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ABSTRAKT

Peroxizomy jsou malé eukaryotické organely, znamé zejména pro svou schopnost
vytvaret a degradovat peroxid vodiku. Jejich enzymy vSak zastavaji mnoho dalSich
vyznamnych funkci, podili se na beta-oxidaci mastnych kyselin s velmi dlouhym nebo
vétvenym retézcem, prostrednictvim alfa-oxidace umoZznuji zpracovani molekul, které
nemohou byt degradovany v beta-oxida¢nim cyklu, také se ucastni pocatecnich krokt
syntézy éterickych lipidi nebo formovani zlucovych kyselin. VySe zminéné aspekty Cini
peroxizomy potencidlné zajimavymi pro jejich moZny vliv na metabolismus srdce, ktery
je zaloZen predevsim na oxidativnim zpracovani mastnych kyselin, avSak dosud o této
problematice neni mnoho znamo. Prace se zaméfuje jednak na vznik a funkce
samotnych peroxizomt, ale také srde¢ni metabolismus spolecné s moZnou roli

peroxizomu v ném.

ABSTRACT

Peroxisomes are small eucaryotic organelles, mainly known for their ability to
create and break down hydrogen peroxide. However their enzymes play other
significant roles, they participate in beta-oxidation of fatty acids with very long or
branched chains, through alpha-oxidation they enable to process molecules that cannot
go through beta-oxidation cycle, they also participate in early steps of synthesis of ether-
lipid or bile acides. Above mentioned aspects make peroxisomes potentionally
interesting for their possible influence on heart muscle metabolism, that is dependent
on oxidative degradation of fatty acids, although not very much is known about this
issue. The thesis focuses on biogenesis and function of peroxisomes, but also on their

possible role in heart muscle metabolism.
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CILE PRACE
Utelem této prace je shrnout poznatky peroxizomech, jejich funkcich a moZném

vlivu na energeticky metabolismus kardiomyocyti.



1. Uvod

1.1. Peroxizomy

Peroxizomy jsou kulovité organely s primérem v rozmezi 0,1 - 1 pm. Jsou
obaleny pouze jednoduchou membranou a vyskytuji se témér ve vSech eukaryotickych
buiikdch. Sdileji spole¢né znaky sdal$imi bunéénymi organelami, zejména
s mitochondriemi a lysozomy, ale na rozdil od mitochondrii neobsahuji vlastni DNA, od
lysozoml se pak liSi schopnosti samostatného déleni. Peroxizomy se zapojuji do
rozmanitych metabolickych drah, jsou vSak primarné znamé pro svou schopnost
degradovat peroxid vodiku. Nékteré organismy obsahuji struktury podobné
peroxizomlm, ovSem tato téliska obvykle zastavaji uzce specializované funkce. Jsou to
napriklad glyoxyzomy dozravajicich semen skocce obecného, ve kterych probiha
glyoxaladtovy cyklus (Breidenbach, Kahn, & Beevers, 1968), nebo glykozomy
trypanosom, které poskytuji vhodné prostiedi pro glykolyzu (Opperdoes & Borst, 1977).
Prokaryota zpravidla nemaji peroxizomy ani jiné organely. Zajimavou vyjimku
predstavuji tzv. ANAMMOX bakterie (z angl. Anaerobic Ammonium Oxidation)
obsahujici jednoduché cytoplasmatické kompartmenty pojmenované anammoxozomy,
které ziejmé slouZzi pro vyrobu energie prostiednictvim anaerobni oxidace dusikatych

latek (Van Niftrik et al., 2008, 2010).

Prvni zminka o peroxizomech se objevuje v diserta¢ni praci Svédského studenta J.
Rhodina (prevzato z Bernhard & Rouiller 1956), ktery prostiednictvim elektronového
mikroskopu pozoroval struktury uvnitf bunék renalnich tubuli mysi, jeZ oznacil jako
mikrotéliska. Jejich biochemické odliSeni od jinych organel, primarné lysozomi, vSak
provedl aZ belgicky biolog Christian de Duve ve spoletné praci s Pierrem Baudhuinem
(Baudhuin, Beaufay, & De Duve, 1965). Pravé de Duve pozdéji shrnul tehdejsi poznatky o
mikrotéliskach a navrhl presnéjsi pojmenovani peroxizomy, jelikoZ tyto drobné organely
obsahuji enzymy schopné vytvaret nebo degradovat peroxid vodiku (De Duve &
Baudhuin, 1966). Ackoli zpocatku panoval mezi védci nazor, Ze savéi peroxizomy
predstavuji ponékud redundantni organelu, dalsi vyzkumy potvrdily jejich
nezanedbatelnou metabolickou tlohu. Vedle zjisténi, Ze Zellwegertiv syndrom obvykle
provazi, mimo jiné, i absence peroxizomu (Goldfischer et al., 1973), prispélo k Sirsimu
porozuméni vyznamu téchto organel predevsSim odhaleni, Ze se podileji na (B-oxidaci
mastnych kyselin s velmi dlouhym retézcem (Lazarow, 1978; Singh, Moser, Goldfischer,
& Moser, 1984), dale na pocatecnich krocich biosyntézy éterickych lipidd, (Burke &
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Hajra, 1979) nebo na formovani Zlucovych kyselin (Kase, Bjorkhem, & Pedersen, 1983).
Mezi zkoumana témata z poslednich 20 let patfi napf. moznost regulace metabolismu
lipidd pres ligandy PPAR receptori (Krey et al, 1997), sdileni molekularniho
mechanismu Stépeni organel s mitochondriemi (Itoyama et al, 2013) nebo
morfologické zmény membrany provazejici biogenezi peroxizomi (Yoshida, Niwa,

Honsho, [toyama, & Fujiki, 2015).

1.2. Biogeneze peroxizomu

Peroxizomy se vyznacuji velice dynamickou strukturou. Jejich velikost, tvar, pocet
i chemické slozeni enzymi se miize vyrazné liSit v zavislosti na specifickych potrebach
organismu, pricemz tyto aspekty jsou dale ovlivnény pisobenim nékterych latek, napfr.
hypolipidemickych agens (Reddy & Krishnakantha, 1975; Svoboda & Azarnoff, 1966),
nebo vdisledku pritomného onemocnéni (Goldfischer et al.,, 1973; Poll-The et al,,
1988). Proteiny, které zodpovidaji za biogenezi peroxizomi a zajist'uji jejich spravnou
funkci, se nazyvaji peroxiny a jsou kodovany vylu¢né jadernymi PEX geny. Existuje vice
jak 30 typl téchto gen, priCemZ nejméné 14 znich bylo identifikovano i u ¢lovéka.
Peroxiny lze roztridit do 3 hlavnich kategorii, a to podle jejich funkci - proteiny, které se
Ucastni importu proteinti, dale proteiny, které se podili na formovani membran a
nakonec proteiny, které reguluji déleni organel (Tabulka 1). Dosavadni vyzkumy

predkladaji dvé alternativy, jakym zptsobem mohou peroxizomy v savcich buikach

Funkéni kategorie |Peroxin Funkce proteinu
PEX1, PEX6 AAA-ATPaza, recyklace receptord, podpora fuze preperox. vackd
PEX2, PEX 10, PEX12 tvorba RING komplexu, ubiquitinace receptoru
PEX4 ubiquitin-konjugacni enzym, ubiquitinace receptoru
PEX5 receptor pro PTS1, spolecné s PEX14 formuje cargo-translokacni kanal

Bt B watdls PEX7 receptor ?ro PTS2 : :

matrix PEX8 pomoc pfi skladani importomeru, uvolnéni transportovaného proteinu
PEX13, PEX14, PEX17, |tvorba "docking" komplexu pro PEX5a PEX7
PEX33
PEX15, PEX26/PEX9 ukotveni ATPaz PEX1 a PEX6
PEX18 (~PEX21), PEX20 |koreceptory PEX7
PEX22 ukotveni PEX4 v membrané
Biogeneze PEX3 tvorba "docking" komplexu pro PEX19
peroxizomalnich |PEX16 asociace PMPs v ER
membran PEX19 volny chaperon, receptor pro mPTS

PEX11* elongace membrany, asociace délicich faktord, aktivace GTPazy
PEX25* elongace a remodelace membrany

Releee e PEX27* neg.a'fivnll'regulacevétvepénll'

velkostilorganel PEX34 pozitivni regulace ste.pehll : : .
PEX23 (~PEX30) regulace de novo vznikajicich peroxizomu

PEX24 (~PEX28), PEX29, [komplex retikulon, tvorba kontaktnich mist na ER subdoménach
PEX31, PEX32




vznikat, a to bud’ prostrednictvim i) ristu a déleni jiz existujicich organel nebo ii) de

novo.

