MITOCHONDRIE

Historie

- 1886 Richard Altmann — pozoroval ,,bioblasty” — misto bunécné oxidace;

- 1898 Michaelis — oxidoredukéni zmény v M (mitochondrie)

- 1949 Eugene Kennedy a Albert Lehninger: didkaz Ze mitochondrie jsou mistem

oxida¢niho energetického metabolismu

- po r. 1950 rozvoj elektronové mikroskopie; od r. 1992 s pouzitim GFP dikazy o tom, Ze

M jsou dynamickeé struktury

chondriom = soubor viech M v b.

Struktura

- dvojitd membrana

- 2 kompartmenty — matrix a mezimembranovy prostor

- Es plvod — pravdépodobné jedinou Es udalosti, pfed cca 1,5 mld. let — vSechny jsou

monofyletické

- veskeré eukaryotické b. obsahuji M; nicméné u nékterych parazitli nejsou, ale mame

dlkazy o jejich druhotné ztraté, nebo jsou u nékterych bunék drasticky redukovany

- predek M = pfedchlidce a-proteobakterii, pravdépodobné Rickettsii

- pleomorfni struktury — nabyvaji mnoha rdznych tvard

- viz. obr. —rlzné tvary M, s typickym , burtovitym“ tvarem = nicméné ve vsech burikach

nebude stejny - meristemat. b. lupiny — velmi protahla struktura

- tvary zavisi na typu buriky, na metabolické aktivité a na tom, zda-li se jednd o R i

Zivocisnou b.

- kvasinky: M tvofi 5-10 tubuladrnich struktur, které v kortexu tvofi retikulum

- Zb: M diskrétni kulovité, buftovité struktury; nicméné nékteré tvoii dlouhé tubularni

Utvary tvofici retikulum u jadra — kultivované burky obecné

- Rb:

- viz. obr. nahofe mezofyl.b. Arabidopsis (cervené vidime chloroplasty-autoflorescence) —
zelené M; dole kultivované b. tabdku — zelend barva ER; ¢ervené M

- M jsou kulovitého azZ protahlého tvaru

- struktura opét zavisi na metabolické aktivité b.; po drZeni v anaerobnim prostredi M tvofri
disky a slozitéjsi struktury = rostlina reaguje na zménu prostfedi metabolicky

- mezofylova b. Arabidopsis obsahuje 200-300 M; u tabaku (vétsi b.) 500-600 M

- dynamicky se pohybuijici struktury; ¢im ,,zdravéjsi“ a aktivnéjsi bunka je, tim aktivnéjsi
jsou M

- pohyb po drahach uréenych aktinovym cytoskeletem (jeho zni¢enim se omezi pohyb)
- mikrotubularni cytoskelet hraje roli pfi kotveni M na specifickda mista

- plastické organely — velmi rychle dokazi ménit tvar

- dochazi k neustalym fuzim, déleni a vétveni M - vlastnost popsana u vsech typl bunék
- u Zb popséano jako dynamické syncytium —> M tak v ¢ase tvofi 1 rozlehly prostor;
bereme v Uvahu celou dynamiku

- u Rb spiSe tvoti oddélené diskrétni struktury; nicméné i zde je charakterist. rychla faze
a déleni ->navrZena hypotéza nespojitého celku; vysvétluje ze chondriom vytvari vnitini
prostor, ktery spolu ale v 1 okamziku nesouvisi, v delSim ¢asovém Useku ale ano

- viz video: obarveno fluoresc. Proteinem Kaede, ktery je zeleny a po ozafeni svétlem
konvertuje na ¢ervenou b. — fotokonvertibilni protein; vyuzito tak ze v 1 okamziku se nékteré
ozafily a konvertovaly na ¢ervené —> za chvili Cervend zmizela a zménila se na oranZovou =
vysledek flze zelené a ¢ervené M — dlikaz fuze M a vymény jejich obsahu

