
v pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaze. FeS proteiny jsou tak zapojeny do transportovani
elektronti (Tachezy et al. 2001).

2.2.1.2.1 Pyruvat:ferredoxin oxidoreduktdza

Metabolicka draha probihajici v hydrogenosomu zac¢ina degradaci vstupujiciho pyruvatu.
V prvnim kroku dochdzi k oxidativni dekarboxylaci pyruvatu. Proces probihd za tcasti
ferredoxinového elektronového prenasece. Samotna dekarboxylace je katalyzovana enzymem
pyruvat:ferredoxin oxidoreduktdzou (obr. 2, reakce 1). Tento enzym se az na vyjimky
u klasickych aerobnich eukaryot nevyskytuje, jelikoz je citlivy na kyslik. Katalyzuje stejnou
reakci jako pyruvat dehydrogendza nachéazejici se v mitochondrii aerobnich eukaryot.
V prubéhu reakce dochazi k odstépeni oxidu uhli¢itého a pienosu uvolnénych elektronti na
ferredoxin, vznika redukovana forma ferredoxinu. Akceptorem elektronti je tedy ferredoxin na
rozdil od NAD, ktery je vyuzivan pravé pyruvat dehydrogenazou. Redukovana forma
ferredoxinu je nasledné reoxidovana enzymem hydrogendzou a akceptorem uvolnénych
elektronti se stavaji vodikové protony (obr. 2, reakce 4). Dochazi ke vzniku dal§iho koncového
metabolitu molekuldrniho vodiku (H»), ktery je dale uvoliiovan z hydrogenosomu do cytosolu,
kde se potencialné ucastni dalSich reakci. Nicméné vétSina, takto vzniklého, vodiku je
vylucovana z bunky ven jako odpadni produkt. Vyslednym produktem dekarboxylace pyruvatu
je acetyl-CoA, ktery nasledné€ vstupuje do dalsi reakce katalyzované acetat:sukcinat koenzym A
transferazou (obr. 2, reakce 2C), popsanou v dalsi podkapitole (Lindmark et al. 1989; Carvalho-
de-Aratjo et al. 2023).

Dal$i proces odehravajici se v hydrogenosomu je pfeména maldtu na pyruvat (obr. 2,
reakce 5). Timto zpiisobem dochazi k zajisténi dal$i tvorby pyruvatu, ktery je nasledné
degradovan a vyuzit jako zdroj energie pro syntézu ATP. Enzym zodpovédny za oxidativni
dekarboxylaci malatu se nazyva jableény enzym preferujici jako elektronovy akceptor NAD",
av8ak muze vyuzivat také NADP" (Dolezal et al. 2004). V prubéhu reakce vznika redukovana
forma NADH, ktera je poté nejspiSe reoxidovana fragmentem komplexu I (obr. 2, reakce 31)
(Hrdy et al. 2004). Pti dalsim vyzkumu bylo zji$téno, ze hydrogenosomalni jable¢ny enzym
neni jedinym jableénym enzymem koédovanym v genomu 7.vaginalis. Vznikajici NADPH
slouzi v bunice k dal§im reakcim, zahrnujicich tvorbu glycerolu ¢i etanolu. Pfi analyze
hydrogenosomalniho i cytosolického jable¢ného enzymu vyslo najevo, Ze se jedna o dva
fylogeneticky odlisné enzymy. Zatimco cytosolicka varianta je prokaryotického pivodu, tak
hydrogenosomalni je ptivodu eukaryotického (Dolezal et al. 2004).

2.2.1.2.2 Acetat:sukcinat koenzym A transferaza

Acetat:sukcinat koenzym A transferaza (ASCT) patfi do rodiny enzymi koenzym A (CoA)
transferaz, které se podileji na pfenosu CoA zjedné molekuly na druhou. Nachazeji se
v bunikach prokaryotickych tak i eukaryotickych. ASCT, ktera katalyzuje reakci probihajici
v hydrogenosomu 7. vaginalis, fadime do rodiny I CoA transferaz, které maji ve svém aktivnim

centru glutamatovy zbytek. Tato rodina maze byt dale rozdélena na n€kolik podrodin, které
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mezi sebou navzijem sdileji homologni domény. Dalsi CoA transferazy pattici do této rodiny

nalezneme napftiklad u parazita Fasciola hepatica nebo Leishmania major (Tielens et al. 2010).

Enzym ACST katalyzuje pireménu acetyl-CoA na koneény produkt oxidativni
dekarboxylace pyruvatu, acetat. Pfi reakci dochéazi ke St€peni acetyl-CoA na acetyl a CoA,
a naslednému pienosu CoA na sukcinat za vzniku sukcinyl-CoA. Nejdiive dojde k prenosu CoA
na aktivni misto enzymu, tedy glutamatovy zbytek, a teprve poté je koenzymovy zbytek
prenesen na sukcinat (Tielens et al. 2010). Vznikly sukcinyl-CoA se pfeméiuje zpet na sukcinat
pusobenim enzymu sukcinyl-CoA syntetdza, znamého téz jako sukcinyl-CoA thiokinaza (obr. 2,
reakce 3). Jedna se o identicky enzym, ktery se nachdzi v mitochondrii a je soucasti Krebsova
cyklu. Do této reakce vstupuje jako substrdit ADP a Pi a dochazi ke vzniku ATP pfi procesu
substratové fosforylace. Jedna se o jedinou dosud znamou reakci substratové fosforylace
v hydrogenosomech trichomonad, pfedstavujici proces podstatny pii tvorbé dalsi molekuly ATP
a ziskavani potfebné energie (Jenkins et al. 1991; Coombs a Miiller 1995; Van Grinsven et al.
2008). Jelikoz substratem této reakce je ADP, musi dochazet k vyméné vznikajicitho ATP prave
za ADP. To se déje ptes ATP/ADP pienasec, ktery se nachazi v membrané hydrogenosomu
(Dyall et al. 2000). K fungovani syntézy ATP je =zapotfebi také dostatecna hladina
anorganického fosfatu (Pi). Pravdépodobné se tak d&je prostfednictvim transportéru spojeného
se symportem vodikovych protonii (Dick et al. 2014; Carvalho-de-Aratijo et al. 2023).
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Obr. 2 Schéma metabolickych drah degradace glukozy u T. vaginalis

Legenda: Fd, ferredoxin; [1], pyruvat:ferredoxin oxidoreduktiza; [2C], acetat:sukcinat koenzym A
transferaza; [3], sukcinyl koenzym A syntetaza; [4], hydrogenaza; [5], jable¢ny enzym; [9], pyruvat
kinaza; [11], malat dehydrogenaza; [12], laktat dehydrogenaza; [17], fosfoenolpyruvat karboxykinaza
(GTP dependentni); [18], alanin aminotransferaza; [31], NADH dehydrogenaza; [32], neznamy enzym,;
[34], alkohol dehydrogenaza (NADPH dependentni); [49],
glycerol-3-fosfatdza (Miiller et al., 2012)

glycerol-3-fosfat dehydrogenaza; [50],

Jestlize se tedy zaméfime na glykolytickou drahu 7.vaginalis v souhrnu, nalezneme urcité
odlisnosti od standardni eukaryotické anaerobni glykolyzy. Jednim z nich je vyuzivani PPi jako
substratu pfi reakci katalyzované PPi-PFK a PPDK. Tim dojde k usetieni jedné molekuly ATP.
Pti ziskavani energie se musi spolehnout vyhradné na substratovou fosforylaci. S tim jsou
spojené reakce katalyzovand enzymy PK, PPDK, PGK a sukcinyl-CoA syntetaza. Celkovy zisk
ATP ¢ini 4 molekuly, zapocitame-li i reakce prodlouzené glykolyzy. DalSim rozdilem je, Ze ¢ast
prodlouzené glykolyzy se ptesunula do evolu¢né nové organely hydrogenosomu, ktera se zde
vyskytuje misto standardni mitochondrie. Jako koncové metabolické produkty se vytvari

glycerol, laktat, etanol, acetat, oxid uhli¢ity a molekularni vodik (Miiller et al. 2012)
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V neposledni fad¢ je tfeba zminit dalsi reakci substratové fosforylace v ptipadé 7. vaginalis,
kterou je, pro eukaryota neobvykld, arginin dihydrolazova draha, zobrazena na obr. 3. Tento
proces predstavuje dillezitou alternativu ziskdvani ATP, jelikoz, jak jiz bylo zminéno vyse,
T. vaginalis se pii syntéze ATP spoléha na substratovou fosforylaci. PocateCnim substratem je
arginin, nejprve dochazi k jeho $tépeni na citrulin. Tato reakce je katalyzovana enzymem
arginin deiminaza (obr. 3, reakce 1). Nasleduje konverze citrulinu na ornitin pomoci katabolické
ornitin karbamoyltransferazy (obr. 3, reakce 2). Spolecné s ornitinem se tvoii karbamoylfosfat.
Nakonec je karbamoylfosfat pouzit k fosforylaci ADP. Katalyzatorem reakce je karbamat
kin4za (obr. 3, reakce 5). Produktem je bikarbonat a amoniak a pfi substratové fosforylaci se
vytvaii molekula ATP. TaktéZ ornitin podléhda nasledné degradaci a to pifi procesu
dekarboxylace, katalyzované ornitin dekarboxyldzou, pifi které vznikd sloucenina polyamin
putrescin (obr. 3, reakce 4). Arginin dihydrolazova draha se z velké ¢asti odehrava v cytosolu,
kromé reakce katalyzované arginin deiminazou nachazejici se v hydrogenosomu (Yarlett et al.
1996; Morada et al. 2010).

