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Abstrakt

Mitochondrie jsou organely endosymbiotického ptuvodu, tvofici energetické centrum
cukaryotické bunky. Vznika zde adenosintrifosfat (ATP), ktery je vyuzivan jako zdroj
energie pro vétSinu metabolickych reakei, probihajicich v bunice. Kromé¢ toho se
mitochondrie podili na programované bunécné smrti (apoptodze) a probiha zde B-oxidace

mastnych kyselin a syntéza Fe-S center, hemu a steroida.

Pii adaptaci na prostfedi s nedostatkem kysliku doSlo u nékterych parazitickych
(Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica) nebo volné zijicich prvoku (Sawyeria
marylandensis, Mastigamoeba balamuthi) k redukci vétSiny mitochondrialnich funkeci.
Cilem této bakalatské prace je shrnout poznatky o téchto redukovanych mitochondridlnich

organelach anaerobnich prvoki a popsat jejich konkrétni metabolismus.

Klic¢ova slova: mitochondrie, hydrogenosom, mitosom



Abstract

Mitochondria are organelles of endosymbiotic origin, known as the energy center of
every eukaryotic cell. Main function is the production of adenosin triphosphate (ATP),
which is used as an energy source for most metabolic reactions occuring in the cell.
Furthermore, mitochondria play significant role in apoptosis and we can find here a
number of biochemical pathways such as p-oxidation of fatty acids, synthesis of iron-

sulfur clusters, heme, steroids etc.

Most of the mitochondrial metabolic functions have been lost during the adaptation to
oxygen-poor environment in some of the parasitic (Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica) or free-living protists (Sawyeria marylandensis, Mastigamoeba balamuthi).
These organisms possess reduced mitochondrial organelles such as hydrogenosome or
mitosome. The aim of this thesis is to summarize the information about these reduced

mitochondrial organelles of anaerobic protists and to describe their specific metabolism.
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1 Uvod

Organely mitochondrialniho typu byly dosud objeveny u vSech studovanych eukaryot.
Studium struktury bun€k a pozd¢ji analyza mitochondridlni DNA ukézala, ze se mitochondrie
vyvinuly z endosymbiotickych bakterii (Margulis, 1996) a jejich spole¢nym piedkem byla
pravdépodobné a-proteobakterie (Fitzpatrick et al., 2006; Gray, 1999). Dulezitou udalosti byl
pfenos genetické informace endosymbionta do jadra hostitele. Timto procesem ztratil
endosymbiont autonomii a postupné se pieménil na bunétnou organelu. U té se vyvinul
specializovany systém, zajist'ujici transport proteinii kddovanych jadrem do organel. Proteiny
uréené k transportu do mitochondrie maji na N-konci kratkou specifickou adresovou
sekvenci. Tato sekvence je po transportu proteinu do matrix organely odstépena specifickou
procesujici peptidazou (Gakh et al., 2002).

Hlavni vyznam soucasnych mitochondrii spoc¢iva v syntéze ATP (adenosintrifosfatu),
ktery slouzi jako zdroj energie pro vétSinu metabolickych reakei, probihajicich v bunce. ATP
vznikd pomoci ATP syntdzy za vyuziti protonového gradientu na vnitini mitochondrialni
membrané. V mitochondrii se nachazi také draha biosyntézy hemu, Fe-S center ¢i steroidd a
B-oxidace mastnych kyselin. Zaroven ma mitochondrie vyznamnou funkci pfi apoptdze
(programované¢ bunécné smrti), kdy je z mezimembranového prostoru do cytoplasmy
transportovana signalni molekula cytochrom.

Béhem adaptace nékterych prvokl na zivot v prostiedi chudém na kyslik u nich doslo
k redukci zna¢né ¢asti mitochondrialnich funkci, zejména Krebsova cyklu, dychaciho fetézce
a genomu, proto jsou veskeré jejich proteiny kddovany jadrem, syntetizovany v cytoplazmé
na volnych ribozomech a dale importovany do organely.

VSechny organely mitochondridlniho typu jsou ohrani¢ené dvojitou membranou a
obsahuji elektrondenzni granulézni matrix. Jedinou jejich spole¢nou funkci je tvorba FeS
center pomoci mitochondrialniho ISC (iron-sulfur cluster) systému (s vyjimkou dvou
archaméb Entamoeba histolytica a Mastigamoeba balamuthi). Eukaryota tento systém zdédila
patrné po bakteridlnim endosymbiontovi.

Cilem této bakalaiské prace je shrnout poznatky o mitochondridlnim metabolismu

anaerobnich prvoki a popsat rozdily mezi jednotlivymi typy mitochondrialnich organel.



2 Evoluce mitochondrialnich organel

Prvni eukaryotické organismy se vyvinuly z prokaryot pfiblizné pied 1,5-2 miliardami
let (Knoll et al., 2006). Eukaryoticka bunka se od prokaryotické odliSuje pfitomnosti
ohrani¢en¢ho jadra, endomembranového transportniho systému a semiautonomnich
bunécnych organel, jako je mitochondrie nebo chloroplast. Mitochondrialni organely byly na
rozdil od plastidii nalezeny u vSech studovanych eukaryot, coz znaci, Ze endosymbidza
hostitelské buriky a pfedka mitochondrie probéhla dfive nez se objevily plastidy (Embley and
Martin, 2006; Hjort et al., 2010). Srovnavaci analyza mitochondrialni DNA prokazala, Ze
mitochondrie vznikly béhem jedine¢né¢ endosymbiotické udalosti a jejich ptedkem byla a-
proteobakterie (Fitzpatrick et al., 2006; Gray, 1999; Rodriguez-Ezpeleta and Embley, 2012).
Plvodni hostitelskou buiikou mohl byt primitivni pra-eukaryot (Dyall et al., 2004). Posledni
analyzy vSak ukazuji, ze jim byl spise zastupce dnesnich Archaea (Embley and Martin, 2006;
Williams and Embley, 2014; Williams et al., 2013).

Vznik ohrani¢eného jadra, jako jednoho ze zékladnich znaki eukaryotické bunky, byl
diive spojovan s dalsi endosymbiotickou udalosti, kdy ptivodni hostitelska butika pohltila
predka dnes$niho jadra (Lake and Rivera, 1994). Soucasné srovnavaci studie archealnich a
proteobakterialnich genomi tuto hypotézu nepodporuji (Rochette et al., 2014). Nov¢jsi studie
navrhuji, Ze jadro vzniklo invaginaci vnitfnich membran kolem chromatinu uz u samotného
prokaryotického prapiedka (Cavalier-Smith, 2010). Nedavno byl navrZzen i model, podle
kterého ptivodcem jadra byla samotna hostitelskd prokaryotni buiika, ktera se naucila tvofit
vybézky cytoplasmatické membrany skrze svoji bunétnou sténu (Baum and Baum, 2014).
Pomoci téchto vybéZkli si vymeénovala Ziviny s ektosymbiotickou a-proteobakterii,
pfedchiidcem mitochondrie. Tyto stidle se zvétSujicich vybézky nasledné proteobakterii
obklopily a daly vzniknout cytoplasmé budouci eukaryotické buiky, z mezer mezi vybézky se
vytvorilo endoplasmatické retikulum a systém transportu vackt. Pifedek mitochondrie byl po
obklopeni uvéznén v endoplasmatickém retikulu, ze kterého se pozdéji dostal do cytoplasmy

(viz. obr. 1) (Baum and Baum, 2014).



