Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismi

‘tvv'

\‘E‘y,;ﬂ',

Iuliia Efimova

Biogeneze krist vnitfni mitochondrialni membrany

The inner mitochondrial membrane cristae biogenesis

Bakalarska prace

Vedouci zavérecné prace/Skolitel:
RNDr. Tomas Mracek, Ph.D.

Praha, 2016



Prohlaseni:
Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité

informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 12.05.2016

Podpis



Podékovani:
Chtéla bych na tomto misté podékovat RNDr. Tomasi Mrackovi, Ph.D. za vedeni mé
bakalarské prace, veskeré cenné rady i trpélivost a také za pomoc s jazykovou korekturou.

Dékuji celému kolektivu oddéleni bioenergetiky za pratelsky pristup a jejich velkou

ochotuy, s kterou mi radi ohledné rGznych praktickych pfistupl v mé experimentalni ¢innosti.

Zvlastni podékovani patfi moji rodiné a blizkému okoli za neocenitelnou moralni

podporu v pribéhu celého bakalarského studia.



Abstrakt

Invaginace vnitini mitochondridlni membrany utvareji kristy - dllezity strukturni
a bioenergeticky kompartment mitochondrii. Dlouhodoba pozorovani ultrastruktury
mitochondrii prokazala dynamiku krist, ale nevyjasnila mechanizmy jejich formovani
a stability. Tato prace shrnuje nové poznatky o molekuldrnich mechanizmech biogeneze
mitochondrialnich krist. Ty jsou konzervovany od hub az po savce, véetné clovéka. Duraz je
kladen na hlavni remodelacni faktory: dimery FiFo-ATP syntazy, MICOS komplex, OPAT
protein a kardiolipin. Jejich defekty vedou k vyznamnym zménam nejen na drovni krist,
ale také na uUrovni mitochondrii, bunék a celého organizmu. Stim souviseji rdzné
patofyziologické stavy a lidska mitochondrialni onemocnéni. Detailnéjsi vyzkum biogeneze
krist je proto velmi vyznamny, nové poznatky by mohly napomoci v rozvoji lécby
mitochondrialnich poruch.

Klicova slova: mitochondrie, kristy, FiFo-ATP syntaza, MICOS, OPA1, kardiolipin,

mitochondrialni dysfunkce
Abstract

Invaginations of the inner mitochondrial membrane originate cristae — important
structural and bioenergetic mitochondrial compartments. Long-term observations
of mitochondrial ultrastructure uncovered cristae dynamics, but did not identify mechanisms
of cristae formation and maintenance. This thesis summarizes results of latest research on
molecular mechanisms of mitochondrial cristae biogenesis, which are conserved from fungi
to mammals including human. The emphasis is put on major remodeling factors: FiF,-ATP
synthase dimers, MICOS complex, OPA1 protein and cardiolipin. Their defects lead
to extensive changes on cristae level, as well as on mitochondrial, cellular and organismal
levels. Various pathophysiological conditions and human mitochondrial diseases are related
to these defects. More detailed research of cristae biogenesis is therefore of high significance,
new findings could assist in the development of new treatments for mitochondrial disorders.

Key words: mitochondria, cristae, FiFo-ATP synthase, MICOS, OPA1, cardiolipin,

mitochondrial dysfunction
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1. Uvod

Kazdy kompartment a kazda bunécna organela v eukaryotické burice ma jednu ¢i vice
nezbytnych funkci. Mitochondrie nejsou vyjimkou: podileji se hlavné na tvorbé energie
ve formé ATP a to zpUsobem oxidacni fosforylace, kdy je smérovany tok elektron(i vnitfni
membranou vyuzivan na pumpovani protont a vytvoreni protonmotivni sily pohanéjici
syntézu ATP. Bunécné elektrarny, jak se casto mitochondriim fika, byly poprvé popsany
v roce 1856. Od této doby se poznatky o mitochondriich znacné rozsifily, ale nékteré zahady
pretrvavaji doposud (srhnuji Cogliati, Enriquez, and Scorrano 2016; van der Giezen 2011; Gray,
Burger, and Lang 1999). Dnes je znamo, Ze tyto bunécné organely maji vicekompartmentové
slozeni: vnéjsi a vnitfni membranu, mezimembranovy prostor, uvnitf ulozenou matrix a kristy
s vnitfnim prostorem, ohrani¢cenym membranou. Nejcastéji je na mikroskopickych snimcich
vidét mitochondrie kulatého ci ovalného tvaru s tubularnimi kristami, ale to je jen jedna
z mnoha rdznych morfologickych podob, ve kterych se mitochondrie objevuji. Diversita
ve strukture a tvaru organel se projevuje jak mezi organismy, tak i mezi tkanémi
a bunkami jednoho organismu (jak je napfiklad ukazédno v Deng et al. 1999; Fawcett

1981:443-463; Gunning and Steer 1996:42-43).

Existuje nékolik modell popisujicich topologii vnitini mitochondrialni membrany
(shrnuto v Zick, Rabl, and Reichert 2009). Nejstarsim je , Baffle model” (Deflektorovy model),
podle kterého se kristy rozmistuji v fadach naproti sobé a jsou Siroce oteviené
do mezimembranového prostoru (Palade 1952, Palade 1953). Jinym modelem je ,Septa
model” (Prepazkovy model), ve kterém kristy prochazeji napfi¢ matrix mitochondrii a déli ji
na mensi kompartmenty (Sjostrand 1953). Podle posledniho modelu, ktery je v soucasné
dobé Siroce akceptovan, mista prechodu membrany krist a vnitini mitochondrialni
membrany,, cristae junctions”, se vyznacuji uzkym, trubkovitym tvarem (Daems and Wisse

1966). Znazornéni vsech tifi modell je na obrazku 1.



Deflektorovy model

Prepiazkovy model

Cristae junction model

Obrazek 1. Modely topologie vnitini
membrany.

Deflektorovy model (Baffle model),
Prepazkovy model (Septa model), Cristae
junction model. Pfevzato a upraveno podle
Zick, Rabl, and Reichert, 2009.

Kristy maji podstatny vyznam pro stabilitu, architekturu a bioenergetiku mitochondrii.
Jednou z jejich nezastupitelnych funkci je napfiklad stinéni naboje. Na membrané krist jsou
lokalizovany komplexy elektron-transportniho retézce, které pumpuji protony do IMS
(Wilkens, Kohl, and Busch 2013). Prilisna akumulace protont muze lokalné navysit ApH (pH
gradient) a ovlivnit naboj tésné podél IMM. Invaginaci IMM do matrix a tvorbou krist se
zvétsuje jeji plocha a tim je umoznéno lepsi rozprostreni naboje (Strauss et al. 2008). Zaroven
také mulze dochazet k navyseni kvanta membranovych proteini a enzyma. Fyzickym
oddélenim mezimembranového prostoru, prostoru krist a matrix vznikaji odlisné podminky,
které umoznuji separaci riznych enzymatickych procest a jejich soucasny priibéh. Shrnuto

v Cogliati, Enriquez, and Scorrano 2016; Mannella 2008; Zick, Rabl, and Reichert 2009.

