Jitka Zurmanova

Kreatinkinazovy systém
v kosternim svalu

Mozna si jeSté pamatujeme, Ze se kosterni sval sklada ze snopcti, ty ze snopec-
kii a snopecky jsou tvoreny svalovymi vlakny. Svalova vlakna obaluje bunécna
membréna - sarkolema. Jejich nitro zcela vypliiuji kontraktilni proteiny -
myofibrily, které umoziuji zkraceni svalu. Mezi nimi nachazime mitochond-
rie - semiautonomni organely obklopené dvéma membranami, které za pri-
tomnosti kysliku produkuji chemickou energii ve formé adenosintrifosfatu
(ATP). Energie ATP je vyuzivana pro veskeré bunécné procesy. Substriatem pro
tvorbu ATP je vétsinou glukéza a mastné kyseliny, v obdobi hladovéni mohou
byt za timto icelem degradovany i proteiny z kosternich svali. Myofibrily
jsou obklopeny membranovym systémem, ktery je zisobarnou vapenatych ion-
ti a nazyva se sarkoplazmatické retikulum. Nasledujici radky prinaseji infor-
maci o vyznamném mechanismu, jenZ pomaha udrzovat energetickou rovnova-
hu bunék v okamziku néhlého zvysSeni poZadavku na dodani energie a zaroven
je také schopen usnadnit pfenos energeticky bohatych substrati z mista jejich
produkce k mistim spotfeby v bunéé¢ném prostoru pri vysokém vykonu. Ten-
to mechanismus je zvlasté dokonale vyvinuty v bunkach schopnych vysokého
vykonu, jejichz poZadavky na dodavku energie znacné kolisaji v case. Tuto
schopnost maji predevsim svalova vlakna, srdecni myocyty, neurony, ale i sper-
mie, které se po probuzeni k aktivité pokouseji vyhrat zavod s ostatnimi, a tak
splnit svou biologickou tlohu.

Svalova vlakna kosterniho svalu vznikla
splynutim mnoha bunék v pribghu vyvo-
je, a proto jsou mnohojadernd, coZ jim
poskytuje velkou plasticitu pfi reakci na
intenzitu a charakter zatéze. Béhem této
reakce se ,,zapinaji“ (exprimuji) specific-
ké geny, které zajistuji produkci dostatec-
ného mnozstvi metabolickych a struktu-
ralnich proteint v souladu s charakterem
zatéZe, to umoziuje zvyseni vykonu svalu

