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Mitochondrie:

* ... pavodn¢ fagocytované/parazitujici bakterie
 Ctyfi kompartmenty:

— vnéjSi membrana

— mezimembranovy prostor

— vnitini membrana

— matrix
* Vv Zive bunce nejsou izolovang, ale tvori

dynamickou sit’ - rovnovaha mezi délenim
(,,fission®) a spojovanim (,,fusion®)




Mitochondrie v bunécnem
metabolismu
» Dychaci retézec: konecna oxidace substratt
a syntéza ATP (oxidativni fosforylace)
» Dekarboxylace pyruvatu
o Citratovy (Krebsuv) cyklus
 Beta-oxidace mastnych kyselin
» Produkce ketolatek
o Cést reakci syntézy mocoviny
« Cést reakci syntézy porphyrini

H+

Redoxni prenaSece v
dychacim retézci:
» pienaseji vodik
(protony+electrony):
— NAD+
— FAD (FMN)
— Ubichinon (Koenzym Q)
 pienaSeji pouze
electrony:
— Cytochromy
— Fe-S centra

H+

H+




Mitochondrialni genom

Cirkularni molekula DNA, 16569 bp (¢lovek)
Typicky 1000-10000 kopii v jedné bunce (2-10
Vv jedné mitochondrii)

Kromé¢ regulacni oblasti D-loop zadne
nekodujici sekvence

37 genu:

— 2 ribosomalni RNA

— 22 tRNA

— 13 polypeptida (podjednotky respirac¢nich
komplexu I, I, 1V a V)
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Mitochondrialni genom:
transkripce

» Promotery pro lehky i tézky retézec v oblasti D-
loop (navzajem nezavisleé)

» Zahdjeni: vazba transkripéniho faktoru mtTFA a
mMtRNA polymerazy

» Oba retézce mtDNA jsou prepisovany celé

* Lokus casté terminace na rozhrani gena 16S
rRNA/Leu tRNA

* Polycistronicke transkripty jsou Stépeny RNasou P
na konecné tRNA, rRNA a mRNA (“ctytlistky”
tRNA slouzi jako interpunkce ..?)

Mitochondrialni genom:

replikace
1 Zahéjeni transkripce na promoteru lehkého
fetézce
2 RNA/DNA hybrid (R-loop)
3 Stépeni RNasou MRP: ponechavd RNA primer
4 Polymeraza vy: zahajeni replikace té¢zkého
retézce (+helikaza, SSB)

5 Casné ukongeni: zastane D-loop; nebo
pokracovani




1. Zahgjeni transkripce na promoteru lehkého tetézce:

tézky fetézec

RNA polym. >
lehky fetézec

promoter lehkého fetézce

2. RNA/DNA hybrid (R-loop):
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3. Stépeni RNasou MRP: ponechava RNA primer

4. DNA Polymeraza vy: zahajeni replikace t¢Zkého retézce
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Zacéatek replikace téZzkého
fetézce




5. Casné ukongeni: ztistane D-loop; nebo pokracovani
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Mitochondrialni proteosyntéza

Ribosomy v matrix: malé, 55S
— 16S a 12S rRNA (neni 5S rRNA)
Citlivost na chloramfenikol, naopak
rezistentni k cykloheximidu
MRNA nemaji 5’-cap
— ... hizka G¢innost translace
Odlisnosti v genetickém kodu (1):

* UGA: Trp (v cytosolu Stop)

* AGA, AGG: Stop (v cytosolu Arg)
* AUA, AUU: Met (v cytosolu lle)




Import proteini do mitochondrie

» Mitochondrie: cca 1000 polypeptidia
(dychaci retézec cca 100 polypeptidi)

* MtDNA koduje 13 polypeptidi
— ... haprosta vétSina mito proteinu je kodovana v

jadie, syntetizovana v cytosolu a importovana
do mitochondrie

(Evoluce: postupny prenos mitochondrialnich geni
do jadra)

Import proteinti do mitochondrie

N-terminalni signalni sekvence

Chaperony v cytosolu + ATP brani svinuti

proteint

Translokace skrz obé mito membrany:

— receptory & proteinové kanaly v mistech kontaktu
vnitini a vnéjsi membrany

— zavisle na protonmotivni sile

Chaperony a chaperoniny v matrix + ATP

zajistuji spravné svinuti proteint

Proteiny do jinych ¢asti mito nez matrix: druha

signalni sekvence




Mitochondrialni dédi¢nost

« Mitochondrie dédime prakticky vylu¢né od
matek

e Mitosa; distribuce mito nahodna

» Moznost heteroplasmie (rizné mtDNA)
— v tkéni
— v bunce
— Vv jedné mitochondrii