Zatimco morfologicka ultrastruktura mitochondrialnich krist je diky mikroskopii znama
jiz dlouho, molekularni podstata biogeneze krist a faktorli zodpovédnych za jejich tvorbu
a remodelaci byla donedavna nejasna. Vyzkum poslednich let pfinesl na vétsinu téchto otazek
odpovédi, které shrnuji v této praci.

Cilem prace je rekapitulace existujicich poznatkd o molekularnich mechanismech

zodpovédnych za biogenezi krist a o fyziologickych projevech zplUsobenych jejich dysfunkci.



2. Modely vzniku krist

Mitochondrie jsou velice dynamické, podléhaji strukturnim zménam, fuzim a délenim
za béznych podminek. Kromé zmény tvaru samotnych organel dochazi také k neustalému
vzniku a zaniku krist. Bylo formulovano nékolik teoretickych model{i vzniku krist, vétSina vsak
postrada oporu v experimentalni praci (Zick, Rabl, and Reichert 2009). Modely jsou shrnuty

na obrazku 2.

Jednim z modell je ,Invagination model” (Invaginacni model). Podle néj jsou cristae
junctions tvoreny ohyby a vchlipeninami vnitfni mitochondrialni membrany. CJs posléze
davaji vznik samotnym kristam (tento model je zalozen na teorii spontanniho zakfiveni

membran podle Helfrich 1972; Renken et al. 2002).

Druhy, podobny predchozimu, je ,Balloon model” (Balonovy model), ve kterém Cls
vznikaji jako stabilni kulickovité struktury, které umoznuji shromazdéni lipid(, proteind

a nasledné ohybani i invaginaci vnitfni mitochondrialni membrany pro budouci kristy.

Jinym typem je ,De-novo vesicle germination model” (Model formovani krist z vackl
de-novo). Ten predpoklada vznik vackd uvnitf matrix, které pozdéji fuzuji s vnitini
mitochondrialni membranou; membrana takovych vackd se poté méni na membranu krist.

Nové vznikajici membrany krist mohou mit plvod i z fuzujicich mitochondrii.
To postuluje ,Fusion-remnant model” (Model vzniku krist po zbytku fuze) a ,Hemifusion
model” (Model castecné flze). Prvni z nich je zaloZen na tom, ze kristy pochazeji ze zbytk
predchozi fuze a cristae junctions — z oblasti fuze vnitfnich membran mitochondrii. Druhy
z vyse pojmenovanych model( se lisi od prvniho v tom, ze pfi spojeni membran dochéazi navic
ke vzniku vack(, ze kterych se nasledné vytvareji kristy.

Posledni, ,Cristae fission-fusion model” (Model déleni a splyvani krist) predpoklada
formovani vezikul z jiz existujicich mitochondrialnich krist, jejich presun matrix a nasledujici
splyvani s vnitfni membranou na jiném misté v mitochondrii.

Vsechny uvedené modely popisuji formovani a zachovani krist v mitochondriich
na zakladé teoretickych znalosti, ale Zadny z nich neni doposud povazovan za jediny spravny
a zcela vysvétlujici experimentalni data (Zick et al. 2009).
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Model formovani krist de-novo
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Obrazek 2. Modely vzniku krist.
IM — vnitfni membrana, M — matrix, IMS — mezimembranovy prostor. Pfevzato a upraveno podle Zick,
Rabl, and Reichert, 2009.



3. Modelové organismy

Pro studium mitochondridlni morfologie vcetné biogeneze krist a déja s tim
souvisejicich se pouziva siroké spektrum modelovych organismU. Nékteré (a ¢asto neobvyklé)

taxonomické skupiny jsou nicméné pro zkoumani konkrétnich procest vyhodnéjsi.

Velké mnozstvi dat ohledné struktury mitochondrii bylo ziskdno na kvasinkach,
kde byly napf. poprvé popsany dimery ATP syntazy (Arnold et al. 1998) i komplexy MICOS
(Harner et al. 2011; Hoppins et al. 2011; von der Malsburg et al. 2011; Rabl et al. 2009).
Napriklad kvasinka Saccharomyces cerevisiae je vyuzivana ve velké vétsiné pripadu, pocinaje
zkoumanim struktury Fi1Fo-ATP syntazy (Brunner, Everard-Gigot, and Stuart 2002) a konce
vyzkumem geneticky podminénych lidskych onemocnéni a jejich projevli (Ma et al. 2004).
Vedle kvasinek jsou pro vyzkum dimernich a oligomernich forem mitochondrialnich ATP
syntaz vyuzivany i dvé pribuzné fasy, Chlamydomonas reinhardtiia Polytomella (Arnold et al.
1998; Davies et al. 2012, 2014; Dudkina et al. 2005; van Lis et al. 2003). Vyhodou je, zZe dimery
ATP syntaz C. reinhardtii a Polytomella se od zivocisSnych model odlisuji svou vysokou
stabilitou (Atteia et al. 2003; Dudkina et al. 2005; van Lis et al. 2003; Rexroth et al. 2004).

Vedle hub a rostlinnych fas jsou nejCastéji pouzivanymi organismy mysi a potkani.
Jejich tkané a organy (srdecni a kosterni svalovina, hnéda tukova tkan, jatra) jsou bohaté
na mitochondrie (Cipolat et al. 2006; Civiletto et al. 2015; Darshi et al. 2011; Picard et al. 2015;
Varanita et al. 2015). Podobné, byt spise historicky, jsou vyuzivany hovézi tkané a to hlavné
pro potreby izolace velkého mnozstvi materiadlu pro krystalografické studie (Abrahams et al.
1994; Minauro-Sanmiguel, Wilkens, and Garcia 2005; Senior and Brooks 1971; Strauss et al.

2008; Walker et al. 1985).

Siroce pouzivané v experimentech jsou také bunéiné linie vyvinuté z lidskych
nadorovych bunék, napriklad ,,HeLa” bunky (Exner et al. 2007; Olichon et al. 2003; Wilkens et
al. 2013) nebo lidské bunécné linie embryonalniho pdvodu, pfikladem jsou ,HEK" buriky
(Alkhaja et al. 2012). Velice dilezitym néastrojem pfi zkoumani lidskych onemocnéni jsou

primarné vzorky tkdné a organd samotnych pacientll odebrané jako biopsie a autopsie



(Acehan et al. 2007; Bissler et al. 2002; Carelli et al. 2015; Gonzalvez et al. 2013; Hirai et al.
2001).