.“IH.‘_ Fi
N
arginine citrulline == ornithine + carbamylphosphaie
i i 1
Hy 0 ADF
1|co, 5
ATPF
putrescine HCOy + NH,

Obr. 3 Schéma arginin dihydrolazové drahy

Legenda: NH4, amoniak; HCOs, bikarbonat; [1], arginin deiminaza; [2], katabolickd ornitin
karbamoyltransferaza; [3], anabolicka ornitin karbamoyltransferaza; [4], ornitin dekarboxylaza; [5],
karbamat kinaza (Yarlett et al. 1996)

2.2.2 Giardia intestinalis

Druhym parazitickym prvokem, kterym se ve své praci budu zabyvat, je Giardia intestinalis.
Radime ji mezi Metamonada (Diplomonadida) z ptivodni, dnes jiZz neuznavané, superskupiny
Excavata (Burki et al. 2020). G. intestinalis obyva travici soustavu, specificky tenké stievo,
mnoha obratlovcel, véetné Clovéka. V zivotni cyklus se stiidaji dvé stadia, jednak stadium cysty
a jednak stadium trofozoita. Stadium cysty maze byt pfitomné v kontaminované vod¢ nebo
jidle, coz miize zplsobit ndkazu cloveka. V lidském téle, konkrétné v tenkém stfevu, z cysty
excystuje trofozoit (Rodney 2001). Zpusobuje onemocnéni zvanému giardidza, které se
projevuje tézkymi prijmy, bolesti biicha a nevolnosti. Nicméné ani asymptomaticky prubch
neni vyjimkou (Robertson et al. 2010). Jedna se o velmi Castou parazitdrni infekci, ktera
celosvétové postihuje miliony lidi, nejvice jsou ji zasazeny rozvojové Casti svéta, odkud se
onemocnéni exportuje také do rozvinutych zemi. Lécba spoCiva v podavani vhodnych
1éCebnych preparati. Mezi nejvice vyuzivané patfi S-nitroimidazolové 1éky, kam patii
metronidazol, tinidazol (Volf a Horak 2007)
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V buiice G. intestinalis nalezneme nckteré charakteristické bunécné struktury, mezi které
patii mitosom, Ctyfi pary bicikd, medianni télisko a adhezivni disk. Naopak postrada typicky
Golgiho aparat (Volf a Horak 2007). Stejné jako ptedchozi paraziticky prvok (7. vaginalis), ani
u G. intestinalis nenajdeme typickou mitochondrii, jelikoz v pribéhu evoluce doslo k jeji
redukci na mitosom (Tovar et al. 2003). Mitosom byl poprvé rozpoznan u jiného parazitického
prvoka Entamoeba histolytica (Tovar et al. 1999), az nasledné byl objeven u nékterych dalSich
organismu vcetné G. intestinalis. Na rozdil od mitochondrie a hydrogenosomu se v mitosomu
neodehravd energeticky metabolismus, neprobiha zde syntéza ATP, jako v piipadé
mitochondrie a hydrogenosmu, ani tvorba vodiku, jako v hydrogenosomu. U G. intestinalis je
doposud objevenou funkci syntéza zelezo-sirnych (Fe-S) center, prostetickych skupin, které
jsou soucasti mnoha esencialnich proteind, véetné pyruvat:ferredoxin oxidoreduktazy (Tovar
et al. 2003; Aguilera et al. 2008).

V nasledujici casti se zaméfim na glykolyzu, piedstavujici esencialni drahu, vyuZivanou
k ziskévani energie u G. intestinalis. Stejné tak jako tomu bylo u 7. vaginalis, probiha rozklad
glukézy v cytosolu. Lisi se vSak tim, ze u G. intestinalis se cela metabolicka draha, az
k vytvofeni konecnych produktl, odehrdva vyhradné v cytosolu (Rodney 2001). Pocatecni
reakce degradace glukozy se shoduji s Embden-Meyerhofovou drahou. Glukoéza se, plisobenim
enzymu hexokinazy, fosforyluje na glukéza-6-fosfat. Nasleduje pfeména na fruktoza-6-fosfat
a dale na fruktoza-1,6-bisfosfat. V tomto kroku se pouziti enzymu opét shoduje s 7. vaginalis
areakce je katalyzovana ATP Setfici pyrofosfat-dependentni fosfofruktokinazou, ktera jako
substrat vyuziva pyrofosfat. Dalsi reakce bézi podle klasické glykolytické drahy az dojde ke
vzniku PEP. V priubéhu glykolyzy dochézi k substratové fosforylaci a s ni spojené produkci
ATP pti reakci katalyzované fosfoglycerat kindzou a nize zminénou PPDK (Rodney 2001;
Miiller 2003).

2.2.2.1 Pyruvat fosfat dikinaza

Glykolyzou vznikly PEP predstavuje vychozi sloufeninu pro naslednou tvorbu pyruvatu.
U G. intestinalis muze proces ptemény PEP na pyruvat probihat vicero zptisoby, béhem kterych
jsou zapojeny odlisné enzymy. VSechny alternativy vytvarejici pyruvatu jsou znazornény na
obr. 4. Prvni variantou je zapojeni klasické pyruvat kinazy (PK) se shodnym pribéhem vzniku
pyruvatu jako v modelové Embden-Meyerhofové draze. Pti druhé moznosti je zapojen odlisny
biokatalyzator, pyruvat fosfat dikinaza (PPDK), ktery se nachazi také u jinych organismi,
napiiklad u E. histolytica, T.vaginalis ale i trypanosom, bakterii a rostlin. Porovnanim reakci PK
(obr. 4, reakce 10) a PPDK (obr. 4, reakce 11) pozorujeme podstatnou odlisnost, oba enzymy se
lisi potfebnym substratem. Zatimco PK pouziva jako substrat vedle PEP také ADP, PPDK
funguje v pfitomnosti AMP a PPi. Ob¢ reakce generuji ATP, lisi se pouze tim, Zze v piipadé
pouziti PPDK dochazi k naslednému vzniku az dvou molekul ATP. Divodem je pfitomnost
dalsiho enzymu, adenylat kinazy, ktery je zodpovédny za vzajemnou transformaci adeninovych
nukleotidii, ATP a AMP na ADP. Ze 2 molekul ADP se vytvafi jedna molekula AMP a ATP
atim dochazi k produkci dal$i molekuly ATP. Vznikajici AMP muze byt nasledné vyuZzito
PPDK k tvorbé druhé molekuly ATP. Adenylat kinaza predstavuje pro buiiku zasadni enzym

energetického metabolismu, jelikoz se podili na udrzovani rovnovahy mezi adeninovymi
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nukleotidy. Dalsi rozdil mezi reakci katalyzovanou PK a PPDK je ten, ze reakce katalyzovana
PPDK muze probihat také reversibilng, kdy se z pyruvatu tvoti PEP. Za norméalnich podminek
je tento krok katalyzovdn dvéma enzymy, pyruvat karboxyldzou, tvofici oxalacetit, a PEP
karboxykinazou. G. intestinalis tak pouziva jeden enzym, PPDK, ktery nahradi tuto dvou
krokovou reakci. PPDK se tak mtize podilet jak na glykolytické, tak i glukoneogenetické draze
(Mertens 1993; Park et al. 1997). Posledni alternativa tvorby pyruvatu, u G. infestinalis,
obsahuje dva mezikroky, béhem kterych dochazi k tvorbé oxalacetatu a nasledné malatu. Cela
draha je znazornéna na obr. 4. Pii prvni reakci, kdy z PEP vznika oxalacetat, je potieba
fosfoenolpyruvat karboxykinaza (GTP dependentni) (obr. 4, reakce 12). Nasleduje redukce
oxalacetatu na malat katalyzovana malat dehydrogenazou (obr. 4, reakce 14) a jako posledni
dochazi k samotnému vzniku pyruvatu, pii oxidativni dekarboxylaci malatu, pomoci jable¢ného
enzymu (obr. 4, reakce 15). Stejnd sekvence reakci probiha taktéz v cytosolu 7. vaginalis.

Pyruvat poté vstupuje do dalSich reakci vedoucich az ke koncovym metabolitim (Miiller 2003).

G. intestinalis
l GDP GTP

P-enolpyruvate » Oxalacetate
(12]

ADP\\ AMP, | pp

[10] M co, [14]

/

ATP ATP P,

Pyruvate « Malate
i [15]

Obr. 4 Schéma reakci vedoucich ke vzniku pyruvdtu u G. intestinalis

Legenda: [10], pyruvat kinaza; [11] pyruvat fosfat dikinaza; [12], fosfoenolpyruvat karboxykinaza (GTP
dependentni); [14], malat dehydrogenaza; [15], jablecny enzym (Miiller, 2003)

Dale se zamétim na podrobnéjsi popis samotné PPDK, mechanismu reakce a vlivu vnéjsich
podminek na jeji priabéh. PPDK obsahuje tii funkéni domény. V prvni doméné se nachéazi misto,
na které se vaze molekula ATP, druha doména ma katalytickou funkci a na tieti se vaze PEP
nebo pyruvat (Bruchhaus a Tannich 1993). V pribéhu tvorby ATP dochazi k pienosu fosfatové
skupiny z PEP a PPi na AMP, za vzniku ATP, Pi a pyruvatu (Mertens, 1993). Jak jiz bylo
teceno, PPDK katalyzuje také reverzibilni reakci a pravé reakéni mechanismus tohoto enzymu
byl popsan na zpétné reakci probihajici pies enzym-fosfaitové a enzym-difosfatové
meziprodukty. Pfi prvni reakci dochazi k vazbé ATP k enzymu a tim ke vzniku prvniho
meziproduktu, enzym-difosfatu (enzym-PP), a AMP. Nasledn¢ se k enzym-difosfatu vaze
anorganicky fosfat za vzniku pyrofosfatu a druhého meziproduktu, enzym-fosfatu (enzym-P).
V poslednim kroku dochazi k pfenosu fosfatu z enzymu na pyruvat a vznika tak PEP a volny

enzym (Evans a Wood 1968). Jestlize tento chemicky proces probiha ve sméru tvorby pyruvatu
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a ATP, pak konkrétné dochazi k prenosu fosfatové skupiny z PEP a PPi na AMP molekulu
(Mertens 1993).

