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Bunky prokaryontu a eukaryontu

Charakteristika prokaryont eukaryont
Velikost bunky (nm) 1-10 >10
Jadro (karyon) neni je

DNA obnazena,kruhova v chromosomech,
asociovana s proteiny

Organely nejsou jsou

Cytoskelet neni je

Komunikace s prostfedim

ziskavaji ziviny z prostredi,
které je obklopuje

nachazi se v konstantnim
prostredi

Specializace

nizka

diferenciace

Déleni

prehradecné (binarni)

mitosa




Zivodisna eukaryontni burika a jeji kompartmenty




Bunecne kompartmenty

Organely v bunce jsou obklopeny membranami, které
oddeluji vnitrni prostredi organely od cytosolu

V membranach se nachazi transportni bilkoviny a
receptory, ktere reguluji obsah prichazejicich a
odchazejicich latek a udrzuji tak stalé slozeni vnitrniho
prostredi organely

Kazda organela tak ma charakteristické vnitrni prostredi
a je vybavena pro urcité metabolické pochody

V raznych typech bunék muze byt zastoupeni latek v
organelach razné



Slozeni:

Fosfolipidy (fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin,
fosfatidylserin,
fosfatidylinositol,sfingomyelin)

Glykolipidy

Cholesterol

Proteiny (periferni a integralni)

Fluidné-mozaikovy model: dvojvrstva fosfolipidu, v niz jsou zabudovany
membranoveé proteiny.

Polarni ,hlavy“ fosfolipidu jsou vystaveny na obou povrsich membrany,
nepolarni zbytky mastnych kyselin jsou orientovany do vnitfni ¢asti membrany. 5




Bunecnée membrany

‘Membrany - brani volnému pruchodu latek z prostredi
do bunky a naopak, nebo mezi jednotlivymi
kompartmenty.

*Selektivni permabilita: nekteré latky nesmeéji prochazet
vubec, jiné jsou propoustény snadno a jiné jsou
transportovany i proti koncentraCnimu spadu

DalSi funkce membran:
»metabolické (podminéné obsahem enzymu),

»regulacni (vazou regulujici latky prostfednictvim
receptoru)

» imunologickeé (rozpoznavani cizorodych struktur).



Slozeni membran

Zastoupeni slozek je ruzné v ruznych typech membran:

Typ membrany Lipidy Proteiny | Sacharidy
Cytoplazmaticka savci 43 49 8
Cytoplazmaticka bakterialni 30 70 -
Myelinova 75 22 -
Vnéjsi mitochondrialni 48 92 stopy
Vnitfni mitochondrialni 24 76 stopy
Endoplazmaticke retikulum 44 o4 2




Fosfolipidy maji charakter tenzidu

‘ Polarni hlava

dva nepolarni fetezce

tvori dvojvrstvu v
bunéénych membranach

Glycerofosfolipid Sfingofosfolipid




Struktura glycerofosfolipidu

IC? Mastna kyselina
Mastna kyselina 9 ?HZ—O_C\/\/\/\/\/\/\/W
\/\/\/\/\/\/\/\/\/C_O_?H O
1 cholin
CHZ_O_I?_O_X ethanolamin
O@ serin
inositol
_ glycerol
diester fosfatidylglycerol

kyseliny fosforecné

pfi fyziologickém
pH disociovana



Proteiny v membranach

Membrana

Integralni a periferni membranové proteiny

cytoplazma

Proteiny v membranach: enzymy, transportéry, receptory, kanaly.

Casto glykoproteiny.
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Transport pres bunecné membrany

Mechanismy transportl jsou zavislé na povaze latek, které maji byt pfes
membrany prenaseny.

transportni mechanismy: specifické a nespecifické

podle potreby energie: pasivni a aktivni
Membranovy transport

. Nespecificky Il. Pfenaedovy transport Ill. Endocytéza
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Prosta difuze

Lipidova dvojvrstva - volné prostupna pouze pro vodu a malé nenabité
molekuly jako O,, CO,, NO, CO, N..

*Pfes membranu snadno prochazi také mensi hydrofobni molekuly, které
nereaguji s vodou, napf. steroidni hormony.

*\V nekterych membranach, napf. ve vnéjsi mitochondrialni membrang, jsou
obsazeny pory tvorfené bilkovinami a témi mohou prochazet malé polarni
molekuly. Pro veétSinu membran je vSak pasivni difuze limitovana jen na malé
hydrofobni molekuly.
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lontoveé kanaly

Integralni proteiny v membranach mohou vytvaret kanaly a pory
usnadniuji translokaci molekul nebo iontl pfes membranu.

Latky se pohybuji kanalkem ve smeéru koncentraCniho spadu.

*Kanalove proteiny nevazou ani nevyclenuji molekuly nebo ionty,
které jsou prenaseny.

