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Pirednaska 2

- Diferenciace bunék
* Podstata diverzity bunék - exprese genetické informace (mMRNA, proteiny)

* Programovand bunéénd smrt
» Strukturdlni organizace burky
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Mnohotvarnost bunék je produktem vyvojovych procesu
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(vicestupnovy) proces Zuovdni vyvojové kapacity bunék - determinace
Hgmatgpoeza 9 Kmenova bunka
(jako priklad) e
. Prekurzory
m . V . ’
o| (myeloidni a lymfoidni)
<
;| Progenitory
Z
w
o
w
w
(]
(a]
o o e Termindlné

2

¥y } . ’ v
P diferencované bunk




Jakmile buriky jednou vstoupi do urcitého

vyvojového sméru (linie), jiz tento smeér (linii) neméni.
(napriklad buriky erytroidni linie ,nepreskoli” do linie myeloidni)

Vyjimkou jsou nadorové buriky
* nddorové buriky jedné linie se mohou vlivem chemoterapie
.zmeénit" v nddorové burky jiné linie

* u nddorovych bunék je ¢asto obtizné Fict z jaké bunééné
linie jsou odvozeny

Dediferenciace - ztrata diferencovaného fenotypu

- je obvykld v podminkdch /n vitro (predstavuje adaptaci
na kultivacni podminky)

+ existence tohoto jevu /n vivo je otaznd a je predmétem
v?zkumu (stejné jako transdiferenciace)



| Obecny princip regulace |

Geneticky program

= Geny

Geneticka informace
je uZivana postupné na
zdakladé aktivity
malého poctu
funkénich moduld,
které jsou
hierarchicky
uspordddny s rostouci
drovni sloZitosti.

KaZzda droven obsahuje
informaci pro
zbudovani nasledujici
vyssi Urovné.

Na kazdé drovni
vznikaji funkcni sité z
danych elementd.
Jedna cast téchto siti
pusobi zpétné na
predchozi droven,
druhd cast podmitiuje
formovani elementi
vyssi Urovné.




| Faktory (signdly) regulujici diferenciaci

Solubilni reguldtory
. Hor'mony (glukagon, hydrokortison, tyroxin,...)

- Ristové faktory (TGF-transformujici ristovy faktor,
FGF-fibroblastovy rlstovy faktor, interleukiny, ...)

- Vitaminy (D, ..)
» Tonty (Ca++, ..)
Fyzické kontakty mezi burikami (gap junctions)

Kontakt bunék s mezibunécnou matrix (kolagen, laminin, ...)

Polarita a tvar bunéek

Fyzikalni parametry prostredi (teplota, tenze O,, ..)

!

Jsou zpracovany molekuldarnimi regulacnimi mechanismy a sitémi



Univerzdlni molekuldrni podstata regulaénich mechanismi a siti

- Existuje relativné maly poéet riznych molekularnich siti
* Tyto molekuldrni sité jsou evoluéné znacné konzervovdny
- Stejné molekularni sité jsou pouZivdny v ruznych éastech organismu

pro Fizeni ruznych procesi (jedna molekuldrni sit’ interpretuje jeden
signdl v zdvislosti na aktudlni molekuldrni konstelaci burky)

Fibroblastovy ristovy faktor - FGF



| Porucha diferenciace jako zdroj nemoci

Jeden priklad za vSechny

Hematopoeticka KB Leukemicka KB

Clwene

Mutace

,J, Porucha
diferenciace

Normalni rast
a diferenciace

Normalni krevni bunk
Y Current Opinion in Cell Biology



Madme pouziti pro znalost molekuldrnich
mechanismu, které ridi diferenciaci ?

——

Diferenciace bunék /n vivo
(Ie¢ba nemoci = ,differenciacni
terapie” - cancer, ...)