Na prubéh reakce maji vliv také vnéjsi podminky. Pii jejich testovani bylo zjisténo, ze
nejvhodnéjsi hodnota pH pro aktivitu enzymu, pfi reakci tvotici ATP, je 6. Dale se zkoumal vliv
jednomocnych a dvojmocnych kationtti. Ukazalo se, Ze na ¢innost PPDK maji vliv pfedevSim
hotec¢naté kationty. Zajimavé ale bylo, Ze jestlize byla ptekrocena jejich optimalni koncentrace,
pak doslo naopak k poklesu aktivity enzymu. Pfi testovani vlivu jednomocnych kationti vyslo
najevo, ze jejich dopad na aktivitu PPDK se li$i v zavislosti na organismu (Saavedra-Lira et al.
1998). Jestlize PPDK katalyzuje reakci u prvoka E. histolytica, pak aktivita PPDK neni
jednomocnymi kationty témét ovlivnéna (Reeves et al. 1968). Na rozdil od PPDK, kterou
vyuzivaji G.intestinalis a nékteré rostliny, ktera k pribéhu reakce vyzaduje amonné nebo
draselné kationty (Saavedra-Lira et al. 1998).

Naslednou reakci prodlouzené glykolyzy je oxidativni dekarboxylace pyruvatu spojena se
zachycenim CoA, jejimiz produkty jsou CO, a makroergni acetyl-CoA. Tento proces probiha
stejnym zptsobem jako tomu je v hydrogenosomech 7. vaginalis, s tim rozdilem, ze v ptipadé
G. intestinalis se odehrava vyhradng€ v cytosolu. Dekarboxylace pyruvatu, zndzornéna na obr. 5,
je katalyzovana shodnym enzymem, PFOR (obr. 5, reakce 1), avSak v tomto pfipade se jedna
0 enzym nachazejici se v bunééné membrang, a stejné jako v ptipadé T. vaginalis zastava roli
akceptoru uvolnénych elektronil ferredoxin (Brown et al. 1998). Ackoli G. intestinalis postrada
hydrogenosom, dochazi zde také k tvorbé vodiku, ktera se odehrava v cytosolu. Tento proces
probihd za striktné anaerobnich podminek, jelikoz katalyzator reakce, hydrogenaza (obr. 5,
reakce 4), je velmi citlivy na ptitomnost kysliku (Lloyd et al. 2002). Jedna se o jednu
z alternativ, kterd zajist'uje redoxni rovnovahu v buiice, dals$i moznosti je vyuziti reakce spojené
s tvorbou etanolu (obr. 5) (Brown et al. 1998; Miiller 2003). Dekarboxylaci pyruvatu vznikajici
acetyl-CoA vstupuje do posledni faze prodlouzené glykolyzy. Zde miize dojit k jeho degradaci
dvéma zpisoby. Prvni variantou je postupné odbourani acetyl-CoA na etanol pfes acetaldehyd
jako meziprodukt. Déje se tak za katalyzy enzymem alkohol dehydrogenazou E (Sanchez 1998).
Tento typ dehydrogendzy ma dvé aktivity. Nejdiive je pouzita jeji acetaldehyd
dehydrogenazova aktivita na N-koncové doméné a dojde k transformaci acetyl-CoA na
acetaldehyd (obr. 5, reakce 25). Poté je vyuzita jeji druhd, alkohol dehydrogenazova aktivita na
C-koncové doméné, ktera katalyzuje redukci acetaldehydu na kone¢ny produkt etanol (obr. 5,
reakce 25). K tomu, aby mohla tato alkohol dehydrogenaza E efektivné katalyzovat pfeménu
acetyl-CoA, musi mit k dispozici molekuly NADH slouzici jako zdroj elektronii. K vytvafeni
NADH dochazi pti preméné glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat katalyzované
enzymem glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (Pineda et al. 2015). Druhou alternativou pfi
odbourani acetyl-CoA je jeho pfeména az na acetat, za pouziti enzymu acetyl koenzym
A syntetazy (ADP formujici) popsaného nize (obr. 5, reakce 30) (Miiller et al. 2012).

2.2.2.2 Acetyl koenzym A syntetaza (ADP formujici)

Acetyl koenzym A syntetaza (ACS), jinak zndma pod nazvem acetat kinaza, je enzym
zodpoveédny za pfeménu acetyl-CoA na acetat a tvorbu ATP (Tielens et al. 2010). Tento enzym

muzeme nalézt také u dalSich parazitickych prvoki, naptiklad E. histolytica a také nékterych
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anaerobnich prokaryot, napiiklad Pyrococcus furiosus. Radime ho do rodiny acyl koenzym
A syntetaz. Do této rodiny patii také sukcinyl koenzym A syntetdza (SCS), ktera je soucasti
Krebsova cyklu mnoha organismti, nebo také acetyl-CoA syntetdza (AMP formujici). Pfi
porovnani acyl koenzym A syntetdz mezi sebou zjistime, ze n€které aminokyselinové zbytky
jsou konzervovany napii¢ celou jejich rodinou. Nejvyrazngj$im je histidinovy zbytek His?*®,
ktery je nepostradatelnym mistem pii probihajici fosforylaci. Dalsi dilezitou konzervovanou
oblasti je ¢ast vazajici koenzym A. Na druhou stranu se jednotlivé typy lisi v uspofddani domén.
V klasické SCS, predstavujici heterodimér, jsou nejdiive domény jedna a dva, které nalezi alfa
podjednotce, poté nasleduji domény tii, Ctyfi a pét, které patii beta podjednotce. U ASC je
poradi domén podobné, 1isi se tim, Ze posledni pata doména se zde nachazi uprostted molekuly
a podjednotky alfa a beta se tak sloucily do jednoho proteinu (Sanchez et al. 2000).

ACS katalyzuje reakci, ktera probihd ve sméru tvorby acetitu. Enzym ma vyraznou
substratovou specifitu a jako substraty vyuziva acyl-CoA, ADP a anorganicky fosfat. Pii pouziti
jiného substratu nez je acyl-CoA, napiiklad n-propionyl-CoA nebo sukcinyl-CoA, neni pritbéh
reakce tak efektivni. Jestlize na zacatku vstupuje do reakce jiny nukleotid difosfat nez je ADP,
napiiklad dADP, je aktivita ACS také méné efektivni a dokonce pii pouziti UDP, CDP nebo
GDP jako substratu, nema enzym zadnou aktivitu. Tento fakt vypovida o velmi vysoké specifité
k molekule ADP. Ke spravné cinnosti ACS priispivaji také dvojmocné kationty. Pii vyuziti
kobaltnatych a manganatych kationtd méla ACS stejnou aktivitu jako pii pouziti hofecnatych
kationtti. Naopak vapenaté kationty jeji aktivitu snizovaly a po pfidani monovalentnich kationtii

nedoslo k zadnému ovlivnéni jeji aktivity (Sanchez a Miiller 1996).

ACS, podobné jako hydrogenosomalni SCS u T. vaginalis, ma velky podil na tvorbé ATP
v procesu substratové fosforylace. Dalsi reakce, pii kterych dochazi k syntéze ATP, jsou jiz
zminéna PEPCK spojena s alternativni odbockou glykolyzy nebo reakce vyuzivajici degradaci
aminokyselin. Stejné¢ jako vpfipad¢ 7. vaginalis 1 G. intestinalis vyuzivd arginin
dihydrolazovou drahu, pii které dochazi k rozkladu aminokyseliny arginin. Mechanismus
reakce a katalyzujici enzymy se shoduji s arginin dihydrolazovou drahou u 7. vaginalis.
Podstatné je, Zze v posledni reakci katalyzované karbamat kinazou dochazi k tvorbé ATP
substratovou fosforylaci. Dtlezité také je, ze v pribéhu této reakce nevznikaji zadné
redukované kofaktory, které by musely byt nasledné reoxidovany. G. intestinalis proto neni
zcela zavisla na pfitomnost glukoézy v prostfedi a jako zdroj energie muze zuzitkovavat jiz
zminény arginin. Arginin dihydrolazovad draha tak muze byt z energetického hlediska
vyznamnéjsi nez glykolyza, jelikoz v jejim prubéhu dochézi k potencialng veétsimu zisku energie
(Schofield et al. 1992; Brown et al. 1998).