a optimalizaci energetického metabolis-
mu. ,,Zapinani“ mize byt vyvoldno nejen
aktivaci svalové kontrakce, tedy nervovou
stimulaci, ale i ptisobenim steroidnich
hormont, coZ urcuje fenotyp svalu (viz
dale). Rozdilné fenotypy svalt lze proto
pozorovat u muzi a Zen, a méni se také pii
vykonnostnim sportu. K ovlivnén{ feno-
typu dochézi téz za rtiznych patologickych
situaci, jako jsou napf. hormonalni poru-
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chy, mezi néz patii v soucasné dobé po-
mérné ¢asté zmény v hladiné thyroidnich
hormont (tyroxin, trijodthyronin) pro-
dukovanych §titnou Zldzou. Z hlediska
fenotypu existuji dva hrani¢ni typy sva-
lovych vlaken. Pomalé vldkna jsou malo
unavitelnd, s velkym poc¢tem mitochond-
rif a vysoce oxidativnim metabolismem.
Tato vldkna jsou vyhradné zastoupena
v tzv. posturalnich svalech, které udrzuji
postaveni naseho téla po cely den, aniz
bychom nad tim pfemysleli. Pomalé svaly
se diferencuji az po narozeni a vyvijeji se
pod tonickou aktivitou neuront (stalou
aktivitou nizké intenzity drazdéni). Rych-
lost kontrakce (stazeni) i relaxace (uvol-
néni) tohoto typu svalu je pomalejsi nez
u svalu rychlého, ktery se naopak vyviji
pod rychlou fazickou nervovou stimulaci
(sttidani vysoké intenzity drdzdéni s kli-
dovou fazi) a pfevazuje v embryonalnim
vyvoji a ¢asném postnatdlnim obdobi.
Rychlé svalova vladkna se vyznacuji niz-
§im poc¢tem mitochondrii a maji tedy vys-
81 podil energie ziskané bez vyuziti kys -
liku anaerobni glykolyzou probihajici
v cytoplazmé, mimo mitochondrie. Svaly
s pfevahou téchto glykolytickych vldken
jsou schopny kratkého a velkého vykonu,
ale snadno se unavi. Produkuji ve vyso-
kém vykonu nadmérné mnozstvi kyseliny
mlécné, kterd se §tépi na laktat a vodikové
protony, coz okyseluje okolni prostfedi,
a timto se podili na svalové tnavé. Kyse-
lina mlééna je transportovéana do krve
a metabolizovdna sousednimi oxidativni-
mi vldkny kosternich svalt a srdcem, kde
slouzi jako vyhodny zdroj energie vyuzi-
vany mitochondriemi p¥i dostateéném
zasobeni kyslikem. Jeji zbytek putuje do
jater, kde se stane substratem pro synté-
zu glukézy, jez mize opét vstupovat do
krve. Tento proces se nazyva Coriho cyk -
lus. K produkci laktatu dochézi v malém
mnozstvi i v pomalych oxidativnich sva-
lovych vlaknech a v srdci, kde je nezbytny
pro dalsi priibéh glykolyzy. Experimental-
ni inhibice syntézy laktatu vede k zasta-
veni glykolyzy, coz vyfadi metabolismus
glukézy jako zdroj energie a zastavi svalo-
vou kontrakei.
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sarkolema

sarkoplazmatické retikulum

1 Podélny fez papilarnim svalem z levé
srde¢ni komory potkana v elektronovém
mikroskopu. Papilarni sval je maximalné
kontrahovany (zkraceny), coz zpisobilo
zvlnéni sarkolemy okolo subsarkolemél-
nich mitochondrii (vpravo). Tyto mito-
chondrie zasobuji energii Na/K-ATPazy
na sarkolemé. Intermyofibrilarni mito-
chondrie, uloZené podélné mezi fibrilami,
zasobuji myozinové ATPazy a Ca-ATPazy
sarkoplazmatického retikula. Délka sar-
komery je zhruba polovi¢ni (1,2 um) ve
srovnani s relaxovanym stavem. Aktinova
a myozinova filamenta jsou do sebe zcela
zasunuta, a tim vymizely svétlé I-pruhy,
které pozorujeme na relaxovaném svalu
(obr. 2). Z-linie ohranicuji sarkomeru

a M-linie se nachazeji v jejim stfedu.

Vné kardiomyocytu (vpravo) jsou patrna
vlakna kolagenu v podélném a p¥i¢ném
fezu. BliZe v textu. Foto B. Elsnicové

2 Podélny fez kosternim svalem poma-
lého typu (musculus soleus) mysi v rela-
xovaném stavu. Vyznaceny jsou morfolo-
gické struktury: M-linie ve stfedu
sarkomery, Z-linie ohrani¢ujic{ sarkome-
ru, IMF — usporadani mitochondrii mezi
myofibrilami v fetizku (tzv. intermyofibri-
larni mitochondrie), coz je typické pro
pomaly typ svalti; jadro, PNM — peri -
nukledrni mitochondrie, T-tubularni
systém, SR — sarkoplazmatické retikulum,
triddy skladajict se z T-tubulu (svétla)

a dvou cisteren sarkoplazmatického
retikula (tmavé, viditelné je pouze jedna
nad T-tubulem). S laskavym svolenim