Diferenciace bunék in vitro
(manipulace s kmenovymi burikami = bunééna
terapie)



Ani soucasné techniky molekularni biologie vSak necini
z pozndni vyvojovych procest trividlni dkol Il

Linearni
informace
v genech

.. protoze

Proces vyvoje, ktery
se odehradva ve
ctyrech rozmeérech:
Prostor (x,y,z) + Cas




Jak bunka vypada a co vSe umi
urcuji bilkoviny - proteiny

Proteiny
.Proteios” - prvni misto (Fecky)

I

Bilkoviny

- u vétSiny bunéénych typu tvori nejméné 50% jejich suché hmoty
- hraji kli¢ovou Ulohu ve vétsiné biologickych procesi




Klicova dloha proteinu je dana mnoholetnosti jejich funkci

Enzymaticka
Proteiny - enzymy, které selektivné moduluji chemické reakce

Strukturadlni
Strukturdlni (stavebni, podplirné) proteiny - kolagen, elastin, keratin ...

Signadlni
Proteiny zprostredkujici prenos informaci - hormony, cytokiny, receptory...

Motoricka
Proteiny zajiSt'ujici pohyb - myosin, aktin ...

Transportni
Proteiny prenasejici substance - hemoglobin, transferin, ...

Ochranna
Proteiny chranici pred nezddoucimi substancemi - imunoglobuliny ...
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DIFERENCIACE

STABILNI GENOM

!

Genomicka ekvivalence

(= stejné mnozstvi DNA a stejnd
nukleotidovd sekvence ve véech
burikach organismu - klonovant)

X
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Regu'dtory trans ripce
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Mnohocetnost funkci proteint stoji na unikatnich
vlastnostech jednotlivych proteint

DNA

Sekvence nukleotidt
(4 rdzné nukleotidy)

Stejné vlastnosti
+

Jedind funkce
UloZeni a prenos informace

Sekvence nukleotid
neovliviiuje zdsadné
vyssi usporddani
retézce DNA

?

X

PROTEINY

Sekvence aminokyselin <+—

(20 riznych aminokyselin)

Ruzné viastnosti
+

Ruzné funkce

Sekvence aminokyselin
ma zdsadni vliv na
vyssi usporadani
molekuly proteinu

Stejny princip




Vyssi uspordadani molekuly proteinu je urceno sekvenci
aminokyselin a jejich postrannimi retézci (R)

R1 (@) R2 O R3
A || || °

\
N—C—C—N—C—C—N—C—C

/ | | \

H OH

H H H H H
Primarni Sekundarni Terciarni Kvarterni
struktura struktura struktura struktura

Predstavuje linedrni Je podminéna Je podminéna Je podminéna spojenim
sekvenci aminokyselin v interakcemi mezi interakcemi mezi vice polypeptidovych
polypeptidovémm komponentami pdterniho postrannimi retézci podjednotek.
retézci. retézce polypeptidu (vodikové vazby,
(alfa helix, beta disulfidické mustky,
skladany list). iontové vazby,
hydrofobni interakce).
N— __/
'

Vyssi usporadani molekuly proteinu

Denaturace
» ztrdta vyssiho uspordddni molekuly proteinu dand zménou fyzikdlnich ¢i chemickych podminek prostredi,
obvykle doprovdzena ztrdtou funkce proteinu, miZe byt reverzibilni (napf. poskozeni proteinl pri horelce)




K ¢emu je dobré vyssi
usporddani molekuly proteinu ?

Vyssi usporadani proteinu spolurozhoduje
o jeho funkci.

&

Funkce proteinu je témér vzdy zdvisla na jeho
schopnosti rozeznavat ¢i vazat jiné molekuly.

Molekula CDK10 s vazebnym mistem pro ATP




Translace ANO/NE

\

DNA urcuje expresi/metabolismus
proteinl v zasadé dvojim zplsobem

Na drovni
transkriptt

Syntéza mRNA
daného proteinu

Stabilita mRNA
daného proteinu

Na drovni
proteini

Primarni sekvence aminokyselin
daného proteinu
(uréuje vlastnosti - stabilitu
daného proteinu)



Syntéza polypeptidli podle sekvence mRNA
se odehrava procesem zvanym ,translace™

Messenger RNA A

(MRNA)
. Molekularni komponenty
RlbOSOmY > kli¢ové pro translaci

Transferova RNA
(tRNA)




Ribosomy - obecné

Vytvari prostredi pro rozezndni kodént mRNA
a ndslednou syntézu polypeptidového retézce

Obecné slozeni ribosomu
Proteiny - 1/3

: I Diky obrovskému po¢tu ribosému v burice
Rlb:;;ilrr,\‘al-mzljts\lA """"" P je rRNA nejhojnéjsim typem RNA
(syntetizovdna v jadércich RNA PolTI)