Ve snaze zjistit evolucni pocatky a vyvoj mitochondrii se mnohdy provadéji srovnavaci
analyzy jak mezi odlisSnymi taxonomickymi skupinami eukaryot, tak i mezi prokaryotnimi

a eukaryotnimi organismy (Huynen et al. 2016; Mufioz-Gomez et al. 2015).
4. Kristy a oxidacni fosforylace

Elektron-transportni retézec se sklada z péti komplexd. Komplexy I az IV jsou sefazeny
podle rostouciho redoxniho potencidlu redoxnich pari, od NADH:NAD+* az po %0:H,0.
Transport elektronu je spfazen s pumpovanim proton( pres vnitfni membranu mitochondrie
do mezimembranového prostoru, ¢imz se vytvari elektrochemicky gradient. KomplexV
neboli F1F,-ATP syntaza nasledné protonovy gradient vyuziva, translokuje protony zpét
do mitochondrialni matrix a tim pohani syntézu ATP. Kromé péti komplexd zakotvenych
v membrané jsou soucasti oxida¢né fosforylacniho retézce i mobilni prenasece elektrond,
koenzym Q (ubichinon) a cytochrom ¢ (shrnuto napf. v Fernandez-Vizarra, Tiranti, and Zeviani

2009).

Cytosol
oMM

Mezimembranovy
prostor

A
- 02070 ¢

-
_->::I
S

NADH NAD" 0, 2H,0 ADP  ATP
FADH, FAD

Obrazek 3. OXPHOS komplexy na vnitini mitochondrialni membrané.

CoQ1o — ubichinon, Cyt ¢ — cytochrom ¢, NADH:NAD* - nikotinamid adenin dinukleotid

v redukované:oxidované formé, FADH»:FADH* - flavin adenin dinukleotid v redukované:oxidované formé,
OMM - vnéjsi mitochondridlni membrana, IMM — vnitini mitochondridlni membrana, fimskymi cislicemi jsou
oznacené jednotlivé komplexy OXPHQOS (I - V). Prevzato a upraveno podle El-Hattab and Scaglia, 2016.



Komplexy oxidacni fosforylace nejsou na vnitfni mitochondrialni membrané rozmistény
nahodné. V mnoha pracich byla pozorovana jejich distribuce prevazné na membrané krist.
V jedné z prvnich praci pfi zkoumani remodelace krist a apoptdzy bylo zjisténo, Ze priblizné
85 % zasob cytochromu c se nachazi v kristach (Scorrano et al. 2002). Pozdéji bylo potvrzeno
prevladajici umisténi komplexG Ill a V na membrané krist (Gilkerson, Selker, and Capaldi 2003).
Ukazuje se, ze az 94 % procent komplexi ATP syntazy a komplexu III je lokalizovano
v membrané krist. Vyskyt vsech komplexd oxidac¢né fosforylaéniho retézce na
mitochondrialnich membranach byl také prokazan v jinych pracich (napr. Wilkens et al. 2013).
Bylo zjisténo, ze komplexy jsou na membranach krist velmi zastoupeny, kvantitativné

nejnizsim byl ale obsah komplexu II.

Aparat oxidacni fosforylace se rovnéz néjakym zpisobem podili na utvareni krist. Bylo
napriklad ukazano, ze nékteré skupiny prvokl s mitochondriemi bez oxida¢né fosforylacniho

aparatu, obsahuji velmi redukované mitochondrie bez krist (Mufioz-Gémez et al. 2015).
5. Mitochondrialni ATP syntaza

F1Fo-ATP syntaza je patym a poslednim enzymatickym komplexem v mitochondrialnim
respiracnim fetézci, jeho pfiblizna molekulova hmotnost je 600 kDa. Sklada se ze dvou velkych
domén: v membrané zakotvené F, Casti a vycnivajici do matrix F1 Casti (grafické zndzornéni je

na obrazku 4).

Obrazek 4. Mitochondrialni ATP syntaza.
Pfevzato a upraveno podle John E Walker, 2013.
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Fo Cast zahrnuje podjednotky a, e, f, g, A6L, DAPIT, 8 kDa proteolipid a c-kruh.
S translokaci H* do matrix je spojena rotace c-kruhu (pocet jeho podjednotek se lisi mezi
rliznymi organismy). F1 a F, casti jsou dohromady spojeny dvéma stonky: perifernim
(podjednotky OSCP, b, d, Fe) a centralnim (podjednotky y, ¢ &). F1 je katalytickou doménou
a je sestavena z podjednotek centralniho stonku a podjednotek a a Sv poméru: a3y & 6
(Senior and Brooks 1971; Esch and Allison 1979; J E Walker et al. 1985). Podjednotky aa B
jsou obé schopné vazat horcikové kationty a nukleotidy, ale jen S-podjednotky maji
katalytickou aktivitu (shrnuto v Walker 2013). C-kruh je spolu s centralnim stonkem rotujici
(c-kruh, y, & &), oznacuji se dohromady jako rotor; kdezto vSechny ostatni podjednotky (o, S
a, e, f, g, A6L, DAPIT, 8 kDa proteolipid, OSCP, b, d, Fs) jsou stabilni, oznacuji se dohromady

jako stator (shrnuje Walker 2013).
5.1. Dimery F1Fo-ATP syntaz v mitochondriich

ATP syntazy na vnitfni mitochondrialni membrané existuji nejen v monomernich,
aleivdimernich a oligomernich formach. Vroce 1998 na kvasinkach byla poprvé
experimentalné zjisténa a popsana mozna struktura ATP syntdzovych dimer( (Arnold et al.
1998). Solubilizaci detergentem, BN- a naslednou 2D SDS-PAGE elektroforézou byly ziskany
2 typy komplexu: jeden o molekulové hmotnosti 500 kDa (monomerni komplexy V) a druhy
— priblizné 1000 kDa (dimerni komplexy V). Dimery obsahovaly navic podjednotky e, g a k
(specificka pro kvasinky). Bylo prokazano, ze se dimerni formy ATP syntaz nelisi ve specifické
enzymatické aktivité od monomernich forem a ze se tfi popsané podjednotky nepodili
na syntéze ATP. Podobné vysledky se objevovaly i v jinych pracich (napf. v Brunner, Everard-
Gigot, and Stuart 2002), i kdyZ slozeni podjednotek zodpovédnych za asociaci monomert ATP

syntaz nebylo vzdy uniformni (napf. ve Fronzes et al. 2006).

Dudkina et al. 2005 pomoci elektronové mikroskopie a ,single particle analysis” zjistila
u frasy Polytomella, ze dva monomery ATP syntazy mezi sebou sviraji uhel v 70°
a ze monomery spolu interaguji v F, Castech a za pomoci perifernich stonk(. U blizce pfibuzné

fotosyntetizujici rasy Chlamydomonas reinhardtii mitochondrialni dimery ATP syntaz vykazuji



vysokou stabilitu; predpoklada se, ze dimery obsahuji navic 60 KDa protein MASAP

(van Lis et al. 2003) podilejici se na jejich stabilité.