Tabulka 1. Prehled kvasinkovych PEX genii, vcéetné identifikovanych lidskych variant
(tu¢né). Funkéni kategorie jsou barevné odliSeny, posledni je rozdélena na 2 ¢asti, kde zelena
znaci peroxiny dilezité zejména pro rust a déleni, zluta pak pro vznik de novo. *Peroxiny patrici
do spolecné rodiny, majici vice izoforem v rdmci jednoho organismu. ~Homologické geny. ER,
endoplasmatic reticulum; PEX, peroxine; PMPs, peroxizomal membrane proteins; PTS(1,2),
peroxisomal target signal; mPTS, membrane PTS (prevzato a upraveno z Smith & Aitchison,

2013; Yuan, Veenhuis, & van der Klei, 2016).

1.3. Biogeneze délenim

Biogeneze savcCich peroxizomi skrze rist a déleni je iniciovina membranovym
peroxinem PEX11pf (Delille et al., 2010; J. Koch et al., 2010; Michael Schrader et al,,
1998). Izerci N-termindlni ¢asti a-helixu Pex11pf dojde k morfologickym zménam, které
posléze stimuluji elongaci peroxizomi - membrana peroxizomu se vychlipi, prodluzuje a
dochazi ke vzniku tubuldrnich vy¢nélkd, které tvori tzv. JEP struktury (z angl. Juxtaposed
Elongated Peroxisomes, Obr. 1) (J. Koch et al., 2010; Opalinski, Veenhuis, & Van Der Klej,
2011; Yoshida et al.,, 2015). Dale se ukazuje, Ze PEX11pf prostiednictvim plisobeni
dokosahexaenové kyseliny (DHA) oligomerizuje a na prodluzujici se membrané vytvari
charakteristické, na PEX11pf bohaté oblasti, z nichZ nékteré patrné oznacuji mista pro
pozdéjsi konstrikci a odStépeni dcerinych organel (Delille et al., 2010; Itoyama et al,,
2012). Samotné déleni vsak vyzaduje pritomnost dalsich faktord, které peroxizomy sdili
spolecné s mitochondriemi. DLP1! patii do skupiny proteinti s GTPazovou aktivitou
podobnych dynaminu a vyskytuje se prevazné volné v cytoplasmé. DokazZe vSak vytvaret
organizované polymerni struktury, které jsou schopné obklopit zidZena mista vychlipené
membrany a diky hydrolyze GTP mechanicky odStépit nové vznikajici organelu (Frohlich
et al,, 2013; A. Koch et al.,, 2003; Li & Gould, 2003; Macdonald et al.,, 2014; Smirnova,
Griparic, Shurland, & Bliek, 2001).

Studie ukazuji, Ze protein Mff (Mitochondrial fission factor) dokaZe sam asociovat
oligomery DLP1 kvnéjsi mitochondridlni membrané a podobné vysledky byly
zaznamenany i u peroxizomi, kde tento faktor ziejmé funguje jako adaptorovy protein

umoziujici interakci membranového Pex11pf a cytosolického DLP1 (Itoyama et al,

1V literature je DLP1 jinak nazyvany také jako Drp1, popt. homolog Dnm1 u kvasinek.
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2013; Otera et al., 2010). Vyzkumy dale prinasi poznatky o tom, Ze Mff je lokalizovan do

konstrikénich mist na elongované membrané a ko-exprese jeho genu spole¢né s genem

a Membrane
/—_\ } bending
: —_— s
HpPex11 / g
) T —_TTTTTTTT S
) § od/ i

a) JEP 2 /. a4 inactive

Pex11p .
~ M
_ / -
u ‘o )

— I‘x__ /1
— 1
A e \

PEX11p vede k proliferaci organe-l,-coi podporuje hypotézu, Ze Mff predstavuje faktor

nezbytny pro déleni savcich peroxizomi (Itoyama et al., 2013).

Obr. 1. Model riistu a déleni peroxizomii v sav¢ich bunkach. (a) Remodelace membrany skrz
inzerci a-helixu proteinu Pex11pf do jednoho listu fosfolipidové dvojvrstvy. (b) Asociace
faktorti nezbytnych pro déleni do konstrikénich mist na membrané a jejich pravdépodobné
interakce. Pex11B, peroxinllf; HpPex11, peroxinll zkvasinky H. polymorpha; Mff,
mitochondrial fission factor; Fis1, mitochondrial fission 1 protein; DLP1, dynamin-like protein 1,
JEP, juxtaposed elongated peroxisomes (pievzato a upraveno z Schrader, Bonekamp and

Islinger, 2012).

hFis1/Fis1 (human Mitochondrial fission 1 protein) se jevi jako dal$i potencialni
faktor ovliviiujici Stépeni peroxizoml a mitochondrii, prestoZe jeho role neni jesté
presné definovana. Je zndmo, Ze exprese genu Fisl zvySuje proliferaci mitochondrii
(Yoon, Krueger, Oswald, Mcniven, & Mcniven, 2003) a starsi studie dale uvadéji, Ze
soucasné podporuje i déleni peroxizomi, pricemZ jeho umlCeni vede ke vzniku
elongovanych peroxizomi i mitochondrii (Kobayashi, Tanaka, & Fujiki, 2007; A. Koch,
Yoon, Bonekamp, McNiven, & Schrader, 2005). Novéjsi studie vSak predkladaji ponékud
odliSna pozorovani, kde FIS1-knockdown bunky vykazuji nezménénou peroxizomalni
morfologii oproti elongovanym peroxizomim u DLP1/MFF-knockdown bunék (Otera et
al., 2010). Dale pak bylo zjiSténo, Ze pritomnost Fis1 RNAi neméla vliv na asociaci DLP1

k membrané ani na interakci mezi DLP1 a PEX11pf (Itoyama et al., 2013; Otera et al,,
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2010). Stale vSak plati, Ze hFisl je integralni protein peroxizomalni membrany, u
kterého byla identifikovana schopnost vytvorit ternarni komplex spolecné PEX11pf a
DLP1 (Kobayashi et al., 2007). Z vySe zminénych poznatki lze tedy usoudit, Ze Fis1 se
muze néjakym zpisobem podilet na déleni peroxizomd, avSak pravdépodobné pouze

v mens$i mife jako regulacni faktor.