» Mitochondrie v bunce si mohou vyménovat
mtDNA

* MtDNA ale nerekombinuji

Mitochondrialni DNA mutuje
10x rychleji nez jaderna

» Exposice kyslikovym radikalam (mito
hlavni zdroj)

* Mito DNA neni obalena histony

» Mén¢ dokonaly systém opravy
mitochondrialni DNA




Mitochondrialni medicina

» Defekty oxidativni fosforylace v dusledku
mutaci v mitochondriélni nebo jaderné
DNA

* Vyskyt nejmén¢ 1 : 8500
 Mutace mtDNA:

— bodove
* geny pro podjednotky respiracnich komplext
* geny pro tRNA

— velké delece

» Popsano pies 100 onemocnéni-pusobicich
mutaci mtDNA
» Obvykle heteroplasmie
« Postizeni zavisi na distribuci mutované
MtDNA a na energetické spotirebé
jednotlivych tkani - klinicky obraz velmi
variabilni
 Znevyhodnéni postmitotickych tkani s
vysokou potiebou energie:
— mozek
— srdce
— kosterni sval




Priklady mitochondrialnich

chorob:

 Luftova nemoc: hypermetabolismus v
dusledku rozprazeni oxidace a fosforylace

 LHON (Leber’s Hereditary Optical
Neuropathy):

— slepota u mladych muza, pfic.: mutace v mito
kodovanych podjednotkach komplexu |

 MELAS (Myopathy, Encephalopathy,
Lactic Acidosis, Stroke-like episodes):
— ptic.: bodové mutace v mito tRNA genech

Mitochondrialni teorie starnuti

Tvorba kyslikovych radikala v mitochondriich <

¢

Nahromadéni mutaci v mtDNA s vékem

l

Porucha funkce respira¢nich komplexi

Vb v

Srdec¢ni selhani, svalova slabost, diabetes mellitus,
demence, neurodegenerace ....
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Mysi exprimujici defektni mitochondrialni
DNA polymerasu (bez “proof-reading’)

....3-5x vice bodovych mutaci v mtDNA, vice
deleci mtDNA

.... Zkracena délka zivota a predc¢asné projevy
starnuti

(Nature 429, 2004, 417-423)

Mitochondrie a
kalciova signalizace
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Calcium v bunce:
* V cytoplasmé jen 0.1-0.2 uM, cca 1 uM je jiz
signal
« Zdroj signalu je:
— zvnéjsku:
* ligandem aktivované Ca?* kanaly
* napétim rizené Ca?* kanaly
— ze zasob v ER:

* PI3 receptor/kandl

* ryanodinovy receptor/kanal
— zéavisly na membranovém potencialu (kosterni sval)
— zavisly na Ca?* (srdce, CNS)

« O tom jakou informaci Ca?* signal nese,
rozhoduje jeho

- LOKALIZACE
— FREKVENCE
- AMPLITUDA
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Import Ca* do mitochondrie

* Regulace metabolismu: dehydrogenazy
stimulované Ca?*:
— pyruvat dehydrogenéza
— isocitrat dehydrogenaza
— 2-oxoglutarat dehydrogenaza

» Sekvestrace/pufrovani cytoplazmatickeho
kalcia za urcitych okolnosti

Transport Ca* v mitochondrii:

 Ca?* uniporter: facilitovana difuse, kapacita obrovska
(Vmax cca 1000 nmol mgt min-?)

» Ca?*/2 Na* exchanger: zejména mozek, srdce (Vmax az
18 nmol mg-! min-1)

o Ca?* eflux nezavisly na Na*: zejména jatra, ledviny
(Vmax 1-2 nmol mg* min-?)

(Gunter TE & Pfeiffer DR; Am.J. Physiol. 258, 1990, C755-C785)
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Mitochondrial Permeability
Transition Pore (MPT)

» Otevieni “megakanalu” ve vnitini
mitochondrialni membran¢
 Propustnost pro vSechny molekuly < 1500 Da

» Kolaps potencialu vnitini membrany,
vyrovnani protonového gradientu a rozprazeni
oxidace a fosforylace

e Zbobtnani mitochondrie

Otevieni “megakanalu” (MPT)

e Spousti: matrix Ca%*

 Stimuluje:
* oxidanty
* depolarizace
» fosfaty
* Inhibuje:
* protony (nizké pH matrix)
* ionty magnesia
* ATP a ADP
* Cyklosporin A
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Funkce MPT:

» Fyziologické (reversibilni) otevieni MPT:
— energeticky vyhodny eflux Ca2* z mitochondrie

— Kalciova signalizace:
» CaZ*-induced calcium release

» ....mitochondrie jako “Ca?* signalling storing
memory device”