G. intestinalis generuje rozkladem glukozy vice koneénych metabolitt. Hlavni jsou acetat,
etanol a CO,, avSak dal§im moznym produktem je vodik a také aminokyselina alanin vznikajici
z pyruvatu katalyzou alanin aminotransferdzou (obr. 5, reakce 18). V pfipad€ vyuZzivani argininu
jako zdroje uhliku a energie dochazi k produkci ornitinu a amoniaku. Vyslednd produkce
metabolitll je zavisld mimo jiné na vnéjSich podminkach, nejveétsi vliv predstavuje pfitomnost
kysliku v prostiedi. Jestlize se G. intestinalis nachazi v anaerobnim prostredi, pak pievazuje
tvorba alaninu a etanolu na rozdil od produkce acetatu a CO,, ktera klesa (Paget et al. 1993).
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V souhrnu lze fici, ze se glykolytickd dréha G. intestinalis z velké Casti shoduje s dréhou
vyuzivanou parazitickym prvokem 7. vaginalis. Li§i se jednak tim, Ze se celd odehrava
v cytosolu a jednak také tim, Ze zde neprobiha tvorba glycerolu a sni spojené enzymy
u G. intestinalis nenalezneme. Nachazi se zde jak PK tak i PPDK, kter¢ katalyzuji pfeménu PEP
na pyruvat. V piipad¢€, ze G. intestinalis vyuziva PPDK, pak pouzitim enzymu adenylat kinazy
dochazi k dalsi produkci ATP. Do nasledné drahy prodlouzené glykolyzy jsou zapojeny taktéz
nekteré rozdilné enzymy. Piikladem miZze byt acetyl koenzym A syntetdza (ADP formujici)
podilejici se na tvorbé ATP substratovou fosforylaci, kterou u modelovych eukaryot, ani
u predchoziho parazitického prvoka 7. vaginalis, nenalezneme. Jako dalsi varianta produkce
ATP substratovou fosforylaci slouzi arginin dihydrolazova drdha. Hlavnimi metabolickymi
produkty glykolyzy jsou acetat, etanol, alanin, CO; a vodik, jejichz produkce zavisi na vnéjSich
podminkach (Miiller et al. 2012).

Giardia intestinalis
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Obr. 5 Schéma metabolickych drah degradace PEP a reakci prodlouZené glykolyzy u G. intestinalis
Legenda: Fd, ferredoxin; [1], pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza; [4], hydrogenaza; [5], jable¢ny enzym
[9], pyruvat kinaza; [11], mal4t dehydrogenaza; [17], fosfoenolpyruvat karboxykindza (GDP
dependentni); [18], alanin aminotransferaza; [25], alkohol dehydrogenaza E; [29], pyruvat fosfat
dikinaza; [30], acetyl-CoA syntetaza (ADP formujici) (Miiller et al., 2012)

2.2.3 Entamoeba histolytica

Dal8im parazitickym prvokem, na kterého se ve své praci zamétim, je Entamoeba histolytica
nalezici mezi archaméby ze skupiny Amoebozoa (Burki et al. 2020). Jedna se o ptivodce
parazitarniho onemocnéni nazyvaného améboza. Rocné se timto stievnim onemocnénim nakazi
zhruba padesat milionti lidi po celém svété (Zulfigar et al. 2024). Nejvice se vyskytuje
v rozvojovych zemich, kde vt&zkych piipadech mize skonéit az smrti. Zivotni cyklus

E. histolytica se sklada ze dvou stadii. Ve vnéjS$im prostfedi se nachazi stadium cysty, které
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muze kontaminovat vodu ¢i jidlo. Timto zptisobem také nejcastéji dochazi k nakaze ¢lovéka.
Cysta putuje az do tenkého stfeva, kde dochazi k jeji excystaci a vznika tak druhé stadium,
trofozoit, putujici az do tlustého stieva, které za¢ne kolonizovat (Begum et al. 2021). Pti rozvoji
onemocnéni v leh¢ich pfipadech postizeny clovek trpi ¢astymi krvacivymi prijmy, v horSich
ptipadech se infekce mize rozsifit do jinych organii a zpisobit zde zna¢né Skody. Nejcastéji
takto byvaji postizena jatra a jestlize pacient nedostane vcasnou lécbu, muze byt toto
onemocnéni smrtelné. Rocné takto zemfou desetitisice lidi. Stejn¢ jako u nékterych dalSich
parazitarnich onemocnéni také amébodza se 1€¢i pomoci S-nitroimidazolovych preparat,

naptiklad metronidazolu nebo tinidazolu (Begum et al. 2021; Zulfigar et al. 2024).

Zamétime-li se na bunécnou stavbu E. histolytica zjistime, Zze postradd pro modelovou
eukaryotickou bunku typické mitochondrie. Zvlastni organelou nachazejici se v burce
E. histolytica je mitosom, ktery byl poprvé objeven a pospan praveé u tohoto parazita (Tovar
etal. 1999). Jak jiz bylo feceno jedna se o organelu pfibuznou mitochondrii, ktera se v bunce
zachovala jako jeji pozistatek. Kompletni funkce této organely neni zcela jasna. V piipad¢ jiz
zminéného prvoka G. intestinalis se jako hlavni funkce uvadi biosyntéza zelezo-sirnych center,
u E. histolytica mitosom tuto funkci postrada a podili se na aktivaci sulfatu (Mi-ichi et al. 2009).
Tato mitosomalni aktivita je unikatni a u jinych parazitickych prvoki ji nenalezneme. Nejprve
probihd aktivace anaorganického sulfatu pomoci ATP sulfurylazy na adenosin-5’-fosfosulfat
(APS), ktery je nasledné pii reakci katalyzované APS kinazou pfeveden na 3’-fosfoadenosin-
5'fosfosulfat, ktery tak predstavuje dalezity zdroj sulfurylové skupiny potifebné v syntézach
nékterych makromolekul, napiiklad sulfolipidii. Aktivace sulfatu tak zastavad dulezitou roli
v proliferaci buiiky (Mi-ichi et al. 2011). Stejné jako diive zminéni parazitic¢ti prvoci se také
E. histolytica tadi mezi mikroaerofilni prvoky, v jejichz bunice nenalezneme respiracni fetézec
ani Krebstiv cyklus. Pii syntéze molekul ATP se proto nemuze spolehnout na proces oxidativni
fosforylace a pti zisku energie je zavisla na glykolytickych reakcich a snimi spojené
substratové fosforylace. VSechny drahy energetického metabolismu se odehravaji v cytosolu
(Miiller 1988; Coombs a Miiller 1995).

V dalsi casti se budu zabyvat samotnou glykolytickou drahou u E. histolytica. Tato draha se
sklada ze standardnich i pro eukaryotickou glykolyzu neobvyklych enzymt, jako jsou jiz diive
popsané PPi-PFK ¢i PPDK. Naopak v prodlouzené glykolyze E. histolytica vyuziva nékteré
specifické enzymy, napiiklad ferredoxin:NADP" oxidoreduktaza, jejiz mechanismus bude
popsan nize. Do bunky vstupujici glukoza je fosforylovana enzymem hexokinazou, ktera se
v genomu E. histolytica vyskytuje ve dvou izoformach, hexokinaza I a II. Rozdil mezi nimi je
ten, Ze u izoformy hexokinaza I se vyskytuje vétsi afinita k substratu ATP. Jako regulaéni
systém tohoto enzymu funguje poméer mezi mnozstvim AMP a ADP ku ATP, jestlize je v bufice
vyssi koncentrace AMP nebo ADP nez ATP, pak dochazi k inhibici reakce (Pineda et al. 2015).
Také dalsi krok, izomerace glukdza-6-fosfatu na fruktoza-6-fosfat, probihd standardné a je tak
katalyzovan gluko6za-6-fosfat izomerazou. Stejné jako dfive zminéni paraziti¢ti prvoci
1 E. histolytica vyuziva pii dalsi reakci enzym pyrofosfat-dependentni fosfofruktokinazu (PPi-
PFK), avSak vjejim genomu se nachazi i gen kodujici klasickou ATP-dependentni

fosfofruktokinazu, jejiz aktivita je ale mnohem mensi nez u PPi-PFK a na vznik fruktéza-1,6-
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bisfosfatu nema téméf zadny vliv (Pineda et al. 2015). Nésledujici reakce opét probihaji podle
klasického schématu, vznika glyceraldehyd-3-fosfat, dale 1,3-bisfosfoglycerat, 3-fosfoglycerat,
2-fosfoglycerat az nakonec dojde k tvorbé PEP. Pfeména PEP, zndzornéna na obr. 6, muze
probihat vice zplisoby pouzitim specifickych enzymt. V prvnich dvou ptipadech jsou vyuzity
jiz zminéné enzymy, konkrétné PK (obr. 6, reakce 9) a PPDK (obr. 6, reakce 29). Prib¢h reakce
katalyzované PK se shoduje s klasickym eukaryotickym modelem vyzadujicim ADP jako
substrat. Druhym zptsobem jak docilit vzniku pyruvatu je reakce katalyzovand PPDK, tento
proces probiha stejnym zptisobem jako tomu bylo u parazitického prvoka G. intestinalis, kromé
PEP jsou substraitem PPi a AMP. V obou pfipadech dochazi k tvorbé ATP, nicméné vice
vyuzivanou alternativou k preméné PEP predstavuje PPDK poskytujici potencialné vice ATP
(Reeves 1985; Pineda et al. 2015). Posledni varianta, davajici vznik pyruvatu, se sklada ze ti
reakci vytvarejici meziprodukty oxalacetat a malat. Pocatecni krok, karboxylaci PEP, katalyzuje
pro E. histolytica specificky a u jinych eukaryot se nevyskytujici enzym fosfoenolpyruvat
karboxytransfosforylaza nebo téz fosfoenolpyruvat karboxytransferdza (PPi dependentni)
(viz nize) (obr. 6, reakce 28) a vznikajici PPi tak miize byt pouzit v jinych PPi dependentnich
reakcich (Miiller et al. 2012).