M. Novotové (Slovenska akademie véd)

3 Organizace kreatinkindzového systému
v burice kosterniho svalu. Kreatinkinaza
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(CK) je zobrazena zluté. Cyklus ATP

a kreatinfosfatu (KrP) probihd mezi misty
produkce energie — adenosintrifosfatu
(ATP) v mitochondriich (modfte) a p¥i-
slu$nymi enzymy — ATPazami, kde se
energie spotfebovava (¢ervené kruhy).
Kr — kreatin, Pi — anorganicky fosfat,
ADP — adenosindifosfat, SERCA — vape-
naté pumpy (Sarco-Endoplasmic Reticu-
lum Ca?*-ATPase). Zelené mista ptisobeni
vapenatych iontt. Orig. M. Hock

podle navrhu Z. Polenské

Svalova buika

Svalovou buniku kosterniho i srde¢niho
svalu zcela vypliiuji myofibrily, které se
skladaji z opakujicich se kontraktilnich
jednotek — sarkomer. Pfi pohledu na sarko -
meru v elektronovém mikroskopu (viz obr.
1 a 2)je patrné jeji ohrani¢eni dvéma tma-
vymi tenkymi Z-liniemi (nebo téz Z-dis-
ky), mezi kterymi lze pozorovat dva svétlé
pruhy (I-pruhy, izotropni) a jeden tmavy
pruh uprostied (A-pruh, anizotropni). Z-i -
nie jsou pri¢né struktury myofibril, tvofené
mnoha proteiny a plni vyznamnou tlohu
v hexagonalnim uspofddéni filament, coz
umoziiuje jejich zasouvani p¥i kontrakci
sarkomer. Z-linie se jevi pfi velkém zvétse -
ni na snimku z elektronového mikroskopu
zubaté (obr. 2). V Z-linii jsou zakotvena
aktinové filamenta (tenka filamenta), kte-
ré se pri kontrakci zasouvaji do myozino-
vych filament (silna filamenta). Ta jsou ve
stfedni ¢asti sarkomery (M-linie, z anglic-
kého medial) opacné orientovana a pevné
svazana téZ v hexagonalnim uspofadani.
V elektronovém mikroskopu se M-linie

jevi jako pfi¢né svétlé pruhy uprostied
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tmavych myozinovych filament. Pocet téch-
to svétlych linif se 1i${ u rznych typu sva-
ld a souvisi s rozdilnym sloZenim protei-
nu, které zde kotvi myozinova filamenta,
a tim zajistuji odli$nou pevnost a pruznost
jejich spojeni. M-linie ma strukturalni
funkci a brani vzajemnému posuvu myo-
zinovych filament. Ukazalo se, Ze M-linie
funguje jako senzor zatiZeni sarkomery.
V poslednich letech jsou objevovany sig-
nalni drahy informujici mitochondrie, bu-
nécné jadro i sousedni filamenta o mife
zatéZe sarkomery a o jejim metabolickém
nebo strukturdlnim pozadavku. Obdobné
mechanismy jsou pozorovany delsi dobu
i v oblasti Z-diskd.