 Patologickeé (ireversibilni): buné¢na smrt
(apoptoza a nekrdza)

Struktura megakanalu:

Hypoteticka (razni autofi - razné ndzory)
Adenylatovy transporter (ATP/ADP exchanger)
ve vnitini membrané povazovan za nezbytnou
soucast

...Ale: mysi s genetickym knock-out pro ANT maji stale
mitochondrie schopné MPT (Nature 427, 2004, 461-465)

DalSi asociované proteiny:

— Mitochondrialni porin (ve vnéjsi membrang)
— Cyclophilin D

— Kreatinkinaza

— Periferni benzodiazepinovy receptor
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Mitochondrie a bunécéna

SMRT

Programovana bunécna smrt
(apoptoza)

* Nezbytna soucast Zivota
 Regulace druhu a poc¢tu bunék béehem vyvoje

* Eliminace lymfocyta reagujicich proti vlastni tkéni,

infikovanych bunek, nadorovych bungk, atd.

» Program vyzadujici genovou expresi,
proteosyntézu a ATP.
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Apoptotické signalni drahy

Konstitutivné piitomné v kazde bunce

Nedostatek signala pro pieziti

... ’sebevrazda”
Aktivace ( )

V dusledku vnéjsiho
proapoptotického stimulu
(..”vrazda”)

- - s

(vznik apoptogenniho signalu)

l

Propagac¢ni faze
(aktivace efektorovych a regulacnich molekul apopt6zy)

1

Efektorova faze
(fragmentace strukturnich proteini buiiky, fragmentace
genomové DNA, vznik apoptotickych télisek, “EAT ME”
signaly pro fagocytozu)

Fagocytarni faze
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Kaspazy (Cysteine ASpartate ProteASES)

Rodina >10 proteaz, v kazdé bunce pritomné jako
zymogeny (prokaspazy)

Vlastni vykonavatelé apoptoticke smrti
Limitovana proteolyza >100 substrata v bunce
(...zména funkce)

Aktivace kaspaz:

— Proteolyza (efektorové kaspazy, kratkd prodoména,
napt. kaspaza-3, -6, -7)

.....

kaspazy, dlouha prodoména, napi. kaspaza-8, -9)

Draha receptoru smrti -

(Death Receptor Pathway) \

Mitochondrialni cesta
aktivace apoptozy

/

Efektorové kaspazy

SN
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Jak mitochondrie zabiji bunku

» Uvolnéni proapoptotickych faktort z
intermembranového prostoru:

* cytochrom ¢

* AIF (apoptosis inducing factor)

* endonukleasa G

» Smac/Diablo (inhibitor 1APS)

 Htra2/Omi (serinova proteasa, Stépi 1APS)

* prokaspazy
NaruSeni bunécné energetiky a produkce ATP
(uvolnéni cytochromu c, depolarizace)

Nadprodukce kyslikovych radikalua

Bcl proteiny:

» Rodina >10 proteinu, prototypicky ¢len: Bcl-2
(B-cell lymphoma... onkogen)
 Proteiny s antiapoptotickou aktivitou (Bcl-2,

Bcl-xL), nebo naopak proapoptotické (Bax,
Bak, Bad, Bid etc.)

» 1-4 BH domeény... homo/hetero-oligomerizace

» C-terminélni hydrofobni Gsek ... lokalizace do
membran (vnéjsi mito, jaderna m., ER)

» Schopnost agregovat a tvorit kanaly v
membranach - podobnost s bakterialnimi
toxiny koliciny




apoptosom

Uvolnéni cytochromu ¢
Z mitochondrie ?

MOMP
(Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilisation)

21



Mechanismus uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrie ?

N

MPT

l

zbobtnani matrix

l

ruptura vnéjsi
membrany

proapoptotické proteiny Bcl
rodiny (Bax, Bak)

l

translokace do mito a
tvorba kanalu ve vnéjsi
membrang

Apoptoticky signél, stress, poSkozeni bunky atd.

!

!

MPT Bax, Bak translokace
/ ? (MPT reversib., l
dalsi zdroje energie)
y ATP MOMP
taTp
NEKROZA APOPTOZA
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Patogeneze chorob jako

dysregulace apoptozy
?

» Neurodegenerace, ischemie, AIDS: bunky
umiraji kdyz nemaji...

« Autoimunita, nadory: neumiraji bunky,
které by mély...

» Nadoroveé bunky Ziji z glykolyzy a
mitochondrie ,,vypinaji“ ....

e Dichloracetat:

inhibice PDH kinasy — aktivace PDH
— aktivace mito respirace a produkce oxidantu
— aktivace apoptotického programu
— a nadorové bunky hynou ...

(Bonnet S et al.Cancer Cell. 2007 Jan;11(1):37-51).
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