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Objev mitochondrii a jejich funkce

>

Robert Boyle v roce 1662 na zakladé svych experimentu dospél k zavéru,
Ze vzduch je nezbytny pro dychani, aby zvirata prezila...

Stephen Hales (1727) navrhl, Ze vzduch muze byt dllezity i pro rostliny;
po jejich spaleni dospél k zjisténi, Ze se skladaji ze vzduchu...

Antoine Lavoisier (1789), zakladatel moderni chemie, veril, Ze dychania |
spalovani jsou analogické reakce, které potrebuji O, a kalorické (spotrebuji
C, H) k vyrobé CO, a H,0 a generovani tepla - hlavni ucel

Na konci 19. stoleti bylo jasné, Ze dychani probiha v kazdé bunce!

strukturalm studie m1tochondrn zacaly v mnoha typech bunék

» 1899, cytoplazmatické vlaknite gran
s nazvem ,,mitochondrie* \

» mitos z Retiny, znamena vlakno (th

: » chondrin z Rectiny, znamena malé zrhk
(a small grain)

» casto mylné povazovany za artefakt
preparace, nikoli za skute¢nou org

» Kingbury (1912) navrhl, Ze mita
byla dychacim centrem bunk

“Elementary organisms” v burikdch slizu » schopnost mitochondrii
Zaludku koCky fixované smési osmia ‘
Altmann, R., 1890.



Studie z elektronového mikroskopu ukazaly, ze mitochondrie jsou
membranou uzavrené organely; ultrastrukturu mitochondrii rostlin,
zivocichu a prvokl popsal George Palade v 1950 letech.
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SEM krysich pankreatickych mitochondrii
Tanaka, K., 198

4

EM: tenky rez mitochondrii (m) v cytoplazmé
bunky mezofylu tabdku. Chloroplasty obsahujici
membrany (Im) a grana (g). Palade, G.E., 1953.



U Zivocichu: (A) 3D U rostlin: (B) elektro
tomograficky snimek mikrofotogr
mitochondrie kureciho mozku  |htermembrane space mitochondrie bobu

(A) Outer membrane

,Inner membrane




Struktura mitochondrii

» Kratka, bakterii podobna téliska o prdméru 1-3 pm

» Velmi dynamicka (pohybliva) a plasticka (neustale ménici tvar, déleni a fuze)

» Umisténi H*-ATPaz zapojenych do syntézy
ATP na vnitrni membrané

P Intermembrane space
®® ®

@ Outer membrane

Inner membrane

Intermembrane space
Outer membrane

Inner membrane

Matrix

Cristae

Cristae




Pletivo se homogenizuje, prefiltruje a centrifuguje pri nizké rychlosti (10 000g/2
min) a poté pri 75 -100 000 g/ 2-4h v hustotnim gradientu.

Po obarveni se kontroluje neporusenost a Cistota svételnym mikroskopem.

Pomoci laserové pinzety (laser tweezers) |ze izolovat jednu mitochondrii.

Mitochondrie v zivych bunkach lze
snadno pozorovat pomoci vitdlnich
fluorescencnich barviv (napr.

Rhodamin 123 a MitoTracker) a GFP

Y

GFP mitochondria

Movie - Alberts 14-1
Plant Phys 12.3 Web essay




Slozeni mitochondrii

» Proteomicka analyza ukazuje pritomnost 3 000 proteinu souvisejicich s respiraci
» Vnéjsi membrana ~ 7 % a vnitfni membrana ~ 30 % celkovych proteint
» Fosfolipidy tvori az 90 % celkovych mitochondrialnich lipidu

Vysoka koncentrace fosfatidylcholinu (PC), fosfatidylethanolaminu (PE) a f‘aké
difosfatidylglycerolu (DPG = kardiolipin, lipid endemicky pro mitochondrie)’

» kardiolipin se také nachazi v PM bakterii (coz podporuje hypotézu, ze
mitochondrie se vyvinuly z bakterii), pritomny pouze ve vnitrni membrané

» Lipidové slozeni vnitrni a vnéjsi membrany je odlisné:
» napr. vnéjsi membrana vice nasycenych lipidd; vnitini vice PE a méné PC

» fosfolipidy rostlinnych mitochondrii jsou mnohem méné nasycené nez ty ze |
savCich mitochondrii (existuji a funguji pri 37°C).