Myozinové molekuly slouzi jako mole-
kularni motory a vyuzivaji energii ATP
k pohybu svych hlav. Myozin ve svalech
se sklada ze dvou molekul —kazd4 ma dvé
hlavni ¢asti, hlavu a ocések. Océsky jsou
obtocené kolem sebe a zakotvené koncem
v M-linii, hlavy na opa¢ném konci maji
volnost pohybu a ATPazovou aktivitu
(viz niZe), kterd jim pohyb umoziiuje. Na-
vazani hlavy na aktinova filamenta spous-
ti tuto aktivitu. Spole¢né s opakovanym
uvolnénim a znovunavazanim hlavy tak
dochéazi k postupnému zasouvani aktino-
vych filament, zkracovani kazdé ze sar-
komer aZ o 1 um, a tim ke staZeni celého
svalu. Popsana interakce aktinu a myozi-
nu probiha pouze v p¥itomnosti dostatec¢-
né zvySené koncentrace vapenatych ionti
v cytoplazmé, jez se vylévaji ze sarko-
plazmatického retikula p¥i aktivaci svalu
nervovym vzruchem. Vylev vdpenatych
iontd je zajistén tésnym sousedstvim a ko-
munikaci sarkolemy se sarkoplazmatic-
kym retikulem v misté jejtho zanofeni do
nitra buriky, kde sarkolema tvori T-tubulus
(obr. 3). K T-tubultim p¥iléhaji v kosternim
svalu z obou stran cisterny sarkoplazma-
tického retikula a tvofi triddy, zatimco
v srde¢nim svalu je pouze jedna cisterna
a vznika tak didda. Sarkoplazmatické reti-
kulum je v kosternim svalu velmi rozsahly
membranovy systém vackd a cisteren, kte-
ry obaluje myofibrily a jsou v ném uloZeny
vapenaté ionty. Funkéni kontakt retikula
a T-tubulu zajistuji specialni receptory cit-
livé na zménu napéti na sarkolemé, vyvo-
lanou nervovym vzruchem pti kontrakci.
Pri aktivaci stahu vzroste obsah védpena-
tych iontd v cytosolu zhruba 100x béhem
nékolika milisekund. Vapenaté ionty jsou
okamzité vstiebavany zpét do retikula pro-
ti koncentra¢nimu gradientu vyménou za
hofecnaté ionty pomoci vapenatych pump
SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum
Ca?*-ATPase), za soutasné spotieby ATP.
Rychlost kontrakce svalu je v tomto ohle-
du uréovéna rychlosti vylevu vapenatych
iontd a jejich vazbou na aktinové filamen-
ta, zatimco uvolnéni zavisi na rychlosti
poklesu koncentrace vapenatych iontd
v cytoplazmé. Hofe¢naté ionty ptsobi an-
tagonisticky vzhledem k vapenatym ion-
tm, vykazuji tlumivy vliv a jejich nedo-
statek muze prispivat ke svalovym kiecim.
Naopak kofein vyrazné podporuje vylev
vapenatych iontd a zesiluje tak kontrakci.

Mitochondrie jsou rozmistény mezi kon-
traktilnimi filamenty a pod sarkolemou
ve vétsi nebo men3i hustoté, zalez{ na typu
svalového vlédkna a typu metabolismu.
Anaerobni glykolyza probiha v cytosolu
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a poskytuje pouze dvé molekuly ATP z jed-
né molekuly glukézy, zatimco oxidativni
fosforylace (lokalizovana na vnitini mito-
chondrialni membrané) produkuje az 36
molekul ATP z oxidace jedné molekuly
glukézy nebo dvou molekul laktatu (viz
Ziva 2013, 5: 202—205). V mitochondriich
je na konci drahy oxidativni fosforylace
umisténa ATPsyntdza, vyuZivajici energii
elektrochemického gradientu vodikovych
protont (H*) na vnitfni mitochondridlni
membrané k syntéze ATP z adenosindifos -
fatu (ADP) a anorganického fosfatu (Pi).
[Pozn.: Za objasnéni mechanismu syntézy
ATP enzymovym komplexem H*-ATPsyn-
tdzou ziskali Paul D. Boyer z Kalifornské
univerzity v Los Angeles a John E. Wal-
ker z Laboratofe pro molekularni biologii
v Cambridge, Velk4 Britanie, v r. 1997 No-
belovu cenu za chemii, spole¢né s Jensem
Ch. Skouem z univerzity v Kodani, Dan-
sko, za vysvétleni mechanismu ¢innosti
Na/K-ATPazy — viz dale v textu.] Lze tedy
Fici, ze zvySeny vstup ADP do mitochond-
rif podporuje tvorbu ATP a je nezbytny pro
funkci ATPsyntéazy. Na druhé strané en-
zymy, které mohou ATP §tépit a vyuzit
energii skrytou ve vysokoenergetickych
chemickych vazbach této molekuly, se na-
zyvaji ATPazy. Dvé z nich uz byly zminény,
tvor{ soucast myozinové hlavy — myozi-
nova ATPéza a SERCA pumpa na sarko-
plazmatickém retikulu. K nim mtZzeme
pridat jesté Na/K-ATPazu na sarkolemé,
kde udrzuje elektrochemicky potencial.
ATPazy zajistuji hydrolyzu ATP a produk-
tem této reakce, vedle uvolnéné energie,
je také ADP a anorganicky fosfét. Tyto latky
mohou stimulovat ATPsyntdzu a sou¢asné
ve vy8si koncentraci inhibovat enzymatic-
kou aktivitu ATPaz. ATPazy téZ produkuji
H* ionty, které lokalné okyseluji prostie-
di buiiky, a tim omezuji jejf aktivitu. Sni-
zené pH negativné ovliviiuje i jiné meta-
bolické enzymy, které jsou na zmény pH
citlivé. Okyseleni buiiky se podili na sva-
lové tnavé, pokud nejsou H* ionty efektiv-
né odstraiiovany. Obecné plati, Ze izofor-
my ATPaz pfitomné v rychlych vlaknech
jsou méne citlivé na pokles pH ve srovna-
ni s vlakny oxidativnimi, kde dochézi
k podstatné mensim vykyvam pH. V rych-
lych vlaknech mize pH klesnout az na
hodnotu 6,5 z ptivodni 7,2. Z uvedeného
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vyplyva, Ze akumulace produkt hydroly-
zy ATP (ADP, Pi, H*) silné ovliviiuje vykon
svalového stahu, stejné jako dostupnost
ATP z mitochondrii nebo z glykolyzy.