2.2.3.1 Fosfoenolpyruvat karboxytransfosforylaza

Fosfoenolpyruvat karboxytransfosforylazu mutzeme, kromé E. histolytica, nalézt taktéz
u bakterie Propionibacterium shermanii. Jednd se o enzym, ktery katalyzuje pfeménu
fosfoenolpyruvatu na oxalacetat. Tato reakce je jedna ze tii moznych, jak lze docilit vzniku
oxalacetatu z PEP, nicméné jde o jedinou pouzivanou v ptipad€ E. histolytica. Druhou
variantou, kterd rovnéz vede k vytvoreni oxalacetatu, je karboxylace PEP probihajici za ucasti
enzymu fosfoenolpyruvat karboxykinazy, ktera se lisi pouzitym substratem, jelikoz misto Pi
vyuziva GDP. Tento krok pfedstavuje bézny zpiisob syntézy oxalacetatu. Poslednim enzymem
je fosfoenolpyruvat karboxylaza, ktera se nachazi naptiklad v nékterych rostlinnych buikach
a jako substraty zuzitkovava pouze PEP a CO; (Siu et al. 1961; Mertens 1993). V ptipadé
fosfoenolpyruvat karboxytransfosforylazy u E. histolytica vstupuje do reakce PEP, CO a Pi
a dochdzi k produkci oxalacetatu a PPi. Pro energeticky metabolismus piedstavuje zminéna
reakce velky pftinos, jelikoz se podili na vytvareni Pi a PPi rovnovahy. Vznikajici PPi muze
vstupovat do dalSich reakénich procest jako substrat, déje se tak napfiklad pifi reakci
katalyzované PPDK, a naopak Pi, ktery se v bunce uvoliuje naptiklad pii glykolytické reakci
katalyzované¢ PPi-PFK, je v ramci této karboxylace PEP zuzitkovan (Reeves 1985; Mertens
1993). Fosfoenolpyruvat karboxytransfosforylaza katalyzuje také reversibilni reakci, béhem
které se vytvaii PEP a Pi, jako substrat slouzi oxalacetat a PPi, jedna se ale o znacn¢ pomalejsi
proces v porovnani sreakci vytvarejici oxalacetat a PPi. K efektivni ¢innosti enzymu jsou
nezbytné nékteré ionty, naptiklad kobaltnaté nebo hotecnaté. Naopak ionty draselné ¢i sodné
aktivitu enzymu inhibuji (Lochmiiller et al. 1966; Reeves 1970).

Nasledujici kroky pfemény oxalacetatu az na pyruvat se shoduji s procesy u G. intestinalis
ajsou zachyceny na obr. 6. Vznikajici oxalacetdt vstupuje do navazujici reakce, pii které
dochazi k jeho redukci na malat, katalyzované NADH-dependentni malat dehydrogenazou

(obr. 6, reakce 11). Nakonec probihd dekarboxylace a oxidace malatu pomoci jable¢ného
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enzymu (NADP dependentniho) (obr. 6, reakce 5). Vyslednym produktem této drahy je pyruvat,
ktery podléha dalSim reakcim. Duvodem pro¢ E. histolytica pouziva tuto drahu, obchazejici
reakci PPDK ¢i PK, je jednak redukce NADP na NADPH a reoxidace NADH, které jsou
potfeba k pribéhu dal§ich metabolickych procesii, a jednak dochazi k tvorbé PPi, dilezitého
substratu pro jiz zminéné PPi-PFK nebo PPDK (Pineda et al. 2015; Carvalho-de-Aratjo et al.
2023).

Vsechny varianty reakci, preménujicich PEP, maji jedno spolecné, vSechny generuji stejny
koncovy produkt, pyruvat, ktery v néasledujicim kroku podléha oxidativni dekarboxylaci (obr. 6,
reakce 1). Tento d€j se rovnéz jako u dfive zminénych parazitickych prvokti odehrava za
katalyzy PFOR, kterd stejné tak vyuzivd jako akceptor elektrond ferredoxin. Taktéz
u parazitického prvoka E. histolytica je nezbytné zredukovanou formu ferredoxinu opét
reoxidovat. Proces reoxidace ferredoxinu je popsan nize (Muller 1988; Carvalho-de-Araujo
et al. 2023).

Entamoeba histolytica
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Obr. 6 Schéma metabolickych drah degradace PEP a reakci prodlouZené glykolyzy u E. histolytica

Legenda: Fd, ferredoxin; [1], pyruvat:ferredoxin oxidoreduktdza; [5], jablecny enzym; [9], pyruvat
kindza; [11], malat dehydrogenaza; [18], alanin aminotransferaza; [25], alkohol dehydrogenaza E;
[28], fosfoenolpyruvat karboxytransferaza (PPi dependentni); [29], pyruvat fosfat dikinaza; [30], acetyl-
CoA syntetaza (ADP formujici) (Miiller et al. 2012)

2.2.3.2 Ferredoxin:NADP* oxidoreduktaza

K reoxidaci ferredoxinu, E. histolytica, vyuziva dal$i specificky enzym, NADPH-
dependentni oxidoreduktdzu. Tento enzym ziejm¢e zastava vice metabolickych funkci a jedna
z jeho aktivit funguje jako ferredoxin:NADP"* oxidoreduktaza (Jeelani et al. 2010). V cytosolu
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buitkky se nachéazeji dv€ izoformy této oxidoreduktdzy, E. histolytica NADPH-dependentni
oxidoreduktdza 1 a 2 (EhNO1/2), predstavujici enzymy piibuzné malé podjednotce glutamat
syntazy vyskytujici se mimo jiné u nékterych bakterii. EhNO 1/2 jsou dulezité pro reoxidaci
redukovan¢ formy ferredoxinu vznikajiciho pii reakci katalyzované PFOR. Podstatnou aktivitou
EhNO1/2 je ferredoxin:NADP® oxidoreduktaza redukujici NADP" na NADPH, ktery je dale
vyuzit pti NADPH dependentnich redukénich reakcich. Dale pomoci EhNO1 dochazi k redukci
L-cystinu na L-cystein a nasledné EhNO2 katalyzuje redukci Zelezitych iontt. VSechny tyto
redoxni reakce jsou znazornény na obr. 7. Zapojeni EhNO1/2 pii katalyze zminénych reakci se
li§i, nicméné oba enzymy jsou vysoce NADPH specifické. Aktivita EhNO1 pii redukci
zelezitych iontll je u¢innéjsi nez aktivita ENNO2, naopak EhNO2 zastava vétsi roli pri redukcei
L-cystinu. Jako ferredoxin:NADP" oxidoreduktaza pracuje spise EhNOI, jelikoZ s ferredoxinem
vytvafi stabilnéjsi komplex. V prub&hu oxidativni dekarboxylace pyruvatu dochazi k pfenosu
elektronti na oxidovanou formu ferredoxinu a tim dojde k jeho redukci. Redukovany ferredoxin
poskytuje elektrony NADP" a prostiednictvim EhNOI1 dochazi k regeneraci cytosolického
poolu NADPH, zaroven dochazi k reoxidaci ferredoxinu zpét na oxidovanou formu. Tento krok
je v energetickém metabolismu podstatny, jelikoz bunce pomaha dopliiovat NADPH potiebné
pro udrzeni redoxni rovnovahy a stim spojené pokraCovani metabolickych procesii. Dalsi
dilezitou vlastnosti EhNO1/2, ktera stoji za zminku, je, Ze se jedna o flavoproteiny obsahujici
FAD. Za aerobnich podminek tak dochazi k redoxni reakci, pti které jsou elektrony z NADPH
ptedany FAD a vznikd tak FADH,, které¢ je nasledné kyslikem oxidovano zpét na FAD
a zaroven dochdzi k tvorbé peroxidu vodiku, ktery poté vstupuje do dalsi reakce, pfi které je
konvertovan na vodu. V neposledni fadé EhNO1/2 ma schopnost redukovat metronidazol
pouzivany jako 1é¢ivo. K tomu, aby byl metronidazol G¢inny, musi byt nejprve aktivovan tim,
ze dojde kjeho redukci na cytotoxické radikdly a pravé tento proces redukce muze byt
katalyzovan EhNO1/2. Nadmérnou expresi genti téchto enzymd mize dojit k tomu, Ze se
E. histolytica stane vice senzitivni k 1é¢bé pomoci metronidazolu a tim se tato 1écba miize stat
efektivnéjsi (Jeelani et al. 2010). Udrzeni redoxni-rovnovahy v buiice piedstavuje problém pro
vSechny bunky. G.intestinalis ktomu vyuziva napiiklad hydrogendzu ¢i alkohol
dehydrogenazu E (Miiller et al. 2012).
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Obr. 7 Reakce katalyzované NADPH-dependentni oxidoreduktdizou

Legenda: PFOR, pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza; Fd -oxi, oxidovany ferredoxin; Fd -red, redukovany
ferredoxin; RNO, metronidazol; RNO»°, redukovany metronidazol; EhNOI1, E. histolytica NADPH-
dependentni oxidoreduktaza 1; EhNO2, E. histolytica NADPH-dependentni oxidoreduktiza 2 (Jeelani
et al. 2010)