» Mitochondrie zaujimaji az 20% cytoplazmatického objemu eukaryotické bunky.

» Typicky stovky az tisice mitochondrii v rostlinné bunce, ne nahodné
usporadané; napr. v listech vedle peroxisomu a chloroplast(; u rostoucic
pylovych lacek obohacené na spicce; seskupené kolem jadra
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Bioenergetika respirace v mitochondriich@

FOOD MOLECULES FROM CYTOSOL
[ 1

fatty acids pyruvate

» Citratovy cyklus v
matrici mitochondrii
produkuje NADH a FADH,

» Krysty vnitrni membrany
obsahuji mechanismus _
elektronového RISTA
transportu a syntézy ATP SHACE

» CyyH,,044+ 120, 12C0,
+ 11H,0

» Maximalni vytéznost ATP
v cytosolu z Uplné
oxidace molekuly
sacharozy na CO,
prostrednictvim aerobni
glykolyzy a citratového
cyklu je 60 molekul ATP.

INTERMEMBRANE SPACE

inner mitechondrial membrane outer mitochondrial membrane




Citratovy cyklus v rostlinach

Malic enzyme can o}
decarboxylate malate to
pyruvate. In combination with
malate dehydrogenase, this
enables plant mitochondria to
oxidize malate to CO,.

OH

Pyruvate
dehydrogenase HADH + COZ + NADH
NADH €O,
|
Malic Acetyl-CoA
enzyme CHy—C—CoA
o, o0 o. b
N’ Citrate \c/
NADH | /O synthase o\ | H /o
Malate c= CHZ—C< CoA L e, —c—c—C_
dehydrogenase I or = (l)H o-
(6]
Oxaloacetate Citrate
(6] o
N\ 7 Aconitase
C—C—aH—c
4 | -
°k Malate
o] O
Fumarase \c /
o]
Mo I o\\\c CcH é !/ c/
o (6] socitrate —CH,—C—C—
N_ H 7 Citric acid el < 2 H ] No-
C—C=C—C Fumarate itric aci Cycie B
o NG
FADH,
Succinate dehydrogenase Isocitrate dehydrogenase
FAD NADH
° H H /° Sucinate 2-Oxoglutarate CO,
C—C— 0=
TR R N % A
B 2 C—CH,—CH,—C—C
CoA / I \O_
ﬂ o)
* Succinyl-CoA
Succinyl-CoA synthetase @DP> 0\\ /O
H,0 — CH,—CH,—
One molecule of ATP is 2 /C S R 2-Oxoglutarate dehydrogenase

= |
synthesized by a substrate-level ° CoA

phosphorylation during the
reaction catalyzed by
succinyl-CoA synthetase.

Pyruvate

» Jedinecné vlastnosti:

» Maldtovy (jableény)
enzym

malate + NAD*—->pyruvate




Jablecny enzym a PEP karboxylaza poskytuji'
rostlinam metabolickou flexibilitu

@
Malic
enzyme A
| 1 C}xatnace’tate|
From cytosol: ) \
1 Malate
(1 Malate .-
(B)

A

[ 1 Dxaluacgtatej I1 l:ilTEItE + |1 Citrate 1

\
b

2 lsocitrate

-—

From cytosol:

|

» Malic enzyme

» preménuje malat na pyruvat a umoz
mitochondriim oxidovat malat (A) a §
(B) na CO, bez pyruvatu z glykolyzy |

» PEP carboxylases
» preménuje glykolyticky PEP na 2-

carboxylase

1 Acetyl-CoA

[ 1 Oxaloacetate ‘ 1 Cltrate

t 1 E—Dxﬂglutarate|

|

Nitrogen assimilation




cytosol pH 7.5

INTERMEMBRANE SPACE
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External rotenone-insensitive
NAD(P)H dehydrogenases can accept  diffuses freely within the inner

COOCT:
iy

i

Complex |

NADH

dehydrogenase

MATRIX PH 8

Cytochrome cis a Uncoupling
peripheral protein that  protein (UCP)

The ubiquinone (UQ) pool

electrons directly from NADH or membrane and serves to transfer transfers electrons transports H*
NADPH produced in the cytosol. electrons from the dehydrogenases  from complex Il to directly through
to either complex Il or the complex IV. the membrane.

o
()

NAD(P)H Fumarate

HO  Complex Il Complex IV \
NAD(P)* Cytochrome bc1 Cytochrome ¢
Com_plex i complex oxidase
Succinate

dehydrogenase ©

Internal rotenone-insensitive
NAD(P)H dehydrogenases
exist on the matrix side

of the membrane.