- viz. obr. — po prvotni fuzi velmi rychlé oddéleni po vyméné obsahu



V rostlinach v drtivé vétsiné existence jako samostatné organely, ale v urditych situacich
chondriom dokaze celkové flzovat:
napf. merist. b. Arabidopsis (elektronova tomografie pro rekonstrukci chondriomu
v metabolicky aktivni b. meristému; modre — ¢ast chondriomu v tom okamziku tvofici celek vs.
zelené distinktni M). V meristem. b. je vétSina M v jednom celku a jen minimum tvofi separatni
organely. Dochazi ke zménam fuzniho kompartmentu chondriomu v priibéhu bunécného
cyklu: béhem G1 a G1-S faze — vétSina samostatné; G2 faze (pfiprava na déleni) — zdvojeni
chondriomu; tésné pred mitdézou vétsina M tvofi jednu spojitou strukturu. Prometafaze — M
orientovany a tvofi klec kolem déliciho vieténka, kdy na jeho pdlech jsou M zflzované —
poskytuji pro déleni nezbytnou energii. Pozdni cytokineze (buriky oddéleny na 2 dcefinné) —
vétsina M spiSe jako samostatné organely opét. Dlvod: tésné pred mitézou 80% M spolu sdili
svlj obsah = predpoklad, Ze kdyz se vyskytnou v 1 kompartmentu, umozriuje M DNA volnou
rekombinaci; rekombinace je nesmirné aktivni proces; - zabranéno hromadéni mutaci a
totalni ztraté nékterych genti kdyz spolu takto mohou vsechny komunikovat, udrZeni stability
mitochondridlniho genomu.

Fce rostlinnych mitochondrii
- aerobni respirace
- podili se na fotorespiraci
- vesSkeré metabolické déje v M poskytuji bud energii a nebo i dalsi molekuly vyuzitelné
v metabolismu = produkce sacharidovych kamen( pro dalsi biosyntézy

Kompartmenty (4) — klasicka predstava
- vnéjsi a vnitfni membrana
- mezimembranovy prostor
- matrix M
- viz. obr. — vnitfni mem. vybiha v kristy — misto elektron transp. fetézce (ETR); kristy
spojeny s mezimembr. prostorem Uzkymi kanalky — crista junction model
- moznost dalSich 2 kompartment(: vnitrni obsah krist + membrdna krist

MICOS (mitochondrial contact site and cristae organizing system) zajistuji vznik krist a také transport
protein( do mitochondrie. Jde o proteinovy komplex sestavajici vétsinou z membranovych protein(.
Kromé vyse zminéného ma téz dalsi funkce: napf. kontrola transportu lipidd do membran
mitochondrie (z ER), fiuze mitochondrii, organizace genomu mitochondrie.

Vnéjsi membrana M
- vysoka propustnost dana poriny — nespecifické kandly (nalezeny i v bakteriich —
prokaryoticky ptvod)
- translokdzy musi transportovat vesSkeré proteiny a jiné velké latky, které poriny
neprojdou

Mezimembranovy prostor
- souvisi s vnitfnim prostorem krist ptes Uzké kanaly - predpoklad kontrolované vymény
metabolitl

Vnitfni membrana M
- nepropustna pro vétsinu latek
- dalsi latky vyuZivaji specifické pfenasece; hmotnostni obsah proteind vnitf. mem. Az 70
%

kardiolipin — mUzZe byt az 20 % vsech lipid{; fce: protonova past — bicyklicka struktura
— mlzZe ménit konformace podle toho, co je na néj navazano —>schopen vazat H" a navenek
funguje elektronegativné (kryje jejich ndboj) —napomaha rozdéleni protont pfes vnitini mem.