1.4. Biogeneze de novo

Peroxizomy mohou také vznikat de novo skrze fuzi tzv. pre-peroxizomalnich
vacki, které se odstépuji ze specidlnich domén endoplasmatického retikula, coZ bylo
prokazano na kvasinkovych bunikkach (Van Der Zand, Gent, Braakman, & Tabak, 2012).
Podle této studie lze pre-peroxizomdlni vacky lze rozdélit do 2 odliSnych trid podle
proteind obsazenych v membrané; i) ,docking komplex“ je tvoreny peroxiny PEX13p,
PEX14p a PEX17p a ii) ,RING finger komplex“ se sklada z PEX2p, PEX10p a PEX12p.
Kazdy z téchto celkil tvori jednu polovinu peroxizomalniho translokonu, a teprve aZ po
heterotypickém splynuti vackl diky cinnosti ATPaz PEX1p a PEX6p dojde k vytvoreni
kompletniho funk¢niho kandlu, ktery slouzi pro import dalsich proteint (Titorenko,

Chan, & Rachubinski, 2000; Van Der Zand et al., 2012).

Prozatim nenfi zcela objasnéno, zda popsany princip biogeneze probiha stejné i u
savéich bunék, ovSem v dendritickych buiikdch mysi jiz byly pozorovany specialni
membranové domény na ER, bohaté na proteiny PEX13p a PMP70, kde pre-
peroxizomalni vacky vznikaji (Geuze et al, 2003). Dale byly identifikovany 3 hlavni
faktory zodpovédné za formovani membrany peroxizoml, a to peroxiny PEX3p,
PEX16p a PEX19p. Sav¢i PEX16p je ko-translacné transportovan do membrany ER, kde
pomaha asociovat dalsi potrebné PMPs (z angl. Peroxisomal membrane proteins), a
soucasné slouzi jako navadéci receptor pro PEX3p (Peter K. Kim, Mullen, Schumann, &
Lippincott-Schwartz, 2006; Matsuzaki & Fujiki, 2008; Toro et al, 2009). PEX3p je
posléze integrovdn do membrany, kde funguje jako kotva pro PEX19p. Tento peroxin
funguje jako solubilni chaperon, ktery rozpoznava specialni signalni sekvenci, tzv. mPTS,
(z angl. membrane Peroxisomal targeting signal) nové vznikajicich PMPs a spole¢né
s PEX3p usnadiiuje jejich inkorporaci do membrany (Fang, Morrell, Jones, & Gould,
2004; Rottensteiner et al., 2004; Toro et al., 2009). Mechanismus tifidéni proteini a

puceni vackd dosud neni znam, ovSem studie naznacuji, Ze by roziazeni mohlo probihat

11



na zakladé odliSnych primarnich receptorii v membrané vznikajictho vacku, které by

@0 /. i
m * immature T @’

i @  ee

4.. mature
W £) peroxisomes

k sobé pritahovaly dal$i PMP (Obr. 2).

Obr. 2. Model de novo biogeneze peroxizomi. Cisla oznacuji peroxiny, tedy PEX3p, PEX16p a

PEX19p; PMP, peroxizomalni membranové proteiny (prevzato z Matsuzaki & Fujiki, 2008).

1.5. Regulace proliferace a pexofagie

Exprese PEX geni, které zodpovidaji za proliferaci peroxizomi, je fizena
jadernymi PPAR receptory (z angl. Peroxisome proliferator-activated receptor). Rodina
téchto receptorii obsahuje 3 hlavni izoformy, kterymi jsou alfa, beta/delta a gamma
(Tyagi, Gupta, Saini, Kaushal, & Sharma, 2011). PPARs tvoii heterodimery s retinoidnimi
receptory (RXR), diky ¢emuz vznika aktivovany komplex, ktery se nasledné vaze na
specifické useky DNA, zvané PPRE (Peroxisome proliferator response element, Obr. 3)
(Aldridge, Tugwood, & Green, 1995; S A Kliewer, Umesono, Noonan, Heyman, & Evans,
1992). Zde pak pisobi jako transkrip¢ni faktory, které zpravidla stimuluji proliferaci
peroxizomu. PPAR receptory jsou ovsem zajimavé i z hlediska citlivosti na rtzné ligandy,
které dokaZzi modifikovat jejich transkrip¢ni aktivitu a tim ovlivnit i nékteré metabolické
drahy. Mezi takové molekuly patfi predevSim poly-nenasycené mastné kyseliny (PUFA,
Trombetta et al., 2007), prostaglandiny (Steven A. Kliewer et al., 1995) nebo
hypolipidemicka farmaka (Reddy & Krishnakantha, 1975; Svoboda & Azarnoff, 1966).

Tato okolnost vSak soucasné prinasi riziko nekontrolované proliferace, a proto
peroxizomy disponuji mechanismy, skrz které lze jejich pocet regulovat. SniZeni

prebytecného mnozstvi peroxizomd zajiStuje déj nazyvany pexofagie. Pii tomto
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procesu jsou peroxizomy pohlceny vakuolou, kde jsou posléze degradovany pritomnymi

hydrolytickymi enzymy. Pexofagie u savci miiZze byt fizena pres 2 rtzné peroxiny -
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PEX3p a PEX14p. PEX3p-degradacni draha vyZaduje soucasné navazani ubiquitinu a
proteinu LC3 (Microtubule-associated proteins light chain 3) (Peter Kijun Kim, Hailey,
Mullen, & Lippincott-Schwartz, 2008), oproti tomu PEX-14p interaguje s LC3 piimo
(Jiang, Hara-Kuge, Yamashita, & Fujiki, 2015). Zminéné studie poukazuji na zapojeni

dal$ich adaptorovych proteinti, mezi nez patii napt. p62 a NBR1.

Obr. 3. Struktura a funkce PPAR. Receptory PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor)
a RXR (Retinoid X receptor) tvoii heterodimer, spole¢né se vazi na PPRE (Peroxisome
proliferator response element) oblast DNA a reguluji transkripci gend. Proces mtZe byt dale
pozitivné i negativné modifikovan skrze kofaktory. PPAR vaze ligandy ptirozené, jako FFA (Free
fatty acids) i syntetické, RXR jsou aktivovany pres RA (9-cis-retinoic acid). FABP (Fatty acid
binding protein) mlze pomahat s transportem FFA na PPAR (pievzato z Ehrenborg & Krook,
2009)

2. Funkce peroxizomi

Peroxizomy jsou znamé predevSim pro svou jedineCnou schopnost vytvaret i
rozkladat H202 (Baudhuin et al,, 1965), to ovSem zdaleka nevystihuje jejich skutecny
potencial. Peroxizomy obsahuji nejméné 50 riznych enzymf, které se podili zejména na
metabolismu lipidd. Ten zahrnuje na jedné strané katabolické drahy, mezi které se radi
peroxizomalni beta-oxidace hlavné velmi dlouhych mastnych kyselin (VLCFA, Singh et

al, 1984), nebo specializovanéjsi alfa-oxidace vétvenych mastnych Kkyselin (BCFA,
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Verhoeven et al.,, 1998), ale na strané druhé sem patii také reakce anabolické, jako je
syntéza étherickych lipidd (Burke & Hajra, 1979) nebo Zlucovych Kkyselin (Kase et al.,
1983). VySe zminéné procesy bézné generuji volné kyslikové radikaly (ROS) jako
naruSenim struktury makromolekul a rozvojem nékterych onemocnéni, napr. diabetu
(Elsner, Gehrmann, & Lenzen, 2011). AvSak ROS mohou také slouzit jako sekundarni
Zmijewski et al.,, 2009), apoptdzy (Hasegawa et al., 2010), a dokonce by mohly fungovat i
jako komunika¢ni molekuly mezi peroxizomy a mitochondriemi (Peeters et al., 2015).
Zvyse uvedenych informaci tedy zcela jasné vyplyva, Ze peroxizomy piedstavuji

v mnoha ohledech organely nezbytné pro spravnou funkci bunék.