Jejich specifita je omezena na velikost a naboj latek. Prutok kanalem
muZze byt inhibovan a muze byt regulovan fadou mechanismu.
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Kanaly otvirané zmenou napeti

V excitabilnich bunkach, jako jsou nervove a svalové bunky, jsou kanaly
pro ionty, které se otviraji na zaklade zmény membranového potencialu
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Ligandem otvirané kanaly

Kanal se otevira po navazani malé signalni molekuly (ligandu).

Nekteré kanaly jsou otevirany extracelularnimi ligandy, jiné intracelularnimi
ligandy.

Ligand neni kanalem transportovan.

Pr..
acetylcholinovy receptor nikotinoveho typu. Po navazani acetylcholinu se
otevira kanal pro sodné ionty.

q ®

vné bunky

vné buriky
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Aquaporiny

Membranové kanaly pro vodu

*jsou rozhoduijici pro obsah vody v bunkach.
*malé hydrofobni integralni membranové proteiny.
*nepropustné pro nabité molekuly, v€etné protonu.

*Specificnost kanalu k vodé je dale ovlivnéna kladné nabitymi
zbytky argininovych molekul v misté zuzeni, které vytvafri bariéru
pro prachod kationtu

L0006 AReCA
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Membranové transportni proteiny

» Umoznuji pfenos molekul nebo iontd pfes membranu navazanim a
fyzikalnim transportem pfes membranu.

* Rychlost transportu je vySSi nez pfi prosté difuzi.

« transport vykazuje saturacéni kinetiku. Pro transportér muze byt stanovena
Voo i K

« VétSina transportéri ma vysoky stupen strukturni specifity k substratu.

Proces transportu je charakterizovan Ctyrmi fazemi:
rozpoznani solutu transportérem

translokace solutu pres membranu

uvolnéni solutu transportérem

navrat transportéru do puvodniho stavu

YV VYV
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Pasivni transport (usnadnéena difuze)

Transport glukosy do bunky pomoci transportéru GLUT

% 9lukosa
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Aktivni transport

*Transportovana latka prenasena proti koncentracnimu gradientu
«Je potrfebny zdroj energie.

U ZivocCisnych bunék je to nejCasteji ATP. Transportéry jsou pak také
nazyvany ATPasy (ATP je behem translokace hydrolyzovano).

*Transportni protein je doCasné fosforylovan, tim dochazi ke zméné jeho
konfirmace, ktera umozni translokaci latek.

*Pfi nepfimém (sekundarnim) aktivnim transportu je vytvoren koncentracni

gradient iontu aktivnim transportem a jiny transportér vyuziva energii tohoto
gradientu k prenosu dalsi latky.

19



Ca?*-ATPasa sarkoplazmatického retikula

V kosternim svalu je Ca?*-ATPasa sarkoplazmatického retikula (SERCA)
zapojena do cyklu kontrakce a relaxace a tvofi 1/3 povrchu membrany.

Je tvofena jedinym proteinem, ktery obsahuje 10 transmembranovych helixu.

Po navazani vapniku se na transportér vaze ATP, bilkovina je fosforylovana a
méni konformaci. Vazebné misto ma malou afinitu k Ca?* a je otevieno
opacnym smérem (do lumen ER nebo extracelularné).

SR-lumen

COCOO000

sarkoplazma

C
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Pfiklady ATPas

Typ

Priklad | Lokalizace Funkce
ATPasy
F (faktor sprazeni) H*-ATPasa m':::r:%?:::lm syntéza ATP
V (vakuolarni) H*-ATPasa Iyzosorr!alnl transport H*, acidifikace prostredi
membrana

P (aktivované
fosforylaci)

Ca?*-ATPasa

plazmaticka
membrana

transport Caz*

Na*/K*-ATPasa

plazmaticka
membrana

tvorba elektrochemického
gradientu Na* a K*

H*/K*-ATPasa

plazmaticka
membrana

acidifikace lumen zaludku

ABC (ATP-binding
cassette)

P-glykoprotein

plazmaticka

export hydrofébnich

membrana xenobiotik/lékl z bunky ven
ABCA1 pIazmat[cka transport cholesterolu z bunék do
membrana HDL
CFTR pIazmat[cka transport CI-
membrana
TAP endoplazmatické transport antigenu z cytoplazmy do

retikulum

ER 21




fagocytoza

Korpuskularni O

castice

fagosom

Probiha jen ve
specializovanych
burikach (makrofagy,
dendritické bunky a
neutrofily)

Endocytoza

pinocytoza

Kapalina e=

receptorem
zprostfedkovana

endocyoza
Molekula

L 31 nebo
Y castice

vezikl

vSechny bunky

\\H‘Lﬂ—éﬁ receptor

klathrin

\
\ ’

endosom
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Jadro

Nejvetsi subcelularni organela
Obsahuje jadérko

Jaderny obal se sklada ze dvou membran,
V nichz jsou jaderne pory

Pomoci poru se do jadra dostavaji proteiny
syntetizované v cytoplazmeé a opacnym
smerem RNA a ribosomy