Enzym kreatinkinaza — CK systém
Zésoba volného ATP v cytosolu, dostupna
prislusnym ATP4zam, je pomérné nizk4,
zhruba 5—8 mM. Pfedstavime-li si rychlost
néastupu svalové kontrakce u sprintera
a zvazime-li koncentraci volného ATP, zda
se, Ze nutné musi dojit k poklesu volného
ATP jiz na pocatku vykonu a k nésledné-
mu vychyleni energetické rovnovahy. Zvy-
$eni produkce ATP glykolyzou a oxidativ-
ni fosforylaci je stimulovano zvysenou
koncentraci vapenatych iontd a nastupu-
je s ur¢itym zpozdénim za pocatkem sva-
lové prace. Zhruba pied 30 lety bylo zjis-
téno, Ze se hladina ATP bé8hem svalové
kontrakce neméni. Tento nalez vedl k hle-
dani mechanismu, ktery udrzuje hladinu
ATP. Centrem pozornosti se stal kreatin-
fosfat, zndmy jiz od 30. let minulého stol.,
avSak jeho funkce nebyla zcela jasna. Brzy
poté byl objeven enzym kreatinkinédza
(CK), katalyzujici pienos fosfatu z krea-
tinfosfatu na ADP za vzniku ATP a kreati-
nu. Tato reakce je vratna, mutze tedy pro-
bihat obéma sméry s podobnou rychlosti
v zavislosti na koncentraci substratt a pH
v bunééném kompartmentu (napf. prostor
pod sarkolemou nebo mezi myofibrila-
mi). Kreatinkinazovou reakci zndme pod
nazvem Lohmannova reakce.

Nedavné studie ukazaly, ze kreatinki-
nézu v kosternim svalu zastupuji dvé izo-
formy, mitochondrialni a cytosolicka. Izo-
formy se v butice nachézeji jak v mistech
spotfeby energie, tak jeji produkce. Pokud
jde o spotfebu energie, je enzym lokalizo-
van v blizkosti ATP4z a strukturné se vaze
zhruba na tfech strategickych mistech —
v centru sarkomery v M-linii pobliZ myo-
zinové ATPazy, ddle na membrané sarko-
plazmatického retikula pobliz vapnikové
pumpy SERCA a na sarkolemé pobliz
Na/K-ATPazy, ktera zde udrzuje iontovou
rovnovahu (obr. 3). V téchto mistech vy-
uzivé kreatinkinédza kreatinfosfat a pro-
dukty hydrolyzy ATP (ADP, H*) k syntéze
ATP. Zajistuje tak okamzité odstrariovani
potencialnich inhibitort enzymatické akti-
vity ATPaz (ADP, H*) a soucasné 10x rych-
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leji recykluje ATP ve srovnani s jeho syn-
tézou. Tim vznika lokalné vysoky pomér
ATP/ADP, nezbytny pro dobry vykon sva-
lové kontrakce. Reakce katalyzovan4 krea -
tinkinazou tedy udrzuje staly vysoky pomér
ATP/ADP tim, Ze poskytuje ATP a naopak
snizuje obsah ADP ve svém okoli. Je proto
povazovéna za lokalni energeticky pufr.