2.1. Beta-oxidace

Beta-oxidace piedstavuje proces odbouravani retézci mastnych kyselin zaloZeny
na principu postupného odstépovani 2-uhlikatych molekul a jejich preménéni az na
konecny produkt acetyl-CoA, ktery je posléze vyuZit v Krebsové cyklu pro tvorbu energie
(shrnuto ve Wanders, 2004). Beta-oxidace probiha v podstaté ve vSech eukaryotickych
organismech, pri¢emz u rostlin a hub se odehrava vylu¢né v peroxizomech (Richmond &
Bleecker, 1999), kdeZto u savci, véetné clovéka, zajisStuji degradaci mastnych kyselin z
velké Casti i mitochondrie (Reddy et al., 1986; Verhoeven et al., 1998). Diivodem pro
participaci riznych organel je substratova specifita jejich enzymt, jelikoZ mitochondrie
prijimaji mastné kyseliny s kratkym, stfedné dlouhym, pripadné dlouhym retézcem
(maximalné nejspis C20, Ikeda, Okamura-Ikeda, & Tanaka, 1985), zatimco peroxizomy
zpracovavaji zejména velmi dlouhé retézce mastnych kyselin (VLCFA, nejcastéji C22 a
vice), vy$$i nenasycené mastné kyseliny (PUFA), dale mastné kyseliny s vétvenym
retézcem (pristanova Kkyselina), dlouhé dikarboxylové kyseliny nebo intermediaty
zluCovych kyselin (DHCA a THCA) (Hiltunen, Karki, Hassinen, & Osmundsen, 1986; Singh
et al., 1984; Vanhove et al,, 1993). Aby mohly tyto mastné kyseliny vstoupit do lumen
peroxizomu, musi byt nejprve preménény prostiednictvim rliznych acyl-CoA-syntetaz
na odpovidajici estery, které jsou posléze prepraveny pres membranovy ABC

transportér (van Roermund et al., 2008).

Obecny mechanismus beta-oxidace se skladd ze ctyr navazujicich krokt: 1)

dehydrogenace 2) hydratace 3) dehydrogenace 4) thiolytické Stépeni (Obr. 4). U
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lidskych peroxizomi je prvni dehydrogenace katalyzovana acyl-CoA oxidazou, presnéji
ACOX1, specifickou pro velmi dlouhé retézce mastnych kyselin, popt. ACOX2, ktera
preferuje vétvené mastné kyseliny a intermediaty Zlucovych kyselin (Vanhove et al.,
1993). Do této reakce zasahuje také kofaktor FAD*, ktery se redukuje na FADH2. Aby
mohl byt FADH: opétovné vyuZit, je nutné jej reoxidovat. Zatimco mitochondrie
vyuzivaji sprazeni FADH: s elektronovym transportnim retézcem (ETC) za ucelem
produkce ATP, v peroxizomech reaguje FADH2 s molekularnim kyslikem a tvori H20o,
ktery je nato rozloZen katalazou na Obr. 4. Obecné schéma beta-oxidace acyl-CoA esteru
v mitochondriich (Cervené) a peroxizomech (modie). Reak¢ni pribéh je pro obé organely
stejny, beta-oxida¢ni draha se lisi pouze ve zplsobu regenerace kofaktort. FAD/FADH,,
flavinadenindinucleotide; NAD/NADH, nikotinamidadenindinucleotide; CoASH, Coenzym A
(prevzato z Fidaleo, 2010).

vodu a kyslik. Oba dva nasledujici kroky, tedy hydratace a druha dehydrogenace,
jsou katalyzovany jednim ze dvojice tzv. bifunkénich proteinti, konkrétné LBP a DBP,
oproti mitochondriim, kde je pro kazdou reakci urcen jiny enzym. Z vyzkumi plyne, Ze
DBP je pravdépodobné hlavnim enzymem zodpovédnym za oxidaci VLCFAs, prystanové

kyseliny, DHCA a THCA (Baes et al, 2000). Podle dostupnych poznatki neni LBP
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nepostradatelnym faktorem reakcéni drahy, jeho ztrata nenarusSila schopnost beta-
oxidace, ackoliv studie poukazuji na mozZnou souvislost LBP s oxidaci dikarboxylovych
kyselin (Ferdinandusse, Denis, Van Roermund, Wanders, & Dacremont, 2004).
Poslednim krokem je thyolitické Stépeni, pri kterém vznika acetyl-CoA a zkraceny
acylovy zbytek mastné kyseliny. Lidské peroxizomy obsahuji nejméné 2 thiolazy, a to
ACAA1 a SCPx (Seedorf, Brysch, Engel, Schrage, & Assmann, 1994; Schram et al., 1987).
Zatimco ACAA1 reaguje pouze s nevétvenymi retézci, SCPx katalyzuje oxidaci vétvenych
substrati, jako je Kyselina prystanova, pripadné DHCA a THCA (Seedorf et al., 1998).
Vedle jiz zminénych proteinli mohou do beta-oxidace zasahovat i dopliikové enzymy,
napi. enoyl-CoA isomerdza, nutnda pro konforma¢ni zménu dvojnych vazeb
nenasycenych mastnych Kyselin z polohy cis do trans nebo 2-methylacyl-CoA racemaza,
ktera zodpovida za preménu izomeri z (2R)-methyl na odpovidajici 2(S)-methyl formu
mastné kyseliny (Amery, Fransen, De Nys, Mannaerts, & Van Veldhoven, 2000; Schmitz
& Conzelmann, 1997).

Tyto 4 reakéni kroky se cyklicky opakuji do té doby, neZ jsou zpracovany vSechny
uhliky mastné Kkyseliny, nebo, jak je tomu v ptipadé peroxizomt, je retézec zkracen
definovanym poctem beta-oxida¢nich smycek a ndasledné transportovan Kk findlni
degradaci do mitochondrii. Substraty mohou do mitochondrii vstupovat bud’ volné v
protonované formé (plati pro kratké retézce) nebo navazané na Kkarnitin, pricemZ
sprazeni s karnitinem lze dosahnout jiz v peroxizomech diky enzymim CROT a CRAT

(Farrell, Fiol, Reddy, & Bieber, 1984; Jakobs & Wanders, 1995).

2.2. Alfa-oxidace

Do buné¢éného metabolismu vstupuji i vétvené mastné Kkyseliny, které jsou
methylované na tfetim uhliku, coZ brani jejich ispéSné degradaci v beta-oxida¢nim cyklu
(Croes, Casteels, & Van Veldhoven, 1996; Verhoeven et al., 1998). Aby mohly byt takové
molekuly metabolicky zpracovany, musi byt nejprve preménény na 2-mehtylovou
formu. To zajiStuje alfa-oxidace a typickou molekulou, ktera zminénou degradacni
drahou prochazi, je fytanova kyselina. Nejprve je tieba fytanovou kyselinu aktivovat, a to
vytvorenim jejiho CoA-esteru. Neni jeSté zcela objasnéno, kde se tento déj odehrava,
ovSem existuji dva mozné modely. Je znamo, Ze very-long-chain acyl-CoA syntetaza
(VLCS) dokaze vytvorit CoA-ester primo v peroxizomu (Steinberg, Wang, Kim, Mihalik, &
Watkins, 1999), ale stejnou reakci katalyzuje i long-chain acyl-CoA syntetaza (LCS)
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mimo peroxizom, naceZ je CoA-ester fytanové kyseliny prepraven pres membranovy
ABC transportér (Watkins, Howard, Gould, Avigan, & Mihalik, 1996). Nasledna cinnost
enzyml fytanoyl-CoA 2-hydroxylazy (PHYH) a 2-hydroxyfytanoyl-CoA lyazy (HACL)
zpusobi od$tépeni jednoho uhliku ve formé formyl-CoA z ptivodni molekuly, coz vede ke
vzniku pristanalu. Ten je posléze oxidovan bliZze nespecifikovanou aldehyd-
dehydrogenazou (Jansen et al.,, 2001) na kyselinu pristanovou, jejiz CoA-ester jiz mlze
byt degradovan beta-oxidaci. Pristanoyl-CoA podstoupi 3 oxidatni cykly a vysledny
metabolit je posléze transportovan do mitochondrii ke konetnému zpracovani

(Verhoeven et al., 1998).