V savcich modelech se vyskytuje znacna variabilita v Uhlech, od 40° az po 95° (Minauro-
Sanmiguel, Wilkens, and Garcia 2005, Strauss et al. 2008, Baker et al. 2012). Strauss et al. 2008
navic zjistili, Ze dimerni ATP syntazy jsou na membranach krist umisténé ve dvou radach

paralelné za sebou v mistech silného ohybu krist, ¢imz vytvareji ,stuhy”.
5.2. Uloha dimerti ATP syntaz ve tvarovani krist

Jiz vice nez 10 let se vmnohych pracich objevuji dikazy o souvislosti
mezi ATP syntazovymi dimery a formovanim krist (Paumard et al. 2002, Dudkina et al. 2005,
Strauss et al. 2008, Davies et al. 2012, aj.). ATP syntadza a jeji di- a oligomerni formy jsou
na membranach krist pfitomné ve velkém mnozstvi (jedno z prvnich pozorovani, byt tehdy
jesté bez oznaceni oligomerd ATP syntaz, ucinil jiz Parsons 1963), jsou bohaté zastoupené v
kladnych (prohlubné krist) zakfivenich IMM (schematické znazornéni topologie krist a CJs je
na obrazku 5) (Rabl et al. 2009; Strauss et al. 2008). Naopak Wilkens et al. 2013 prokazali
pritomnost monomernich forem ATP syntazy i v mistech zaporného zakfiveni IMM jakozto
cristae junctions (viz obrazek 5). Ke zjisténi, jak presné dimery ovliviuji morfologii vnitfni
mitochondrialni membrany, jsou ¢asto navozeny stavy, ve kterych nékteré podjednotky ATP

syntazy nejsou funkéni, disledky jsou nasledné analyzovany.

Vroce 2002 byla prokazana souvislost mezi ATP syntdzou a morfologii vnitini
mitochondridlni membrany u kvasinek (Paumard et al. 2002). Inaktivaci genl
pro podjednotky e a g doslo k fenotypovym zménam: mitochondrie mély tvar , cibule” nebo
byly kruhové uzavrené kolem jinych bunécnych organel. Obdobné struktury byly pozorovany
i pri inaktivaci genu pro podjednotku 4 (ekvivalent sav¢i podjednotky b). U téchto
mutovanych kvasinek nebyla elektroforetickou analyzou prokazana ani pfitomnost dimernich
a oligomernich forem (potvrzeno i v Brunner, Everard-Gigot, and Stuart 2002). Naproti tomu
kontrolni buriky mély jak dimerni a oligomerni formy ATP syntaz, tak i standardni
mitochondrie s kristami. Bylo to jednim z dlkaz{ ucasti dimer(i ATP syntaz v remodelaci krist.

Pozdéjsi studie umoznily detailnéjsi pohled na organizaci ATP syntadzovych dimeru
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v kvasinkovych mitochondriich (napf. za pomoci elektronové kryotomografie a molekularnich

simulaci, Davies et al. 2012, 2014, znazornéni je na obrazku 6).

Oblast Zakfiveni
IMM membrany
Prohluberi/ kladné

Zpicka kristy

List kristy rovinné
Hrdlo Cl kladné
Baze CJ zaporne

Obrazek 5. Topologie mitochondrialnich krist a cristaejunctions..

(A) Bocni pohled na kristu, (B) o 90° otoceny pohled na prirez kristy. M — matrix, IMM — vnitini
mitochondridlni membrana, OMM - vnéjsi mitochondridlni membrana, CM — membrana kristy, ICS — prostor
uvnitf kristy. Pfevzato a upraveno podle Rabl et al., 2009.

Zavislost mezi formovanim krist a ATP syntazovymi mono-, di- a oligomery je
studovana i na sav¢ich modelech (véetné napf. lidskych fibroblastl a bunécnych linii,
napf. HeLa bunék) a mimo jiné i v souvislosti s patofyziologiemi (viz kapitola 9).

Zatimco existence dimernich forem ATP syntdzy je u savcl prokazana, zatim
nevyresenou otazkou je mechanismus jejich vzniku. Pfedpoklada se, ze podjednotky e a g se
u savcl rovnéz podileji na vzniku dimerd. Inaktivaci téchto podjednotek u Hela bunék se
ukazaly abnormalni strukturni zmény v mitochondriich (Habersetzer et al. 2013). Svou
morfologii se ale odliSovaly od kvasinkovych mitochondrii s obdobnym defektem. Poskozené
mitochondrie byly vice protahlé a jejich vnitfni mitochondridlni membréana méla
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tvar ,oblouku”; byla potvrzena i fragmentace mitochondridlnich siti v bunikach. Také bylo
prokazano, ze inaktivace obou podjednotek vede k destabilizaci di- a oligomerd ATP syntaz.
Nejvétsi odliSnosti od kvasinkovych mutant( byla ale skutecnost, Ze se u mitochondrii snizila

aktivita oxidacné-fosforylacniho retézce.

Obrazek 6. Dimerni formy ATP syntazy u S. cerevisiae.

(A, B) Dimer F1Fo-ATP syntazy, monomery mezi sebou sviraji Uhel 86°. (A) Pohled zepfedu; (B) pohled shora,
vnitini mitochondridlni membréana je v disledku dimerizace ATP syntaz ohnuta o 90°. (C) Izolovana
kvasinkova mitochondrie, kde dimery ATP syntaz tvofi ,stuhy” v mistech nejvétsiho zakfiveni
mitochondridlni membrany. Prevzato a upraveno podle Davies et al. 2012, 2014.

Kromé ulohy podjednotek e a g na formovani ATP syntazovych dimer( se rovnéz
diskutuje role IFi proteinu (inhibitor F1 domény ATP syntazy). Existuji prace prokazujici
pritomnost ATP syntazovych dimerd, jejichz monomery jsou spojeny IF; (a to v poméru 1:1,
kde aktivni IF1-dimer vytvari ,muistek” spojujici dvé molekuly ATP syntazy) (napfiklad prace
Bason et al. 2014; Garcia et al. 2006; shrnuto v Garcia-Bermudez and Cuezva 2016). Studie
dokazuji, ze za nepfitomnosti IF1 je mnozstvi dimernich forem ATP syntazy snizeno,
s ¢imz souvisi i nasledné defekty v morfologii krist (Campanella et al. 2008, 2009; Faccenda
et al. 2013). Jsou ale prace, ve kterych neni absence IF1 spojena se zménami v mnozstvi ATP
syntazovych dimerd nebo abnormalni strukturou krist (Fujikawa et al. 2012; Tomasetig et al.

2002). Otevienou otazkou je i funkce samotného proteinu: primarné inhibice hydrolytické
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aktivity F1Fo-ATP syntazy se totiz projevuje i na syntazové aktivité (jak je podrobnéji shrnuto
v Garcia-Bermudez and Cuezva 2016).