Matrix

M. M4 té7 dalsi funkce: ovliviiuje sloZeni a stabilitu komplex( ETR ve vniti. mem., podili se na
formaci krist, podil v déleni mitochondrii.
- nachazi se zde molekuly ETR a zajistuji oxidativni fosforylaci

- plavodni prokaryoticka cytoplasma; ribosomy prokaryot. typu
- enzymy energet. metabolismu — citratového cyklu
- DNA ve formé nukleoidu (DNA s navazanymi proteiny)

Aerobni respirace

- ucelem metabolickych reakci je oxidace organ. latek za vzniku CO; a H;0, a uvolnéna
energie je uskladnéna do ATP

1. glykolyza — v cytosolu
- béhem G produkovény ddlezité molekuly pro ETR — redukované kofaktory a ATP
- pyruvat transportovan do M

2. Krebsuv cyklus —v M probiha

- vstupuje pyruvat, ale mohou byt metabolizovany i MK — B-oxidace probihd i zde

- pyruvat oxidativné dekarboxylovan na acetyl-CoA

- cilem je oxidovat pyruvat za vzniku CO; a za ucasti kofaktorti NAD+ a FAD (vznik NADH
a FADH,) a vzniku ATP

3. Oxidativni fosforylace — vnitfni membrana M

- ETR = soubor protein{ na vnitini strané membr.

- redukované kofaktory (nosice proton(i) — oxidovany ETR = koneé&ny akceptor elektronu
je kyslik

- cil: fizené vyuzit energii vznikajici pfi oxidaci k pfenosu H* pfes vnitini membranu do
mezimembranového prostoru, ¢imz vznika gradient

- ATP syntdaza vyuziva pfenos H" po koncentracnim spadu pro vznik ATP

- konzervovand struktura u eukaryotickych bunék

- nicméné v rostlinnych b. jsou alternativni molekuly, které dokazi oxidovat NADH na
obou strandch membrany a upoustét tak ¢astecné energii

- alternativni oxidaza — AOX - prenasi elektrony z ubichinolu na kyslik, ¢imZ obchazi IV.
komplex cytochrom oxidazu ->vznika voda a energie je disipovana jako teplo

- fce termogeneze — popsana u kvétl Celedi Araceae;

- fce napomahani k vyrovnavani uhlikového metabolismu; upousti energii kdy? je ETR zatizen
- fce presunu NAD*, kdy? je ETR pretizen NADH z fotosyntet. fetézce

- redukce ROS (reaktivni formy kysliku)

- ,energeticky upoustéci ventil”

Lokalizace ETR v membrandch krist. Vnitfni membrana mitochondrie naopak obsahuje prenasece.

Vliv metabolické aktivity na morfologii M:

- ortodoxni stav — prostor matrix je zvétSen a krist je velmi malo; malo metabol. aktivni
b. nepotfebuji tak dychat; - stav kdy je b. malo metabolicky aktivni

- kondenzovany stav — u metabolicky aktivnich b. — kristy jsou zvétSené a matrix je
naopak malo

Transport proteint do M:

- transport analogicky s transportem do chloroplastd, ale sekvenc¢né nepfibuzné
- vétsSina protein{l musi byt do M dopravena



- proteiny prekladany v eukaryot. cytoplasmé a = transport nesbalené i volné sbalené
—is chaperony a proteiny obsahuji presekvenci

- zaznamenan i transport nascentniho proteinu z ribozomu

- protein pro fci v matrix ma 2 presekvence — odstépeni 1. presekvence endpeptidazou
v mezimembr. prostoru ->odstépeni 2. presekvence v matrix dalsi endopeptidazou

- presekvence muZe byt i uprostfed proteinu

- systémy TOM a TIM

TOM — na vnéjsi membrané M
- centralni Tom40 transmembr. kanal (konzervovan mezi organismy)
- Tom7/22 souvisi s Tom40 — konzervované
- receptory: Tom20/70 — zajistuji rozpoznani presekvence; v rostlindach a rasach se
vyskytuji také, ale jde o sekvenéné nepfribuzné proteiny oproti zivocisSnym; C-terminalni kotveni
u rostlin, zatimco N-kotveni u ZivocCichl. Jde o priklad konvergentni evoluce: rlizné evoluéni
drahy vedly ke vzniku struktury s totoznou fci.