A picdek mitochondric

Obrazek 1 - Inside out teorie vzniku jadra. A = predek jadra s bunéénou sténou interagujici s vyrazné
mensi bakterii (pfedek mitochondrie), B = tvorba vybéZzki skrze bunéénou sténu, C = ztrata hostitelské
bunécné stény, D = tvorba budoucich jadernych pérd, E = uzavieni proto-mitochondrii uvnitf budouciho
endoplasmatického retikula, F = pfesun mitochondrie do cytoplasmy a vytvofeni transportniho systému
vacku (pfevzato z Baum and Baum, 2014).

V pribéhu eukaryogeneze doslo k vyznamné redukci genomu a metabolickych drah
puvodniho endosymbionta, ktery se stal na hostiteli zavisly (Gray, 1999; Kurland and
Andersson, 2000). Velka ¢ast genti piivodniho endosymbionta byla ztracena nebo piesunuta
do jadra hostitelské buiiky. V soucasné dobé se v mitochondrii syntetizuje méné nez 1%
potfebnych proteinti. VéEtSina mitochondridlnich proteini pochazi z jadra a do organely je
post-transkripéné importovana masinérii translokdz ptfitomnych na wvn&§i a wvnitini
mitochondrialni membrané (TOM a TIM komplexy) (Ferramosca and Zara, 2013; Truscott et
al., 2003).

Pivod mitochondrie popisuje fada hypotéz. Pfed objevem redukovanych forem
mitochondrii byla dlouho uznavéna archezoalni hypotéza o vzniku eukaryotické bunky. Ta

predpokladala existenci primitivniho eukaryota bez mitochondrii (Cavalier-Smith, 1989). Na



jejim zéaklad¢ byla v ramci systematického tfidéni organisml navrzena fiSe Archezoa, kam
byla zafazena soucasné jednobunécna eukaryota (diplomonady, trichomonéady, mikrosporidie
a archaméby), u kterych nebyla mitochondrie objevena. Neptitomnost mitochondrie byla
povazovana za primitivni znak a tyto ,,amitochondrialni“ organismy byly povazovany za
piimé potomky ptvodnich archezoi. Avsak identifikace geni mitochondridlniho plivodu a
objev redukovanych forem mitochondrii u piivodné "amitochondrialnich" eukaryot zaradila
tyto organismy mezi ostatni eukaryotické linie (Bui et al., 1996; Cavalier-Smith, 1993;
Embley and Martin, 2006).

Primarni funkce ptedka dneSni mitochondrie pivodné nespocivala v tvorbé ATP.
Podle ox-tox hypotézy snizoval puvodni endosymbiont koncentraci kysliku a chranil tak
hostitelskou bunku pied toxickymi ucinky kyslikovych radikala (Andersson and Kurland,
1999). AZ pozdéji ziskal endosymbiont také metabolické enzymy umoziujici vyrobu ATP.

Vodikova hypotéza ptredpokladd, ze prapiedek eukaryotické buiiky byla anaerobni
metanogenni archebakteric metabolicky zavisla na vodiku, ktera pohltila fakultativné
anaerobniho heterotrofa (eubakterii) produkujiciho potfebny vodik (Martin and Muller, 1998).
Kdyz vznikla eukaryotickd bunka zistala v anaerobnim prostiedi, vznikl z endosymbionta
hydrogenosom, pokud se dostala do prostfedi aerobniho, doslo k pfeméné endosymbionta na
mitochondrii (viz. obr. 2A). Hypotéza vSak nebyla podpofena fylogenetickou analyzou
typickych hydrogenosomalnim enzymt, hydrogendzy a pyruvat:ferredoxin oxidoreduktazy
(Horner et al., 2000).

Podle dalsi syntrofické hypotézy produkovala hostitelska buiika metan a symbiontem
byla anaerobni metanotrofni bakterie, ktera metan metabolicky vyuZzivala a stala se na
hostitelské bunce zavisla (Moreira and Lopez-Garcia, 1998). Pivodni hostitelska buiika byla
uz ale eukaryotického piivodu a mitochondrii neobsahovala (byla amitochondrialni).

Dalsi z hypotéz predpokladd, Ze nekteré bunky ztratily po endosymbiotocké udalosti
své puvodni mitochondrie. Nicméné endosymbidza u nich probéhla podruhé a dala vznik
jakymsi protohydrogenosomim a ty poté ziskaly proteiny, které bunka dostala horizontalnim
genovym transferem pii prvni endosymbiodze (viz. obr. 2B) (Dyall et al., 2004). Tato hypotéza
je ovSem zavisla na nékolika aspektech: ztrata piivodniho mitochondridlniho endosymbionta
musela probéhnout nékolikrat nezavisle na sobé u riznych eukaryotickych linii a hlavné by
musely byt objeveny sekundarn¢ amitochondrialni organismy, ptibuzné t€ém s redukovanymi
mitochondriemi. Jelikoz takovy organismus objeven zatim nebyl, neni tato teorie podlozena

zadnym dikazem (Giezen and Tovar, 2005).
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Obrazek 2 - Teorie vzniku anaerobnich mitochondrii; A = redukce mitochondrie, zavisla na prostfedi B = vznik
druhou endosymbiotickou udalosti (podle Giezen and Tovar, 2005).

Kromé hypotéz zabyvajicich se divodem a okolnostmi endosymbiotické udalosti,
existuji 1 rizné nazory tykajici se prostfedi, ve kterém eukaryotické buiika vznikla. Hypotéza
Canfieldova oceanu predpoklada, ze jesté pred 580 milidny let byl piivodni praocean
anoxicky (aZ na tenkou vrstvu u hladiny) a prvni eukaryoticka bunka tak vznikla v prostfedi
bez kysliku (Canfield et al., 2007). Podle této hypotézy mél tedy prvni eukaryot jednu
Z anaerobné fungujicich mitochondrii.

Nejnovéjsi zvetejnénou hypotézou o pivodu eukaryotické bunky je hypotéza pre-
endosymbionta. Ac¢koli je totiz mitochondrialni DNA pozistatkem genomu a-proteobakterie,
jen pouze 10-20% mitochondrialnich proteind ma a-proteobakterialni pivod, zbytek jsou
prokaryotické ¢i eukaryotické homology (Gray, 2014). Grayova hypotéza predpoklada, ze
zbylych 80% proteintt bylo v bunice pifitomnych ve form¢ tzv. premitochondrie, organely,
ktera uz méla nékteré funkce dnesni mitochondrie jako naptiklad systém importu proteini. Po
endosymbidze doslo k flizi a-proteobakterie a premitochondrie a vznikla tak aerobni
mitochondrie, jakou zname dnes. Tato teorie tedy nevysvétluje ptimo ptivod mitochondrie,

nybrz pouze ptivod mitochondridlnich proteind, které nejsou a-proteobakteridlnimi homology.