Prestoze molekularni podstata tvorby ATP syntadzovych dimer( u savcd neni zatim zcela
jasna, studie naznacuji, ze proces organizace di- a oligomernich forem u savcich bunék je

odlisny od kvasinkovych model{.
6. Mitochondrial contact site (MICOS) komplex

Druhou vyznamnou slozkou podilejici se na strukturovani vnitini mitochondrialni
membrany je proteinovy komplex MICOS. Komplex byl charakterizovan nezavisle a témér
soucasné nékolika skupinami, coz vedlo ke vzniku sady nomenklatur jak pro ndzev samotného
komplexu: Mitofilin komplex, MitOS, MINOS, MICOS - tak i pro nazvy jeho jednotlivych
komponent. Na zakladé dohody nékolika védeckych tymu bylo zavedeno jednotné nazvoslovi
komplexu a jeho komponent (Pfanner et al. 2014), které budu dodrzovat ve své praci i ja

(zakladni a alternativni terminologie je uvedena v tabulce 1).

MICOS je velkym multipodjednotkovym komplexem o molekulové hmotnosti
cca 1 MDa (uvadi se hodnota =700 kDa, Guarani et al. 2015;Huynen et al. 2016). Podle
soucasnych poznatk( savci komplex obsahuje 7 podjednotek: Mic60, Mic10, Mic12, Mic13,
Mic19, Mic25, Mic23 a Mic27. Komplex MICOS je konzervovan mezi organismy od hub
po savce, coz doklada jeho mezidruhovou funkcni podobnost ve formovani a remodelaci
vnitini mitochondrialni membrany a krist (shrnuji Huynen et al. 2016; Zerbes et al. 2012).
Mic60, Mic10, Mic27, Mic23, Micl13 jsou integralnimi proteiny vnitini mitochondrialni
membrany, zatimco Mic19 a Mic25 jsou perifernimi proteiny (Alkhaja et al. 2012; An et al.
2012; Guarani et al. 2015; Hoppins et al. 2011; Huynen et al. 2016; von der Malsburg et al.
2011; Rabl et al. 2009).
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Tabulka 1. Nomenklatura komponent MICOS komplexu.
Informace pochazi z prehlednych praci Huynen et al., 2016; Mufioz-Gdémez et al., 2015; Pfanner et al,,
2014; Zerbes et al., 2012.

Kvasinky Vyssi eukaryota Alternativni nazvy
Fcj1, Mitofilin, MINOS2,IMMT
Mic60 Mic60 a dalsi
Mcs10, Mio10, MINOS1 a
Mic10 Micl10 dalsi
Mic12 Mic13 (QIL1 u ¢lovéka) Aim5, Mcs12 a dalsi
Mic27 (sav¢i ortolog Mcs27, Aim37, APOOL,
Mic27 kvasinkového Mic27 ) MOMA-1
Mic23 (sav¢i paralog
Mic26 kvasinkového Mic26) Mio27, Mcs29, Mos2, APOO
Aim13, Mcs19, CHCH-3,
Mic19 Mic19 CHCHD3 a dalsi
Mic25 (lidsky ortolog
kvasinkového Mic19) CHCHD®6, CHCM1

Proteiny v komplexu maji stabilni usporadani (jak je schematicky naznaceno
na obrazku 7) a navzajem se ovliviuji (Harner et al. 2011; Head et al. 2011; Hoppins et al.
2011). Ukéazalo se, ze Mic60 a Mic10 jsou zakladnimi slozkami komplexu (Huynen et al. 2016).
Pfi jejich absenci je MICOS komplex zna¢né redukovany co do slozeni ostatnich podjednotek
a mitochondrialni morfologie je znacné narusena (Harner et al. 2011; Hoppins et al. 2011;
Huynen et al. 2016; von der Malsburg et al. 2011; Ott et al. 2015). Zminéné podjednotky
mohou tvorit stabilni komplexy nezavisle na MICOS, ale ke stabilité takovych komplext je
potreba podjednotky Mic19 (Friedman et al. 2015; Huynen et al. 2016). U kvasinek bylo navic
prokazano, ze komponenty Mic10, Mic12, Mic27 mohou také samostatné vytvaret stabilni

komplexy nezavislé na ostatnich podjednotkach MICOS (Friedman et al. 2015).
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Cytosol

Obrazek 7. Model MICOS komplexu.
OM - vnéjsi membrana, IMS — mezimembranovy prostor, IM — vnitfni membrana. Sipky ukazuji

na ,contact sites” — , mista kontaktu” proteinl na vnéjsi a vnitini mitochondrialni membrané dulezité
predevsim pro transport proteinli do/z mitochondrie. Pfevzato a upraveno podle Pfanner et al., 2014.

5.3. Kristy a MICOS komplex

Vliv. MICOS komplexu jako celku na strukturu mitochondrialnich membran byl
prokazan v letech 2011-2012 (Alkhaja et al. 2012; Harner et al. 2011; Hoppins et al. 2011; von
der Malsburg et al. 2011), predtim se vétSinou zkoumaly podjednotky bud’ jednotlivé,
nebo v interakcich jen s nékterymi soucastmi komplexu, ddvodem pravdépodobné je, ze data

o celkovém slozeni MICOS jsou relativné nova.

Jednotlivé komponenty MICOS komplexu pfispivaji k funkéni a strukturni stabilité
mitochondrii v odlisné mire. Jak dokladaji studie, zakladni podjednotky Mic60, Mic10 a Mic19
ovliviuji strukturu i funkci mitochondrii nejvice. Za jejich nepritomnosti se zvysuje produkce
ROS, vnitini mitochondrialni membrana vytvari koncentricky uzavrené formace a CJs vétsinou
chybi (Alkhaja et al. 2012; Darshi et al. 2011; John et al. 2005; Rabl et al. 2009). Jina situace
nastava napriklad pri absenci podjednotek Mic23 nebo Mic27, kdy zmény ve funkci
mitochondrii jsou malé nebo nejsou vibec pozorovatelné (Head et al. 2011; von der Malsburg

et al. 2011). Bylo také ukazano, ze pfi ztraté vSech komponent MICOS komplexu najednou
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dochazi k drastickym zménam jak na drovni mitochondrii, tak i na Urovni celého organizmu

(Friedman et al. 2015).

Na zakladé zjisténych poznatki o MICOS komplexu byl vytvoren model,
podle kterého je tento komplex preferencné lokalizovan do mist zaporného vinuti vnitrni
mitochondrialni membrany (tedy baze CJs - viz obrazek 5), a , contact sites” (kontaktni mista),
kde pfimo dochazi ke kontaktim vnéjsi a vnitfni mitochondridlni membrany (schematické

znazornéni je na obrazku 8).

Interakci MICOS s OXPHOS komplexy i kardiolipinem (viz také kapitola 8)
a antagonistickou funkci Mic60 a dimer(i ATP syntaz tak dochazi ke kontrolované remodelaci

krist (Rabl et al. 2009).

O MICOS komplexu se uvazuje jako o velmi vyznamném faktoru pfimo ovliviujicim

formovani a architekturu krist a také strukturu i primeér cristae junctions (viz obrazek 8).

