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Abstrakt

Mitochondrie je dilezita organela, zajistujici energeticky metabolizmus buiiky a tcastni se

signalizace, buné¢ného cyklu a programované smrti. Jeji patologie zptisobuji mnoho chorob.

V mitochondrii stejné jako v jadfe probiha replikace, transkripce a translace, i kdyZz mtDNA kéduje jen
tiinact gentl. Tyto dé&je jsou ovSem odlisné od téch jadernych, stejné jako mitochondrialni DNA a
RNA. Mitochondrialni DNA je cirkularni a ob¢ vldkna se replikuji oddélené. Mitochondrie tvoii

polycistronni transkripty, které musi byt nasledné sestfihovany pomoci tRNA.

Mitochondrialni ribozom se vyvinul z prokaryotického, obsahuje ale jen asi polovinu rRNA a tu
nahrazuje ribozomalnimi proteiny. Téch ma dokonce vice nez mnohem vé&tsi eukaryoticky
cytoplazmaticky ribozom. Tato prace je zamétena na aktualni téma molekularni genetiky
mitochondrii: mitochondrialni rRNA a tedy i ribozom, pfedevsim pak na jeho skladani. Pii ném
interaguji mitochondralni rRNA s jaderné kodovanymi proteiny ve slozitém procesu, ktery se nejspise
odehrava na membrané v blizkosti nukleoidu. Porozumeéni tomuto procesu miize pomoci v 1€¢bé

mnoha mitochondrialnich patologii.

Kli¢ova slova: Mitochondrie, mtDNA, mtRNA, skladani ribozomu



Abstract

Mitochondrion is an important organelle maintaining energy metabolism of the cell and participating

in signalization, cell cycle and apoptosis. It‘s pathology causes several diseases.

Replication, transcription and translation take place in mitochondria, similarly like in nucleus, though
there are only 13 protein coding genes. However, these processes, as well as mitochondrial DNA and
RNA, vary significantly from those present in nucleus. Mitochondrial DNA is circular and both
strands are replicated separately. Mitochondria form polycistronic transcripts, which are subsequently
processed by tRNA.

Mitochondrial ribosome evolved from prokaryotic one, but contains only half as much rRNA. Missing
rRNAs are replaced by ribosomal proteins. These ribosomes contain even more proteins compared to
much larger cytoplasmatic eukaryotic ones. This work is focused on current topic of mitochondrial
molecular genetics: mitochondrial rRNA and ribosome, especially ribosomal assembly. In this process
mitochondrial rRNAs interact with nuclear encoded proteins. The whole process probably takes place
on the inner mitochondrial membrane close to the nucleoid. Our understanding to whole mechanism

can help us to find a way how to cure mitochondrial pathologies.

Key words: Mitochondria, mtDNA, mtRNA, ribosome assembly



1. Obsah

1. (@] 157 | o OSSPSR PR PPN 5
2. Seznam PouZitych ZKratekK..............cooiiiiiiiiiii e 6
3. 177 T OO 7
4. IMIIEOCIONAIIE ... bbbttt sb e enes 8
4.1, Mitochondri@lNi @NALOIMIE ........ciiiirieieieies bbb 8
4.2. MitochONdriAINT GENOM ......uiiiiiiiie bbb 9
4.2.1.  Struktura mitochondridlnino GENOMU ........coueiiiiiiiiiiee e 9
A = (=1 o] 11 (o= SRS SSRSN 11
4,23, TEANSKIIPCE ..tttk b b bbbt ettt aeab et ben e 12
5. RIN A e ettt R e ARt et et et e Rt e e e re e R e b nrentente e enee 14
5.1.  Druhy mitochondridlni RNA .........ocoiiiec ettt resre s 14
B.LL.  MRINA e Rt R b e bRt n e bbbt ne e 14
5.1.1.1. SESHTN RINA ..ttt ettt bbbttt 15
5.1.1.2. Polyadenylace MRINA ...t re e e 15
51.13. TTANSIACE. ...ttt ettt bbbttt s 16
D12, ERIN A ettt ettt reetearesrentenrerenean 17
DL 3. TRN A ettt et et et e e teareerente st e renean 17
514, NeKOUJICT RNA ..ot sttt st st sne e 18
5.1.5. JAEINE RINA ..ottt sttt e st e et e b e s be et e e beerbesbesbaebesbeebaesbesre s 19
5.2, Degradact RNA ...t 19
6. L] 007 ] o 1SS 20
6.1.  SKIAUANT FIDOZOMU ..ottt ettt sn e 21
6.1.1.  Nastaveni rovnovahy mnoZzstvi IRNA viCi MRP..........ccooiiiiiiiiiii 21
B.1.2. TR A ettt ettt b et et e neeteereerentenre e eean 22
6.1.2.1. MOIfIKACE 12S TRINAL. ... .ottt e e 23
6.1.2.2. MOIfIKACE 16S FRINAL. ... .coiiieie ettt sttt sae e re e besreeneenee e 24
B.1.3.  PIOTBINY ..ottt bttt bbb bbbttt b 25
6.1.3.1. Asociace ribozomu s vnitini mitochondrialni membranou ...........ccocevevviienciecnennnnn, 26
6.1.3.1.1. Funkce ribozomu ve sklddani dychaciho fet€zce ..........ccoovviiiiiieiiiiiiiicee 26
6.1.3.2. Asociace ribozomu s NUKIEOTARM...........coiiiiiiiece s 27
R 11 (U 2 SR 28
ST/ SRS 29
9. SEZNAM LITEIATUNY ..o.viiitiieieiieie ettt ettt bbbttt ettt b et 30



2. Seznam pouZitych zkratek
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Cytochrom c oxidéaza

Konzervované sekvencni bloky
Deoxyribonukleova kyselina

Poly-A polymeréza lidské mitochondrie
Mitochondrialni ribozomalni protein
Mitochondrialni terminaéni faktor
Mitochondriélni degradozom
Mitochondralni single-strand binding protein
Nikotinamid adenin dinukleotid

Nekodujici region

NADH dehydrogenaza

Origin replikace H-vlakna

Origin replikace L-vlakna

Otevieny Cteci ramec

Polynukleotid fosforylaza

Mitochondrialni RNA polymeraza
Ribonukleova kyselina

Strand-displacement model replikace
Sekvence asociované s terminaci
Mitochondrialni transkripéni faktor A
Mitochondriélni transkripéni faktor B 1
Mitochondrialni transkripéni faktor B 2
Translokaza vnitini mitochondridlni membrany
Translokaza vné&jsi mitochondrialni membrany
Nepiekladana oblast



3. Uvod

Vsechny Zivé organismy potiebuji vnéjsi zdroj energie. Piijata energie musi byt v butice
transformovana do univerzalné pouzitelné podoby, nejc¢astéji do formy adenosintrifosfatu (ATP).

V eukaryotickych organismech vétsinu této energie vyrabi bunééné organely zvané mitochondrie
pomoci Krebsova cyklu a oxida¢ni fosforylace. Mitochondrie ale nejsou jen jakési bunééné elektrarny,
ale hraji roli i v dalsich procesech jako signalizace, bunéény cyklus a programované smrt (apopt6za).
Mitochondrie vznikla z alfa-proteobakterie, kterd byla pohlcena ptedchtidcem eukaryotické buriky.

V prubéhu evoluce pak postupné dochazelo k pfenosu gent z mitochondrie do jadra a tim
mitochondrie ztracela svoji autonomii. Piesto stale neztratila vSe ze svého prokaryotického predka.

V mitochondrich se tedy misi dva svéty a z kazdého si berou néco, coz z nich déla velmi zajimavy
objekt védeckého badani, od evolu¢nich biologi pfes antropology az po molekularni biology.
Mitochondrie si zachovala mnoho typicky prokaryotnich znaku, jako polycistronni transkripty nebo
absenci sestiihového aparatu, vse ale probiha v eukaryotnim organismu a pomoci eukaryotickych
bilkovin. At uz se bavime o replikaci, transkripci nebo translaci, v§e ma sva specifika. Tém se snazime
porozumét uz jen proto, ze mitochondrialni dysfunkce doprovéazi mnoho chorob jako ateroskleroza,
vysoky krevni tlak, ischemické poruchy, zanéty, cysticka fibroza, nadory, diabetes mellitus druhého
typu, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba a dalsi neurodegenerativni poruchy. Proto je

Vv dne$ni dob& mitochondriim vénovana velka pozornost a jejich vyzkum se rychle rozviji.