2.3. Syntéza plasmalogenti

Plasmalogeny patii do skupiny éterickych fosfolipidi s velmi charakteristickou
strukturou (Obr. 5). Na glycerolovou kostru je pres vinyl-éterickou vazbu pripojen
v pozici sn-1 mastny alkohol (nejcastéji s retézcem C16:0, C18:0, C18:1), v pozici sn-2 je
pak navazana poly-nenasycena mastna kyselina, bézné dokosahexaenova (DHA) nebo
arachidonova (AA), tieti uhlik nese polarni skupinu, vétSinou ethanolamin (EtA) nebo
cholin (Ch), ktera je na pripojena pres fosfatovy zbytek (shrnuto v Braverman & Moser,
2012). Odhaduje se, Ze 20 % vSech fosfolipidii v lidském téle tvori pravé plasmalogeny,
pricemz nejvétsi zastoupeni maji vnervové tkani, srdecni svaloviné a bunkach
imunitniho systému (Farooqui, Rapoport, & Horrocks, 1997; MacDonald & Sprecher,
1989; Moser et al.,, 2011). Srdce savcli obsahuje zhruba 35-41% plasmenylcholinu a 43-
59% plasmenylethanolaminu v poméru Kk ostatnim fosfolipidim (Arthur, Mock,
Zaborniak, & Choy, 1985; Moser et al., 2011). Plasmalogeny vykazuji diky své struktuie
specifické chemicko-fyzikalni vlastnosti a patrné tim ovliviiuji membranové déje jako
napr. endocytézu ¢i sekreci vackil, protoze jejich zvySené pomérné zastoupeni méni
fluiditu membrany a usnadnuje fuzi lipidovych vrstev. OvSem vedle strukturni ulohy
mohou plasmalogeny a jejich metabolity zastavat i funkci zasobaren poly-nenasycenych

mastnych kyselin, antioxidantli nebo mediatort signalnich kaskad.
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Obr. 5. Chemicka struktura plasmalogent (A) a béznych glycerolipidi (B) s vyznacenou
vinyl-éterickou vazbou v pozici sn-1 (¢ervené). R; a R, reprezentuji postranni retézce

navazané na kostru glycerolu, X predstavuje polarni skupinu (prevzato z Moser et al., 2011).

Syntéza plasmalogent je nékolika fazovy déj, jehoZ prvni 2 kroky se odehravaji
v peroxizomech, presnéji na vnitini strané membrany. Enzymy, které Kkatalyzuji tyto
reakce, spolu s velkou pravdépodobnosti fyzicky interaguji, coZ patrné zvysuje efektivitu
celého procesu (Biermann, Just, Wanders, & Van Den Bosch, 1999). V prvnim bodé
probiha acylace molekuly DHAP v pozici sn-1 katalyzovana proteinem dihydroxyaceton-
P-acyltransferazou (DAPAT/GNPAT). Ve druhém pak nasleduje vyména acylového
zbytku za alkylovy retézec (mastny alkohol) pomoci enzymu alkyl-dihydroxyaceton-P-
syntazy (ADAPS/AGPS) a zaroven zde dochazi ke vzniku typické etherické vazby
(Biermann et al., 1999; de Vet et al., 1999). Na vnéjsi strané membrany je pritomna
reduktdza FAR1 (popf. méné rozsirena a vice selektivni FAR2), ktera za pomoci NADPH
transformuje CoA estery mastnych kyselin na alkoholy, které jsou posléze prepraveny
do matrix peroxizomu a vyuzivdny pravé enzymem AGPS (James et al, 1997).
Nasledujici déj, ktery zahrnuje vytvoreni 1-0-alkyl-2-hydroxy-sn-G3P, miiZe byt
lokalizovan jak na membranu jak peroxizomi, tak ER, avSak zbylé reakcni kroky

probihaji uz vylu¢né v ER (shrnuto Brites, Waterham, & Wanders, 2004).
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Obr. 6. Schéma pocatecnich krokiu syntézy plasmalogeni. DHAP, Dihydroxyacetone

phosphate; GNPAT, glycerone phosphate; O-acyltransferase; AGPS, alkylglycerone phosphate
synthase; FAR1, fatty alcohol reductase 1.

2.4. Redoxni metabolismus bunék

Oxidacné-redukeni reakce, jejichz princip spociva v pienosu elektrond od donoru
na akceptor, predstavuji piirozenou soucast metabolickych pochodi. Tyto déje mimo
jiné generuji tzv. reaktivni formy kysliku (ROS), pifipadné dusiku (RNS), dale oznaCované
jen ROS, mezi které se fadi mnoho biologicky vyznamnych latek, napt. superoxidy (027),
peroxid vodiku, hydroxylovy radikal nebo oxid dusnaty (shrnuto v Fransen, Nordgren,
Wang, & Apanasets, 2012). Zminéné molekuly se mohou uplatiiovat v signalnich
drahach, napft. pti expresi genii, bunécné proliferaci a diferenciaci, apoptoéze, zanétlivych
reakcich nebo ptrimo jako latky zabijejici bakterie. OvSem na druhé strané se ukazuje, Ze
hromadéni ROS v bunice zvySuje miru oxida¢niho stresu, jelikoZ tyto latky ochotné
reaguji s makromolekulami lipid@i, proteind ¢i DNA, ¢imz mohou naruSovat integritu
buiilky a v celkovém disledku vést az kzavaznym zdravotnim problémim. Z toho
dtvodu si zZivocichové i rostliny vyvinuly uc¢inné obranné mechanismy, které pomahaji
udrZovat homeostazu redoxniho prostredi a zajistit tak spravné fungovani bunék

(Michiels, Raes, Toussaint, & Remacle, 1994).

Peroxizomy jsou jednim z mist vzniku RONS, zejména H:02. Pravdépodobné

vvvvvv

beta-oxidaci MK (Reddy et al., 1986). DalSim enzymem je napft. flavoproteinova oxidaza

D-aminokyselin, exprimovana zejména v jatrech, ledvindch a mozku, ktera reaguje

19



s neutralnimi nebo bazickymi D-izomery(Usuda, Yokota, Hashimoto, & Nagata, 1986).
Podstatnou roli hraje i xantinoxiddza, o jejiZ lokalizaci do peroxizomi ¢i cytosolu,
piipadné obou kompartmentd, existuji rozporuplné zavéry (Angermiiller, Bruder &
Fahimi, 1987;Ichikawa, Nishino, & Ichikawa, 1992). Nicméné je zndmo, Ze dany enzym
katalyzuje posledni krok degradace purini, tedy pfeménu hypoxantinu a xantinu na
ureu, a miZe existovat ve 2 formach - jako NAD+ dependentni dehydrogenaza (D-forma)
nebo jako 02- dependentni oxidaza (O-forma). Za urcitych podminek, treba vlivem
proteolyzy nebo ischemie, miZe byt D-forma transformovana na O-formu, Kktera
produkuje peroxid vodiku a superoxidovy aniont(Nishino, Okamoto, Eger, Pai, &
Nishino, 2008). Jinym piikladem muZe byt NO syntaza, kterd vykazuje monomerni i
dimerni strukturu. Zda se, Ze monomerni forma je lokalizovana pievazné do peroxizomi
(Loughran et al.,, 2005), naopak v cytosolu jsou piitomné zejména dimery s urcitym
podilem monomert (Wang & Marsden, 1995). Studie naznacuji, Ze pokud je NO syntaza
monomer nebo neni-li dostupny vhodny substrat, dokdze tento enzym také vytvaret
superoxidovy aniont. Z hlediska savcti je vyznamnym zdrojem ROS jesté urikaza (urat-
oxidaza), detekovana pouze v jatrech a ledvinach, ktera se ovSem diky genové mutaci
nevyskytuje vbunikach primati a Clovéka (Angermuller & Fahimi, 1986). K celkové
produkci ROS v bunce prispivaji kromé dalSich peroxizomalnich enzymut také
mitochondrie vramci ETC (Chen, Vazquez, Moghaddas, Hoppel, & Lesnefsky, 2003),
retikularni enzymy Erol a PDI pfi tvorbé disulfidickych mustk nebo ¢innost NADPH
oxidaz endotelidlnich bunék (Opperdoes & Borst, 1977).