3 Rozdéleni mitochondrialnich organel

cey

U eukaryot zijicich v prostfedi chudém na kyslik byly mitochondridlni funkce do
ruzné miry zredukovany.V zavislosti na ptitomnosti dychaciho fetézce, produkce vodiku, typu
koncového elektronového akceptoru a schopnosti vyrabét ATP byly mitochondrialni organely
rozdéleny do 5 tfid: klasickd aerobni mitochondrie, anaerobni mitochondrie, vodik
produkujici mitochondrie, hydrogenosom a mitosom (Miiller et al., 2012).

I pfes vice ¢i méné redukovany energeticky metabolismus maji vSechny typy
mitochondrii nékolik spole¢nych znaki: dvojitou membranu, syntézu Fe-S center (s vyjimkou

E. histolytica) a systém importu proteint.

3.1 Aerobni mitochondrie

Aerobni mitochondrie je semiautonomni organela, kterd je pfitomna u naprosté vétSiny
eukaryotickych organismii. M4 dvé membrany rozdé¢lujici jeji vnitini prostor na dvé casti:
mezimembranovy prostor a matrix. Na membranach jsou lokalizovany translokazy vné&jsi
(TOM) a wvnitini (TIM) mitochondridlni membrany, slouzici k transportu proteint
Z cytoplasmy do mitochondrie.Vnitini membréna tvoii tzv. kristy, vybézky zasahujici do
matrix, které nékolikandsobné zvétsuji povrch membrany a tim umoZiluji pfitomnost vétsiho
mnozstvi komplexti dychaciho fetézce.

Hlavnim mitochondridlnim substraitem je pyruvat. Ten vznikd glykolyzou
V cytoplasmé a je dale transportovan do matrix mitochondrie. Zde je pyruvat dehydrogenazou
(PDH) dekarboxylovan na acetyl-CoA, ktery vstupuje do Krebsova cyklu. V této metabolické
draze dochdzi k postupné dekarboxylaci a oxidaci kyseliny citronové za vzniku oxidu
uhli¢itétho, vody a elektront. Elektrony jsou dale pienaseny koenzymy NADH
(nikotinamidadenindinukleotid) a FADH; (flavinadenindinukleotid) do dychaciho fetézce.
Ten je tvofen Ctyfmi proteinovymi komplexy: komplexem | (NADH:ubichinon
oxidoreduktaza), komplexem II (sukcinat:ubichinon oxidoreduktaza), komplexem III
(ubichinol:cytochrom ¢ oxidoreduktdza) a komplexem IV (cytochrom c¢ oxidaza).
Z redukovanych koenzymu jsou elektrony pfeneseny (pomoci ubichinonu a cytochromu c) na
kyslik za vzniku vody. Protonové pumpy komplexti I, III a IV pfenaseji protony pies vnitini

membranu do mezimembranového prostoru. Takto je generovan protonovy gradient, ktery
6



vyuziva komplex V (FoF1-ATP syntdza) pro syntézu ATP. Jako kone¢ny akceptor elektroni je
vyuzivan kyslik diky velkému rozdilu redox potencidlu mezi donorem reduk¢nich ekvivalentt
(NADH) a soustavou kyslik-voda.

Spolecnou a dulezitou funkci vSech mitochondrii je tvorba Fe-S center. Tyto centra
jsou dilezitou soucasti fady mitochondridlnich proteini (NADH dehydrogenaza,
pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza, ferredoxin, hydrogendza atd.) a komplexi I a IT dychaciho
fetézce a jejich hlavni funkci je transport elektronti. Tvorba Fe-S center je u eukaryot
zprostiedkovana pomoci proteinové kaskady, zvané ISC systém (iron-sulphur cluster). U
eukaryot miZzeme nalézt jeSt¢ dva dalSi systémy schopné biogeneze Fe-S center v
mitochondrii, NIF (nitrogen fixation system) a SUF (sulphur fixation system), tyto systémy
jsou ale ptivodné bakterialni a SUF systém je u eukaryot také typicky lokalizovan v plastidech
rostlin. Dale existuje vyhradné cytosolicky eukaryotni systém pro tvorbu Fe-S center, CIA
(cytosolic iron-sulphur cluster assembly).

Aerobni mitochondrie je tedy hlavnim energetickym centrem eukaryotické burky,
zaroven zde probihaji rizné biochemické déje, napiiklad syntéza hemu (Ajioka et al., 2006;
Heinemann et al., 2008), steroidt (Miller, 1995) a zelezo-sirnych center (Lill et al., 1999) a

metabolismus aminokyselin, pfipadné lipidi.

vné&j3i mitochondridlnif membréna

vnitini mitochondridlni membréna

ATP syntiza

elektron
-transportni e~
fetézec

pyruvat mastné kyseliny

pyruvat  mastné kyseliny
L |
MOLEKULY POTRAVY Z CYTOSOLU

Obrazek 3 — Metabolismus aerobni mitochondrie (pfevzato z
https://publi.cz/books/89/images/pics/158.jpg).
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3.2 Anaerobni mitochondrie

Anaerobni mitochondrie se od klasické aerobni 1i§i zejména v koncovém
elektronovém akceptoru, kterym neni kyslik. Misto néj je vyuzivan fumarat nebo sukcinat,
které jsou vnitiné¢ produkované, ¢i nitrat (ziskavany z vnéjsiho prostiedi) (Risgaard-Petersen
et al., 2006; Tielens et al., 2002; Buetow, 1989). Dals§imi rozdily jsou jiny pienase¢ elektronti
mezi komplexy dychaciho fetézce (rhodochinon misto ubichinonu) a jiné koncové produkty
mitochondridlniho metabolismu (propionat, sukcinat ¢i acetat) (Miiller et al., 2012).

Anaerobni mitochondrie byla popsana zejména u parazitickych helminti a motskych
krouzkovct. Piekvapivé byla anaerobni forma mitochondrie také identifikovana u aerobnich
protist Euglena gracilis (Hoffmeister et al., 2004) a Chlamydomonas reinhardtii (Cardol et
al., 2005). V prostiedi chudém na kyslik dochazi k redukei jejich mitochondrialnich funkci a

transformaci klasické mitochondrie na anaerobni.

3.2.1 Euglena gracilis

Euglena gracilis je jednobunéény volné zijici bicikaty prvok pattici do kmene
Euglenozoa. Jelikoz tento organismus obsahuje chloroplast (v tomto piipadé vznikly
sekundarni endosymbidzou), je schopny ziskavat cukry jak autotrofné z CO, tak heterotrofné
z organickych latek. Euglena ma specifickou organelu zvanou stigma, obsahujici pigment
karoten, ktera ma spolu s paraflagelarnim t€liskem specifickou roli pii orientovaném pohybu
za svétlem (viz. obr. 4) (Lebert and Hader, 1997; Ntefidou et al., 2003). Stigma je
pravdépodobné odvozené z plastidu, stejné jako u fasy Chlamydomonas (Dieckmann, 2003).