V oblasti produkce ATP v cytosolu, kde
je lokalizované glykolyza a v misté oxi-
dativni fosforylace, v intermembranovém
prostoru mitochondrif, mé ptisobeni krea-
tinkindzy opa¢ny charakter. Reakce zde
probiha v obrdceném smeéru, tedy ve pro-
spéch syntézy kreatinfosfatu. Jeho moleku-
la je ve srovnani s ATP podstatné mensi,
a proto jeji difuze z mist produkce k mistim
spotfeby probihd mnohem rychleji. Z to-
hoto divodu se nazyva kreatinkinazovy
systém téz prostorovym energetickym
pufrem. Navic kreatinkindza vyuziva krea-
tin z cytosolu a ATP z mitochondrii v in-
termembranovém prostoru mitochondrii
k produkci ADP, které zde pf¥imo spo-
tfebovdva ATPsyntdza pro tvorbu ATP.
ATPsyntaza je tak udrzovand ve vysokém
vykonu. Bylo prokazéano, Ze tato pfima sti-
mulace ATPsyntazy sniZuje tvorbu reak-
tivnich forem kysliku (tj. superoxidového
radikalu a jeho dalsich produktt) v mito-
chondriich, jez jsou pfi své nadmérné kon-
centraci pro buiiku toxické. Zasoba krea-
tinfosfatu ve svalové buiice se pohybuje
mezi 15-30 mM, coZ pokryje zhruba 8-10
sekund vysokého vykonu sprintera. Tato
doba postacuje k aktivaci glykolyzy sti-
mulované zvy$enou koncentraci anorga-
nického fosfatu uvolnéného p¥i hydroly-
ze ATP a vipenatymi ionty uvolnénymi
z retikula. Z tohoto pohledu se kreatinki-
nazovy systém téz oznacuje jako tasovy
energeticky pufr. Je tfeba zdaraznit, Ze
v mitochondriich kreatinkinézova reakce
také produkuje vodikové protony, coz zvy-
$uje jejich elektrochemicky potencial na
vnitfni membrané pro syntézu ATP.

Zavérem lze Fici, Ze kreatinkindzovy
systém patii mezi fosfagenové systémy,
kterych se v Zivocisné ¥isi vyvinulo cel-
kem 8. Maji spole¢nou funkci — dopliiovat
hladinu ATP, lisi se v8ak chemickymi
charakteristikami. Vedle CK systému se nej-
Gastéji setkdme s argininkindzovym sys-
témem, ktery zahrnuje argininfosfét a argi-
ninkindzu a jeho kinetické vlastnosti jsou
odlisné. Existuji organismy, jeZ maji oba
zminéné systémy, bud oddélené v rtiznych
tkanich, nebo spole¢né v jednom typu tka-
né (napf. jezovky ve svalech). Kreatinkina-
zovy systém neni pro buriky Zivotné dile-
zity, nebot vypnuti genu pro kreatinkindzu
u mysi bylo Gspésné kompenzovéano bé-
hem jejich vyvoje morfologicky — zmno-
zenim mitochondrii, a tedy zkrdcenim
difuzni vzdalenosti mezi misty produkce
a spotfeby energie. Zvifata pomérné dob-
fe prospivala, vykazovala ale vy3si svalo-
vou tnavu. Funkce tohoto systému velmi
citlivé reaguje na zvySenou koncentraci
volnych radikéalt a je v burice potlacena
v piipadé energetické nouze, kdy se patr-
né jevi jako nadbyte¢ny konzument ATP.
Kreatinkinazovy systém miZeme tedy po -
vazovat za modulator a synchronizator
energetického metabolismu za fyziolo-
gickych podminek a soucasné doklad
dokonalosti pfirody.
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