Kromé ucasti komplexu na formovani krist a CJs jsou predpokladany i dalsi funkce
MICOS komplexu v mitochondriich. MICOS m(ze mimo jiné ovliviiovat rist bunék
(Hoppins et al. 2011). Jeho interakce s mitochondrialnimi proteiny vnitini a vnéjsi membrany
ovliviuje transport proteind do mitochondrii (Darshi et al. 2011; Hoppins et al. 2011; Huynen
et al. 2016; von der Malsburg et al. 2011; Ott et al. 2015). MICOS se také nachazi ve fyzické
blizkosti proteind zajistujicich fuzi a déleni mitochondrii. Interakce téchto proteinl (napf.
MICOS a OPA1, Darshi et al. 2011), mze vést ke vzajemné Gcasti obou jak v remodelaci krist,

tak i v mitochondrialni dynamice.
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SAM komplex‘/ ‘

Kardiolipin

Komplex |

Komplex Il

RCS

Komplex llI

Komplex IV
RCS

ATP-syntaza

Obrazek 8. Podil MICOS komplexu na formovani krist a cristae junctions.

OMM - vnéjsi mitochondrialni membrana, IMM — vnitfni mitochondrialni membrana, IMS —
mezimembranovy prostor, TOM — translokaza ve vnéjsi mitochondrialni membrané, TIM23 — podjednotka
translokazy vnitfni mitochondrialni membrany, SAM — systém skladani a tridéni protein(i ve vnéjsi
mitochondridlni membrané, PARL — mitochondrialni rhomboid-like protedza, OPA1 — dynaminu-podobny
120 kDa mitochondrialni protein (viz také kapitola 7.1), RCS — superkomplexy respira¢niho fetézce. Sipky
ukazuji na , contact sites” (kontaktni mista). Pfevzato a upraveno podle (Cogliati et al. 2013).
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7. Proteiny mitochondrialnich fazi a déleni a jejich podil

na formovani krist

Mitochondrie jsou dynamické bunécné organely podléhajici castym fazim a délenim.
Zatimco fuze jsou dulezité pro existenci bunécné mitochondrialni sité, déleni predstavuje
mimo jiné jediny zplsob vzniku novych mitochondrii v burice. Oba procesy jsou
pod kontrolou nékolika skupin proteind, nejvyznamnéjsi a nejvice popsané z nich patfi
do rodiny dynaminu-pfibuznych proteind. Je to GTPazovy protein vnitfni mitochondrialni
membrany, OPA1 (kvasinkovym homologem je Mgm1p), fuzni proteiny vnéjsi mitochondrialni
membrany Mitofusin 1 a Mitofusin 2 (MFN1 a - 2; kvasinkovym homologem je Fzo1)
a cytosolicky dynaminu-podobny protein DRP1, zajistujici mitochondrialni déleni. Kromé role
téchto proteind v mitochondrialnich fazich a délenich je potvrzena jejich Gcast ve formovani
krist a CJs a v regulaci apoptdzy (shrnuto v Kasahara and Scorrano 2014; Pernas and Scorrano
2015). To ukazuje na vzajemnou souvislost mezi mitochondrialni dynamikou a remodelaci
krist. Dale budu pojednavat o proteinu OPA1, jehoz pfimy vliv na kristy je dobre

dokumentovan.
5.4. OPA1 v roli architekta krist

mRNA proteinu OPA1 vznikaji alternativnim sestfihem ze tfi rGznych sestfihovych mist
pfislusného OPA7 genu v osmi isoformach (Delettre et al. 2001). Po Upravach vznikaji dvé
formy proteinu: delsi L-OPA1 (integralni transmembranova) a kratsi S-OPA1 (rozpustna),
ktera je dale zpracovana ,rhomboid-like” (kosodélniku podobnou) mitochondrialni proteazou
PARL (kvasinkovym homologem je Rbd1p), tvorici rozpustnou IMS slozku OPA1 (Cipolat et al.
2006). Funkce OPA1 v modulaci mitochondrialni fize a v remodelaci krist je na sobé nezavisla,
tvarovani krist pod kontrolou OPA1 naopak tésné souvisi s apoptédzou (Cipolat et al. 2004,

2006; Frezza et al. 2006).

Pri inaktivaci Ci deleci OPA7 genu dochazi k abnormalnim zménam v mitochondriich.
Objevuje se fragmentace mitochondrialni sité, deformace krist, které ztraceji sv(ij tubularni

protahly tvar, stavaji vice nabobtnané a zvétsuji sv{j vnitfni prostor, rozsifuje se pramér Cls
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a zasoby cytochromu c jsou uvolnény do mezimembranového prostoru. Cytochrom c
nasledné spousti apoptdzu, ktera se u kontrolnich bunék s obsahem OPA1 odehrava také,
ale nesrovnatelné méné casto. Kromé fenotypovych a morfologickych transformaci jsou
bunky postizeny v rlistu a proliferaci a maji snizeny mitochondrialni membranovy potencial
(Cipolat et al. 2006; Frezza et al. 2006; Griparic et al. 2004; Meeusen et al. 2006; Merkwirth et al.
2008; Olichon et al. 2003).

Naopak pfi mirné zvysené expresi genu pro OPA1 se zvySuje pocet krist a zmensuje se
primér cristae junctions. Zaroven byla prokazana vyssi stabilita komplexd respiracniho

retézce (Civiletto et al. 2015; Cogliati et al. 2013; Varanita et al. 2015).

Regulace morfologie krist pod vlivem OPA1 zavisi nejen na pritomnosti samotného
proteinu, ale také na tvorbé oligomeru, skladajicich se z transmembranovych forem L-OPA1

a s nimi interagujicich solubilnich S-OPA1 (Frezza et al. 2006).
8. Kardiolipin a jeho podil na stabilité krist

Kardiolipin (CL z angl. ,cardiolipin”) je dllezitou lipidovou slozkou mitochondrialnich
membran, patfi k difosfatidylglycerol-lipidiim a nese zaporny naboj. Témér se nevyskytuje
v membranach jinych eukaryotickych bunécnych kompartmentld vcéetné samotné
cytoplazmatické membrany. Naopak u prokaryot se vyskytuje na plasmatické membrané

(shrnuji Ren, Phoon, and Schlame 2014).