Za aerobnich podminek vyuziva Euglena pro pfeménu pyruvatu na acetyl-CoA
komplex pyruvat dehydrogenazy (PDH) a jako kone¢ny elektronovy akceptor zde slouZzi
kyslik (Hoffmeister et al., 2004). V anaerobnich podminkach je vyuzit jako konecny
elektronovy akceptor acetyl-CoA a vyslednymi produkty metabolismu jsou voskové
monoestery (Inui et al., 1983). V tomto piipadé je pyruvat dekarboxylovan na acetyl-CoA
pomoci anaerobniho enzymu pyruvat:NADP® oxidoreduktizy (PNO), kterd byla poprvé
objevena praveé u Eugleny (Inui et al., 1987). Zaroven pii anaerobnich podminkach zajistuje
ptenos elektront u E. gracilis rhodochinon (v aerobnim prostiedi je jako pienaSe¢ elektront

mezi komplexy dychaciho fetézce vyuzivan ubichinon). Ten pienasi elektrony z kompexu | na
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fumarét reduktdzu, enzym redukujici fumardt na sukcindt, ktery je dalSimi enzymatickymi
reakcemi pieveden az na voskové estery, kone¢né produkty anaerobniho metabolismu

Eugleny (Castro-Guerrero et al., 2005; Hoffmeister et al., 2004; Miiller et al., 2012).

Chloroplast

Stigma

Panaflagelimi tlisko

Obrazek 4 — Stavba buriky E.gracilis (pfevzato z
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ea/Euglena_diagram.jpg
a http://www.shigen.nig.ac.jp/algae/images/strainsimage/nies-0048.jpg)

3.2.2 Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii je jednobunécna tfasa s dvéma biciky patiici do kmene
Chlorophyta, ktera obsahuje primarni chloroplast. V aerobnich podminkach je pyruvat
oxidativné dekarboxylovan pomoci PDH, konecnym elektronovym akceptorem je kyslik.
ATP se generuje oxidativni fosforylaci (Cardol et al., 2005).

V anaerobnich podminkach jsou kone¢nymi produkty metabolismu acetat, format,
ethanol a vodik. Syntéza vodiku probiha ptekvapivé v chloroplastu za pomoci PFO a
hydrogenazy (van Lis et al., 2013). Pravé produkce vodiku v anoxickém prostiedi je spojena
s moznosti vyuziti této vlastnosti pro vyrobu biopaliv (Radakovits et al., 2010).

V anaerobnich podminkach je pyruvat dekarboxylovan v mitochondrii i chloroplastu
pomoci pyruvat:format lydzy (PFL), enzymu velmi citlivého na pfitomnost kysliku.
VedlejsSim produktem této reakce je formdat. V anaerobnim prostfedi neni fasa schopnd
vyuzivat Krebstiv cyklus ani dychaci fetézec. ATP je vyradbéna pouze substratovou fosforylaci
pomoci enzymu acetat kinazy za vzniku acetatu ( viz. obr. 5) (Miiller et al., 2012; Mus et al.,

2007).



(1)

, (2 3) ,
Pyruvat Acetyl-CoA Acetyl-P 7\' Acetat
Picon  APParp
Format

Obrazek 5 — Syntéza acetatu v mitochondrii C. reinhardtii — 1 = pyruvat:format lyaza, 2 = fosfotransacetylaza,
3 = acetat kinaza (pfevzato z Miiller et al., 2012).

3.2.3 Naegleria gruberi

Tento nepatogenni prvok zije pfevazné ve vodnim prostiedi ¢i vlhké ptdé. Specifickou
morfologickou vlastnosti améb je moznost transformace améboidniho stadia za nepiiznivych
podminek do stadia bic¢ikovce (Lee, 2010). Ackoli N. gruberi obyva hlavné prostfedi bohaté
na kyslik, analyza genomu ukézala pfitomnost nékterych typickych anaerobnich enzymu
(Fritz-Laylin et al., 2010). Za anaerobnich podminek by mohl byt acetyl-CoA zpracovavan na
acetat pomoci ASCT (acetat:sukcinat CoA transferaza) ¢i ACS (acetyl-CoA syntetdza). Oba
tyto metabolické procesy vedou k produkci ATP (Fritz-Laylin et al., 2010). Zatim ale nebylo
potvrzeno, zda jsou tyto enzymy v mitochondrii opravdu ptitomné. V genomu byl nalezen
také gen pro anaerobni enzym hydrogenazu a na zaklad€ pfitomnosti mitochondrialni
importni sekvence byla hydrogenaza predikovana do mitochondrie. Nejnovéjsi vyzkumy sice
ukazaly, ze Naegleria skutecné za aerobnich podminek vodik produkuje, aktivita
hydrogenazy vsak byla nalezena pouze v cytosolu (Opperdoes et al., 2011; Tsaousis et al.,
2014). Vime tedy, ze mitochondrii N. gruberi nemuZzeme zafadit mezi vodik produkujici
mitochondrii ¢i hydrogenosom. Zarovenn dosud nebyla uspé$na kultivace prvoka v
anaerobnich podminkéch a neni tedy jasné, jestli zatim nebyly nalezeny optimalni podminky
pro kultivaci nebo jeho mitochondrie vibec nedokaze fungovat bez piistupu kysliku

(Tachezy, osobni sdé€leni).
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3.3 Vodik produkujici mitochondrie

Tato organela kombinuje vlastnosti anaerobni mitochondrie a hydrogenosomu.
Obsahuje vlastni genom a cast dychaciho fetézce (komplex I, podilejici se na tvorbé
protonového gradientu, a komplex II) a navic mad anaerobni enzym hydrogenazu, ktera
vyuziva jako terminalni elektronovy akceptor protony a produkuje vodik (Boxma et al.,
2005). Organismy stouto mitochondrii obyvaji prostiedi s nedostatkem kysliku, jako je
zazivaci trakt obratlovct (Blastocystis hominis) (Stechmann et al., 2008) ¢i bezobratlych
(Nyctotherus ovalis) (Akhmanova et al., 1998).

3.3.1 Blastocystis hominis

B. hominis je striktné anaerobni protist ze skupiny Stramenopila, parazitujici v tlustém
sttevé Cloveéka. Vytvaii nckolik morfologicky odliSnych forem (vakuolarni, avakuolarni,
multivakuolarni, granularni, améboidni a formu cysty), vSechny ovSem obsahuji
mitochondrialni organelu s tubularnimi kristami (Tan, 2008; Zhang et al., 2012).

Mitochondrialni genom koduje proteiny komplexu I a IT dychaciho fetézce, mize tedy
dochazet k ptenosu protonti pies membranu. Komplex III, IV a ATP syntaza nejsou pfitomny
(Denoeud et al., 2011; Makiuchi and Nozaki, 2014). Jako terminalni elektronovy akceptor
muze slouzit kyslik, ze kterého prostfednictvim alternativni oxiddzy (AOX) vznika voda
(Stechmann et al., 2008). Pyruvat je v mitochondrii pietvaien na acetyl-CoA pomoci PNO
(stejné jako u eugleny) (Lantsman et al., 2008). Ackoli byly v genomu nalezeny i geny pro
PDH, PFO, PFL a hydrogenazu, aktivita téchto enzyml nebyla prokazana (Denoeud et al.,
2011; Lantsman et al., 2008; Stechmann et al., 2008; Tsaousis, osobni sd¢leni). Konecnymi
produkty metabolismu jsou laktat (vyrabény v cytoplasmé pomoci laktdt dehydrogenézy) a
acetat. Acetyl-CoA je metabolizovan typicky hydrogenosomalnimi enzymy acetat:sukcinat
CoA transferazou (ASCT) a sukcinyl-CoA syntetazou (SCS) na acetat a ATP (viz. obr. 6 a 7)
(Stechmann et al., 2008).
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Obrazek 6 — Metabolismus B.hominis; 1 = jableény enzym, 2 = pyruvat:NADPH® oxidoreduktaza, 3 =
acetat:sukcinat CoA-transferaza, 4 = sukcinyl-CoA syntetaza, 5 = hydrogenaza (pfevzato z Miiller et. al.,
2012).