Peroxizomy vSak disponuji mnoha proteiny, které pomahaji ROS metabolizovat, a
tim i redukovat oxidacni stres. NejzndméjSim a nejvice zastoupenym enzymem je
katalaza, homotetramer s hemovou prostetickou skupinou, kterd dokaZe rozloZit H20-
skrz katalytickou (2 H202 =2 H202 + 02) nebo peroxida¢ni (H202 +AHz, = A+2 Hz0)
reakci (Keilin, D., Hartree, 1954). Donorem protonii (AHz) pro peroxidac¢ni reakci byvaji
casto ethanol, methanol, formiat a nitrit. Kataldza mize vykazovat i oxida¢ni aktivitu,
kdy vyuZziva molekularni kyslik za nepritomnosti H202 (Michael Schrader & Fahimi,
2004) Dalsim prikladem je superoxid dismutaza 1 (SOD1), ktera preménuje
superoxidovy radikal na méné reaktivni H202, ktery je posléze zpracovan jiz zminénou
katalazou. Jsou znamé 2 intracelularni typy dismutazy, a to peroxizomalni Cu,ZnSOD1 a
mitochondridlni MnSOD1, pricemZ se spekuluje o jeji mozné kolokalizaci do peroxizomt.

Jinym antioxidantem je peroxiredoxin 5, pritomny také v mitochondriich, cytosolu a
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vmensi mire i vjadre, ktery je schopen redukovat H20;, ale i hydroperoxidy a
peroxinitrit. Pro spravnou funkci enzymu jsou nezbytné 2 cysteinové zbytky v aktivnim
misté, jejichZ thiolova skupina slouZi jako redukeni cinidlo pri odbouravani RONS. V
ramci peroxizomu zatim nejsou zcela presné definovany funkce glutathion-S-transferazy
kappa a epoxid-hydrolazy 2, avSak predpoklada se, Ze jejich ucel souvisi s Cinnosti,
kterou vykonavaji v jinych bunéénych kompartmentech. O GSTK1 je zndmo, Ze se ucastni
detoxifikace peroxidovanych lipida a xenobiotik , EPHX2 dokaZe odbouravat epoxidy
(cyklické étery), pravdépodobné odvozené od cholesterolu, prostaglandinii nebo

polynenasycenych MK (shrnuto v Fransen et al., 2012).

3. Energeticky metabolismus srdce

Srdce béZné pracuje za aerobnich podminek a ke svalové kontrakci vyZaduje
pritomnost ATP, které je tfeba neustdle dopliiovat. Kardiomyocyty na rozdil od
kosternich svalli obsahuji vysoky podil mitochondrii, jelikoz azZ 95% veskerého ATP je
a uprednostiiovanym substratem vyuZivanym myokardem pro tvorbu energie jsou
mastné Kkyseliny, které tvori 60-90% produkovaného acetyl-CoA, zbylych 10-40%
pripada pyruvatu, ktery je odvozen viceméné stejnomérné z glykolyzy a oxidace laktatu
(Lopaschuk, Ussher, Folmes, Jaswal, & Stanley, 2010; Wisneski et al., 1985). Acetyl-CoA
se Ucastni Krebsova cyklu v matrix mitochondrii, kde jsou diky sérii cyklicky se
opakujicich premén generovany redukované koenzymy NADH a FADH;. Obé molekuly
jsou prenaSeny kvnitini membrané mitochondrii a vyuZity komplexy elektron
transportniho retézce pro vytvoreni intermembranového elektrochemického gradientu
nutného pro spravnou funkci FoF1-ATP syntazy. DalSimi limitujicimi faktory, které

ovliviiuji miru oxidativni fosforylace, jsou dale ADP, kyslik a Pi.

3.1. Zpracovani mastnych kyselin
Mastné kyseliny se do kardiomyocytu dostavaji bud’to prostou difzi nebo pres
membranové prenasSece, mezi které patfi napt. proteiny FABPpm, FAT/CD36 a rodina
FATP, zejména FATP6 exprimovany predominantné v srdci (Binas, Danneberg, McWhir,
Mullins, & Clark, 1999; Gimeno et al., 2003). Nasledné jsou prevedeny cytosolickymi
acyl-CoA-syntetdzami na odpovidajici estery, které jsou bud vyuZity na syntézu TAG
nebo degradovany v beta-oxida¢nim cyklu, coz zavisi na momentalni potfebé bunék.

JelikoZ na rozdil od peroxizomii je mitochondridlni membrana pro CoA estery takika
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nepropustna, tak se na jeji vnéjsi strané nachazi protein karnitin-palmitoyl transferaza I
(CPTI), ktery katalyzuje vyménu CoA za karnitin a vznikly acyl-karnitin prenasi do
intermembranového prostoru. Transportér zaclenény do vnitini mitochondrialni
membrany, pojmenovany karnitin/acylkarnitin translokaza (CACT), zprostredkovava
transfer acyl-karnitinu do matrix mitochondrii vyménou za volny karnitin, ktery putuje
do cytosolu. Vmatrix nasledné protein karnitin-palmitoyl transferaza II (CPTII)
katalyzuje vyménu karnitinu zpét za CoA za vzniku prisluSného aktivovaného acyl-CoA
esteru (Murthy & Pande, 1984, 1987; Wanders, 2004). Dale jsou mastné kyseliny
degradovany v beta-oxidatnim cyklu, jehoZ mechanismus, jak jiZ bylo naznaceno
v kapitole o peroxizomdlnich funkcich, je vobou organeldch stejny a v kone¢ném
disledku vede ke vzniku acetyl-CoA, ktery slouZzi jako substrat pro Krebstv cyklus (Obr.
6)