Pti nasledujici reakci prodlouzené glykolyzy katalyzované jiz vySe zminénou PFOR
spojenou s reoxidaci ferredoxinu dochazi k dekarboxylaci pyruvatu na acetyl-CoA, ktery je
nasledné redukovan na jeden z hlavnich kone¢nych metabolitli, etanol. Stejn¢ jako v pfipade
G. intestinalis je tato reakce katalyzovana alkohol dehydrogenazou E s acetaldehyd
dehydrogendazovou a alkohol dehydrogenazovou aktivitou (obr. 6, reakce 25). Rovnéz
E. histolytica vyuziva tentyz zdroj elektronti, NADH, vznikajici pii reakci katalyzované
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazou (Coombs a Miiller 1995; Pineda et al. 2015). Dal§im
moznym kone¢nym produktem odbourani acetylu-CoA je acetat, k jehoz tvorbé dochazi hlavné
za aerobnich podminek. E. histolytica vyuziva dva mozné mechanismy. Prvnim zplsobem je
pouziti jiz zminéného enzymu acetyl-CoA syntetdzy (ADP formujici) (obr. 6, reakce 30).
V pribéhu této reakce vznika jednak acetat a jednak také dochazi k syntéze ATP, podobné jako
tomu je u G. intestinalis. Druhou moznosti, kterd ale doposud nebyla dostatecné prozkoumana,
je pouziti enzymu acetat kinazy (PPi-dependentni) popsané nize (Pineda et al. 2015).

2.2.3.3 Acetat kinaza (PPi-dependentni)

Acetat kindzu (PPi-dependentni) fadime do rodiny enzymi acetat kinaz, katalyzujici konverzi
acetyl fosfatu na acetat. E. histolytica predstavuje jediného dosud zndmého eukaryotického
zastupce, u kterého najdeme tento PPi-dependentni enzym. Standardni reakce vzniku acetatu,
katalyzovana klasickou acetat kindzou, probih4 ve dvou krocich. Pfi prvnim dochézi piisobenim
enzymu fosfotransacetylaza ke vzniku acetyl-fosfatu. Az nasledny druhy krok je katalyzovan
acetat kinazou, z acetyl-fosfatu je prenesena fosfatova skupina na ADP a vznika konecny
produkt acetat spolu s ATP (Tielens et al. 2010). Tento pribéh reakce vyuziva napiiklad
Escherichia coli. V ptipadé PPi-dependentni acetat kinazy slouzi jako fosforylovy donor Pi.

Jedna se o jediny znamy enzym ztéto rodiny, ktery vyuziva jako donor Pi a v piipadé
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E. histolytica jej fadime mezi Ctyfi pyrofosfat dependentni enzymy nachdzejici se v glykolytické
draze a souvisejicich reakcich (Mertens 1993). Jelikoz ke spravné Cinnosti PPi-dependentni
acetat kinazy je potieba acetyl-fosfat, musi byt E. histolytica schopna ho syntetizovat. K tomu
slouzi spfazené enzymy, jako je napfiklad prave fosfotransacetylaza, vyuzivajici acetyl-CoA.
Nicméné gen kddujici tento enzym v genomu E. histolytica nenajdeme a je stale predmétem
vyzkum, jaky jiny enzym by mohl byt zodpovédny za syntézu potiebného acetyl-fosfatu
(Ingram-Smith et al. 2006). V nedavné studii byla jako mozny spfaZzeny enzym oznacena
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, ktera se za normalnich okolnosti pii glykolyze podili na
vzniku 1,3-bisfosfoglyceratu, bylo ale zji§téno, ze mize katalyzovat také pfeménu acetaldehydu
na acetyl-fosfat (Dang et al. 2022). Timto zpisobem vznikly acetyl-fosfat se v piipad¢
E. histolytica syntetizuje vyhradng v pfitomnosti PPi-dependentni acetat kinazy a je tedy mozné,
ze timto zpusobem dochazi u E. histolytica k jeho vzniku. Béhem reakce dochazi k redukci
NAD" na NADH, a proto ma tento zpisob vzniku acetatu dileZitou roli pfi vyrovnavani poméru
mezi NAD*/NADH, které jsou potiebné k priubéhu glykolytické reakce (Dang et al. 2022).
Pouzitim PPi-dependentni acetat kindzy dochazi také ke vzniku PPi, ktery je nasledné vyuzit
jako substrat pro glykolytické reakce katalyzované PPi-PFK a PPDK (Fowler et al. 2012).

Jako energeticky vytézek PPi- dependentni glykolyzy se uvadi pét molekul ATP na
molekulu glukézy (Mertens 1993). Nicméné je tieba zohlednit reakce, které vedou k tvorbé PPi
predstavujiciho substrat pro PPi-PFK a PPDK. K tomu, aby mohla PPi-dependentni glykolyza
probihat, musi byt v bunice dostatecné mnozstvi PPi. E. histolytica proto vyuziva dalsi reakce,
pti kterych dochazi k tvorbé PPi. Jako varianta se jevi jiz zminénd tvorba oxalacetatu
katalyzovana enzymem fosfoenolpyruvat karboxytransfosforylaza nebo produkce acetatu
pomoci PPi-dependentni acetat kinazy. Avsak obé€ tyto reakce nezajistuji dostatecné mnozstvi
pottebného PPi, a tak E. histolytica musi vyuzivat jesté dalsi mechanismy k doplnéni zasoby
PPi. Hlavni zdroj PPi pfedstavuje pfedev§im proteosyntéza a syntéza nukleovych kyselin, které
vSak nemusi dostatecné pokryt poptavku buiiky. Z toho divodu je také vyuzivan metabolismus
glykogenu, pfi kterém se ale spotfebovava ATP na ukor produkce PPi. Pfi metabolismu
glykogenu dochdzi k cyklovani mezi jeho syntézou, katalyzovanou glykogen syntdzou a UDP-
glukéza pyrofosforylazou, a degradaci, katalyzovanou glykogen fosforylazou. Pti reakci
katalyzované¢ UDP-glukéza pyrofosforylazou dochazi k tvorbé PPi. Na jednu vytvofenou
molekulu PPi pfipada jedna spotfebovana molekula ATP, k pribéhu glykolytické drahy jsou
poteba 3 molekuly PPi, a proto celkovy energeticky vytézek glykolyzy neni uvadénych pét
molekul, ale dvé az tfi (Saavedra et al. 2019).

Pfi souhrnném zaméteni na glykolytickou drahu E. histolytica vidime, ze predstavuje hlavni
drahu energetick¢ého metabolismu vyuzivanou k ziskavani ATP, jelikoz v buiice tohoto
parazitického prvoka nenalezneme standardni mitochondrii a sni spojeny Krebstiv cyklus
a oxidativni fosforylaci vyuzivanou k syntéze ATP u klasické eukaryotické buiiky. Prubch
glykolyzy se zvelké cCasti shoduje sjejim pribéhem u prvoka G. infestinalis. Lisi se az
v nasledné degradacni draze PEP, pfi které jsou pouzity pro E. histolytica specifické enzymy,
napiiklad fosfoenolpyruvat karboxytransfosforylaza. Pti degradaci acetyl-CoA je zapojen

unikatni enzym, PPi-dependentni acetdt kindza, ktery v klasické eukaryotické buice
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nenalezneme. Pozoruhodnym enzymem je také NADPH-dependentni oxidoreduktdza, ktera je
v bunice vyuzivana pii nékterych redoxnich reakcich, napiiklad pii redukci NADP* na NADPH,
kdy zdrojem elektront je redukovand forma ferredoxinu. Touto redukci E. histolytica také
prispiva kudrZzeni redoxni rovnovahy v bunice. Jako hlavni metabolické produkty jsou

vytvafeny etanol a acetét.

2.2.4 Trypanosomy

V posledni ¢asti se budu vénovat trypanosomam. 7rypanosoma je rod parazitickych prvoki, do
kterého patii zastupci Trypanosoma brucei, T. rhodesiense T. gambiense, T. cruzi a dalsi druhy
trypanosom (Maxfield a Bermudez 2024). V ramci fylogenetického systému eukaryot fadime
trypanosomy mezi Euglenozoa ze skupiny Discoba z piivodni superskupiny Excavata (Burki et
al. 2020). Jedna se o prvoky zpusobujici onemocnéni trypanosomidzu, jednak africkou
trypanosomiazu neboli spavou nemoc, jejimz ptvodcem zplsobujicim toto onemocnéni, je
T. rhodesiense a T. gambiense, pfenaSeCem je moucha rodu Glossina, a jednak americkou
trypanosomiazu neboli Chagasovu chorobu, jejimz ptivodcem je 7. cruzi, ktera je piendsena
krev sajicimi plosticemi rodu Triatoma, Rhodnius (Volf a Hordk 2007). Ob& onemocnéni
nalezneme predevsim v malo rozvinutych zemi Afriky a Jizni s Stfedni Ameriky. Udava se, ze
spavou nemoci onemocni tisice obyvatel, pfedevs§sim chudé¢ ¢asti Afriky, na rozdil od Chagasovy
choroby, se kterou se potykaji miliony lidi pfedev§im z chudych oblastni Ameriky (Maxfield
a Bermudez 2024). Mezi typické ptiznaky spavé nemoci patii horecka, bolest kloubti a bolest
hlavy. V pozdé&jsi fazi onemocnéni je postizena centralni nervova soustava a pacienti maji
neuropsychické symptomy ¢i poruchy spanku. Jak na spavou nemoc, tak i na akutni fazi
Chagasovy choroby existuji v dneSni dobé ucinné Iéky. Pokud jde ale o 1écbu chronické faze
Chagasovy choroby, tak stale neexistuje stoprocentni lé¢ba (Maxfield a Bermudez 2024).
V zivotnim cyklu trypanosom se stfida né€kolik stadii. Na pocatku zivotniho cyklu 7. brucei,
jejiz glykolyza a sni souvisejici reakce je popsdna nize, je epimastigot nachazejici se ve
slinnych zlazach vektora, ten se v hostiteli méni v metacyklickou formu, nasleduje forma ,,long
slender a ,short stumpy“ v krevnim fecisti hostitele. Poté co jsou ,short stumpy* formy
vektorem znovu nasaty, tak se ve stfevé méni na procyklickou formu, kterd se nasledné

transformuje na epimastogoty (Romero-Meza a Mugnier 2020).