4, Mitochondrie

Mitochondrie je bunééna organela vyskytujici se U vSech eukaryotickych organismu. Nékteti zastupci
protistd maji v§ak mitochondrii bud’ extrémné redukovanou, nebo se pfemenila na jinou organelu, jako
hydrogenozom nebo mitozom. V buiice se vyskytuje az v tisicich, jak se ale ukazuje, spis nez
jednotlivé mitochondrie je v buiice mitochondrialni sit’, ktera se neustale pohybuje po mikrotubulech a
méni, jak razné ¢asti flzuji a zase se oddéluji. To, jak je mitochondrie ¢asto zobrazovana v ucebnicich
jako spousta malych kulatych mitochondrii odpovida spiSe patologickému stavu u nékterych chorob.
Nejuznavanéjsi teorii vzniku mitochondrie je tzv. endosymbiotické teorie. Ta fika, Ze pfedchiidce
eukaryotické buriky asi pied 1,5-2 miliardami let pohltil alfa-proteobakterii, kterd v ném uz ztstala.
Prvni funkce tohoto endosymbionta ale nejspis nebyla vyroba energie jako u dne$ni mitochondrie, ta
se vyvinula az pozdéji. N&jakou vyhodu pro udrzeni butice ale ptinaset musel, pokud to nebyl parazit.
Mohl poskytovat ochranu pied kyslikem, jelikoz se v dobé endosymbiotické udalosti zacaly

vyskytovat aerobni biotopy &i si pouze vyménovat s buiikou metabolity.

4.1. Mitochondrialni anatomie

Mitochondrie se sklada z n€kolika kompartmenti. Jsou to vnéj$§i membrana, mezimembranovy prostor,
vnitini membrana, kristy a matrix. Vnéj$i membrana je podobna eukaryotické cytoplazmatické
membran€, zejména pomerem proteint k fosfolipidim. Pienos latek pies ni se uskuteciiuje pomoci
porint u latek do 5-10kDa, nebo pomoci proteinti komplexu TOM (translocase of the outer membrane).
Mezimembranovy prostor je svym slozenim velice podobny cytoplazme, od niz ho odd€luje vnéjsi
membrana. Vnitini membrana se vyznacuje vysokym pomérem proteini k lipidim, obsahuje mimo
jiné ATP syntazu, proteiny elektron-transportniho fetézce, transloka¢ni komplex TIM (translocase of
the inner membrane) a specifické transportni proteiny regulujici vyménu metabolitl a iontd mezi
matrix a cytoplazmou. Vnitini membrana tvofi vychlipeniny, zvané kristy, které zvySuji 3-5nasobné
membrany je glykolipid kardiolipin, ktery pomaha snizovat propustnost membrany. Pomoci n¢ho a
dalsich sloZzek membrany vznika bariéra pro vétSinu iontli, metabolitd a nizkomolekularnich sloucenin,
které mohou byt regulované specificky prenaseny. To prostorové oddéluje metabolické déje mezi
cytosolem a mitochondriemi a udrzuje gradienty téchto latek. Hlavni je vSak udrzeni gradientu
protonového, ktery je esencidlni pro tvorbu ATP v procesu oxida¢ni fosforylace. Vnitfek mitochondrie
tvofi matrix, coz je vlastné obdoba cytoplazmy. Ten obsahuje vic nez polovinu vsech
mitochondriélnich bilkovin, a dle obsahuje meziprodukty energetického metabolizmu, ribozomy,

DNA a RNA. DNA, cast RNA a n¢které mitochondrialni proteiny (transkripcni faktory, proteiny



asociované s DNA atd.) jsou v mitochondrii ulozeny v takzvaném nukleoidu. Je to vlastné

mitochondriélni chromozom, podobny tomu prokaryotickému.

4.2. Mitochondriélni genom

Podle endosymbiotické teorie je lidskd mitochondrialni DNA (mtDNA) poziistatkem genomu
symbiotické alfa-proteobakterie, ze které se vyvinuly mitochondrie. V pribéhu evoluce se postupné
jednotlivé geny piesouvaly z endosymbionta do jadra, kde je dnes kddovana naprosta vétsina
mitochondridlnich gend. Lidska mtDNA se postupné zmensila az na 16,6kbp (ovSem u rostlin mtize
byt az 400kbp dlouhd) a kdduje jen 37 gend, z nichZ jen tfinact jsou geny kodujici proteiny. Sedm

z téchto tfinacti proteint jsou slozky komplexu I dychaciho fetézce, tedy NADH dehydrogenazy, tii
jsou soucasti komlexu III, dvé jsou podjednotky ATP syntazy a téinacty protein je cytochrom b.
mtDNA dale kdduje geny pro 2 rRNA a 22 tRNA a tim se podili na tvorbé vlastniho
proteosyntetického aparatu. Buiky jsou z hlediska mitochondrialni DNA polyploidni, v jednotlivé
buiice se vyskytuji az tisice molekul mtDNA. mtDNA v zarodecné buiice maji v naprosté vétsing
ptipadu stejnou sekvenci, ale v prib&hu ontogeneze a starnuti organismu dochazi k nespecifické
akumulaci mutaci, takze ve tkanich i jednotlivych bunikach se pak vedle sebe vyskytuji kopie mtDNA
S riznymi sekvencemi. Tento stav se nazyva heteroplazmie. MtDNA je mnohem nachylngjsi k
mutacim neZ jadernda DNA. To ma vice divodl, mtDNA je mnohem mén¢ chranéna bilkovinami, v
mitochondrii probiha oxida¢ni fosforylace a proto se tu vyskytuji ve vétsi mife kyslikové radikaly a
opravné systémy pro mtDNA nejsou tak komplexni jako pro jadernou DNA. Heteroplazmie ale
nepredstavuje problém, dokud mnozstvi chybnych kopii nepiekroéi uré¢itou mez (asi 60-80% kopii
mtDNA). Diky své polyploidii dokazou nezmutované DNA tyto vadné kopie zastoupit.
Mitochondrialni genom se dédi maternalné a ptipadné mitochondrie, které se do vajicka dostanou ve
spermii, jsou eliminovany autofagii (pies ubiquitinovou drahu). Pfi oogenzi je eliminovana vétSina
mitochondrii, aby se dosahlo homoplazmie u potomka. Mitochondrie nepouziva stejny geneticky kod
jako v jadre. U savci kdduje UGA tryptofan misto stop kodonu. Stop kodon zatim kéduji AGA a AGG,
¢emuz v cytoplazmatickém systému odpovida arginin. Kodony AUA, AUC a AUU jsou v
mitochondrii iniciacni. Anti-kodon parujici systém je také zjednoduseny a tudiz mitochondrii staci

pouze 22 tRNA.

4.2.1. Struktura mitochondrialniho genomu

Mitochondrialni DNA je cirkularni dvouvlaknova molekula. Pro lepsi popis jsou vlakna odliSena podle

hustoty v denaturujicim gradientu zptisobené odlisSnym obsahem G a T. T¢€zsi vlakno se nazyva H-
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vlakno (heavy) a leh¢i L-vlakno (light). Vétsina genti je kddovana H-vlaknem, to obsahuje 2 rRNA
(16S a 12S), 14 tRNA a 12 mRNA. Z mRNA H-vlakna vznika cytochrom b a podjednotky komplexu
NADH dehydrogenazy (ND1-5, ND4L), cytochrom ¢ oxidazy (CO I, CO Il, CO IlI) a ATP syntazy
(ATPéza 6 a 8). L-vlakno kdduje zbylych 8 tRNA a jen jeden protein, podjednotku ND6 NADH
dehydrogenazy.

[ \ \
Lys| ATPase6 !

| com
ATPase8

Schéma mitochondrialniho genomu (Fernandez-Silva, Enriquez et al. 2003)

mtDNA tvoii nukleoidy navazané na membranu, s kterou asociuje prostiednictvim DNA vazebnych
proteinil. Vazebnych bilkovin ma ov§em mnohem méné nez jaderna DNA. Zvlastnosti je pfitomnost
takzvané D-loop (displacement loop), cozZ je tiitetézcova struktura, kde teti vlakno tvoii 7S DNA. D-
loop je nejvyznamnéjsi nekddujici segment mtDNA. Nachazi se zde replika¢ni pocatek pro H-vlakno
(Oy), promotory pro replikaci H i L vlakna a regula¢ni sekvence jako CSBs (conserved sequence
blocks), TASs (termination-associated sequences) a také se tu tvoii sekundarni struktury podobné
tRNA, které nejspise hraji roli v replikaci. Druhy nekodujici element, dlouhy asi jen 30 nt, obsahuje
replikacni pocatek pro L-vlakno (O,) a nachazi se piiblizné 2/3 délky mtDNA ve sméru replikace z Oy.
Sav¢i mitochondrialni genom je kompaktni, kodujici sekvence na sebe navazuji a neobsahuji introny,
nékteré geny dokonce piesahuji do dalich (ATP6 a ATP8, ND4 a ND4L) ¢i neobsahuji v sekvenci
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kompletni stopkodony, které jsou dotvofeny az polyadenylaci MRNA. tRNA je pravidelné uspotadana
mezi ostatni geny a hraje dilezitou roli v sestiihu polycistronni RNA. VSechna eukaryota ov§em
nemaji takto usporadany mitochondrialni genom. Napiiklad kvasinkovy je 5x delsi, obsahuje introny

a tRNA nejsou pravidelné mezi geny, nybrz pohromade¢.