Zpracovani mastnych kyselin za tcelem tvorby energie je podminéno nékolika
faktory. Mira vstiebavani a oxidace substrati je primarné ovlivnéna koncentraci
neesterifikovanych mastnych kyselin v plasmé (Wisneski, Gertz, Neese, & Mayr, 1987).
Jejich hladina mize kolisat v zavislosti na podminkach; napf. po jidle se mnozstvi
volnych mastnych Kkyselin v plasmé sniZuje, naopak hladovéni, ischémie nebo diabetes
jejich podil zvysuji (Denton & Randle, 1967; Lamb et al., 2008). Jinym vyznamnym
metabolickym regulatorem je malonyl-CoA, jelikoZ inhibuje ¢innost proteinu CPT1, ktery
ridi transport mastnych kyselin do intermembranového prostoru mitochondrii (Murthy
& Pande, 1987; Saggerson & Carpenter, 1981). Malonyl-CoA vznika v cytosolu z acetyl-
CoA c¢innosti acetyl-CoA karboxylazy (ACC) a je rozkladan malonyl-CoA dekarboxylazou
(MCD). ACC je navic zavisla na ptsobeni 5'-AMP-aktivované protein kinazy (AMPK),
ktera hraje vyznamnou ulohu pri udrZovani rovnovahy srde¢niho metabolismu
prostfednictvim fosforylace rtiznych enzymi. Pravé AMPK mimo jiné inhibuje ¢innost
ACC, ¢imz podporuje oxidaci mastnych kyselin (Kudo, Barr, Barr, Desai, & Lopaschuk,
1995; Winder et al.,, 1997). Beta-oxida¢ni cyklus byt mlize sdm o sobé stimulovan Cci
utlumen skrz substratovou citlivost vlastnich enzymi, kdy pomér oxidovanych a
redukovanych stavii NAD+/NADH nebo acetyl-CoA/Co-A funguje jako zpétnovazebny
signal (Lopaschuk et al., 2010).
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Obr. 7. Schéma metabolickych déjii, kterymi prochazi mastné kyseliny (pirevzato z Stanley

etal, 2005)

3.2. Zpracovani glukozy

Vstup glukézy do kardiomyocyti je podminén transmembranovym glukézovym
gradientem a obsahem glukézovych transportéru vsarkolemé, zejména GLUT4 a
vmensi mife i GLUT1 (Kraegen et al., 1993). Inkorporace GLUT 4 zintraceluldrnich
vezikulii do membrany je stimulovana inzulinem, aktivaci AMPK, dale pri zvySené
fyzické zatézi nebo ischémii. (Quon et al., 1994; Russell, Bergeron, Shulman, & Young,
1999; Sun, Nguyen, DeGrado, Schwaiger, & Brosius, 1994). Jakmile je glukéza prenesena
do cytosolu, je fosforylovana hexokindzou na glukézu-6-P. Tento meziprodukt
prredstavuje spojnici nékolika metabolickych drah a miize byt vyuzit k tvorbé zasobnich
latek (glykogenu) nebo pro zisk energie skrze glykolytické Stépeni. Konelnym
produktem glykolyzy je pyruvat, s energetickym ziskem 2 molekul ATP, ktery miiZe byt

budto anaerobné preménén na laktdt nebo je dale transportovan do matrix
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mitochondrie pres monokarboxylovy prenase¢ (MCT) ¢i mitochondrialni pyruvatovy
prenase¢ (MPC). Zde je posléze preménén pomoci pyruvat dehydrogenazy (PDH) na
acetyl-CoA, ktery je smérovany do Krebsova cyklu k oxidaci (shrnuto ve Stanley et al,,

2005).

V celé této reakcni kaskadé existuje nékolik mist, kterd slouZi jako regula¢ni
centra metabolismu. Klicovym regulatnim proteinem glykolyzy je enzym pritomny ve
druhém kroku glykolyzy, a to 6-fosfofrukto-1-kinaza (PFK-1). PFK-1 Kkatalyzuje
fosforylaci fruktozy-6-P na fruktozu-1,6-bisP za spotreby ATP. Reakci inhibuje ATP, H* a
citrat, naopak ADP, AMP, Pi a fruktdza-2,6-bisP maji stimula¢ni ucinek. PDH je soucasti
regula¢niho komplexu jeSté s 2 dalSimi enzymy, PDH-kindazou (PDK) a PDH-fosfatazou
(shrnuto ve Stanley et al., 2005). V srdci se predominantné vyskytuje PDK4, jejiZ exprese
je zvySena v disledku hladovéni, diabetu nebo ischémie pres aktivaci receptoru PPARa.
Zatimco Kkinaza skrz fosforylaci inaktivuje PDH, fosfatdza ji zpétnou defosforylaci
aktivuje. Cinnost komplexu vsak ovliviiuji dal$i faktory, kinazu inhibuje pyruvat a
sniZzeny podil acetyl CoA/CoA and NADH/NAD-*, ptlisobeni fosfatazy se zvySuje za

pritomnosti hoteCnatych a vapenatych iontd.

3.3. Vyuziti zdrojli energie

Vyuziti urcitého zdroje energie zavisi na aktudlni dostupnosti jednotlivych
substrat v kardiomyocytu a energetickém pozadavku myokardu. Enzymy i substraty
degradacnich drah mastnych kyselin a karbohydratii se vSak dale navzajem ovliviiuji.
Beta-oxidace mastnych kyselin zvySuje pomér acetyl-CoA/CoA and NADH/NAD*, ¢imz
aktivuje PDH kinazu a glykolyza je inhibovana (shrnuto Lopaschuk et al., 2010)
V diisledku stépeni mastnych kyselin a zasobeni Krebsova cyklu molekulami acetyl-CoA
je produkovano i vice citratu, ktery tlumi ¢innost PFK-1 a tim i rozklad karbohydratd.
Naopak zvysSena koncentrace acetyl-CoA odvozeného z glykolyzy ptisobi na thiolazu a
inhibuje beta-oxidaci mastnych kyselin. Acetyl-CoA mtze byt také sprazen s karnitinem
a transportovan ven z mitochondrie. V cytosolu je acyl-karnitin zpétné preménén na
acetyl-CoA, ktery slouzi jako substrat pro ACC, coZ nasledné vede ke zvySené produkci

malonyl-CoA, jenZ inhibuje karnitinovy transportér mastnych kyselin CPT1.

4. Peroxizomy v myokardu
Peroxizomy srdecni tkané jsou obvykle ovalné, mens$i (0,2-0,5 um) organely,

Casto lokalizované v blizkosti mitochondrii, sarkoplazmatického retikula, T-tubuli a
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lipidovych kapének, pricemZ experimentalni diikaz, Ze cytoplasma kardiomyocyti
obsahuje peroxizomy, byl poprvé predloZen uZ pred 40 lety (Herzog & Fahimi, 1974).
OvSem dosud neni zcela presné definovano, kterych metabolickych drah se srdecni
peroxizomy ucastni a jaky dopad mohou mit jejich funkce na fyziologii myokardu. Je
obecné znamo, Ze peroxizomy kardiomyocytii se podileji na beta-oxidaci mastnych
kyselin, nicméné prozatim neni stanoveno, kolik procent z jejich celkového metabolismu
v srdci zajiStuji. V porovnani s butikami jinych tkani, napr. hepatocyty, je aktivita beta-
oxidac¢nich enzymii v myokardu vyrazné nizsi (Kvannes, Eikhom, & Flatmark, 1994).
Pozoruhodné zjiSténi prinesla studie, ktera zkoumala beta-oxidaxi v krysim srdci.
Zvysledkl vyplyva, Ze i vice neZ 50 % acetyl-CoA odvozeného od peroxizomalni
degradace mastnych kyselin slouzi k syntéze malonyl-CoA, pricemZ procentudlni podil
se umérné zvysil pri oxidaci delSich fetézci. JelikoZ malonyl-CoA Kkontorluje vstup
mastnych kyselin do matrix, je mozné usoudit, Ze produkty peroxizomalni beta-oxidace
mohou ovliviiovat metabolické pochody v mitochondriich (Reszko et al., 2004). Novéjsi
studie ukazuji, Ze peroxizomy mohou mit i kardioprotektivni vyznam, jelikoZ za
patologickych podminek se kardiomyocytech hromadi velké mnoZstvi LFCA, jejichZ
degradace pretéZuje mitochondrie. Vtu chvili pomahad peroxizomdalni beta-oxidace
odbouravat nadbytecné mastné Kkyseliny a prispivda kudrzovani fyziologickych

podminek (Liepinsh et al., 2013).