Alternative oxidase (AOX) Complex V
accepts electrons directly ATP synthase
from ubiquinone.



Mitochondrialni e” transport a syntéza ATP |
\
» Elektronovy transportni retézec katalyzuje tok e z NADH a FADH, na O, '

» Sprazen s enzymovymi komplexy a transportem H* pres vnitrni mitoch. M

» Generovani elektrochemického gradientu pro syntézu a export ATP

w W ® » Protonové

: H*
EE

F-typu, ]SO
starobylého
puvodu

» 3D struktura F
ATP-syntazy
(urcena rentgenbvou
krystalografii) S€
sklada z Fo Casti
v membrané a

stator
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energi
Elektronovy transportni retézec ma doplnkove véetve:

NAD(P)H dehydrogenaza a alternativni oxidaza (nenachazi se u zvirat)

Vazany na vnitfni membrany, nepumpuji protony, proto se uvolnéna energie
neuchovava jako ATP, ale unika ve formeé tepla... (p336 Plant Phys)

NADH dehydrogenase Alternative oxidase

NADH + H* NAD*

Matrix

Inner mitochondrial FAD uQ Di-iron center

membrane

Intermembrane space




Nucleic acids

ADP
ATP T
NAD
NADP < Nucleotides < entose
FMN phosphate
CoA _
Cytokinins Indoleacetic \
acid (auxin)
Alkaloids Tryptophan

Flavonoids |<—— Tyrosine
Lignin Phenylalanine

Citratovy cyklus, v

Pentose phosphate pathway

Y
<«—— Shikimic acid «——————— Phosphoe

Sucrose

A

N

<«——Hexose phosphate

N

N

Y

Y

glykolyza a pentézo- [Frotain|« ——— Alarine <
fosfatova draha

vytvareji prekurzory
pro mnoho

Pyruvate

Citric l

acid Acetyl-CoA

cycle

Aspartate £

> Oxaloacetate

biosyntetickych drah.

Pri glykolyze se sacharidy z rdznych zdroji preménuji
v cytosolu na pyruvat, ATP (prostrednictvim
substratove fosforylace pomoci kinazy) a NADH.

Oxidacni pent6zo-fosfatova draha: oxidace 6C
(glukdza-6-fosfatu) na 5C (ribuloza-5-fosfat).

stavebni bloky pro biosyntézu (napr. nukleové kyseliny)
a reduktant NADPH (ne NADH!)

Malate

\

Fumarate

AN

Succinate

Glycolysis

» | Cellulose

T~

Erythrose 4-phosphate == Glyceraldehyde 3-phosphate =—

nolpyruvate

Dihydroxyacetone
phosphate

Y

Glycerol 3-phosphate

A 4

Lipids and related
substances

Citrate

0

Isocitrate

2-Oxoglutarate

N

Chlorophylls
Phycocyanins
Phytochrome
Cytochrome
Catalase

> Fatty acids

Gibberellins
Carotenoids
Sterols

Abscisic acid

~. |

s

Other
amino acids



Mitochondrie, obsahuji kompletni geneticky systém véetné DNA, enzymu pro synt
DNA, ribozom0 (70S), rRNA, tRNA a proteind.

Typicky 5-10 molekul DNA (kruhové nebo linearni) v mitoch. Matrix.
napr. DNA jatrovky (Marchantia) 150-2500 kbp (10-100x vétsi nez zivocisna mitoch. DNA)
U nékterych rostlin se genom organizoval do kruhovych ,,chromozomu¥.

mitochondrialni DNA asociovana s proteiny podobnymi histonim

Tendence mitoch. genl casem se presunout do jadra napr. coxll (Cytochrom oxdidase).

).