SAM komplex (sorting and assembly machinery)— rozebira proteiny v mezimembr. prostoru
- zajistuje lokalizace do vnéjsi membrany

TIM —transport do vnitini membrany a nebo aZ do matrix
- TIM22 transport do vnitfni membrdany; zavisly na existenci transmembran. potencialu
- umisténi proteind do vnitfni membrany — predevsim proteiny ETR
- TIM23 transport do matrix a nékteré proteiny do vnitfni memb.

obsahuje protein tvofrici kanal + motor — musi pfekonavat transmembr. potencial

- pti transportu do matrix — TOM/TIM komplexy tvofi 1 komplex zajistuji transport az do
matrix = kontaktni mista.
MICOS komplexy v misté kontaktnich mist.

Genom
- podobny genomu dnesnich bakterii
- geny, které zlstaly na prokaryot. chromozomu jsou sekvencéné pribuzné genlim
dnesnich bakterii
- vétsina genl presidlila do eukaryot. jadra
- i pokud jsou geny kédovany M, jsou stale kontrolovany eukaryotickym jadrem
- obrovsky rozsah velikosti genomu mitochondrii u rostlin: 200 kb (Brassicaceae) — 2400
kb (meloun) = rozlisuje to velmi rostlinu od rostliny
- u rostlin je velmi plasticky — M genom ma vysokou komplexitu
- genom u rostlin rozsahlejsi, ale neznamena to, Zze kdduje o mnoho vice gent
- u rostlin — 57 protein(; neni informacné kondenzovan jako u Zivocichl > obsahuje
obrovské mnozstvi nekddujici sekvenci; jen 10-30% genomu obsahuje prekladané geny
- nekddujici sekvence se dostaly interorganelarnim prenosem a diky vysoké duplikacni
aktivité M genomu

- u rostlin nebyl detekovan 1 kruhovy chromosom — ,masterchromosom®, na kterém by
mély byt vSechny geny

- detekce mnoha subgenomickych struktur — kruhy, sigma struktury, linedrni struktury —
mohou byt mensi ale i vétsi nez predpokladany masterchromosom

- v M genomu tedy existuje soubor cirkularnich DNA struktur

- obsah repetitivnich sekvenci — desitky; (vs. plastidy 1-3). Mnoistvi repetitivnich
sekvenci je hnaci motor vzniku rdznych subgenomickych ttvar(. Dlvod: zvySena rekombinacni



aktivita, kterd souvisi s udrZzenim stability genomu (vs. u Zivocichl je rekomb. aktivita velmi
nizka) znamena stalou prestavbu mitochondridlniho genomu pomoci homologni rekombinace.
Rekombinaci mezi invertovanymi repetitivnimi sekvencemi - dojde pouze k obraceni poradi
na chromozému. Rekombinaci mezi pfimymi repetitivnimi sekvencemi - rozpad 1
chromosomu na 2 mensi. Rekombinace téZ mezi rldznymi subgenomickymi Utvary — vznik
vétsich chromozomalnich utvard.

Lze izolovat rostlinné M bez DNA tak i M s vice kopiemi genomické DNA - potvrzeni fuzovani
M a vymény DNA. Proto zfejmé dochazi k rozsahlym flzim chondriomu rostlinné bunky pred
délenim meristematickych bunék — zajisténi stability genomu a téZ rovnhomérné distribuce DNA
do kazdé mitochondrie.