3.3.2 Nyctotherus ovalis

eey

Mitochondrialni organela nalezena u Nyctotherus ovalis, nalevnika zijiciho ve stievé
termitd a Svabul, byla (stejn¢ jako u Blastocystis) ptivodné popsana jako hydrogenosom
obsahujici genom (Akhmanova et al., 1998). Jelikoz ale byla prokazana pfitomnost ¢asti
respiracniho fetézce, nékolika enzymi Krebsova cyklu a PDH komplexu, organela tohoto
nalevnika byla pozdé&ji zafazena do kategorie vodik produkujici mitochondrie (Miiller et al.,
2012). Vodik je produkovan enzymem hydrogenazou, donorem elektronti je redukovany
koenzym NADH (vznikly pii pfeméné pyruvatu na acetyl-CoA) (Boxma et al., 2005). Ve
sttevech Ziji s nalevnikem v endosymbidoze metanogenni archaea, kterd vyuzivaji vodik
vyrabény prvokem jakozto substrat pro své metabolické reakce(Gijzen et al., 1991).

Pyruvat je v mitochondrii Nyctotherus ovalis dekarboxylovan PDH komplexem a
pomoci ACST a SCS je generovano ATP a vytvaii se acetat (viz. obr. 7). Elektrony vzniklé
aktivitou PDH komplexu jsou pfeseny koenzymem NADH na komplex I dychaciho fetézce.
Odtud dale putuji diky rhodochinonu na komplex II, kde jsou vyuzity pii pfeméné fumaratu
na sukcinat (Miller et al.,, 2012). Komplexy I a II pravdépodobné generuji protonovy
gradient, ostatni tfi komplexy dychaciho fetézce nebyly nalezeny (de Graaf et al., 2011).
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V mitochondrii byly také identifikovany geny, kédujici nekteré enzymy Krebsova cyklu, jako
je fumaraza, a-ketoglutarat dehydrogenaza ¢i sukcinat dehydrogenaza (de Graaf et al., 2011;
Miiller et al., 2012). Cyklus tak funguje jen ¢astecné€ a ve sméru malat — fumarat — sukcinat.
Mitochondrie N. ovalis obsahuje navic také nékteré metabolické funkce aerobni mitochondrie,
jako je metabolismus aminokyselin a mastnych kyselin (de Graaf et al., 2011).

V cytosolu je pyruvat metabolizovan na laktit a etanol pomoci LDH (laktat
dehydrogenazy) a alkohol dehydrogenazy (Boxma et al., 2005).

Acetyl- CoA: () Acetat

Sukcinat  Sukcinyl-CoA
2)

CoA P

ATP  ADP

Obrazek 7 - Substratova fosforylace probihajici v anaerobnich mitochondriich; 1 = acetat:sukcinat CoA-
transferaza (ASCT), 2 = sukcinyl-CoA syntetaza (SCS) (pfevzato z Milller et. al., 2012).

3.3.3 Acanthamoeba castellanii

Mitochondrie této volné Zijici améby obsahuje klasické metabolické cesty jako je
Krebstv cyklus nebo dychaci fetézec (Gawryluk et al., 2012; Gawryluk et al., 2014). Za
aerobnich podminek je prekvapivé pritomnd krom& PDH také PFO (ktera je velmi citlivd na
kyslik). Analyza EST (expressed sequence tag — je zalozena na identifikaci kratkych
genomovych sekvenci cDNA) dale prokazala pfitomnost hydrogenazy a ASCT (Gawryluk et
al., 2014). Tyto enzymy jsou pravdépodobné¢ vyuzivany pii docasném pobytu
V mikroaerofilnim ¢i anaerobnim prostiedi. Jejich biochemickd aktivita nebyla v aerobnich

podminkach detekovana (Gawryluk et al., 2014).
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3.3.4 Pygsuia biforma

Nedavno objeveny prvok P. biforma patfici do skupiny Breviata, se v pfirodé
vyskytuje ve dvou formach: plovouci stadium s dvéma dlouhymi bic¢iky a stddium pftisedlé,
které ma jeden z bi¢ika vyrazné zkraceny a ptilozeny k télu bunky (Brown et al., 2013).

Pyruvat je v mitochondrii zpracovavan pomoci PFO, ATP vznikd substratovou
fosforylaci. Kone¢nym produktem metabolismu je acetat. Byla prokazana ptitomnost ¢asti
Krebsova cyklu, dvou podjednotek komplexu | a komplex 11, ktery by mohl slouzit jako
fumarat reduktaza. Jaky prenase¢ elektronti mezi komplexy bunka vyuziva neni jasné (Stairs
et al.,, 2014). Zajimava je neptitomnost ISC systému tvorby Fe-S center. V genomu byly
nalezeny dva proteiny syst¢ému SUF (sulphur fixation). Jeden z nich obsahuje N-koncovou
sekvenci, adresujici ho do mitochondrie, je tedy mozné, ze Fe-S centra by mohla byt
V mitochondrii vyrabéna piekvapivé systémem SUF (Stairs et al., 2014). Mitochondrie P.
biforma na rozdil od vySe zminénych organismi neobsahuje genom, kombinuje tak vlastnosti

vodik produkujici mitochondrie a hydrogenosomu (Maguire and Richards, 2014).

3.3.5 Orpinomyces sp. kmen C1A

Tato anaerobni houba z kmene Neocallimastigomycota obyva bachor a travici trakt
bylozravcd. Charakterizace mitochondrialni organely u Orpinomyces je zalozena pouze na
genomovych a EST predikcich (Youssef et al., 2013). Pyruvat by mohl byt v hydrogenosomu
dekarboxylovan enzymem PFL na format a acetyl-CoA. ATP je generovano substratovou
fosforylaci diky ASCT a SCS. V genomu byla potvrzena pfitomnost hydrogenazy, dvou
podjednotek komplexu | a v mitochondrii by mohl také fungovat komplex II ( nejspi$ jako
fumarat reduktaza). Kromé téchto komplexd jsou v genomu pfitomny i geny pro Ctyfi
podjednotky ATP syntazy (o, B, vy a d). Ta by teoreticky mohla transportovat vodikové
protony z matrix do cytoplasmy za spotfeby ATP, podilela by se tak na udrzovani zasaditého
pH matrix (Youssef et al., 2013). V genomu byly navic nalezeny skoro vSechny geny pro
proteiny komplexii TOM a TIM (Youssef et al., 2013). Bohuzel zadna z prfedpovézenych

enzymatickych aktivit zatim nebyla biochemicky potvrzena. Ackoli Youseff popisuje
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organelu jako hydrogenosom, na zéklad¢ pfitomnosti podjednotek ATP syntazy bych ji

osobn¢ spise zaradil mezi vodik produkujici mitochondrie.
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3.4 Hydrogenosom