Rozdily mezi ribosomy eukaryot a prokaryot maji medicinsky vyznam

Eukaryota Prokaryota

Ribosomy necitlivé X Ribosomy citlivé k
k nékterym nekterym
antibiotikim antibiotikim




Transferova RNA - tRNA

Zajist'uje:
* transport aminokyselin do mista syntézy polypeptidového retézce
- interpretaci kodont mRNA

Délka tRNA - jen asi 80 nukleotidl

Vazebné misto
pro aminokyselinu

Aminoacyl-tRNA syntetdza

* katalyzuje vznik kovalentni vazby mezi
aminokyselinou a ji odpovidajici tRNA

SREERRREE N~ o > B8
o
“«
OO
0O C o
]
=
i
=
o
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Translace

Aminoacyl 1RNA

o’ 3‘
Volné tRNA

Zacatek translace
Met-1tRNA

3UAC »
mRNA 5 — AUG— 3

START kodon

Konec translace

mrNA 5 =— UAG — 3
mRNA 5 =— UAA=— 3
mrNA 5 — UGA— 3

STOP kodony
vazi ,uvolfiujici faktor”

5\ smér &teni mRNA

smér pohybu ribosomi po mRNA

POLYRIBOSOM

(klastr ribosomi preklddajici
urcity dsek mRNA)

L




Regulace translace

Obvykle se odehrdva na drovni iniciace translace

Blokovani mRNA regulacnimi proteiny

* vazbou na specifické struktury/sekvence
v nepreklddané 5 oblasti mMRNA, obvykle brdni
vazbé ribosomii

Nedostatecné dlouhy poly-A konec mRNA

* na 3° nepreklddaném konci mRNA

* mechanismus typicky pro dormantni mRNA
akumulovanou ve vajicku

Inaktivace faktoru/l nutnych pro iniciaci

translace
* globdlni inhibice translace
* mechanismus také typicky pro vajicko




Regulace funkce proteinu se odehrdva
také po jejich syntéze

Posttranslacni modifikace proteinu

» proteolytické stépeni pro-proteinu (inaktivni
forma) za vzniku aktivniho proteinu (napr. pro-
insulin na insulin)

- priddni modifikujicich chemickych skupin

(fosforylace, glykosylace, acetylace, metylace -
a reverze téchto zmeén)

Transport proteinu do mista jeho funkce
* fransport z cytoplasmy do jadra
(napr. transkripéni faktory)

* transport z cytoplasmy na membranu
(napr. receptory)

Regulace doby Zivota proteinu
- doba Zivota proteinl se pohybuje v Sirokém
rozmezi (minuty az dny)




Regulace doby Zivota proteinu

Délka Zivota proteint spolurozhoduje o jejich U¢inkovani v burice

. B

Degradace proteini musi byt proto realizovéna
mechanismem umoZnujicim precizni rizeni

. 2

Ktery to je

Degradace proteini
> ubiquitin-proteasomovou"
cestou




Nobelova cena za chemii 2004

.Za objev degradace proteini mechanismem vyuZivajicim ubiquitin”

Aaaron Ciechanover Avram Hershko Irwin Rose
*1947 *1937 *1926
Israel Israel USA

Technion - Israel Institute Technion - Israel Institute University of California

of Technology, Haifa of Technology, Haifa Irvine, CA, USA




Degradacni cesta ,ubiquitin-proteasom”
KLICOVA FAKTA

Je zodpovédnad za * regulaci hladiny/funkce mnoha
degradaci vétsiny proteind
(minimélné 800/0) (cykliny, transkripcni faktory, signdini proteiny,...)

véech druht proteint

o ch v bui * eliminaci denaturovanych,
pritomnych v bunce

Je zodpovédnd za: nesprdvné syntetizovanych,
nesprdvné posttranslacné

. upravenych, ¢i jinak
Realizuje se v P Y J

tonlasms | poskozenych proteini
cytop asme i1 v (aZz 30% nové syntetizovanych proteind je u
j adre eukaryot degradovdno béhem nékolika minut po

jejich syntéze)

Jeji klicovi ,hrdci* jsou:
Ubiquitin - evoluéné konzervovany protein, 76 aminokyselin

Proteasom - proteolyticky komplex, jehoZ funkce je zdvisld

na ATP, a ktery sestdvad ze tri jednotek:
- jeden centrdlni 20S proteasom ($tépi proteiny)
- dva 195 komplexy (Fidi substrdtovou specifitu a hraji regulacni dlohu)



Molekularni aparaty pro translaci a degradaci
proteini jako zdroje i Uéastnici abnormalit
Clovéka

ANO ci NE ???