Déleni M:

- FtsZ protein — predchldce tubulinu, dokaze polymerovat ve filamentové struktury

- objevuE. coli, které nesly mutaci, ktera se projevila pfi zvysené teploté tim, Ze bunky tvofrily
dlouhé provazcovité struktury, které rostly ale nemohly se rozdélit

- pri déleni plastidd pres PD prstenec — kombinace prokaryot. faktor( (Ftsz) a eukaryot.

faktor( (pf. dynamin)

- zde pres MD - délici aparat odvozen a vyuziva eukaryotické faktory

- evoluéni spojky — nizsi organismy, které maji stile zachované prokaryot./eukaryot.

sloZeni déliciho aparatu M; vyuziti FtsZ (ale kédovaného eukaryot. jadrem) pfi déleni

- viz. obr. —vlevo MD fasy (mezi Sipkami) — tvofen i vné M; vs. vpravo — v rané fazi pracuje
FtsZ a dynaminy se k délicimu aparatu prikladaji az pfi konstrikci M

PEROXISOMY

- evolucné konservované struktury; u vSech eukaryot

- obsahuji 1 membranu

- viz. obr. — MB — microbodies = peroxisomy; Ctvercové struktury jsou krystaly enzymu
katalazy (CAT)

- déli se zaskrcovanim

- transport proteind se specifickou sekvenci pres prenasece v membrané

- pUvod spolecny u vSech eukaryot = teorie pro endosymbioticky vznik, jednalo by se

tak o dalsi semiautonomni organelu, jejiz fce je ochrana bunék pred oxidativnim reaktivnim

prostfedim, O, a ROS (=reactive oxygen species)

- nicméné rekonstrukce peroxisomu z ER de novo tuto teorii vyvraci

- navic na membrané peroxisomU jsou transport. systémy podobné tém na ER, a PX také
neobsahuji DNA.

- glyoxysémy — obsahuji enzymy pro B-oxidaci MK; vyskyt v semenech ukladajicich jako
zasobni latky MK (proteinovd analyza ukdzala, Ze 28% veskerych proteind je pro B-oxidaci MK a
pouze 11% pro fotorespiraci)

- peroxisomy (v burikach s aktivni fotosyntézou)

- Specializované peroxisomy v burkach kofen( bobovitych rostlin (fixace N,)

Fce peroxisomu: predevsim fotorespirace

Rubisco v plastidech — oxygenazova aktivita prevazuje nad karboxyldzovou a projevuje se

v pfitomnosti molekularniho O,

- 5Csloucenina tak neni prfevedena na 6C molekulu karboxylaci CO,, ktera se pak rozpadne
na dvé 3C mol 3-PGA (3-phosphoglycerat) = karboxyldtova aktivita, ale 5C slou€enina se



rozpadne na 3C 3-PGA vyuiZitelny v Calvinové cyklu a 2-fosfoglykolat, ktery neni
metabolizovatelny - ztrata energie a C

(Rubisco vzniklo jesté vanaerobnim prostiedi, kde pfipadnd oxygenazova aktivita
neznamenala problém - vznik kyslikové atmosféry = zvysena oxygenazova aktivita a
ztraty. Rostliny se brani nékolika zpUsoby, napf: C4 metabolismus — lokalizace Rubisca do
mist s vy3$si koncentraci CO,; fotorespirace — zpétna recyklace az 70% ztraceného C)

Fotorespirace (neboli glykoldtovy cyklus)
- Hlavnim smyslem fotorespirace je preména v CC nemetabolizovatelného 2-
fosfoglykolatu, vznikajiciho oxygenazovou aktivitou Rubisco, na molekulu vyuzitelnou v CC
- Cyklus zahrnuje 3 kompartmenty: plastid (chloroplast) — peroxisom — mitochondrie
Déje fotorespirace: v plastidu vznika 2-fosfoglykolat, ktery je transportovan do peroxisomu,
kde probiha reakce s O,: vznik H,0; (nasledné rozlozen katalazou (CAT) na neskodnou H,0 a %
0,) a 2 molekul glyoxylatu —>z téch je syntetizovan glycin, ktery je transportovan do M: zde se
z glycinu syntetizuje serin, ktery se vraci zpét do peroxisomu - je zde deaminovan a vznika tak
hydroxypyruvat — ten je redukovan na glycerat - transport glycerdtu do plastidu
(chloroplastu), kde glycerat jiz mlzZe byt vyuzit v reakcich Calvinova cyklu