Vazba proteinli mitochondridlnich membran, hlavné v IMM, s kardiolipinem je
realizovana vodikovymi H-mustky, hydrofobnimi a elektrostatickymi interakcemi. Tyto
asociace jsou vyznamné pro stabilitu a funkci komplex(i respiracniho fetézce (shrnuji
Paradies et al. 2014; Ren et al. 2014; Schlame and Ren 2009). Ve vnitfni mitochondrialni
membrané se objevuje rizné modifikovany CL (srhnuto v Ren et al. 2014), kromé toho existuje
urcité rozlozeni jednotlivych forem CL mezi tkané organismu (shrnuto v Houtkooper et al.
2009). Modifikaci provadi nékolik enzym, jednim z nich je Tafazzin, fosfolipid-lysofosfolipid
transacylaza (Xu et al. 2006). Mutace v genu TAZ kodujicim uvedeny protein je mimo jiné

u ¢lovéka hlavni pricinou Barthova syndromu (BTHS, viz také kapitola 9.4).
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Ukézalo se, ze CL ovlivhuje asociaci proteinovych komplexd vIMM. Je tak napf.
ovlivnéno mnozstvi a stabilita superkomplexti (SCs) proteinG OXPHOS (napf. II/IV>
nebo III,/IV). Za absence nebo nedostatku CL dochazi k rozpadu SCs, coz vede i ke snizené
ucinnosti elektron-transportniho fetézce, snizené spotrebé kysliku, vyssi produkci ROS
a ke snizenému membranovému potencidlu (Bottinger et al. 2012; Desmurs et al. 2015;
Dudek et al. 2013; Jiang et al. 2000). U rostlin napfiklad delece v genu pro CLS (kariolipin-
syntazu) vede k absenci CL a naslednému snizeni mnozstvi SCs OXPHOS, zvysené tvorbé ROS
a abnormalité mitochondrii s redukovanym obsahem krist a zménami v jejich strukture (Pan,
Jones, and Hu 2014; Pineau et al. 2013). V zarodecné linii bunék Caenorhabditis elegans
nepfitomnost CL vyvolava podobné funkcni a morfologické zmény v mitochondriich

(Sakamoto et al. 2012).

CL rovnéz ovliviuje dimerni a oligomerni formy ATP syntazy. V experimentech
s Drosophila melanogaster s mutaci v CLS bylo prokazano nahodné rozlozeni rGznych forem
ATP syntaz, zatimco u kontrol byly dimery FiFo,-ATP syntaz ulozeny v paralelnich fadach
za sebou a vytvarely ,stuhy” v mistech ohybu membrany krist. Navic bylo prokazano celkové

snizeni zivotaschopnosti a zkraceni délky Zivota. (Acehan et al. 2011).

Stabilizacni  funkce  kardiolipinu  pro  superkomplexy = OXPHOS, hlavné
pro di- a oligomerni formy ATP syntaz, a také prokazana interakce CL s proteiny ,contact
sites” (kontaktnich mist) (Ardail et al. 1990; Kim et al. 2004; Rostovtseva et al. 2006; shrnuto v
Planas-Iglesias et al. 2015) a s proteiny MICOS komplexu (Friedman et al. 2015; Weber et al.

2013) doklada vyznamnou ulohu kardiolipinu v remodelaci krist.
9. Patofyziologie krist v mitochondrialnich cytopatiich

Mitochondrialni dysfunkce jsou onemocnéni ovliviujici funkci mitochondrii, coz se
nasledné projevuje na jednotlivych bunkach, tkanich, organech nebo celosystémové
na organismu. Mitochondrialni cytopatie, jak byvaji rovnéz oznacovany, vznikaji v disledku
mutaci v mtDNA nebo v ncDNA. Prezentace mitochondridlnich poruch mimo jiné zavisi
i na pritomnosti limitniho poctu poskozenych mitochondrii, ,thresholdu”, po prekroceni

kterého teprve dochazi k projevu defektu (shrnuji El-Hattab and Scaglia 2016).
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Projevy mutaci casto zavisi na konkrétni funkci prislusného proteinu. K poruse
v bioenergetice mitochondrii dochazi v pfipadé nefunkénosti proteinG oxidacné-
fosforylacniho retézce, kterd mize byt navic doprovazena zvysenou produkci ROS. Neméné
dllezitymi jsou mutace v genech pro proteiny ovliviujici mitochondrialni fuze a déleni,
které vedou ke zménam v morfologii mitochondrii. Nejvice postizeny jsou typicky tkané
a organy s vysokymi energetickymi naroky jako napf. nervovy systém, kosterni a srdecni
svalovina, jatra a ledviny (shrnuto v El-Hattab and Scaglia 2016; Nunnari and Suomalainen
2012).

V dnesni dobé je popsano velké mnozstvi mitochondrialnich cytopatii, pficemz zmény
na ultrastrukture mitochondrii mohou byt primarni i sekundarni, kdy jde spise o dusledek
energetické nedostatecnosti. Nasledujici kapitoly podavaji prehled o téch typech defektq,

kde je zména morfologie zfejmé primarnim vyvolavajicim cinitelem.
5.5. Defekty ATP syntazy a TMEM70

Defekty v komplexu V vedou k riizné tézkym formam mitochondrialnich onemocnéni.
Jejich pricinou mohou byt mutace v mtDNA (podjednotka a i A6L, shrnuto v Hejzlarova et al.
2014; Jonckheere, Smeitink, and Rodenburg 2012), strukturnich podjednotkach & (Mayr et al.
2010), o (Jonckheere et al. 2013) a také v genech pro asemblacni faktory ATPAF2 (asemblacni
faktor ATP syntazy 2, De Meirleir et al. 2004) a TMEM70 (mitochondrialni transmembranovy
protein, Cizkova et al. 2008). Pravé biopticka vysSetieni pacientd s mutovanym TMEM70
ukazuji na defektni biogenezi komplexu V, nizké zastoupeni jeho funkéni monomerni formy,
snizeni hydrolytické i syntazové aktivity (Cizkova et al. 2008; Diodato et al. 2015; Torraco et al.
2012). Dlsledkem nizkého mnozstvi funkénich ATP syntdz je néasledné absence di-
a oligomernich forem enzymu a s tim souvisejici dezorganizace IMM. Jak se ukazalo, i redukce
jenom jednoho z prvkd remodelace krist, jako je ATP syntaza, vede k drastickym zménam
v jejich struktufe. Namisto standardnich krist jsou pfitomné cetné koncentrické Utvary IMM
nebo se objevuji nabobtnané mitochondrie se vzacnymi kristami (Braczynski et al. 2015;
Cameron et al. 2011; Jonckheere et al. 2011), u nékterych pacientl (Braczynski et al. 2015)

byla pozorovana také objemna inkluzni téliska uvnitfr mitochondrii. Byly navic potvrzeny
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zmény v respiracni aktivité a organizaci ostatnich komplexd OXPHOS, které, jak se
predpoklada, vznikly sekundarné (Cameron et al. 2011; Diodato et al. 2015; Torraco et al.

2012).
5.6. ADOA, autozomalné dominantni atrofie zrakového nervu

Jiny priklad onemocnéni narusujici mitochondrialni morfologii je ADOA, autosomalné
dominantni forma atrofie zrakového nervu. Vétsinou vznika v disledku rliznych mutaci OPA7
genu. Pro mutace, které nevznikaji v casti proteinu zodpovédné za GTPazovou aktivitu, je
navic charakteristicka ,haploinsuficience”, neboli nedostatecnost pfitomnosti jedné funk¢ni

alely pro spravnou c¢innost proteinu a energetické potreby bunky.