4.2.2. Replikace

Replikace probiha v mitochondridlni matrix, tedy nezavisle na bunétném cyklu a replikaci jaderné
DNA, piesto ale podléha buné¢nym signalim. Typicka replikace mtDNA v mysi buice trva cca 1
hodinu (Bogenhagen and Clayton 1977).

Pro replikaci byly vytvofeny 3 hlavni modely. Nejstarsi a nejlépe popsany mechanizmus je strand-
displacement model (SDM). Probiha jako asynchronni disloka¢ni mechanismus s 2 jednosmérnymi
nezavislymi pocatky. Syntéza zacina na Oy, pokracuje po mateiském L-vlakné a tvoii tedy nové H-
vlakno. Kdyz replikace prvniho vldkna dorazi az k Oy, inicia¢ni misto na matefském H-vlakné se
odkryje a muze zacit replikace druhého vlakna (Shadel and Clayton 1997).

Iniciace replikace zacind na Oy, které je soucasti D-loop. Nejprve je potieba vytvoreni replikacniho
RNA primeru. Mitochondrialni RNA polymeraza (POLRMT) vytvoii pti transkripci R-loop, coz je
RNA/DNA duplex v misté Oy. Ten je sesttizen RN&zou MRP, ktera zkrati konce RNA do spravné
velikosti. Pro iniciaci in vitro jsou potieba jen tyto dva proteiny, tedy POLRMT a RNaza MRP (Lee
and Clayton 1998),in vivo se iniciace replikace prvniho vlakna G¢astni nejspise i dalsi proteiny.
Polymeraza vy je jedind mitochondrialni DNA polymeraza, tudiz musi mit nejen polymerazovou, ale i
DNA 3"-5" exonukledzovou a lyazovou aktivitu pro opravnou funkci. Ke spravné replikaci
samoziejmé nestaci jen polymeraza. Stejné jako u jaderné polymerazy jsou pro spravnou a Uplnou
replikaci potfebné dalsi proteiny, jako topoizomeraza, helikdza, mtSSB a ligaza. Prevzato z (Copeland
and Longley 2003).

Replikace je zavisla na transkripci (vytvoreni RNA primerii), cis-acting elementech, trans-acting
faktorech pottebnych pro transkripci L-vlakna a na dalSich sekvencich v D-loop: CSB, dilezitych pro
syntézu primert @ TAS. TAS sekvence jsou dilezité pro vytvofeni D-loop. Mohou totiz terminovat
replikaci na konci D-loop a tim se vytvoii kratké teti vlakno, tedy 7S DNA. Replikace L-vlakna
zacina az poté, co replikace H-vlakna dorazi k O, a odkryje ho na jednofetézcové DNA. sSDNA je

v této oblati bohaté na T, vytvoii smycku a POLRMT na ni vytvoii primery , z kterych za¢ne replikace
L-vldkna. Prevzato z (Fernandez-Silva, Enriquez et al. 2003).

Druhy model replikace se nazyvany RITOLS (ribonucleotide incorporation throughout the lagging
strand). Je velmi podobny SDM. Oba modely piedpokladaji, ze jednotliva vlakna nejsou
syntetizovana zarovet, tedy ze Oy leZi v D-loop a O na opa¢né strané molekuly. | systém replikace je

vlastné stejny jako SDM, jen na opozd’ujicim se vlakné jsou navic RNA. V ptipadé SDM je ha
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jednotetézcové DNA navazan misto RNA mitochondriélni single-strand binding protein (mtSSB).
Oproti tomuto proteinu ma RNA v prostiedi mitochondrie, kde je velka mutaéni rychlost zna¢nou
vyhodu. RNA zachovava stejnou sekvenci a pti nahodné mutaci je moznost ji jednoduse opravit. To u
proteinu nejde, a kdyz si uvédomime, ze jedno vlakno je samostatné po celou dobu nez replikace
ptejde pres 2/3 chromozomu, bylo by to pro organismus ziejmé moc velké riziko. Tato ochrana se
vyplati hlavné v mitochondrii, protoZe je to proces samoziejmé mnohem pomalej$i nez pouhé
nasednuti proteinu. Napiiklad eukaryotickou jadernou replikaci by to nepfiméfené zpomalovalo
(Yasukawa, Reyes et al. 2006).

Og Og
. e
DH DH
-~
e
Oy Og Ug
Tamplate — or or
Mascant DNA
ANA 777

Mechanismus RITOLS replikace (Holt and Reyes 2012)

Ttetim modelem replikace je klasicky jaderny mechanizmus, tedy spojena syntéza vedouci (leading) a
opozd'ujiciho se (lagging) vlakna. Byly objeveny intermedity, u kterych se pfedpoklada, ze mohou
vznikat jen pti tomto zptisobu replikace. Tuto teorii ovsem nepodporuji zadné jiné dikazy. (Holt,
Lorimer et al. 2000)

4.2.3. Transkripce

Transkripce zac¢ina stejné jako replikace vzdy v D-loop. Pro transkripci byla objevena tfi iniciacni

mista, Hi, H, a L. Jak uZ nazvy napovidaji, dva po¢atky jsou pro H-vldkno a jeden pro L-vlakno.

.....

tRNAr a konci na 3" konci 16S rRNA, se transkribuje tRNAg, 12S rRNA, tRNA,, a 16S rRNA.
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.....

asi 20 x méné nez Hy, pokracuje pies celé vlakno a tvoii se z n&j vSechny RNA kddované H-vldknem.
Diusledkem existence téchto 2 pocatki je snadno regulovatelna produkce rRNA vici mRNA H-vlékna.
Transkripce L-vlakna za¢ina na jediném mist¢, na 5” konci 7S RNA, tedy asi 150nt od H; a sestfihem
se z n&j vytvoii 8 tRNA a mRNA pro podjednotku ND6 (Montoya, Christianson et al. 1982; Montoya,
Gaines et al. 1983).

Transkripci provadi specificka mitochondrialni polymeraza (mtRNApol/POLRMT), homologni s
fagovou polymerézou a kvasinkovou mtRNA polymerazou. Prrevzato z (Arnold, Smidansky et al.
2012).Tato polymeraza samoziejmé potiebuje ke své spravné funkci transkripéni faktory, z nichz
nejdilezitéjsi je ziejmé TFAM, ktery naseda na vazebna mista v D-loop, jesté pred samotnymi
promotory. V tomto misté nejspise tvoii komplex s DNA a ohybad ji tak, ze polymeraza muze
nasednout. Prevzato z (Shi, Dierckx et al. 2012). Dalsi esencialni faktory jsou TFBIM a TFB2M, které
tvoii heterodimer s polymerazou. TFB1M podporuje transkripci fadové vice a ptisobeni jednoho ¢&i
druhého se nejspise vyuziva k regulaci transkripce (Falkenberg, Gaspari et al. 2002). Jak uz bylo
feceno, transkripce z H; kon¢i za 16S rRNA. To zajistuje protein mTEREF, ktery se v tom misté vaze na

DNA a zpusobuje terminaci transkripce (Daga, Micol et al. 1993).
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5. RNA

Mitochondrie jako buné¢na organela s vlastni DNA také syntetizuje svoji RNA. Tato RNA se od
jaderné lisi a obsahuje rysy eukaryotickych i prokaryotickych RNA, stejné jako vlastni specifické

mitochondriélni znaky.

5.1. Druhy mitochondrialni RNA

V mitochondrii vznikaji v§echny tfi zakladni druhy RNA, tedy mRNA, tRNA a rRNA. Jak se ukazuje,
obsahuje i jiné, nekddujici RNA, o jejich funkci se zatim téméf nic nevi. Mitochondrie obsahuje i malé

mnozstvi jaderné RNA, pfedevsim 5S rRNA a nékteré miRNA.

5.1.1. mRNA

V mitochondrii se tvoti mRNA pro 13 podjednotek komplexti dychaciho, veskeré ostatni bilkoviny
jsou kodovany v jadie, kam byly v prib&hu evoluce piesunuty. Dvanact z téchto tiinacti bilkovin je
kédovano H-vldknem, zatimco L-vldkno obsahuje jen gen ND-6.Pti transkripci v mitochondrii
vznikaji polycistronni transkripty a tudiz z nich musi byt RNA vystfizeny. Mitochondrialni mMRNA na
nukleotidy (vyjimka jsou bicistronni transkripty). Poly-A za¢ina hned za stopkodonem nebo ho
dokonce dopliiuje. Chybi tedy typické 5" a 3" nepiekladané oblasti, metylguanosinova ¢epicka.
3’polyadenylace v mitochondrii existuje, ale odlisna od té jaderné. Vyskytuje se tu jak stabiliza¢ni, tak
polyadenylace oznacujici RNA k degradaci. Prevzato z (Fernandez-Silva, Enriquez et al. 2003;
Temperley, Wydro et al. 2010).