Inhibovan stejnymi antibiotiky, ktera inhibuji rist bakterii (e.g chloramphenicol, Tet

. .

Cytoplazmaticka dédicnost mitoch. DNA.
Syntetizované proteiny zavisi na rostlinném organu g
genova exprese je regulovana vyvojem |
Nékteré mitoch. DNA maji introny!
Vétsina mitoch. proteind
kddované jadernou DNA,

syntetizované na cytoplazmatickych ribozomech,

importovany prostrednictvim translokonl dovnitf ‘
Velké Sipky mitochondrie, malé pl



Transport proteini do mitochondrii ¥

» Zalezi na targetujici
domene (presequence) a
importnim aparatu

Precursor protein

Quter membrane

Cytosolic Hsp70
Intermembrane space ytosolic Hsp

Inner membrane . .
Matrix-targeting

Matrix sequence

\ & \ ) General
Import receptor _3%._# . import pore
: \ (Tom40)

LA O AR
Dutar membrane T TR TE
?.’n‘-‘ ".'f‘# T 11"1“- M‘. M‘; an 0'.':':




Mitochondrie se se rozmnozuji délenim
Pred rozdélenim se kulovita mitochondrie prodlouzi, zaskrti a nakonec se oddeéli.

Studie mitoch. exprimujicich FP (GFP, RFP) ukazuji, ze mitochondrie mohou také fuzovat

epidermis

mt3FP
L2

bar 1Tum
frames 2s ¢«

Mitochondrie jsou sice semiautonomni, ale jejich aktivity a pocty musi byt
koordinovany s aktivitami zbytku bunky

Proteiny kddované jadernymi geny vstupuji do specialnich oblasti, nazyvanyc'd'
Eontartm mista, kde se vnitrni a vnéjsi membrany dotykaji = translokacni
omplexy

Mitochondrialni tranzitni peptid se vaze na receptor v kontaktnim mlste al nasle; 5 5
sekvence stépena mitochondrialni signalni peptidazou. 4 -

Je vyzadovan membranovy potencial pres vnitrni membranu a hydrokyza ATP.



Objev peroxizomu

» Poprvé pozorovany elektronovou mikroskopii v letech 1950
» pojmenovana mikrotéliska (microbodies) 0,2-1,5 um (prilis obecné)
» po objeveni jejich funkce prejmenovany na peroxizomy

» také znamé jako cytosomes, phragmosomes, spherosomes, glyoxysomé§

Peroxizom vedle lipidového
lipid body) v burice délozni
Vsimnéte si, jak peroxizé
mitochondrii.

Mikrotéliska (mb) v cytoplazmé jaternich
bunék krysy. er, ergastoplasm; m, mito-
choondrie. Z Rouiller a Bernhard, 1956.



Evoluce peroxizému
» Peroxizomy jsou pritomny ve vsech eukaryotech kromé Archaezoa.
» Peroxizomy se mohly vyvinout endosymbioticky.

» Alternativné podobné jako ER, se mohly vyvinout invaginaci oblasti
membran, které obsahovaly enzymy zapojené do peroxizomalnich'drah.

» Plvodné se myslelo, Ze peroxizomy byly vytvoreny primo z ER procesem
puceni (viditelné na 2D obrazcich), ale postradaji proteiny ER. :

» Sériové rezy bunék ukazuji, Ze
peroxizomy skutecné existuji
jako “peroxisomal reticulum”

3D rekonstrukce
peroxizomu z
mazovych zlaz mysi.

» ale zddnivé vazby na ER jsou
propojeni mezi samotnymi
peroxizomy (peroxules)...

» Mezi funkcemi peroxizomu a mitochondrii existuji podobnosti.

» Obecné se zda, ze mitochondrie prevzaly funkce peroxizomu, ale v nékterych g
to naopak! (v prabéhu evoluce)

» Morfologicka i biochemicka diverzita peroxizomu v rtznych druzich




Peroxizomy jsou samoreprodukujici se organai

» K rastu peroxizdmi dochazi inkorporaci nového proteinu a lipidu do jiz
existujicich peroxizomu a jejich pocet se zvysuje stépenim (by fission).

specific proteins that
catalyze protein import
c_.g.
Pex19
FISSION r\
peroxisomal peroxisome
precursor 65
vesicle
peroxisomal
daughter

precursor

proteins GROWTH BY UPTAKE OF SPECIFIC peroxisomes
PEROXISOMAL PROTEINS AND
LIPIDS FROM CYTOSOL

endoplasmic
reticulum

» Peroxizomalni targetujici sekvence (importni signal) je typicky SKL (serine-lysine-leuci
C-konci matri¢nich proteint nebo arg-leu/gln/ile-X5-his-leu na N-konci.