Abnormadlni translace jako
divod rakoviny?

Podpiirné nalezy:

Vhimavost k nadordm
md vazbu na geny, které
kontroluji proteosyntézu
(napt. Tcs1/2,PTEN) @ biogenezu

r'ibosomﬁ (hapt. DKC1, 519)

Experimenty na zviratech
ukazaly, Ze deregulovand
exprese reguldtord
translace ma onkogenni
efekTy (napfiklad mysi s mutovanym genem
Dkc-1 maji tendenci ke vzniku nddora)
Néktera efektivni
protinddorovad léCiva
jsou cilena na klicové
reguldtory proteosyntézy

(napriklad Rapamycin ovliviiuje mTOR kindzu)

Mozné mechanismy:

Globalni porucha translace
+ deregulace velikosti bunék
+ nadmérné déleni

Deregulovana translace
vybranych onkogennich proteind

Chybna translace se vznikem
aberantnich proteini

Vznik nadoru




Abnormality v intraceluldrni degradaci proteinu jako
divod neurodegenerativnich onemocnéni?

Proteinopatie

Neurodegenerativni onemocnéni s pozdnim ndstupem,
kterd jsou typickd akumulaci agregadti toxickych proteint

Priklady onemocnéni: Priklady dysfunkci:
Cytosolickd akumulace Hladiny a aktivity 20/26S
- Parkinsonova choroba proteasomu jsou Sn'ienY
- Huntingtonova choroba s ndstupem v dospélosti v citlivych oblastech
., u pacientl se sporadickou
Nukledrni akumulace Parkinsonovou chorobou

« Spinocerebeldrni ataxie typu 1
Autosomdlné recesivni
Extracelularni akumulace mutace genu E3 ligdzy (parkin),
- Alzheimerova choroba (beta amyloid) zplsobujici ztrdtu funkce,
vyvoldvd Parkinsonovu chorobu.




Programovana
bunééna smrt

Prirozeny proces umoznujici odstranéni nezddoucich buneék.
(bunék nepotrebnych pro dalsi vyvoj, bunék nesoucich genetické abnormality, infikovanych bunék, ...)



Programovana
bunécna smrt

Termin, origindlné popisujici bunky,
které umiraji na ocekdvaném misté
v ocekdvaném case

Vétsina programované
bunééné smrti se
odehrava apoptdzou

Apoptéza l

Vyjadruje morfologické charakteristiky Terminy se zaménuji
umirajicich bunék, které jsou odliSné

od znak@ nekrozy




APOPTOZA

Stimulus indukujici bunéénou smrt
aktivuje kaskadu déji, kterd
findlné vede k destrukci buriky

* Kondenzace chromatinu

- Smrsténi bunky

+ Zachovani bunécnych organel
a membrdn

* Rychlé pohlceni sousednimi
burikami zabranujici zanétu

- Fragmentace DNA-TYPICKY ZNAK

Fyziologicka Aberantni
(soucast vyvoje) (pri nemoci)

X

Mechanismus

Histologické
a
biochemickeé
znaky

NEKROZA

Stimulus indukujici bunéénou smrt
(napr. ischemie) je sam o sobé
primou pricinou likvidace buriky

+ Zdureni jadra

* Zdureni buriky

- Disrupce bunécnych organel
a membran

* Ruptura burnky a uvolnéni
bunécnych komponent

- Zanétliva reakce

Patologicky proces



Apoptoza a nekrdza pri nemoci

Ischemicka penumbra
(gradient nekrozy, apoptozy a
preziti bunék)

Ischemické

loZisko
nekrdza bunék ,
( ) Mozkova
tepna
(kolateralni

zdasobent)