14



Tabulka vlastnosti mitochondridlnich transkriptii (Temperley, Wydro et al. 2010)

. , , iniciaCni | terminacni | A pfidany do | délka poly-A
Protein > UTR ORF 3UTR kodon kodon stzpkod:;nu korF:cey
ND5 0 1811 568 AUA UAA 0 0/8
COX1 3 1541 72 AUG UAG 0 37
ND4 296 1377 0 AUG UAA 2 48
CYTB 0 1140 0 AUG UAA 2 40
ND2 0 1041 0 AUU UAA 2 43
ND1 2 955 0 AUA UAA 1 45
COX3 0 783 0 AUG UAA 2 43
COX2 0 708 24 AUG UAG 0 45
ATP6 161 679 0 AUG UAA 1 45
ND6 0 524 ? AUG UAG 0 -
ND3 0 345 0 AUA UAA 2 44
ND4L 0 296 1371 AUG UAA 0 48
ATP8 1 206 634 AUG UAG 0 45

5.1.1.1. Sestfih RNA

Sestiih mitochondrialnich RNA probiha podle takzvaného tRNA punctuation modelu.

Mitochondrie tvoii dlouhé polycistronni transkripty, z kterych musi byt jednotliva RNA vystfiZena.
Bunka pro tento tcel vyuziva tRNA, které jsou rozmistény mezi ostatni geny a tvofi sekundarni
struktury jednoduse rozpoznatelné RNazami. V nékolika ptipadech nejsou na koncich mRNA zadné
tRNA, ale predpoklada se, ze jsou tam sekundarni struktury podobné tRNA, které plni stejnou funkeci.
Po rozpoznani téchto struktur provedou RN4zy jednoduché endonukleazové stépeni, na 3 ’konci tRNA
provede $tépeni RNaza Z, nejspise ELAC2 a na 5" konci RNéaza P. Mitochondrialni RN4aza P je
bilkovina s tfemi podjednotkami, mimo funkce v tomto §t€peni funguje i jako metyltransferaza pro

tRNA. Prevzato z (Fernandez-Silva, Enriquez et al. 2003; Temperley, Wydro et al. 2010).

5.1.1.2. Polyadenylace mRNA

V cytosolu hraje polyadenylace dilezitou roli v iniciaci translace, kde poly-A a metylguanosinova
Cepicka interaguji pres dalsi proteiny, cirkularizuji mRNA a iniciuji translaci. Mitochondrialni mRNA
v ribozomalni translaci je nejasna.

Hlavnim diivodem pro¢ dochazi k polyadenylaci v mitochondrii je vytvofeni stop kodonu UAA u 7
mRNA kon¢icich U nebo UA (Anderson, Bankier et al. 1981).
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U jadernych RNA polyadenylace zvysuje stabilitu, naopak u bakterii a chloroplastt stimuluje
degradaci polyadenylovanych RNA. Polyadenylace u mitochondrialni mRNA ma velice riznorodou
funkci u riznych organismd. U rostlin, stejné jako chloroplasty stimuluje polyadenylace degradaci, u
kvasinek se nevyskytuje viibec. U nékterych zastupci protisti probihaji dvé polyadenylace po sobé.
Prvni polyadenylace stabilizuje transkript a druh je esenciélni pro syntézu bilkoviny. Prevzato z
(Rorbach and Minczuk 2012). Sav¢i mitochondrie se 1isi od vSech téchto vyjmenovanych. Existuji v ni
totiz nejspiSe dveé na sobé nezavislé polyadenylace. Eukaryoticka stabilizujici polyadenylace na 3
konci, ale také jako pozustatek prokaryotického piedka polyadenylace oznacujici RNA pro degradaci.
V mitochondrii byly totiz objeveny interné polyadenylované transkripty smétujici k degradaci. Tato
polyadenylace se ale nevyskytuje u vSech transkriptt (Slomovic, Laufer et al. 2005).

Polyadenylaci provadi v lidské mitochondrii protein hmtPAP (Tomecki, Dmochowska et al. 2004).
Dalsi enzym dulezity pro polyadenylaci, ale i degradaci a sestiih je PNPaza. Jeji silencing vyznamné
ovlivnil jak sestiih, tak polyadenylaci. Vysledky se ale velice lisi gen od genu. V mitochondrii se vSak
PNPA&za nachazi v mezimembranovém prostoru, kde se zadné mitochondrialné kédované RNA
nevyskytuji, polyadenylaci tudiz ovliviiuje nejspiSe neptimo. Pfi silencingu PNPazy spole¢né s
hmtPAP byly stéle ptitomny kratké oligo-A fetézce, coz naznacuje, Ze existuje jesté néjaky neobjeveny

polyadenylujici (nebo oligoadenilujici) protein (Slomovic and Schuster 2008).

5.1.1.3. Translace

O mitochondrialnich mRNA se obecné tvrdi, Ze nemaji zadné nepiekladané Useky (UTR), toto tvrzeni
vsak plati jen pro ¢tyfi z nich. Na 5" konci to ale jsou jen 1-3 nukleotidové useky u tii mRNA. ND4 a
ATP6 ma velké 5'UTR, ale to jsou vlastné jen ¢asti ND4L, respektive ATPS, jakoZto bicistronnich
transkriptd. To samé plati i obracené a ND4L a ATP8 maji 3'UTR patiici ND4 a ATP6. CO2 obsahuje
jedinou delsi UTR neZ 3nt, ktera nema nebo u ni jesté nebyla zjisténa prava funkce. Tato UTR navic
ani neni konzervovana u v$ech druhii. Jelikoz mitochondrialni mRNA tedy neobsahuji Zzadné
regulaéni UTR, musi byt v8echny signaly, naptiklad pro §tépeni, polyadenylaci nebo translaci

na za¢atku molekuly nebo za 3" UTR. Inicia¢nim kodonem je ve vétSinou AUG, ve tiech ptipadech
AUA a u ND2 mRNA je to AUU. Z divodu absence UTR a methylguanosinové ¢epicky musi mit
mitochondrie odlisny zplisob translace od jaderné, pro kterou jsou tyto struktury nezbytné. Prevzato z

(Temperley, Wydro et al. 2010).
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5.1.2. tRNA

Vsech 22 mitochondriélnich tRNA je v genomu rozmisténo na obou vlaknech téméi pravidelné mezi
ostatnimi geny. V mitochondrii maji tRNA mnohem vice funkci nez v jadie. Mimo své hlavni funkce
se totiz jesté Gicastni terminace transkripce, pomahaji iniciaci replikace L-vldkna a oznacuji sestiihova
mista na polycistronnich transkriptech. Sesttih probiha, jak uz bylo popsano, pomoci tRNA-
punctuation modelu z polycistronniho transkriptu. V lidské mitochondrii to nejpise probiha tak, ze na
5" konci tRNA provede §tépeni RN&za P a na 3" konci tRNéza Z a tim se tRNA uvolni. Role téchto
tRNA se v translaci nelisi od jadernych, jen pro iniciaci translace se stejné jako v bakterii vyuziva
formyl-methionyl-tRNA. Ta se vyskytuje soucasné se svou neformylovanou verzi, ktera je vyuzivana
v elongaci. Mitochondrialni tRNA zaujimaji, stejné jako jaderné, strukturu jetelového listu. Tuto
strukturu ovSem postrada tRNApne(acy), jelikoz ji uplné chybi D-smycka.

Na 3" konec tRNA musi byt dodate¢né piidan CCA triplet pomoci jaderné kédované aminoacyl-tRNA
syntetazy. tRNA obsahuji také posttranskripéné modifikované nukleotidy. Zatim bylo objeveno 16
riznych modifikaci na 11 tRNA, z nichz 3 se vyskytuji pravé jen v mitochondrii. Tyto modifikace jsou
dilezité k zaujeti jejich spravné konformace. Prrevzato z (Levinger, Morl et al. 2004; Suzuki and
Nagao 2011) .

Mitochondrialni tRNA na rozdil od jadernych neobsahuji 3" koncovou polyadenylaci, ale jsou
polyadenylovany intern¢ a tim jsou smérovany na degradujici drahu zvislou na polyadenylaci
(Slomovic, Laufer et al. 2005).