» Zajimave je, ze nékteré polypeptidy neobsahuji targetujici sekvence, jsou preneseny do
jako ol1gomery (coz naznacuje, Ze proteiny-translokujici pory jsou relativne velké).

» Jiné vstupuji do perox1zomu neprimo prostrednictvim specializovanych vezikul odvo
(posttranslacné vlozenych do ER).



Peroxizomy jsou multifunkcni organely

» Obklopeny pouze jedinou membranou, neobsahuji DNA ani ribozomy,
» vsechny jejich proteiny jsou kdodovany v bunécném jadre. ,_
Obsahuji asi 100 proteinu, vysoky obsah fosfolipidu (sloZzeni podobné ER a PM)‘
Specializuji se na provadéni oxidacnich reakci pomoci O, a H,0, |
Témér vsechny obsahuji kataldzu a rizné oxiddzy (v zavislosti na jejich'.fun

» Oxiddzy provadéji oxidacni reakce pomoci kysliku za vzniku peroxidu vodiku, kte
vyuzivaji pro oxidacni ucely: RH, + O, — R + H,0, |

» Cataldzy vyuzivaji generovany H,0, k oxidaci rady dalSich substrat( a také ke zr
jeho prebytku: 2H,0, — 2H,0 + O, '

» Ucastni se rozmanitého souboru biochemickych reakci véetné:

» B-oxidace mastnych kyselin, glyoxylatovy cyklus & fotorespirace

» Respirace na bazi H,0,, pocatecni reakce v biosyntéze ether-glycerolipidl, syntéza cholesterol
dolicholu, glyoxylatovy cyklus, syntéza kyseliny jasmonové, oxidace alkoholu, transaminace,
katabolismus purin( a polyamint, syntéza oxidu dusnatého, biosyntéza antibiotik v houbac

Dukaz spoluprace ruznych organel pri realizaci biochemickych drah.
Pohybuji se uvnitr bunék (podéel mikrofilament) na mista, kde jsou

Peroxisomy odumiraji v dusledku poskozeni H,0, a v dobé omezg
ztraveny v procesu hromadné recyklace znamém jako pexophat
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Dva typy peroxizému v rostlinnych bunkach

» Jeden typ je pritomen v listech, kde se Ucastni fotorespirace.

» Druhy typ je pritomen v klicicich semenech, kde preménuje mast
uloZené v lipidech semen na cukry potrebné pro rust mladé rostlir

» ProtoZe tato preména tukd na cukry je provadéna reakcemi znam
glyoxylatovy cyklus, tyto peroxizomy se take nazyvaji glyoxyzémy.

» prvni glyoxyzomy izolovany z fazoli (castor beans)

Crystalline core
catalase)

vacuole

peroxisome

mitochondrion




Vztah mezi peroxizOmy a glyoxyzémy

» Puavodné se predpokladalo, ze existuji 2 samostatné populace mikrotélisek,
nicméné glyoxyzémy se béhem vyvoje méni na peroxizomy, béhem
zelenani déloznich listka:

» Na zacatku kliceni preménuji glyoxyzomy tuk na sacharidy
prostrednictvim B-oxidace a glyoxylatového cyklu.

» Po zezelenani déloznich listd vytvareji sacharidy prostrednictvim
fotosyntézy a peroxizomy vyuzivaji fotorespiracni drahu

anti-SGAT -

_eetIEIC_L__ RAR— : 1 e i e Cell of a 4-day-old cucumber ¢

' ' : “ o : stained with 20-nm colloidal gc
particles conjugated to an antib
directed against isocitrate lyase
(large arrowhead) and 10-nm aga
serine:glyoxylate aminotransfera
SGAT (small arrowhead).