Hydrogenosomy na rozdil od pfedchozich typtu mitochondrii neobsahuji DNA,
elektron-transportni  fetézec, Krebsiuv cyklus a nevykazuji Fo-F1 ATPazovou aktivitu
(Clemens and Johnson, 2000; Muller, 1993). Své jméno dostala organela podle schopnosti
vyrabét molekularni vodik za pomoci anaerobniho enzymu hydrogenazy (Lindmark and
Miiller, 1973). Jeho funkci je pfenos elektronit mezi aktivnim mistem enzymu a redoxnimi
partnery, Vvtomto piipadé protonem (Vignais et al., 2001). Druhym kli¢ovym
hydrogenosomalnim enzymem je pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza (PFO), ktery
dekarboxyluje pyruvat za vzniku CO,, acetyl-CoA a redukovaného ferredoxinu (Raeburn and
Rabinowitz, 1971). ATP vznika drahou "prodlouzené glykolyzy" (katabolismus pyruvatu
vedouci ke vzniku ATP substratovou fosforylaci) enzymy ASCT a SCS (Muller, 1993).
Systém proteind katalyzujicich biogenezi Fe-S center je homologni se systémem u klasické
aerobni mitochondrie (Tachezy et al., 2001).

Vnitfni mitochondridlni membrana netvoii kristy. U hydrogenosomil se také mohou
vyskytovat mezimembranové vacky obsahujici vapnik (naptf. u Trichomonas vaginalis, viz.
obr. 8) (Benchimol, 2009; Benchimol and De Souza, 1983).

Poprvé byla tato organela popsana v roce 1973 u parazita skotu Tritrichomonas foetus
(Lindmark and Miiller, 1973). Pozdé¢ji byla objevena napiiklad u lidského patogena
Trichomonas vaginalis, symbiotické chytridiomycety Piromyces ¢i Neocallimastix frontalis
nebo améb Sawyeria marylandensis a Mastigamoeba balamuthii. Jelikoz byl hydrogenosom
nalezen u takto evolu¢né vzdalenych anaerobnich protist, je pravdépodobné, Ze vznikly
Vv pribéhu evoluce né€kolikrat nezavisle na sobé v disledku adaptace na anoxické prostiedi

(Muller, 1993).

Obrazek 8 — Mezimebranové vacky v hydrogenosomu T. vaginalis (vlevo) a T. foetus (vpravo). Vacky jsou
znacené hvézdickou, méfitko je dlouhé 50 nm (pfevzato z Benchimol, 2009).
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3.4.1 Trichomonas vaginalis

Nejvice zkoumané jsou hydrogenosomy parazitického prvoka Trichomonas vaginalis,
ktery zptisobuje onemocnéni urogenitalniho traktu u lidi. Do hydrogenosomu je z cytoplasmy
krom¢ pyruvatu importovan také malat, ktery je v organele pomoci enzymu malat
dehydrogenazy (dekarboxylujici, tzv. jableCny enzym) pfeménén na pyruvat. Uvolnéné
elektrony jsou pfi této reakci pfijimany koenzymy NAD®, ptipadné NADP" (Drmota et al.,
1996). Pyruvat importovany z cytoplasmy nebo vznikly pfimo v hydrogenosomu pieménou
malatu je oxidativné dekarboxylovan pomoci PFO na acetyl-CoA a oxid uhlic¢ity. Elektrony
vzniklé beéhem této reakce redukuji [2Fe2S] ferredoxin (Miiller et al., 2012). V
hydrogenosomu T. vaginalis byly objeveny dva proteiny komplexu I dychaciho fetézce
(homology NuoE a NuoF). Komplex I (NADH dehydrogenaza) v aerobni mitochondrii
katalyzuje oxidaci NADH, v hydrogenosomu tyto dva proteiny slouzi k pfenosu elektrond
z NADH na [2Fe2S] ferredoxin (viz. obr. 9) (Hrdy et al., 2004).

Kone¢nymi produkty hydrogenosomalniho metabolismu jsou acetéat a vodik. Acetat a
ATP jsou syntetizovany z acetyl-CoA pomoci enzymi ASCT a SCS (van Grinsven et al.,
2008; Lahti et al., 1994). Kli¢ovym a charakteristickym enzymem hydrogenosomu je enzym
hydrogendza, ktera ptijima elektrony z redukovaného ferredoxinu a predava je na protony za
soucasného vzniku plynného vodiku (Hrdy et al., 2004).

Velmi podobny metabolismus ma ptibuzny parazit skotu, Tritrichomonas foetus, u
kterého byl hydrogenosom poprvé objeven (Lindmark and Miiller, 1973). Rozdily jsou pouze
ve zpracovavani pyruvatu v cytoplasmé, kde je misto laktatu produkovan etanol (Sutak et al.,
2004; Sutak et al, 2012). Navic je zde vyrabén sukcinat pomoci enzymu fumarat reduktazy
(Miiller et al., 2012).
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Obrazek 9 — Metabolismus hydrogenosomu T.vaginalis; 1 = jableény enzym 2 = dvé podjednotky komplexu I,
3 = hydrogenaza, 4 = pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza, 5 = acetat:sukcinat CoA-transferaza (ASCT), 6 =
sukcinyl-CoA syntetaza (SCS), Fd = ferredoxin (pfevzato z Miiller et. al., 2012).

3.4.2 Piromyces sp. 2 + Neocallimastix frontalis

Hydrogenosomy byly popsany i u dvou anaerobnich hub zkmene
Neocallimastigomycota. Piekvapivé je u téchto organisml pyruvat v hydrogenosomu
katabolizovan enzymem pyruvat format lydzou (PFL) na acetyl-CoA a format (coz je i
kone¢ny produkt metabolismu téchto hub) (Akhmanova et al., 1999; Boxma et al., 2004;
Gelius-Dietrich and Henze, 2004). Béhem této reakce se neuvoliuji zadné elektrony a
nedochézi tak k redukci ferredoxinu, potiebného pro funkci hydrogenazy. Byla navrzena
alternativni metabolickd cesta, kdy potiebné elektrony ziskava ferredoxin z redukovanych
koenzymu vzniklych dekarboxylaci malatu (Boxma et al., 2004). Jelikoz je ale pienos
elektronti z NADH na ferredoxin energeticky nevyhodny, neni produkce hydrogenosomalniho
vodiku pfilis dobfe prozkoumana. Acetyl-COA je metabolisovan pomoci enzymi ASCT a
SCS za vzniku acetatu a ATP (Boxma et al., 2004).

Pritomnost typicky hydrogenosomalniho enzymu PFO neni u téchto hub jednoznac¢na.
Aktivita PFO byla popsana u dvou zastupct rodu Neocallimastix (N. patriciarum a N. sp. L2)
(Marvin-Sikkema et al., 1993; Yarlett et al., 1986), avsak nikoliv u N. frontalis a Piromyces
(Akhmanova et al., 1999; Ofallon et al., 1991).
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3.4.3 Spironucleus salmonicida

Tento stievni parazit ryb patii do fadu Diplomonadida. Typickym znakem diplomonad
je ptitomnost dvou jader, ktera jsou v buiice umisténa symetricky podle stfedové osy.