513. rRNA
Mitochondriélni rRNA jsou v genomu jen na H-vlakné za sebou hned za iniciaénim mistem
ohranic¢ené jen tRNA pro fenylalanin, valin a leucin, které slouzi k jejich vysttizeni. Jsou mensi nez
cytoplazmatické, 12S rRNA je dlouhd piiblizné 1kbp a 16S 1,5kbp. Oblast kde jsou v genomu rRNA
je prepisovana ze dvou promotort, H; a H,, které za¢inaji témef na stejném misté. Z promotoru H, se
transkribuje celé vlakno, zatimco transkripce z promotoru H; kon¢i za genem pro 16S rRNA, tim je
redukovano mnozstvi rRNA vii¢i mRNA z H-vlakna. (Montoya, Gaines et al. 1983) 3" konec
transkripti 16S rRNA z H; promotoru je diky nepiesnosti této terminace heterogenni a mize
obsahovat ¢asti mt-tRNA .. 3" konec muze byt také polyadenylovan, ale vétsinou ne vice nez tii nebo
Ctyti adeniny. (Van Etten, Bird et al. 1983) rRNA podléhd i dalsim posttranskripénim apravam.

Neékteré nukleotidy jsou metylovany a jeden je pfemén na pseudouridin.
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5.1.4. Nekddujici RNA

Nekodujici RNA tvoii az 15% z lidského mitochondrialniho transkriptomu (tRNA a rRNA se neberou
v Uvahu). Z genu kédujiciho protein mohou vzniknout teoreticky dva ruzné transkripty: jeden,

z kterého se translaci mize vytvoftit dany protein (sense), nebo jeho komplementarni protéjsek (anti-
sense). Jelikoz mitochondrie vytvari polycistronni transkripty celého vlakna, pti sestfihu opa¢ného
vlakna vlastn€ vznikaji anti-sense transkripty vSech geni. Ty jsou vSak nejspiSe velmi rychle
degradovany a u ¢lovéka byly objeveny jen 3 dlouhé nekddujici RNA, anti-sense transkripty genti
ND5, ND6 a CYB. Tyto RNA jsou sestfihavany stejnymi proteiny, jako normalni RNA a vyskytuji se
az v polovi¢nich koncentracich, nez jejich sense protejsky. Jsou ovSem plné stopkodonti a slouzi
nejspis k posttranskripcni regulaci jejich komplementarnich mRNA. To podporuje i zjisténi, Ze

v riznych tkanich je jejich vyskyt velmi odlisny. Nejvice se vyskytuji ve vajecnicich a varlatech

(Rackham, Shearwood et al. 2011).

Malé nekddujici RNA (ncRNA) byly identifikovany v Sirokém spektru organismil od bakterii po
cloveka. Z nekodujicich RNA je v mitochondrii samoziejme vétSina rRNA a tRNA. Déle jsou to
meziprodukty degradace, RNA z jadra (6,6%) a zbytek tvoii ostatni RNA, které by mohly byt ncRNA.
ncRNA objevené v mitochondrii mysi jsou bud’ z D-loop nebo anti-sense RNA:

Mt-1 je sekvence zacinajici na predikovaném misté pro RNA primer replikace na L -vlakné. Jeho 3’
konec je heterogenni a kon¢i pfed mistem ptisobeni Rnazy MRP. Vznika nejspise predcasnou
terminaci transkripce primeru pro replikaci. Tim se znemozni sestéih Rnazou MRP a reguluje tedy
negativné replikaci. Mt-2 je kddovano L-vlaknem v pozici tésné pred tRNAp,, a proto to bude nejspise
zbytek ze sestiihu této tRNA. Mt-3 je 23nt dlouha sekvence z H-vldkna a z druhé strany nez Mt-1
prechazi misto $t€peni RNazy MRP, proto nejspise také ovlivituje jeji aktivitu. Mt-4 je dlouha 55 nt a
také se nachazi v D-loop.

Déle byly popséany anti-sense RNA genti pro ND4 a ND6, které se teoreticky mohou tcastnit regulace

genové exprese téchto gend, tak jak to funguje u bakterii (Lung, Zemann et al. 2006).
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Malé nekddujici RNA v mitochondrii (Lung, Zemann et al. 2006)

5.1.5. Jaderné RNA

Sav¢i mitochondrie obsahuje také malé mnozstvi RNA z jadra. Naprosta vétSina z toho jsou rizné
rRNA, jako 288, 5.8S, 5S a ¢asti 18S rRNA, jejich poméry se 1i8i podle organizmi. Byly nalezeny ale
také fragmenty jaderné mRNA a miRNA, ov§em témét v zanedbatelnych mnozstvich (Lung, Zemann
et al. 2006).

V mitochondrii probiha také import 5S rRNA (i kdyZ neni integralni sou¢asti mitochondrialniho
ribozomu) dovniti pfes membranové proteiny a je energeticky zavisly na ATP a membranovém
potencialu. Lidska mitochondrie ma i prostfedky na pfenos nékterych tRNA, ale in vivo se to ziejmé

nedé&je (Entelis, Kolesnikova et al. 2001).

5.2. Degradace RNA

RNA je obecné degradovana velkymi proteinovymi komplexy, jako eukaryoticky exozom nebo
bakterialni degradozom. Tyto komplexy obsahuji dvé zakladni bilkoviny, RNA helikazu, které rozpléta

sekundarni strukturu RNA a tim usnadiiuje praci ribonukledze rozkladajici RNA.

U kvasinkovych mitochondrii provadi degradaci RNA mtEXO komplex, jako helikéza funguje SUV3

a jako ribonukleaza DSS1. V buiikach bez degradozomu se akumulovaly nespravné procesované
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transkripty. Jako nasledek toho ztracely buiiky translaci a byly nekompetentni, coz potvrzuje roli
degradozomu v rozkladu RNA (Dziembowski, Piwowarski et al. 2003).

Lidsky homolog SUV3 byl objeven a také jeho absence zptisobuje hromadéni zkracenych
polyadenylovanych transkripti a zhorSuje proteosyntézu. To vede ke snizeni mnozstvi mtDNA,
rozpadu mitochondrialni sit€¢ a nakonec k bunééné smrti. To naznacuje, ze SUV3 je soucasti
degradozomu , podobné jako v kvasince (Khidr, Wu et al. 2008).

Exoribonukledza neni konzervovand jako helikaza a jeji funkci muze plnit nékolik moznych proteind.
Jako nejlepsi kandidat se jevi PNPaza, ktera byla objevena v mitochondrii a je schopna degradovat
RNA ve 3°-5" sméru (Piwowarski, Grzechnik et al. 2003). PNPaza je navic pfitomna i v degradozomu
bakterii (Carpousis 2007).

Jelikoz neni dokazano, ze PNPaza je opravdu ten protein, ktery je hlavni pro degradaci RNA v
mitochondrii, zkoumaji se i jini mozni kandidati, REXO2, EndoG, RNaza L. Ne&které dalsi jesté

nejspise nebyly objeveny nebo nebyla dokazana jejich pritomnost v mitochondrii.

6. Ribozom
Ribozom je supramolekularni struktura obsahujici jak RNA, tak proteiny a je to tedy
ribonukleoproteinovy komplex. Sav¢i mitochondridlni ribozom tvoti 39S neboli velké ribozomalni
podjednotka (LSU), ktera vznika z 16S rRNA a 28S, tedy mala ribozomalni podjednotka (SSU),
vznikajici z 12S rRNA. Cely mitochondrialni 55S ribozom vznikl z prokaryotického 70S ribozomu a
je mu strukturné mnohem ptibuznéjsi, nez eukaryotickému cytoplazmatickému 80S ribozomu.
Sav¢i mitochondrialni ribozomy jsou odlisitelné od téchto dvou dalSich typi nékolika unikatnimi
znaky. Maji podobnou velikost jako ribozomy bakterialni, ale obsahuji asi dvakréat vice bilkovin a jen
polovinu rRNA. Maji dokonce vice proteinii nez mnohem vétsi eukaryotické cytoplazmatické
ribozomy (Denslow and O'Brien 1984). rRNA sav¢ich mitochondridlnich ribozom je asi o polovinu
krat$i nez u bakterii a chybi jim upln¢ 5S cast, ktera se nachazi témét ve vSech znamych ribozomech.
rRNA obsahuji méné modifikovanych nukleotidl nez jiné znamé rRNA. rRNA LSU mitochondrie

obsahuje jen jediny pseudouridin, zatimco bakterialni 4-8 a savéi cytoplazmaticka dokonce 57.