Mozkova
tepna



‘ Fragmentace genomické DNA

> Internukleosomalni
fragmenty (180 bp)

Elektroforetickd separace DNA v agarézovém gelu



Morfologické znaky apoptozy

- Kondenzace chromatinu
- Tvorba méchyrki na povrchu bunék

Obraz v transmisnim elektronovém mikroskopu Obraz ve skenovacim elektronovém mikroskopu



1972

Poprvé definovan koncept programované bunécné smrti.
(Kerr, Wilie, Currie - Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging
implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer)

2002
Nobel Prize in Physiology or Medicine

.Genetic regulation of organ development and
programmed cell death™

Robert Horvitz (1947) John Sulston (1942) Sydney Brenner (1927)
USA UK UK



Nemoci + Apoptoza

Abnormality v apotdze se uplatiiuji u mnoha onemocnéni !

Rakovina
Autoimunitni onemocnéni
Diabetes
Neurodegenerativni onemocnéni
Infertilita
Hepatitis
Septické stavy
Virové infekce
+ mnoho dalSich

Molekuly regulujici apoptozu jsou atraktivnimi
cili pro farmakologickou intervenci Il
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Histologické metody studia bunék a tkani 1

Ucinit pozorovatelnym Zvétsit

Stabilizovat struktury Pouziti mi kr‘oskoploj

Fixace ﬂ

Svételné (optické) mikroskopy

UCinit objekty mensimi - prostupnymi (interakce fotoni s hmotou)
pro svétlo RozliSeni 0.1 pm

* Pouze s viditelnym svétlem

Zaliti + PFiprava fezl

+ S fluorescenénim svétlem

- Konfokalni laserovy skenovaci mikr.

Zviditelnit struktury Elektronové mikroskopy

(interakce elektroni s hmotou)

,Barveni"

Roliseni az 0.1 nm (v praxi 1 nm)

* Transmisni

- Skenovaci




Marcello Malpighi
1628 - 1694

Ttalsky Iékafr
Zakladatel mikroskopické anatomie a prvni histolog

* Popsal chutové pohdrky

* Popsal krevni kapilary

* Mozna prvni, kdo vidél v
mikroskopu €ervené krvinky

Mabiio MarromL

¥ rewm o wvapra vy i -J:r.-\.-lllllrll M. Teber, prosstitind e U Bimad

><— Malpigiho vrstva kize
Stratum basale a stratum spinosum kize

Malpigiho téliska v ledvindch a sleziné




Zadna buiika neni zcela stejnd jako
buriky ostatni, vSechny buiky ale maji
spoleéné strukturdlni a funkéni znaky.

Ne vSechny buriky obsahuji vSechny komponenty o kterych budeme mluvit !

Buriky maji 3 hlavni soucasti:

1. Plazmatickou membranu
2. Cytoplazmu
3. Jadro (eukaryontni b.)




Organizace bunky je postavena na
KOMPARTMENTALIZACT

1L

Specializované funkce se mohou plnit v riznych sektorech bunky

Membrany tvofi hranice mezi jednotlivymi kompartmenty

Unikdtni proteinové
a lipidové komponenty
a unikatni funkce

Unikatni kontrola Unikatni slozeni
pohybu molekul obklopeného prostoru




Kompartmenty & Membrany

Mnoho malych kompartmenti je lepsi

Vice plochy pro:

* regulaci

* vyménu Zivin

» odstranéni odpadnich
latek

Vetsi plocha membrany
na obklopeny objem

Plocha povrchu je proporciondlni se ¢tvercem poloméru (r?).
Objem je proporciondlni se tieti mocninou poloméru (r3).

Zmnozeni X Redukce Specializace bunék
vybranych kompartmentu pro rdzné funkce

Drsné ER v sekreénich bunkdach

Diferenciace bunék Mitochondrie v burikach srdecni svaloviny




Struktura biologické membrany 1

Elektron denzni

7-10 nm | Elektron opakni

Elektron denzni

Bunééné membrdny vidéné
elektronovym mikroskopem

(pseudokolorovdno) ’ ’ .
Membranova jednotka

spole¢nd vSem membrdndm



Struktura biologické membrany 2

Fluidni mosaika - Dvojvrstva lipidi s mobilnimi globuldrnimi proteiny

Polarni fosfolipidové zbytky

} Hydrofilni segment

} Hydrofobni segment

‘e
0
0
0
0
.
0
0
0
0
.
0
0
e
0

phospholipid
protein molecule

Cholesterol

Nepolarni fosfolipidové zbytky



Struktura biologické membrany 3

Membranové lipidy
Pfedstavuji 90-99% molekul v membrdné (v poctech).