V genomu S. salmonicida bylo nalezeno pét genti pro enzym PFO a sedm gent pro
hydrogenazu. Pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie bylo prokazano, ze dvé kopie enzymu
hydrogenazy a jedna kopie PFO jsou lokalizovany do hydrogenosomu tohoto prvoka, ostatni
kopie jsou pravdépodobné pfitomné v cytoplasmé. Bunka je tak nejspiS schopna vytvaret
vodik v cytosolu i v mitochondrii. Vznikly acetyl-CoA je metabolizovan pfimo na ATP a

acetat pomoci enzymu ACS (Jerlstrom-Hultqvist et al., 2013).

3.4.4 Sawyeria marylandensis

vey

S. marylandensis je mikroaerofilni améba ze tfidy Heterolobosea, zijici v potocich
bohatych na zelezo (O’Kelly et al., 2003). Nékteré jeji hydrogenosomy se morfologicky
odlisuji, obsahuji totiz centralni dutinu (Barbera et al., 2010). Protoze se dosud nepodatilo
uspésné kultivovat kulturu tohoto prvoka axenicky (tzn. bez kontaminace jinymi organismy),
jsou vsechna dostupna data zaloZena pouze na analyze EST. ATP je generovano substratovou
fosforylaci pomoci enzymt ASCT a SCS. Mitochondrialni metabolismus dale obsahuje PFO,
hydrogenazu a pravdépodobné také nékteré podjednotky komplexu I dychaciho fetézce

(podobné jako u T. vaginalis) (Barbera et al., 2010).

3.4.5 Mastigamoeba balamuthi

Volné Zijici nepatogenni prvok M. balamuthi (dfive Phreatamoeba balamuthi) je
schopny vytvaret tfi rizné stadia. Nejcast€j$i formou je mnohojaderna améba, pohybujici se
pomoci panozek. Za urcitych podminek se améba transformuje do stadia bic¢ikovce, které
ovsem neni schopné reprodukce. Nepiiznivé podminky pieziva ve stadiu velmi odolné cysty

(Chavez et al., 1986).
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Mitochondrialni organela byla objevena pomoci elektronové mikroskopie a ptivodné
byla povazovana za mitosom. Na zaklad¢é analyzy EST byla v genomu prokazana piitomnost
nékolika proteini Krebsova cyklu, PFO, hydrogenazy a ACS. Metabolismus je tedy mnohem
slozitéj$i nez u nejblizsi ptibuzné parazitické améby E. histolytica (Gill et al., 2007). Stejné
jako u E. histolytica byl ISC systém pro tvorbu Fe-S center nahrazen bakterialnim NIF
systémem (viz. nize) (Gill et al., 2007). Ten je zde ptitomen duplicitné jak v hydrogenosomu

tak v cytoplasmé (Nyvltova et al., 2013; Nyvltova et. al., 2015).
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3.5 Mitosom

Nejvice redukovana organela mitochondridlniho typu byla pojmenovana mitosom
(Tovar et al., 1999) ¢i kryptom (Mai et al., 1999). Mitosomy vibec neprodukuji ATP, které je
syntetizovano vyhradné v cytosolu. Pokud jsou piitomné typické hydrogenosomalni enzymy
jako PFO a hydrogenaza, mizeme je nalézt také pouze v cytoplasmé (Emelyanov and
Goldberg, 2011). Stejn¢ jako hydrogenosomy, také mitosomy neobsahuji vlastni DNA a
vSechny mitosomalni proteiny musi byt do organely transportovany.

Mitosom byl poprvé popséan V roce 1999 na zaklad¢ imunolokalizace chaperoninu Cpn
60 (typicky mitochondridlni protein, zajistujici spravné slozeni ostatnich proteind, které jsou
do mitochondrie importovany z cytoplasmy) u améby Entamoeba histolytica. (Mai et al.,
1999; Tovar et al., 1999). Mitosom se dale vyskytuje naptiklad u mikrosporidii
Trachypleistophora hominis (Williams et al., 2002) a Encephalitozoon cuniculi (Katinka et
al., 2001), strevniho parazita ¢lovéka Giardia intestinalis (Tovar et al., 2003) nebo u kokcidie

Cryptosporidium parvum (LaGier et al., 2003; Riordan et al., 2003).

3.5.1 Entamoeba histolytica

Tato patogenni améba z fiSe Amoebozoa se vyskytuje ve dvou pohyblivych stadiich
(tzv. trofozoitech). Forma minuta je stadium neinvazni, v tlustém stievé clovéka se Zivi
bakteriemi a ve formé cyst mize byt vyluCovana stolici. Za uréitych podminek se muze
zménit na formu magnu, ktera je invazivni a zptsobuje ménavkovou uplavici a chronické
infekce.

Mitosom byl poprvé objeven pravé u E. histolytica diky lokalizaci typicky
mitochondrialniho proteinu Cpn60 (Mai et al., 1999; Tovar et al., 1999). Jelikoz mitosom
neprodukuje zadné ATP, je nutné energii pro funkci mitosomalnich proteinti nebo
proteinového importu dodavat z cytoplasmy (Tovar et al., 2007). K tomu slouzi specificky
ADP/ATP pienasec, ktery pravdépodobné transportuje ATP do mitosomu (Chan et al., 2005).

Mitochondrialni ISC systém tvorby Fe-S center byl nahrazen neobvyklym
bakterialnim systémem NIF, ziskanym horizontalnim genovym pfenosem z g-proteobakterie
(Ali et al., 2004). Tento systém se pravdépodobné vyskytuje pouze v cytoplasmé (Dolezal et
al., 2010; Mi-ichi et al., 2009; Nyvltova et al., 2013), ackoli dle prace Maralikové je obsazen
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také v mitosomu (Maralikova et al., 2010). Jedinou potvrzenou mitosomalni funkci u E.
histolytica je tak systém aktivujici sulfat (Mi-ichi et al., 2009), ktery se obvykle nachazi v
cytoplasmé nebo plastidech. Aktivovani sulfatu ve formé 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfat
(PAPS) je dulezité pro jeho nasledné zabudovani do biomolekul jako je cystein ¢i methionin
nebo muze byt vyuzit pro tvorbu sulfolipidi, jejichZz funkce v buiice ovSem zatim neni znama.
Zaroven byl potvrzen vliv sulfitu na bunécny rist a proliferaci (mnozeni bun¢k) u E.

histolytica (Mi-ichi et al., 2011).

3.5.2 Giardia intestinalis

Tento paraziticky bicikovec, patfici do fddu Diplomonadida, ma na ventralni strané
téla prisavny disk, diky kterému je schopny se pfichytit na epitel tenkého stfeva. Takto
zabraniuje zpétné resorbci vody a zpisobuje tak u ¢lovéka prijmova onemocnéni.