Trypanosomy se svou bunécnou stavbou podobaji klasické eukaryotické buiice s tim
rozdilem, Ze se v buiice trypanosom vykytuje pouze jedina mitochondrie a pro trypanosomy
specificka organela glykosom, popsany nize. Unikatni strukturou je kinetoplast, nachazejici se
vjedné c¢asti mitochondrie a ktery obsahuje uspofddané kruhové DNA molekuly, jejichz
soucasti jsou minikrouzky a maxikrouzky vytvarejici sité. Tyto maxikrouzky koduji geny
mitochondridlnich proteinti, jako jsou napfiklad proteiny respiracniho fetézce. Naopak
minikrouzky koduji guide RNA, které se podileji na editingu mRNA molekul (van Hellemond
et al. 2005a; Szoor et al. 2014). Glykosom i1 mitochondrie jsou detailnéji popsany v nasledujici

¢asti spole¢né s jejich prinosem pro energeticky metabolismus trypanosom.
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2.2.4.1 Glykosom

Glykosom je bunécna organela spadajici do rodiny peroxisomd, ze kterého se béhem evoluce
vyvinul. Najdeme ho u vSech zastupci kinetoplastid, vyskytuje se jak u trypanosom, tak
iu leishmanii a v jedné jejich buiice mohou byt az stovky glykosomti (Hannaert a Michels
1994). Samotny nazev je odvozen od glykolyzy, jelikoz se zde velka Cast této metabolické
dréhy odehrava. V ptipad€ krevnich forem 7. brucei se uvadi, ze az devadesat procent vsech
glykosomalnich enzymt patii pfedevsim proteinim glykolytickych enzymi. Glykosom muize
plnit rozmanité funkce zavisejici na zivotnim cyklu trypanosom a prostiedi, ve kterém se
nachazeji, a tak v ném muzeme nalézt enzymy pro glykolytické reakce, syntézu pyrimidind,
biosyntézu ether-lipidii a nejspiSe hraji roli i v beta-oxidaci mastnych kyselin (Michels et al.
2006). Davodem, pro¢ u trypanosom v prubéhu evoluce doSlo ke kompartmentalizaci
glykolytické drahy do glykosomu, je ten, ze se podili na regulaci aktivity glykolytickych
enzymi HK a PFK. V modelové glykolytické draze je aktivita t€chto enzymt inhibovéna jejich
produkty, napfiiklad glukéza-6-fosfat inhibuje aktivitu HK, avsak u trypanosomalni HK k této
regulaci nedochazi, a tak musi byt glykosomalni HK a PFK regulovany jinym zpisobem.
V pfipadé, ze by k zadné regulaci nedochazelo, pak by v glykolyze produkované ATP
autokatalyticky pohanélo jeji pocatecni reakce a tim by dochazelo k produkovani
glykolytickych meziprodukti (jako jsou glukdza-6-fosfat, fruktoza-6-fosfat, fruktoza-1,6-
bisfosfat) nad kapacitu, kterou jsou ostatni glykolytické enzymy schopny pieménit. Tyto
meziprodukty by se zacaly v buiice hromadit, coz by zpusobilo nekteré patologické jevy
v bunice. Pti regulaci ma velky vyznam pomér mezi ATP a ADP v glykosomu, ktery je kvuli
kompartmentalizaci odlisny oproti poméru ATP a ADP v cytosolu. K tvorbé ATP v glykosomu
dochazi pii reakcich katalyzovanych fosfoglycerat kinazou a glycerol kinadzou a naopak je ATP
vyuzivano v reakcich katalyzovanych HK a PFK. Aktivita HK a PFK je inhibovana klesajicim
pomeérem mezi ATP a ADP vglykosomu a timto zplisobem je zabranéno hromadéni
glykolytickych meziproduktd. Dalsi vyhoda, kterou piedstavuje pfitomnost glykosomu v buiice,
je pri ptipadném znovunastartovani glykolyzy poté, co se buiika nachéazela v kratkém obdobi
nedostatku glukézy. Glykosom, predev§sim fosforylované metabolity, zajistuje dostate¢né
mnozstvi ATP potiebného k iniciovani prvniho kroku glykolyzy pfi jejim opétovném rozbehnuti
(Bakker et al. 2000; Haanstra et al. 2008).

2.2.4.2 Mitochondrie

Organelou, kterou u predchozich zastupcii nalezneme pouze v evoluéné odvozené formé, je
mitochondrie. Nejedna se vSak o klasickou mitochondrii, kterou nalezneme v modelové
eukaryotické burce, ale jde o zvlastni druh aerobni mitochondrie, ktera sice jako terminalni
akceptor elektrontt vyuziva kyslik, nicméné do bunky vstupujici glukéza neni degradovana az
na oxid uhli¢ity, jako tomu je v pfipad¢ klasické aerobni mitochondrie, ale vysledkem rozkladu
glukozy je v ptipad¢ krevni formy 7. brucei pyruvat, v ptipad¢ procyklické formy predevsim
acetat a sukcinat. Dal$i odliSnosti od klasické aerobni mitochondrie je, ze k syntéze ATP
dochazi také v ramci substratové fosforylace, a hlavnim zapojenym enzymem je acetat:sukcinat

CoA-transferdza. V neposledni fad¢ se v piipadé krevnich forem trypanosom mitochondrie
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zapojuje taktéz do reoxidace glykolytického NADH. Tento proces je podrobnéji pospan nize
(Tielens et al. 2002; van Hellemond et al. 2005b).

V dalsi Casti se zaméfim na glykolytickou drahu u trypanosom. Konkrétn¢ se budu vénovat
této metabolické draze u parazitického prvoka 7. brucei, ktery v prabéhu Zivotniho cyklu sttida
vice stadii. Detailngji se budu zabyvat long slender formou v krevnim tecisti hostitele, pro
kterou je glykolytickd drdha a sni spojend substratova fosforylace pii ziskdvani energie

esencialni.

2.2.4.3 Glykolyza long slender formy v krevnim fecisti

Long slender forma trypanosomy se vyskytuje v krevnim fecisti hostitele, obsahujicim velké
mnozstvi glukézy, ztoho divodu glykolyza ptedstavuje hlavni zdroj energie. Glykolyticka
draha long slender formy je zobrazena na obr. 8. Jak jiz bylo zminéno vyse vétSina krokid se
odehrava v glykosomu. Pouze posledni cast, zahrnujici pfeménu 3-fosfoglyceratu a vznik
pyruvatu, se odehrava v cytosolu. Rozklad glukézy probiha klasickou Embden-Meyerhovou
drédhou. Glukdza je pisobenim enzymu hexokinaza pfeménéna na gluk6za-6-fosfat. Nasledu;i
dvé moznosti degradace, bud’ glukéza-6-fosfat vstupuje do pentdzo-fosfatového cyklu nebo je
dale pfeménén na fruktdza-6-fosfat za katalyzy glukdza-6-fosfat izomerazy. Poslednim krokem
glykolyzy v glykosomu je pfeména 1,3-bisfosfoglyceratu na 3-fosfoglycerat, katalyzovana
fosfoglycerat kindzou. Nasledné se pribéh glykolyzy pfesouvda do cytosolu, kam je 3-
fosfoglycerat transportovan. Zde probiha jeho pfeména podle standardniho schématu glykolyzy.
Vznikéd 2-fosfoglycerat, jehoz dehydrataci se vytvaii fosfoenolpyruvat. Pii poslednim
glykolytickém kroku dochazi k produkci ATP a pyruvatu, ktery je nasledné vylu¢ovan z bunky
do krevniho tecisté hostitele jako metabolicky produkt a oproti klasické eukaryotické buiice Ci
jiz zminénym parazitickym prvokim, neprobiha jeho nasledna degradace (van Hellemond et al.
2005b; Michels et al. 2006).