* Fosfolipidy - 75%
« Cholesterol - 20%

* Glykolipidy - 5% - pouze cytoplazmatickd membrana - GLYCOCALYX

Integralni

Membranové proteiny
Pfedstavuji 1-10% vSech molekul, ale 50% hmotnosti diky jejich velikosti.

Molecule

Sﬁ" being transported

_- Carrier protein

Periferni

Transport

Glycoprotein

Chemical signal
(cell surface marker) C“Ef' Receplor site
-

.......

........
A

Identita bunék

Receptor protein

S

........

iy

A
] Extracellular molecule
v

(integrins)

LA

— Attachment proteins
e

Adheze bunék

Enzymaticka aktivita




membrdnou ohrani¢ena organela

Jadro 1

Jadro

jaterni buriky

AT

Membrénova jednotka I Vnéjsi j. membrdnd

Perinukledrni cisterna

Membrénova jednotka [ Vnitini jadernd membrdna

Lamina

I 20-50 nm

80-100 nm

Nejcastéji:

- Sférické (5-10 um) (lobuldrni, prohnuté, diskovité,..)
+ UloZeno centrdlné
+ Jedno v burice (osteoklast vice, erytrocyt zddné)

.
[N
0
g
g




Jadro 2

Jaderna membrdna - pokracovani

Vnéjsi jaderna membradna

|
20-50 nm
A Vnitini jadernd membradna

Membradnova jednotka
Perinuklearni cisterna

Membradnova jednotka

Lamina 80-100 nm

Laminopatie
+ Lidské choroby (nejméné 13 zndmych)
* Mutace v genech pro laminy
(popsadno asi 200 mutaci)
* Deregulace exprese gent
* Pfed€asné stdrnuti

Hutchinson-Gilford progerie

Vzacna - 1-4 na 8 milion( porod(
Missense mutace v laminu typu A




Jadro 4
Chromatin

Interfazové jadro

Heterochromatin

Feulgen positivni - tmavé ve svételném mikr.

Tmavé/denzni granula v TEM
Transkripéné inaktivni

Euchromatin

Neviditelny ve svételném mikroskopu
Relaxované chromosomy
Transkripcné aktivni

Nuclear Chesmatin ey o~ Y

Pore Fiber 2
A

ST T if
o

2 nm /

DvojsSroubovice DNA

: 3 :
¥ Histones
: 30 nm

Vlakno chromatinu - seskladané nukleosomy

MNuclear Interchromatin
speckle compartment

Chromosome | Nusclear
territories e 5'—

B | chromosome

territories




Jadro 3

Komplex jaderného poéru

NUCLEAR PORE COMPLEX

Cytoplasmic
o= filaments
Lumenal spoke

ring

Outer nuclear
N membrane

Inner nuclear
membrane

Nuclear basket

Distalni kruh

Transport jadernymi pory
(Nukleocytoplazmaticky presun)

* Proteiny, RNA, podjednotky ribosomd

Priimér ~ 100 - 125 nm * Oboustranny o
* Vyzaduje jaderné lokaliza¢ni/exportni signdly
TFi kruhy (kazdy 8 podjednotek) * Podporovan importiny/exportiny
* Regulovdn Ran 6TP4dzami
Vnitini vidknity kosik

N— S




Jjaderna
membrana

Jjadeérko

Jadro 5
Jadérko

Neni ohrani¢éeno membranou

Hlavni funkce

Syntéza RNA
Skladani ribosoml

Pars granulosa
Skldadani ribosomul

Pars fibrosa
Primdrni transkripty rRNA

Fibrilarni centra
Netranskribovand DNA

NOR - nukleolarni organizator (na DNA)

V lidskych burikach na 5-ti chomosomech
(chr. 13, 14,15, 21, 22)




Dékuji za pozornost

Otdzky a komentdre na:
ahampl@med.muni.cz