Nejcastéjsimi projevy mutaci OPAT na mitochondrialni Grovni jsou defekty v respiracni
aktivité vedouci ke snizené ucinnosti tvorby ATP, pozménénd morfologie mitochondrii,
které tvori fragmentovanou sit a jsou v nékterych pfipadech i mensi (Amati-Bonneau et al.
2005; Chevrollier et al. 2008; Nochez et al. 2009; Zanna et al. 2008). V nékterych pracich se
ukazuje vliv na stabilitu mtDNA (Amati-Bonneau et al. 2008), zvysenou odpovéd
na apoptotické stimuly a vyliti cyt ¢ (Olichon et al. 2007). Rovnéz se objevuje abnormalni
struktura mitochondrialnich krist (Amati-Bonneau et al. 2008; Spinazzi et al. 2008). Vysledky
nékterych praci si ale navzajem odporuji a ne vzdy byla prokdzana korelace mezi funkénimi
a strukturnimi projevy. Agier et al. 2012 provedli souhrnnou analyzu Ctyf mutaci OPA1
u pacientd s ADOA a potvrdili, Ze zmény v morfologii krist jsou prfitomny, i kdyz nebyla
na fibroblastech z pacient(l prokazéana vyssi nachylnost k apoptdze. Agier et al. 2012 se navic
domnivaji, ze strukturni zmény na urovni mitochondrii by mohly byt sekundarnimi nasledky
dysfunkce OXPHOS systému, nezdivodnuji vsak, jak by dysfunkce OPA1 mohla primarné

vyvolavat poruchy biogeneze OXPHOS.
5.7. Parkinsonova choroba

Mutace v OPAT genu (Carelli et al. 2015), ale i v jinych, napf. PINKT, parkin (shrnuto
v Kalia and Lang 2015), jsou moznymi pfi¢inami parkinsonismu a geneticky podminénych

forem Parkinsonové choroby. Parkinsonova choroba neboli PD (zkratka z angl. Parkinson’s

21



Disease) je celosvétové druhym nejcastéjsim progredujicim neurodegenerativnim
onemocnénim po Alzheimerové chorobé. Charakteristickymi rysy jsou degenerace
nebo ztrata neuronl v ,substantia nigra” stfedniho mozku a ukladani ,Lewyho télisek”
v neuronech, i kdyZ soucasné poznatky ukazuji na obrovskou rozmanitost patofyziologickych
a klinickych projevt PD (shrnuto v Kalia and Lang 2015). Kromé doklad(i o zménach v aktivité
respiraCniho  systému  mitochondrii, nedostatecné produkci  energie, snizeni
mitochondrialniho membranového potencialu, vyssi nachylnosti k apoptdze a zvyseného
oxidacniho poskozeni v celé bunce jsou i didkazy abnormalni morfologie mitochondrii.
Vétsinou se v pracich ukazuje fragmentace mitochondrialni sité, odchylky od typického
kulatého/ovalného tvaru mitochondrii a také naruseni struktury krist a jejich snizeny pocet

v porovnani s kontrolami (Exner et al. 2007; Trimmer et al. 2000, 2004).
5.8. BTHS, Barthuiv syndrom

Jeden z prikladd mitochondrialnich cytopatii, ktery (stejné jako vyse uvedené defekty
komplexu V) nepatfi k neurodegenerativnim onemocnénim, je BarthGv syndrom. BTHS
syndrom je recesivni X-vazana choroba, pro kterou je charakteristicka kardiomyopatie,
neutropenie (snizené mnozstvi neutrofild v krvi), 3-methylglutakonova acidurie a jiné
priznaky.

Hlavni pfi¢inou nemoce je mutace v genu 7AZ (funkéné konzervovany od kvasinek
az po savce) pro protein Tafazzin a naslednd porucha vremodelaci kardiolipinu, hojné
zastoupeném v IMM (shrnuto v Saric et al. 2016). To vede ke zméné v mnozstvi a zastoupeni
nejen raznych forem CL, ale i jinych glycerofosfolipidll, napfiklad fosfatidylglycerolu (PG)
(Acehan et al. 2011). V této souvislosti jednim z projev(i BTHS je patofyziologie mitochondrii,
ktera zahrnuje abnormality krist a jejich membran prokazujicich obracené zakfiveni. Vzorky
pacient(l ze srdce, jater, kosterni svaloviny a lymfocytd ukazuji na defektni mitochondrie.
Pocet mitochondrii v bunce a jejich objem je vyssi nez u kontrolnich vzork(. Je prokazana
redukce poctu krist, zména jejich tvaru; kristy na obrazcich z EM casto vizualné chybi a vnitrni
mitochondrialni membrana vytvari koncentrické zavity. Podstata zvétseni samotnych organel

neni presné znama, ale predpoklada se, ze pricinou muaze byt proliferace mitochondrii
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nebo osmotické nabobtnani. Prace navic potvrzuji redukované mnozstvi superkomplexi
OXPHOS, zvysenou produkci ROS a snizeni mitochondrialniho membranového potencialu
(Acehan et al. 2007; Bissler et al. 2002; Gonzalvez et al. 2013), podobné jako je tomu

u predchozich poruch.

10. Zaveér

Cilem prace bylo shrnout vyvoj poznatkl o morfologii a strukture mitochondrialnich
krist. Jejich pritomnost ovlivhuje efektivitu a rychlost bunécného dychani a tvorby energie,
ale také chrani mitochondrie a bunky pred oxida¢nim poskozenim a kristy se mimo jiné
podileji na regulaci apoptdzy. Topologie vnitfni mitochondrialni membrany a krist je
sledovana odedavna, ale proces jejich biogeneze zlstaval dlouhou dobu neobjasnén.
Vzhledem k vyznamné roli krist v bunice je mimoradné dullezité znat molekularni podstatu

jejich vzniku a remodelace.

V soucasné dobé je dobre prozkouman a prokazan vliv nékolika faktord podilejicich se
na biogenezi krist. Roli hraji nasledujici proteinové komplexy: komplex V (ATP syntaza) a jeji
di- aoligomerni formy; multipodjednotkovy proteinovy komplex MICOS na vnitini
mitochondridlni membrané a protein OPA1. Neméné podstatnd je i role fosfolipidu
kardiolipinu. PFi nefunkénosti nebo nepfitomnosti kterékoliv z téchto komponent u rdiznych
skupin organismu dochazi k drastickym zménam ve strukture vnitini membrany mitochondrie
a krist. Jako sekundarni Ucinky a implikace nasleduji dysfunkce bunécné respirace a oxidacni
fosforylace, snizeny membranovy potencial, vyssi hodnota oxidacniho poskozeni a snizeni

Zivotaschopnosti bunék.

Vyznam krist potvrzuji rlizna lidskd mitochondridlni onemocnéni, jejichz spolec¢nou
pri¢inou jsou poruchy uvedenych remodelacnich faktorl. Defekty ATP syntadzy, ADOA,
Parkinsonova choroba a BTSH jsou jen nékterymi popsanymi pfiklady mitochondrialnich
onemocnéni. Detailnéjsi zkoumani biogeneze krist v souvislosti s jejich patofyziologii je

proto Ucelné pro rozvoj kauzalni 1é¢by mitochondrialnich poruch.
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