ICL glyoxysomal enzymes
SGAT peroxisomal enzym

» Je zajimavé, Ze béhem starnuti listd se peroxizomy transformuji zpét p
pojmenované gerontozomy odpovédné za recyklaci mastnych acyloyy
bunkach listu zpét do rostliny v translokovatelné formé (tj. cukry)4



(A) Fatty acids are metabolized Lipase —

by B-oxidation to acetyl-CoA

Triacylglycerols are
hydrolyzed to yield

OIL BODY

in the glyoxysome, Triacylglycerols fatty acids.
Fatty-acyl-CoA Eatty acsd
synthetase CoA Citrate
CoA \ Aconitase

Acyl-CoA Citrate Oxaloacetate [-N ADH ‘

n Acetyl-CoA :+
B-Oxidation Makite RAP |

Oxaloacetate dehydrogenase Isocitrate

Glyoxylate Malate
cycle
Malate /
Y Glyoxylate Isocitrate
Redukovany C  cyrosoL YC y ‘T— o e of
GLYOXYSOME HO very two molecules o
| Succinate acetyl-CoA produced are

g? nerova ny Phosphoenclpyruvate
behem |
Co;

rozkladu |

metabolized by the
glyoxylate cycle to
generate one succinate.

COOH

lipidu v PEP e

l . carboxykinase\™~=" &} Suciiits
g yoxySO mu J € Fructose-6-P
Y, vcytovsovl u l Oxaloacetate Malate < Fumarate
premenen na MITOCHONDRION

NADH |

sacharid Sucrose  Malate Succinate moves into the
, y dehydrogenase NAD* mitochondrion and is
pomoci : converted to malate.
Malat
procesu aate
lUkO' Malate is transported into the cytosol and oxidized
g to oxaloacetate, which is converted to

phosphoenolpyruvate by the enzyme PEP
neogeneze’ carboxykinase. The resulting PEP is then metabolized

to produce sucrose via the gluconeogenic pathway.




podili se na tvorbé sachardzy z mastnych
acylovych retézcu a je velmi dulezita pri kliceni
semen a spor bohatych na olej

Peroxizomy v tukovych bunkach obsahuji lipazy,
které stépi ulozené lipidy na jejich konstitutivni
mastné acylové retézce. Mastny acyl-CoA vstupuje

do peroxizomu prostrednictvim transportniho
proteinu ABC (ATP-binding cassette).

Mastné acylové retézce pak podléhaji B-oxidaci,
sérii reakci, které vedou k rozpadu dlouhych
mastnych acylovych retézcd na mnoho acetyl-CoA
molekul (zapojenych do aktivace a prenosu
acetatovych skupin mezi molekulami).

Acetyl-CoA pro cyklus kyseliny glyoxylové

Enzymy zapojené do B-oxidace zahrnuji mastnou
acyl-CoA syntetazu a mastnou acyl-CoA oxidazu
(generuje peroxid vodiku).

FIGURE 8.66 p-Oxtdation pathway in peroxisomes.
In each pass through the sequence, one acetyl restdue (s
removed i1 the form of acety-CoA from the carboxyl
end of an acyi-CoA. Seven passes through the cycie are
required to oxidize a C_fatty acid to efght molecules of
acetyl-CaA.

CH;—ICH;)U—JII—CH:—ﬁ—S—COA L-fi-Hydroxyacyl-CoA

cu,—rcu,:,,—ﬁ—cu,—cl‘i—s—cm f-Ketoacyl-CoA
o

mk

m*_
CoASH
H,0 CH;— C—sS—Coa Acetyl-CoA
l
C'h—Ht‘a—lcuzp.o—cuz—aﬁ—ni:—s—cm Cyq acyl-CoA
0

— cng—cﬂ‘—s—c:on Acetyl-CoA
o




Olejova téliska existuji v rostlinach kromé peroXiSGins
» Olejova téliska (oil bodies) jsou organely ukladajici lipidy (triglyceridy).

» Vznikaji jako oblasti diferenciace v ramci ER.

\

i

Mitochondrion

Glyoxysome

» Obsahuji vnéjsi membranu fosfolipidu a specialnich proteinu:

» oleosin, |
caleosin a |
stereoleosin.

ER tubule