Sav¢i mitochondridlni ribozom obsahuje 78 potvrzenych jaderné kédovanych bilkovin.
Mitochondriélni ribozomalni proteiny (MRP) se v evoluci vyvijely pomérné rychle, aby dorovnaly
zmeény v rychle mutujici ribozomalni rRNA. Velka muta¢ni rychlost v mitochondrii v pribéhu evoluce
zkratila rRNA, coz muselo byt kompenzovana proteiny z matrix. TudiZ v ribozomu ptevladaji protein-
proteinové interakce. Nové proteiny nejsou homologni s prokaryotickymi ani eukaryotickymi

ribozomalnimi proteiny a maji i funkce mimo ribozom. Prevzato z (O'Brien 2003).
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6.1. Skladani ribozomu

Skladani jaderného ribozomu za¢ina v jadie syntézou rRNA a nésleduje jeji skladani a modifikace.
Tohoto procesu se Ucastni vice nez 180 agregaénich faktorti a 100 malych jadernych RNP (SnoRNP)
asociovanych s pre-rRNA, katalyzujicich posttranskripéni modifikace rRNA a tvorbu aktivnich mist.
Kazda snoRNP obsahuje ¢tyti hlavni proteiny a unikatni sSnoRNA, ktera se paruje s pre-rRNA a po
upravé zase disociuje. Roli ve skladani hraji samoziejmé také ribozomalni proteiny, které uz ztstavaji
soucasti ribozomu. Ribozom se utvati hierarchicky ptes oddélené skladané subkomplexy, ty postupné
nasedaji na rRNA a vytvoii preribozom, ktery je nasledné jesté upraven a maturovan.

Pro skladani ribozomu je potfeba mnoho GTPaz a ATPaz. Nasednuti a hydrolyza ATP ¢i GTP mize
stabilizovat ¢i destabilizovat bilkoviny asociované s preribozomem, mize katalyzovat konforma¢ni
zmény RNA nebo RNP a nebo fungovat jako odstranitelné pojistky proti pfed¢asné asociaci komplexa.
Podobna funkce mtize byt zajisténa i posttranslaénimi modifikacemi. Dalsi regulace se provadi na
arovni kontroly kvality, kdy se pti nespravném skladani ribozomu tvoii nestabilni intermediaty. Tim se
utvari nékolik trovni regulace, coz je pro takto slozity d&j esencialni. Prrevzato z (Staley and Woolford

2009).

O skladani mitochondrialniho ribozomu se toho vi mnohem méné. Zakladni principy budou nejspise
stejné a budou v ném hrat roli jak modifikace rRNA, tak mnoho proteini pomahajicich skladani a
mitochondrialni ribozomalni proteiny. Modifikace rRNA se v mitochondrii net¢astni snoRNP, ale
metyltransferdzy. Mitochondrie je organela oddélena od buiky dvéma membranami a tim padem musi
proteiny sméfované do mitochondrie projit ptes bunku a nasledné jesté pres slozity komplex
membranovych transportérii. Aby se tento energeticky i ¢asoveé naro¢ny transport co nejvice
minimalizoval, tak mnoho proteint zastava vice funkci. V posledni dobé se ukazuje, ze skladani

ribozomu je velmi provdzano s replikaci, transkripci a dokonce i se skladanim respira¢niho fetézce.

6.1.1. Nastaveni rovnovahy mnoZstvi rRNA vici MRP

Bunka musi nastavit mechanismy, jak koordinovat tvorbu mitochondrialni rRNA s jaderné
kédovanymi ribozomalnimi proteiny. Jinymi slovy, buiika se musi vypofadat se sloZitou situaci, kdy
nemuze plytvat zbyte¢né energii tim, zZe bude nekoordinované¢ vyrabét nadbytecné mnozstvi bud’
mitochondridlnich rRNA nebo jadernych proteinti. Musi tedy regulovat z jadra spole¢né expresi jak

jadernou, tak mitochondrialni.

Prikladem takové regulace, a¢ v tomto ptipadé u mRNA je stabilizace mRNA cytochromu b pomoci
jaderné kédovaného proteinu Cbpl. Gen CBP1 kdduje dva transkripty, jeden z nich zkraceny z 3

konce asi v poloving uvnitt kodujici sekvence. Kratky transkript je nefunk¢ni a jeho produkce tedy
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snizuje mnozstvi mRNA cytochromu b. To je tedy jeden ptiklad, jakym jadro reguluje mnozstvi
mRNA cytochromu b a mozny zpusob regulace dalsich mitochondrialnich RNA, tedy i rRNA (Sparks,
Mayer et al. 1997).

Nejjednodussi moznost takovéto regulace je ale pres MTERF1. Ten, jakozto hlavni represor
transkripce se vaze na mtDNA za geny pro 12S a 16S rRNA a zastavuje ji, ¢imz reguluje expresi
rRNA vuéi ostatnim RNA a nepiimo tedy i viéi jadernym proteinim (Montoya, Gaines et al. 1983).
Vsechny MTEREF proteiny reguluji transkripci, maji ale i dalsi funkce. MTERF3 reguluje vztah mezi
transkripci a translaci a pomaha sestavit velkou ribozomalni podjednotku (Wredenberg, Lagouge et al.
2013). MTREF4 kontroluje ribozomalni biogenezi a translaci. Tvoii komplex s ribozomalni
metyltransferazou NSUN4 a je dilezity pro jeji prisednuti k LSU. Zaroven metyluje 12S rRNA

v pozici C847. Jeho ztrata vede k $patnému slozeni ribozomu a drastické redukei translace (Camara,
Asin-Cayuela et al. 2011).

Dalsi z mechanizmi, jak koordinovat ribozomalni biogenezi a transkripci, kde transkripce rRNA musi
byt upravena v souladu s rychlosti importu a skladani jaderné kddovanych MRP, je vyuziti enzymd, u
kterych by se tato funkce na prvni pohled necekala, napiiklad mitochondrialni RNA polymerazy. Jak
uz bylo popsano, pro transkripci je potieba v zakladu POLRMT a TFB2M, které jsou aktivovany
TFAMem. Na POLRMT ale také ptimo naseda mitochondriélni ribozomalni protein L7/L12
(MRPL12), ¢imz aktivuje transkripci. Tuto teorii podporuje fakt, Ze jeho silencing vede ke zmenSeni
mnozstvi transkripti, ale na rozdil od vétSiny jinych mitochondrialnich proteind to neni zptisobeno
zménou jejich stability. MRPL12 na POLRMT naseda nejspise jen ve volné formé, tedy nenavazany
na ribozom. Nevyuzity MRPL12 tak zvySuje produkci RNA, tedy i rRNA, s kterou poté vytvari
ribozom (Surovtseva, Shutt et al. 2011).

POLRMT interaguje i s TFBIM, coZ je mimo transkripéniho faktoru také 12S ribozomalni RNA
metyltransferaza dilezita pro skladani malé mitochondrialni (28S) podjednotky. Asociuji spolu v 28S
ribozomalnich komplexech, které se viibec neti¢astni transkripce a POLRMT nejspise zvySuje aktivitu
TFB1IM. POLRMT je tedy multifunkéni protein, ktery nema funkci jen polymerazy, ale Gi¢astni se i

jinych dé&ju ovlivitujicich genovou expresi (Surovtseva and Shadel 2013).

6.1.2. rRNA

Skladani ribozomu probiha na nékolika trovnich. Prvni je samoziejmé transkripce rRNA z mtDNA.
Tato rRNA je poté postranskripéné modifikovana. V mitochondrii jsou modifikace redukovany na
minimum, zbyly jen ty, které jsou vysoce konzervované a tedy naprosto nezbytné pro spravnou funkci
rRNA.

Prvni dulezity bod v procesu skladani ribozomu po transkripci rRNA je stabilizace RNA do doby,

dokud se kolem této RNA neza¢ne skladat ribozom. Mimoto musi RNA zaujmout spravnou
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konformaci. Tuto funkci pro 12S rRNA zajistuje GTP4aza ERAL1, ktera slouzi nejspis jako
mitochondrialni RNA chaperon a vaze se ke smy¢ce na 3" konci. Jeji ztrata totiz vede k rychlému
rozpadu vznikajicich 12S rRNA a nasledné k apoptoze, ktera muze byt ale zptsobena i ztratou mRNA,
jelikoz tato bilkovina zabratiuje i rozpadu vétsiny mitochondrialni mRNA (Dennerlein, Rozanska et al.
2010).

6.1.2.1. Modifikace 12S rRNA

Modifikace rRNA byly u savci zkoumany na kiec¢cich. U lidi nebyla vétSina téchto modifikaci
experimentalng potvrzena. U kiecka se na 12S rRNA vyskytuje pét modifikovanych nukleotidt. Tti

z téchto modifikaci jsou jednoduché metylace a dvé jsou dvojité metylace.