U long slender formy se evolu¢né zachovand mitochondrie podili na vytvéafeni redoxni
rovnovahy v glykosomu. NADH, vznikajici pti reakci katalyzované glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazou, se reoxiduje pies systém reakci spojenych s NADH-dependentni glycerol-3-
fosfat dehydrogenazou, nachazejici se v membrané glykosomu a katalyzujici pfeménu
dihydroxyacetonfosfatu na glycerol-3-fosfat. Zaroven glycerol-3-fosfat dehydrogenaza funguje
jako glycerolfosfatovy shuttle vyménujici glycerol-3-fosfat, vznikajici v glykosomu, za
dihydroxyacetonfosfat, vytvafeny v mitochondrii. Pt#i zachovani redoxni rovnovahy
v glykosomu je nepostradatelna glycerol-3-fosfat oxidaza (GPO), ktera je soucasti
mitochondrie. Sklada se z vice komponentti, prvnim z nich je mitochondrialni glycerol-3-fosfat
dehydrogenaza, dale ubichinon a koncova alternativni oxidaza (AOX). V glykosomu vznikajici
glycerol-3-fosfat je ptemistén pomoci glycerolfosfatového shuttlu do mitochondrie, kde je
pfeménén mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenazou na DHAP. Elektrony uvolnéné pti
mitochondrialnim vzniku DHAP jsou transportovany pies jednotlivé komponenty GPO az na
konecny akceptor kyslik (Michels et al. 2006; Chaudhuri et al. 2006). V ptipadé aerobnich
podminek predstavuje kyslik finalni akceptor uvolnénych elektronti, které jsou na AOX
pfenaseny z ubichinonu. Kyslik je nakonec pomoci AOX redukovan na vodu. Pfi pfenosu

elektronti pies AOX nedochazi k translokaci protontl a s tim spojené syntéze ATP, jako tomu je
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v piipadé cytochrom oxidazy v klasické eukaryotické buiice. Na vytvafeni membranového
potencialu mitochondrie se podili Fo-Fi-ATPaza, ktera pumpuje protony do intermembranového
prostoru na ukor hydrolyzy molekuly ATP. Membranovy potencial predstavuje hnaci silu pro
transport nékterych iontii, metabolitd a proteint pfes mitochondrialni vnitini membranu (Nolan
a Voorheis 1992; Chaudhuri et al. 2006).

K rozkladu gluk6zy miize dochazet taktéz za anaerobnich podminek. Glykolyticka draha ma
shodny pribéeh jako za podminek aerobnich a stejn¢ tak vznikd i pyruvat predstavujici hlavni
metabolit. Jako druhy glykolyticky produkt tvoiilong slender forma 7. brucei glycerol.
Katalyzou glycerol-3-fosfat dehydrogenazy se z dihydroxyacetonfosfatu vytvari glycerol-3-
fostat, ktery nasledné podléha dalsi reakci katalyzované enzymem glycerol kindzou za vzniku
glycerolu. Glycerol je transportovan ven z glykosomu a nasledné vylucovan mimo buiku.
V ptipadé anaerobniho prostiedi nedochazi k reoxidaci glykolytického NADH, vznikajiciho pfi
reakci katalyzované glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazou, pies GPO v mitochondrii, ale déje
se tak pouzitim glycerol-3-fosfat dehydrogenazy pii redukce DHAP na glycerol-3-fosfat
(Michels et al. 2006).

Trypanosoma brucei
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Obr. 8 Schéma glykolytické drahy u long slender formy T. brucei

Legenda: GAP, glyceraldehyd-3-fosfat; PGA, 3-fosfoglycerat; DHAP, dihydroxyaceton fosfat; G3P,
glycerol-3-fosfat; GPDH, glycerol-3-fosfat dehydrogenédza; AOX, alternativni oxidaza; UQ, ubichinon;
A, ATPaza (Miiller et al. 2012)

Stejné jako tomu bylo u jiz zminénych parazitickych prvkl, dochazi u long slender formy
k syntéze ATP v pribéhu glykolytické drahy pii procesech substratové fosforylace. Jednak pfi
vzniku 3-fosfoglyceratu z 1,3-bisfosfoglyceratu katalyzovaného fosfoglycerat kinazou a jednak
pfi preméné fosfoenolpyruvatu na pyruvat, pyruvat kinazou. Dal§i moznost syntézy ATP

probihd za anaerobnich podminek, kdy dochazi k prodlouZzeni drahy o vznik glycerolu
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katalyzovany glycerol kindzou (van Hellemond et al. 2005b). Takto je ATP syntetizovano
v glykosomu a cytosolu, avSak bylo zjisténo, Ze k jeho syntéze dochazi necekané také
v mitochondrii. Nikoli v procesu oxidativni fosforylace jako v pfipad¢ klasické eukaryotické
bunky, ale pii n€kterych reakcich substratové fosforylace, znazornénych na obr. 9. Déje se tak
pii degradaci pyruvatu a aminokyseliny threonin, které jsou transportovany do mitochondrie,
kde jsou dale degradovany pomoci pyruvat dehydrogenazy, respektive threonin dehydrogenazy
az na acetyl-CoA, ktery je nésledné konvertovan na acetat pomoci acetyl-CoA thioesterazy ¢i
acetat:sukcinat-CoA transferdzy. Cinnost této transferazy probiha ve spojeni se sukcinyl-CoA
syntetdzou, kterd se podili na produkci ATP. Do mitochondrie miize byt transportovéna také
aminokyselina glutamin, ktera je nasledn¢ pfeménéna na alfa-ketoglutarat, ktery je degradovan
na sukcinyl-CoA pfedstavujici substrat pro jiz zminénou sukcinyl-CoA syntetazu katalyzujici
vznik sukcinatu spojeny se syntézou ATP. Molekuly ATP vznikajici pfi téchto reakcich
predstavuje dilezity substrat pro Fo-Fi-ATPazu, ktera, jak jiz bylo feceno, hydrolyzou ATP
zajiStuje polarizaci membrany a s ni spojené dal$i mechanismy. Dalsi alternativu jak zjistit
dostate¢né mnozstvi ATP v mitochondrii predstavuje ATP/ADP pienasec, ktery transportuje

cytosolické ATP vznikajici pti glykolyze (Taleva et al. 2023).
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Obr. 9 Schéma moznych substrdtovych fosforylaci u long slender formy T. brucei

Legenda: gly-3-P, glycerol-3-fosfat; PEP, fosfoenolpyruvat; AAC, ATP/ADP ptenase¢; ACH, acetyl-
CoA thioesteraza; ASCT, acetat:sukcinat-CoA transferaza; AOX, koncova alternativni oxidaza;
Gly-3-P-DH, glycerol-3-fosfat dehydrogendza; KDH, alfa-ketoglutarat dehydrogendza; PK, pyruvat
kinaza; SCS, sukcinyl-CoA syntetaza (Upraveno dle Taleva et al. 2023)
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V souhrnu jsou trypanosomy parazititi prvoci vyznacujici se stfidanim stadii v zivotnim
cyklu. Dochazi tak u nich ke zméndm nejen morfologickym, ale i metabolickym. Od jiz
zminénych parazitickych prvoka se trypanosomy odlisuji tim, Ze glykolytickd draha probiha
zvelké c¢asti vevoluéné odvozené organele, glykosomu. Zaroven dochazi k vyuziti
mitochondrie pfi reoxidaci glykolytickych kofaktorti, konkrétné k vyuziti glycerol-3-fosfat
oxidazy. U long slender formy predstavuje glykolyza podstatnou drahu pfi ziskavani energie,
musi se spoléhat na reakce substratové fosforylace, jelikoz v mitochondrii neprobiha oxidativni
fosforylace. Zajimavym aspektem jsou reakce substratové fosforylace probihajici také
v mitochondrii, pfi kterych je mimo jiné zapojena sukcinyl-CoA-syntetdza. Long slender

forma produkuje jako kone¢ny metabolit pyruvat, ktery je nasledné vylu¢ovan mimo bunku.
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3 Zaver

Glykolyticka draha ptedstavuje klicovou metabolickou dréhu témétf ve vSech zivych burikdch
a jinak tomu neni ani v piipad¢ parazitickych prvokt Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia,
Entamoeba histolytica, Trypanosomy brucei. V pribéhu glykolyzy dochazi k reakcim
generujicim vznik univerzalné pouzitelné slouCeniny, ATP, kterda je nasledn¢ bunkou dale
vyuzivana. Dal§imi reakcemi konzervujicimi energii v buiice, jsou reakce prodlouzené
glykolyzy a s nimi souvisejici substratova fosforylace. Klasicka glykolyticka draha bézi podle
Embden-Meyerhofovy drahy, avSak u vySe zminénych parazitickych prvokli nalezneme
specifické odchylky od této drahy. At uz se jedna o reakce katalyzované unikatnimi enzymy,
vyuzivani odlisnych substrati ¢i rozvétveni standardni drahy produkujici rozdilné koncové

metabolity.

Pro jiz zminéné parazitické prvoky predstavuje substratova fosforylace pii konzervaci
energie nepostradatelny biochemicky dé&j. Pii ziskavani energie se nemohou spolehnout na
proces oxidativni fosforylace, jelikoz se nachazeji pfevazné v anaerobnim prostiedi a z tohoto
dtvodu u nich doslo k redukcei typickych mitochondridlnich metabolickych procest, jako jsou
Krebsiv cyklus a respiraéni fetézec. Pti adaptaci na okolni prostiedi u nich doslo jednak ke
vzniku riznych evoluéné odvozenych bunéénych organel, jako jsou hydrogenosomy, mitosomy
a glykosomy a jednak k redukci poctu a funkce mitochondrii, ktera se v pfipad¢ trypanosom

nachdzi v bunice pouze jedna.

Presné znalosti energetického metabolismu, spojeného s glykolyzou a substratovou
fosforylaci u zminénych parazitickych prvokl, jsou podstatné k identifikaci moznych
terapeutickych cilt a pro vyvoj novych u€innych 1éc¢iv, blokujicich specifické enzymy. U vSech
zminénych parazitickych prvoki se jedna o puvodce, jak zavaznych, Zivot ohrozujici
onemocnéni, tak i méné vaznych onemocnéni cloveka, které postihuji celosveétoveé velkou Cast

populace.
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