Metabolismus mastnych kyselin mtize byt modifikovan pres PPAR receptory,
které jsou aktivovany rozmanitymi substraty. Mezi izoformy exprimované v myokardu
patii PPARa a PPARB/§, naopak PPARY se nachazi predevsim v tukové tkani (Braissant,
Foufelle, Scotto, Dauga, & Wahli, 1996). Transgenni mysi, u kterych byl exprimovan
PPARa, vykazovaly zvySeny import a oxidaci mastnych kyselin, naopak nizsi vyuziti
glukézy. Zjistilo se, Ze dany receptor reguluje ¢innost PDK4 (Huang, Wu, Bowker-Kinley,
& Harris, 2002) a lze tedy predpokladat, Ze modifikuje pomér vyuziti beta-oxidacni a
glykolytické drahy v energetickém metabolismu srdce. Zmény vyvolané expresi PPAR«a
se navic velmi podobaji podminkam pri diabetickém stavu a uvaZuje se, Ze uvedeny
receptor by dale mohl mit vyznam pro regulaci inzulinové rezistence (Duncan, Fong,
Medeiros, Finck, & Kelly, 2007; Finck et al., 2002; Park et al., 2005). Exprese PPARB/6
také zvySuje cinnost beta-oxidacnich enzymii, a to i vptipadé neonatalnich
kardiomyocytl. Receptor miize dale stimulovat expresi katadlazy, ¢imz inhibuje H20--

dependentni apoptézu. Z téchto poznatkli Ize usuzovat, ze by PPARS/8 mohl plnit
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regulacni tlohu pri ochrané bunky pred oxidacnim stresem (Cheng et al., 2004; Pesant et

al,, 2006).

Porucha alfa-oxida¢ni drahy také miZe vyvolat vazné zmény ve fyziologii srdce.
Mutace, ktera je zodpovédna za Refsumovu nemoc, zplsobuje hromadéni kyseliny
fytanové vtkanich a krevni plasmé, nejcastéji kvili nefunk¢nosti peroxizomalniho
enzymu fytanoyl-CoA 2-hydroxylazy (PHYH) (Grings et al.,, 2012). U pacientl trpicich
timto onemocnénim se miiZze mimo jiné vyskytovat tachykardie, nepravidelny tlukot
srdce, systolicky Selest, zvétSena srdecni tkan a srde¢ni nedostatecnost, ktera je
nejcastéjsi pricinou smrti pacientli (Koh et al, 2001). Podstata propuknuti choroby
dosud neni zndmda, uvazuje se vsak, Ze hromadéni kyseliny fytanové muze narusit
dychaci retézec v mitochondriich a schopnost zvladat zvySeny oxidacni stres (Grings et

al, 2012).

Mutace PEX geni mohou kromé defektli v biogenezi peroxizoml ovliviiovat i
¢innost jinych organel. PEX5 zodpovida za import proteinti do peroxizomalni matrix a
vyrazeni jeho funkce se projevuje jako Zellwegertiv syndrom. (Baumgart et al., 2001).
Studie zamérend na morfologickou analyzu srdecni tkané u PEX5-deficientnich mysi
ukazala, Ze pritomné mitochondrie vykazovaly modifikovanou strukturu krist, nezvyklé
rozloZeni komplexli ECT, zejména cytochrom c oxidazy, a zvySeny vyskyt MnSOD1,
pravdépodobné zplisobeny nadmérnou produkci RONS. Predpoklada se, Ze takové
zmény mohou negativné ovliviilovat energeticky metabolismus mitochondrii a zvySovat

oxidacni stres, ktery se projevuje vaznymi zdravotnimi problémy

V kardiomyocytech probihd velké mnoZstvi redoxnich reakci, coz sebou nese
riziko spojené se zvySenou produkci RONS. Akumulace téchto reaktivnich forem miize
poskozovat strukturu makromolekul a narusovat redoxni rovnovahu. Primarni obranou
pred zvySenou koncentraci RONS mohou byt plasmalogeny, které jsou v srdci vyznamné
zastoupeny. Tyto lipidy obvykle nesou dlouhé nenasycené mastné retézce, které jsou
k hlavni glycerolové kostre pripojeny pres vinyl-esterovou vazbu. Pravé tato chemicka
struktura ¢ini plasmalogeny mnohem nachylnéjsi viici oxidaci nez klasické fosfolipidy.
Z téchto poznatkl se usuzuje, Ze plasmalogeny piisobi v bunikach jako antioxidanty,
protoZe prednostné vychytavaji RONS a snizuji tak riziko rozvoje patologickych stavii

vvvvvv

kardioprotektivni funkci peroxizomu je odbourdvani reaktivnich molekul v tkanich.
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V srdci ma mezi peroxizomalnimi enzymy vyjimecné postaveni katalaza, ktera se zde
pravdépodobné prejima funkci alkohol-dehdyrogenazy. Experimentalni studie
demonstrovala, Ze ptisobeni ethanolu snizuje maximalni rozsah a rychlost kontraktility
u kardiomyocytt, snizuje iontovy aktivacni signal a modifikuje sensitivitu myofilament
vici Ca2* iontim (Guarnieri & Lakatta, 1990; Zhang et al., 2003). Vapenaté kationty jsou
nezbytné pro uvolnéni aktivniho mista na aktinovém vlakné, a proto by hromadéni
ethanolu v myokardu vedlo kzavaznému fyziologickému rozvratu. Katalaza je vSak

v

schopna vychytavat a rozlozit molekuly ethanolu, ¢imZ pomaha I udrZeni homeostazy.
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ZAVER

Energeticky metabolismus srdce se opira predevSim o oxidaci mastnych kyselin,
vmensi mire pak také o glykolytickou drahu. Tuto funkci zajistuji zejména
mitochondrie, jelikoZz az témér 95% vznikajiccho ATP je odvozeno od CcCinnosti
elektronového transportniho retézce. Peroxizomy vSak dokazi metabolizovat i molekuly,
které do mitochondridlniho beta-oxida¢niho cyklu vstoupit nemohou, a nasledné je
transportovat do mitochondrii k jejich uplné degradaci. Neni sice dosud zcela znamo,
kolik takto predzpracovanych mastnych kyselin mitochondrie dale degraduji, je vSak
mozné se domnivat, Ze by peroxizomy mohly hrat roli jako zaloZni zdroj energie, pokud
se mitochondriim nedostavaji nézné preferované substraty nebo jsou néjakym
zplisobem poskozené. Navic, podle vySe citované studie (Reszko et al., 2004) znac¢na Cast
acetyl-CoA odvozeného od peroxizomalni beta-oxidace dale slouzi jako substrat pro

tvorbu malonyl-CoA, klicového regulatoru beta-oxida¢ni drahy. Proto lze uvaZovat i o

jejich regulacni tloze v ramci metabolismu lipidd.

Zminéné metabolické procesy probihaji v prevazné aerobnim prostiedi, coz
ssebou nese riziko tvorby ROS jako vedlejstho produktu oxidacnich reakci.
Peroxizomalni katalaza ma nezastupitelnou ulohu, jelikoZ zodpovida za pfeménu ROS na
méné reaktivni molekuly, a zaroven vsrdci castecné prijima ulohu alkohol-
dehydrogenazy. Mimo dalsi enzymy miuzZe existovat jesté dalSi moznost, jak srdce
chranit pred neptiznivymi vlivy. Plasmalogeny, které jsou v srdci zastoupeny ve velké
mife, jsou mnohem citlivéj$i viic¢i plisobeni volnych radikali nez jiné lipidy, a proto
mohou slouzit jako ochrana ptred poskozenim jinych dulezitych struktur. Vzhledem
k tomu, Ze se peroxizomy ucastni prvnich krokil syntézy plasmalogeni, mohou byt pro

srdce zcela zasadni.
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