Tabulka modifikaci 12S rRNA, prevzato z (Rorbach and Minczuk 2012)

E. coli Kvasinkova mitochondrie
Pozice Modifikace MOdlflk.u“c' Pozice Modifikace MOdlflk.u"c'
protein protein
788 Nemodifikovana N/A 1243  Nemodifikovana N/A
1402 m*Cm RsmH,Rsml 1862 Nemodifikovana N/A
1403  Nemodifikovana N/A 1863 Nemodifikovana N/A
1518 m®,A KsgA 2002 Nemodifikovadna N/A
1519 m%,A KsgA 2003 Nemodifikovéna N/A
Savci mitochondrie
P°z'°e Modifikaceu  Modifikuijici P°:'°e Modifikace u Modifikujici
Kietka kiecka protein Elovéka ¢lovéka protein
426 m°U Neidentifikovan 429 Nepotvrzena Neidentifikovan
847 m*C Neidentifikovan 846 Nepotvrzena Neidentifikovan
848 m°C Neidentifikovan 847 Nepotvrzena Neidentifikovan
939 m®,A TFB1M (TFB2M) | 936 m®,A TFB1M (TFB2M)
940 m®,A TFB1M (TFB2M) | 937 m®,A TFB1M (TFB2M)

Prvni metylace se nachazi na pozici U429, tedy v centralni doméné ribozomu uprostied konzervované
sekvence. U bakterii tato sekvence tvoii smycku, ktera katalyzuje bakterialni metyltransferdzu KgsA,
dulezitou pro sloZeni ribozomu. V této pozici ale nema bakterie U modifikovany (Desai, Culver et al.
2011). Funkce metylace na pozici C846 je zatim neznama. Jeji bakterialni homolog je dimetylace,
ktera zvySuje iniciaci mimo AUG a silu UGA stopkodonu (Kimura and Suzuki 2010). Hned na
vedlejs$im nukleotidu se nachazi stejna metylace C847, u této modifikace je znamy metylujici komplex,
provadi ji MTREF4 s metyltransferazou NSUN4 (Camara, Asin-Cayuela et al. 2011).
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3" konec 12S rRNA obsahuje dva vysoce konzervované dimetylované adeniny. V bakteriich a dalsich
organismech dimetyluje rodina KsgA/Dim1 proteint tyto dva adenosinové zbytky blizko 3"~ konce
SSU. Pti metyltransferdzoveé reakci se navaze holy enzym na SSU rRNA, kde vydrzi, nez se ribozom
Caste¢né maturuje a pak enzym musi postupné stabilizovat oba adenosiny v aktivnim misté a na kazdy
ptidat dvé metylové skupiny. V nékterych fisich se vyvinuly i dalsi funkce jako procesing rRNA,
skl&dani ribozomu a dokonce i role v transkripci (O'Farrell, Musayev et al. 2010).

Plati to naptiklad u savcu, tam tuto dimetylaci provadi TFB1M, coZ jsou s TFB2M také transkripéni
faktory a homology KsgA. Jeho ztrata je embryonalné letalni a zptisobuje kompletni absenci této
dimetylace, zhorsené skladani ribozomu a pteruseni mitochondrialni translace. Tyto dva dimetylované
adeniny jsou takto konzervovaneé nejspise pro svoji nepostradatelnou roli v tdrzbé ribozomu
(Metodiev, Lesko et al. 2009).

6.1.2.2. Modifikace 16S rRNA

Podobné jako u 12S rRNA byly u savcti modifikace 16S rRNA zkoumany na kieccich, kde byly
objeveny 3 metylace.

Tabulka modifikaci 16S rRNA, prevzato z (Rorbach and Minczuk 2012)

E. coli Kvasinkova mitochondrie
Pozice Modifikace Modifik.u Jici Pozice Modifikace Modifik-u Jici
protein protein
2251 Gm RImB 2270 Gm Pet56p
2552 Um RrmJ 2791 Um MRM?2
2553  Nemodifikovana N/A 2792  Nemodifikovédna N/A
2580 Psi RluC 2819 Psi PUS5
Sav¢i mitochondrie
Pozice  \1odifikace Modifikujici P°:i°e Modifikace u Modifikujici
Kietka kiecka protein Elovéka Clovéka protein
1144 Gm Neidentifikovan | 1145 Nepotvrzena Neidentifikovan
1370 Um Neidentifikovan | 1369 Nepotvrzena Neidentifikovan
1371 Gm Neidentifikovan | 1370 Nepotvrzena Neidentifikovan
1398 Nenalezena Neidentifikovan | 1397 Psi Neidentifikovan

Kvasinkovy homolog metylace guanosinu v pozicill45 je u kvasinek potiebny pro slozeni LSU in
vivo (Sirum-Connolly and Mason 1993), u E. coli ale neméa Zadnou vyznamnou roli (Lovgren and
Wikstrom 2001). Dvé metylace za sebou v pozici 1369 a 1370 se nachézi u 3" konce 12S rRNA, tedy

v A-smycce, coz je ¢ast peptidyltransferazového centra, které interaguje s aminoacylovym A mistem
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tRNA. Homolog metylace U na pozici 1369 se vyskytuje i u kvasinek, kde je metylovana proteinem
Mrm2. Mutaci se buiika stava termosenzitivni a ztraci mtDNA (Pintard, Bujnicki et al. 2002).U
bakterii tato modifikace negativné reguluje piesnost translace (Widerak, Kern et al. 2005). Funkce

mista 1370 neni znama.

Pseudouridin v pozici 1397 je jedina potvrzena modifikace 16S rRNA u ¢lovéka. Tato modifikace ale
nebyla nalezena u kiecka (Ofengand and Bakin 1997).

6.1.3. Proteiny

SloZeni ribozomu je velice slozity proces a neuéastni se ho jen rRNA, ale i mnoho bilkovin. Na stavbé
ribozomu se podili nejen proteiny, které po sloZeni zistanou jeho soucasti, ale také mnoho pomocnych
enzymdi. Tyto proteiny taky vétSinou zastavaji i dalsi funkce, naptiklad se ticastni replikace,
transkripce, postranskripénich tprav, translace nebo dokonce skladani proteint dychaciho fetézce.
Mohou to byt napiiklad helikazy, modifikujici enzymy, GTPazy (Ras-like a transla¢ni) a dalsi.
Kvasinkovd GTPaza Mtg2p je jeden z proteint potiebnych ke spravnému slozeni ribozomu, v tomto
ptipadé LSU, ktera je uloZena ve vnitini membrang. Jejim silencingem se ztrdci MtDNA a snizi se
mnozstvi ribozomalnich podjednotek. Overexprese zase vyvazuje ztratu mtDNA pii nespravné funkci
21S rRNA metyltransferazy (Datta, Fuentes et al. 2005).

Bunka pti skladani tak slozitého komplexu jako ribozom potiebuje i proteazu. Proteiny v mitochondrii
upravuji AAA-protedzy, coz jsou membranove vazané proteazy, které se ucastni kontroly kvality a
regulace membranovych proteinti v mitochondriii. Jedna z AAA-protedz zkracuje Mrpl32 a tim
pomahé jeho navazani k jesté neslozenému ribozomalnimu prekomplexu (Nolden, Ehses et al. 2005).
C7orf30 je dalsi potvrzeny protein, ktery asociuje s lidskou LSU a podili se na jejim skladani.

Jeho silencing redukuje translaci v bufice bez znatelného vlivu na po¢et mRNA a rRNA. Pfi
overexpresi dominantni negativni mutanty se $patn¢ sklada LSU a snizuje se formace celych ribozomd.
To ukazuje, ze C7orf30 je lidsky agregaéni a/nebo stabiliza¢ni faktor LSU (Rorbach, Gammage et al.
2012). Tento protein je z DUF134 rodiny, jejiz konzervovana funkce je inhibice asociace velké a malé
mitochondrialni podjednotky. V lidskych mitochondriich tedy ale hraje opa¢nou roli a je esencialni pro
biogenezi ribozomu a translaci. Protein MRPL14 asociuje s C70rf30 a jeho vyfazeni ma stejny efekt.
(Fung, Nishimura et al. 2013).

Je znamo velmi malo sav¢ich agregacnich faktord. Proto je dobré si pii jejich hledani pomoci
bakterialnimi homology, které by mohly mit podobnou funkci, jelikoz maji stejny pivod. RbgA, coz je
bakterialni homolog mitochondrialni proteinu Mtgl, je dalezity pro skladani LSU v Bacillus subtilis.
Ani tady ovSem jeho piesna role neni uplné€ vysvétlena. Jeho defekt zabranuje maturaci LSU a tim

padem vede ke zvysSené koncentraci nezralych LSU v bunice. Je to GTPaza, ktera interaguje s 50S
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podjednotkou bakterialniho ribozomu a 45S intermediatem. Navazani na 50S podjednotku ovSem na
rozdil od navazani na 45S zvySuje GTPazovou aktivitu asi 55x, GTP je hydrolyzovan na GDP a
protein ztraci vazebnou aktivitu. To naznacuje, Ze RbgA zastava roli v zavérecné Casti ribozomalni
biogeneze a pii vytvoreni 50S z 45S intermediatu prob&hne hydrolyza GTP a dojde k uvolnéni
proteinu z ribozomu. Podobnou funkci by mohlo mit i mitochondrialni Mtgl (Achila, Gulati et al.
2012).