Mitosomy G. intestinalis rozdélujeme na dva typy na zaklad¢ lokalizace v buiice.
Centralni mitosomy se typicky vyskytuji mezi dvéma jadry prvoka (viz. obr. 10) a tzv.
periferni mitosomy mizeme nélézt rozmisténé rizné v cytoplasmé, hlavné ale v kaudalni ¢asti
tohoto prvoka.V roce 2001 byla v G. intestinalis prokazana piitomnost genu pro IscS (enzym
cystein desulfurasa), ktery dodava sulfdit pro FeS centrum. Pozd&i byla pomoci
imunofluorescen¢ni mikroskopie potvrzena jeho lokalizace do mitosomi (Dolezal et al.,
2005; Tovar et al., 2003). ISC systém zajistuje skladani Fe-S center, coz je také jedina
potvrzena funkce této organely. V mitosomu byla experimentdlné potvrzena piitomnost
dvaceti proteindl, véetné ferredoxinu a chaperoninu Hsp70 (Jedelsky et al., 2011; Smid et al.,
2008). Zatim vSak neni jasné, jakym zptisobem se do mitosomu dostaiva ATP pro spravné

fungovani chaperoninu, ktery je zodpovédny za finalni pfenos Fe-S centra na cilovy protein.
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Obrazek 10 — Imunofluorescencni lokalizace proteinu diflavinu (zelené znaceny) v bunce G. intestinalis.

Cervené je znaéen mitochondridlni marker Toma40, ktery je schopny pienaset proteiny pres vnéjsi
mitochondrialni membranu. Modfe obarvena jsou jadra. Mezi jadry mlZeme vidét uspofadané centralni
mitosomy. DIC = diffenential interference contrast (pfevzato z Jedelsky et. al., 2011).

3.5.3 Mikrosporidie

Ackoli byli tito vnitrobunééni parazité dlouho povazovani za amitochondrialni
eukaryota, také u nich byl objeven a popsan mitosom. Na zakladé¢ genomové analyzy byly u
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi objeveny geny pro proteiny ucastnici se biogeneze
Fe-S center (IscS, IscU, ferredoxin a ferredoxin NADPH oxidoreduktaza) (Katinka et al.,
2001). Pomoci imunofluorescen¢ni kolokalizace s mitochondridlnim proteinem Hsp70 byla
v mitosomu E. cuniculi prokazana pfitomnost IscS, IscU a frataxinu (donor zeleza pro Fe-S
centrum) (Goldberg et al., 2008). I zde tedy mitosom pravdépodobné slouZzi k tvorbé Fe-S
center. E. cuniculi ziskdva ATP pievazné z hostitelské bunky. Na bunéné membrané této
mikrosporidie byly objeveny tii ADP/ATP prenaSece, Ctvrty byl lokalizovan v mitosomu a
slouzi k pfenosu ATP z cytosolu do mitochondridlni organely.

U dalsi studované mikrosporidie Trachipleistophora hominis byla v mitosomu na
zakladné¢ imunolokalizace potvrzena piitomnost chaperoninu Hsp70 a proteinu IscS
(Goldberg et al., 2008; Williams et al., 2002). Proteiny IscU a frataxin byly piekvapivé
nalezeny pouze v cytoplasmé. Jakym zpusobem dochazi k vyrobé Fe-S center u T. hominis

tak neni prili§ jasné (Goldberg et al., 2008).
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3.5.4 Cryptosporidium parvum

Kokcidie C. parvum je intracelularni parazit patfici do kmene Apicomplexa, ktery
zpusobuje akutni priijem u hospodaiskych zvirat i u clovéka.

Veskeré drahy energetického metabolismu jsou pfitomné pouze v cytosolu. Pyruvat je
dekarboxylovan enzymem PNO na acetyl-CoA a ATP vznika pomoci enzymu ACS. (Mogi
and Kita, 2010). V roce 2003 byla v mitochondrialnich organelach pomoci imunofluorescence
prokdzéna pritomnost typicky mitochondrialnich proteintt Hsp70, Cpn60 a zaroven proteina
ISC systému (IscS a IcsU) (LaGier et al., 2003; Riordan et al., 2003).

U blizkého ptibuzného Cryptosporidium muris je acetyl-CoA také vyrabén z pyruvatu
pomoci PNO (Mogi and Kita, 2010). Na zakladé¢ genomové analyzy byly ale u tohoto prvoka
identifikovany vSechny enzymy Krebsova cyklu a ATP syntaza. Krom¢ substratové
fosforylace enzymem ACS by tak mohlo byt ATP vyrabéno také klasickou oxidativni
fosforylaci (Mogi and Kita, 2010). Zatim nebylo prokazano zda mitochondrie obsahuje vlastni
genom. Navic neni zadny z predpokladanych enzymatickych d&ja v mitochondrii tohoto
prvoka podlozen biochemicky. Je ale velmi pravdépodobné, Ze mitochondrie C. muris bude

po dal$im zkoumani zafazena mezi aerobni ¢i anaerobni mitochondrie.
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4 Zaver

Adaptace nékterych anaerobnich prvoku na prostfedi s nedostatkem kysliku je spojena
s redukci typickych mitochondrialnich funkci. Béhem této redukce dochazi zejména ke ztraté
komponent dychaciho fetézce, enzyml Krebsova cyklu a mitochondrialniho genomu. Typicka
syntéza energie ve form¢ ATP prostfednictvim oxidativni fosforylace je nahrazena
substratovou fosforylaci. Redukované mitochondrie nékterych prvokii rovnéz ziskaly
netypické metabolické cesty jako je systém aktivujici sulfat u E. histolytica. Dalsim
ptikladem je nahrazeni klasické mitochondrialni ICS drahy pro skladani Fe-S center
bakterialnim NIF systémem jako u M. balamuthii. Draha syntézy Fe-S center mtze byt také
uplné redukovana, jako je tomu u E. histolytica.

Jako zékladni substrat pro vsechny metabolické reakce v mitochondrialnich
organelach je vyuzivan pyruvat. Ten mize byt dale metabolizovan nejenom klasickym
mitochondridlnim PDH komplexem, ale i dal§imi enzymy citlivymi na kyslik, jako jsou PFL,
PFO nebo PNO. Kromé toho maji nékteré mitochondridlni organely schopnost produkovat
vodik pomoci bakteridlniho enzymu hydrogenazy.

Vétsina redukovanych mitochondrii byla identifikovana u parazitickych prvokd, je
tedy velmi obtizné odlisit, zda jsou adaptace mitochondrialniho metabolismu spojené
S prechodem organismu na paraziticky zpiisob Zivota nebo na zivot v anaerobnim prostfedi.
Velmi dulezity je proto také vyzkum volné zijicich prvoku, jako M. balamuthii a S.
marylandensis, ktery by mohl redukci mitochondrialnich organel vice objasnit. Je ov§em
mozné, ze nikdy opravdu nezjistime, jakym zptisobem mitochondrialni organela vznikla a jak

se V pribéhu stovek milioni let evoluéné vyvijela.
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5 Rejstrik pouzitych zkratek
ACS = acetyl CoA syntetdza
AOX = alternativni oxidaza
ASCT = acetat:sukcinat CoA transferaza
ATP = adenosintrifosfat
CIA = cytosolic iron-sulphur cluster assembly systém
FADH, = flavinadenindinukleotid
ISC = iron-sulphur cluster systém
LDH = laktat dehydrogenaza
NADH = nikotinamidadenindinukleotid
NIF = nitrogen fixation systém
PAPS = 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfat
PDH = pyruvat dehydrogenaza
PFL = pyruvat:format lyaza
PFO = pyruvat:ferredoxin oxidoreduktaza
PNO = pyruvat:NADP" oxidoreduktaza
SCS= sukcinyl-CoA syntetaza

SUF = sulphur fixation system
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