6.1.3.1. Asociace ribozomu s vnitfni mitochondrialni membranou

Pii mutaci proteinu Mrp20 lokalizovaného v misté vystupu nové tvorenych proteint, ktery je soucasti
kvasinkové mitochondridlni LSU, se zastavi skladani ribozomu a vznika subkomplex na vnitini
mitochondridlni membrang. To ukazuje, Ze skladani ribozomu probiha nejspise na vnitini
mitochondrialni membrané, ktera tvoii jednak platformu pro sloZeni a navic mnoho proteind
podilejicich se na skladani ribozomu je s membréanou asociovanych. Bakterialni ribozomy jsou na
rozdil od mitochondrialnich nejen membranové vazané, ale jsou piitomny i volné v cytoplazmé.
Mitochondrialni ribozomy vSak slouzi k translaci pouze membranovych komponent dychaciho fetézce,

takze by jejich volna forma neméla zadné vyuziti (Kaur and Stuart 2011).

U kvasinek jsou ribozomy asociovany s membranou pies transla¢ni aktivatory specifické pro mRNA,
které se podili na rozpoznavani inicia¢niho kodonu. Nové syntetizované proteiny jsou pak piesunuty

do membrany a sloZeny v respira¢ni komplex za pomoci ribozomalnich proteini (Chacinska and

Boguta 2000).

6.1.3.1.1. Funkce ribozomu ve skladani dychaciho Fetézce

V mitochondrii se tedy vyvinul kolem ribozomu cely systém, ktery uz neslouzi jen k vyrob¢ proteinu,
ale rovnou upravuje vytvorené proteiny a sam je sklada do nadmolekularnich komplexd, tedy do
dychaciho fetézce. V pribehu evoluce totizZ mnoho ribozomalnich proteini ziskalo dalsi domény pro
specifické vlastnosti a funkce translaéni masinérie v mitochondrii. Mrpl36 je protein asociovany

s LSU, ktery na C-konci obsahuje specifickou doménu. Ta neni pifimo potiebna pro proteosyntézu, ale
zvySuje stabilitu Mrpl36 a nové syntetizované proteiny jsou bez ni $patné inkorporovany do
respira¢nich komplext a degradovany. Overexprese tohoto proteinu dokonce zvySuje G¢innost
translace. Mrpl36 tedy nejspi§ hraje dileZitou roli v pribéhu translace a nastavuje rychlost skladani
respira¢niho fetézce. To je nejspise provedeno pomoci stabiliza¢ni aktivity Mrpl36 v interakci mezi

malou a velkou podjednotkou, coz zvySuje pfesnost translace (Prestele, Vogel et al. 2009).
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Jeden z proteinu skladajicich dychaci fetézec je také Nitric oxide associated-1 (NOAL). Je to GTPaza
lokalizovana do mitochondrie. Jeji silencing byva letalni a vede k mnoha defektim. Narusi se
mitochondrialni syntéza proteinii a skladani respiracniho fetézce, ¢imz se navodi bunécna smrt. Jak se
ale ukazuje, i tato GTP&za ma roli v biosyntéze mitochondrialnich ribozomu a jejim silencingem se
narusi jejich skladani (Kolanczyk, Pech et al. 2011).

Dalsi proteiny dulezité pro translaci a skladani respira¢niho fetézce jsou ObgH1 a Mtgl, proteiny
asociované s vnitini mitochondrialni membranou, ale stejné jako jejich bakterialni homology ObgE,
respektive RbgA, poméhaji také tyto proteiny slozit velkou podjednotku ribozomu. TakZe jediny
protein mtize byt diky unikatnimu uspotadani a funkci mitochondrialniho ribozomu diilezity ve vsech
¢astech od skladani ribozomu az po sloZeni vytvofenych proteind do dychaciho fetézce (Kotani,

Akabane et al. 2013).

6.1.3.2. Asociace ribozomu s nukleoidem

Ribozom neasociuje nejspise jen s vnitini mitochondrialni membranou, ale i s nukleoidem, ktery je
taktéz navdzany na membranu. Tim se akumuluje celd biosyntéza mitochondrie na jedno misto, coz
pfinasi mnohé vyhody, jako uSetfeni energie a ¢asu potiebnych na pienos. Protein C4orfl4 je homolog
bakterialni proteinu YgeH, ktery pomaha slozit SSU. C4orf14 je GTP&za a byl izolovan z lidskych
bunék spole¢né s 28S podjednotkou. Jeho silencing ovlivituje komponenty SSU a vede ke zpomaleni
proteosyntézy v mitochondrii. Byl také nalezen asociovany s mitochondrialnimi nukleoidy a jeho
silencing vede také k tbytku mtDNA. Asociace s mtDNA, mitochondrialnimi transla¢nimi faktory a
zaroven se SSU naznacuje, ze 28S podjednotka je sestavovana na mitochondrialnim nukleoidu, coz

umoznuje piimy prenos mRNA z nukleoidu na ribozom (He, Cooper et al. 2012).
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7. Diskuze

Mitochondrie je organela s vlastnim proteosyntetickym aparatem, ktery si i v eukaryotickém
organismu zachovava nékteré rysy svého prokaryotického pfedka. Pfestoze mitochondrialni genom
ztratil v pribéhu evoluce vétsinu genti, potad je nezbytny pro syntézu tiinacti podjednotek dychaciho

fetézce.

Metabolizmus RNA v mitochondrii je velmi provazany a jednotlivé procesy se navzajem ovliviuji.
POLRMT je mitochondrialni RNA polymeraza a jeji hlavni Ukol je tedy transkripce. V mitochondrii se
v8ak pii transkripci tvoii také primery a ovliviiuje tim replikaci. Vaze ruzné transkripéni faktory, jako
TFAM, nebo TFB1M a TFB2M, které v mitochondrii funguji i jako metyltransferazy pro modifikaci
rRNA a pomahaji tedy sestavit ribozom (Metodiev, Lesko et al. 2009). POLRMT vaze ale i volny
MRPL12. Tento mitochondrialni ribozomalni protein aktivuje POLRMT, jako signal k transkripci
rRNA (Surovtseva, Shutt et al. 2011). MRP se netcastni jen regulace transkripce, ale také skladani
ribozomu a translace. Jsou ¢asto membranoveé vazané a pomahaji i se slozenim proteinii do dychaciho
fetézce (Prestele, Vogel et al. 2009; Kaur and Stuart 2011; Fung, Nishimura et al. 2013). Z tohoto
jednoduchého piikladu je vidét velka vzajemna regulace vSech mitochondrialnich déji, ale zaroven i

kiehkost tohoto systému.

Mitochondrialni genom kdduje tiinact podjednotek dychaciho fetézce. Jakékoli chyba v procesu
replikace, transkripce ¢i translace mtize zpusobit defekty téchto proteint a tedy i dychaciho fetezce a
tim ovlivnit funkénost vyroby energie v buiice. Mutaéni rychlost DNA v mitochondrii je mnohem
vyS§§i nez v jadie. Nastésti kazda butika obsahuje mnoho molekul mtDNA, které ty poSkozené mohou
zastoupit. Piesto se v pribéhu lidského zivota mize stat, Ze pocet mutovanych mtDNA v buiice
presahne kritickou uroven. Nemusi vSak byt zasaZeny jen geny pro jednotlivé podjednotky dychaciho
fetézce. VEtsina mutaci v mtDNA nastava v genech pro tRNA, ¢imZ dochazi k naruSeni translace.
Napiiklad diabetes mellitus 1. typu muze byt také zptisoben mutaci genu pro tRNA eyuur) V MIDNA
(Ma, Wang et al. 2000). Mutace rRNA mutizou narusit sklddani ribozomu ¢i translaci. Mitochondrialni
choroby ale nemusi nastat jen pii mutacich mtDNA. Mnoho dal$ich proteinti u¢astnicich se
mitochondrialnich déju je jaderné kodovanych. VSechny transkripéni faktory, polymerazy, MRP,
proteiny ucastnici se skladani ribozomu, sestfihu nebo modifikaci RNA mohou pfi svém defektu
negativné ovlivnit produkci mitochondrialné kédovanych proteini a zptisobit tak mnozstvi chorob,
které mohou byt az letalni. Prevzato z (Shutt and Shadel 2010 Liu; Suzuki and Nagao 2011; Chan et al.
2012).
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8. Zavér

Tato préce shrnuje poznatky z oblasti mitochondrialni genetiky a snazi se poukazat na propojenost
vsech biosyntetickych dé&ji odehravajicich se v mitochondrii. Vyzkum mitochondrialni biogeneze totiz
zaziva v posledni dobé¢ svoji malou renesanci. Nové a zajimavé téma rozepsané v této préci je skladani
mitochondridlniho ribozomu, ktery se nyni dostal do poptedi zdjmu védct na celém svéte, jelikoz se o
ném ve&déelo jen malo, ale jeho defekty jsou zdrojem mnoha chorob. V poslednich letech vyslo mnoho
publikaci na téma skladani lidskych mitochondrialnich ribozomi a tato prace se je snazi shrnout a dat

do kontextu s ostatnimi mitochondrialnimi dgji.
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