VnejSi membrana navazuje na ER

Jadro obsahuje hlavne chromatin (DNA +
bilkoviny histony)

Jadro: replikace DNA, transkripce a
posttranskripcni upravy mRNA a tRNA

Jadérko: syntéza rRNA a ribosomu



Mitochondrie — energeticke
centrum bunky

s - ]
Pivod mitochondrii v bunce
Pochazi z bakterii, které byly
davno pohlceny eukaryontni
burikou. V bunce prezily a
vytvorily s ni symbioticky vztah.
Maji vlastni DNA

Vnitrni 24

membrana



Procesy v mitochondriich

Zajistuji prevaznou Cast produkce energie, vyuzivaji kyslik, redukuji
jej na vodu

VnejSi membrana — dobre propustna pro vetSinu molekul, obsahuje
bilkovinu porin, ktera tvori propustné pory

Vnitrni membrana — velmi nepropustna, obsahuje radu bilkovinnych
transportérd a enzymy a kofaktory dychaciho fetézce, ATP-asa
syntetizujici ATP

Matrix — citratovy cyklus, B-oxidace, replikace DNA, proteosyntéza
(13 proteinu dychaciho fetézce a oxidacni fosforylace), v jatrech
cast mocCovinového cyklu, nékteré transaminace, oxidacni
dekarboxylace pyruvatu ad.

Mitochondrie se mohou délit
Mitochondrialni DNA — cirkularni, méné nez 1% bunécné DNA,

celkem 37 genu, pouze 13 kdéduje bilkoviny 25



Vnitrni mitochondrialni
membrana

* kristy

» semipermeabilni

* neni propustna pro ionty

* neni propustna pro protony !

» obsahuje enzymové komplexy dychaciho rfetézce, kofaktory
« obsahuje transportni proteiny
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Katabolicke déje

@ o
Redukovane \ /

kofakt/qry ADP+P

; NAD* \
. H,0
NADH-+H FADH2 1/202+2H+
matrix

vnitrni

mitochondrlalri‘l
+
N H"' n H+ N H

membrana | | '
Protonovy gradient
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Syntéza ATP aerobni
fosforylaci

ADP + ATP
P.

ATP-synthas

matrix

Vnitrni mitochondrialni
membrana

+
Protonovy gradient " H+ H H*

Protonmotivni H

sila H+ H* H+ " )



Mitochondrialni disfunkce

« Zpusobeny mutacemi mtDNA

* Obvykle nejvice postizeny svaly a nervova tkan

 Napr.MELAS (myopatie, encefalopatie, laktatova
acidosa, stroke-like episodes) — zpusobena
bodovymi mutacemi pro t-RNALEY — jsou
poskozeny vsechny komplexy
respiracniho retézce s vyjimkou
komplexu Il, ktery je kompletnée i

kodovan v jadre

Published May 30, 2011 // JCB vol. 193 no. 5 809-818
The Rockefeller University Press, doi: 10.1083/jcb.201010024



http://jcb.rupress.org/site/misc/terms.xhtml

Lyzosomy

Intracelularni organely zodpovédné za bunécné traveni.

Maji jednoduchou membranu, ktera zabranuje tomu, aby
lyzosomalni enzymy unikaly do cytoplazmy.

Role lyzosomu: rozklad latek pfijatych endocytosou,pinocytosou,
fagocytosou nebo autofagii.

Obsahuji hydrolytické enzymy (nukleasy, fosfatasy, glykosidasy,
esterasy, proteasy)

St&pi slozité molekuly na jednoduché produkty, které se vraci do
cytoplazmy

pH v lyzosomech je kolem 5,5

Lyzosomalni choroby — deficit nékterého enzymu, dochazi k
akumulaci nerozlozenych substratu v lyzosomech (napf.Gaucherova
choroba — ukladani glukocerebrosidl v mozku, jatrech, kostni dieni
a sleziné)



Peroxisomy

Velikosti se podobaji lyzosomum, maji jednoduchou membranu
Vyuzivaji molekularni kyslik k oxidacnim reakcim

Odbouravaji delSi mastné kyseliny (>20 C) na kratSi, metabolizuji
cholesterol na zluCove kyseliny, syntetizuji plazmalogeny

Pfi jejich metabolismu vznika H,O,, ktery je Stépen pomoci enzymu
katalasy a peroxidasy

Mohou se délit

Peroxizomalni disfunkce

nejméneé 16 klinicky a biochemicky odliSnych heterogennich poruch
(poruchy peroxizomalni biogeneze nebo syntézy jednotlivych proteinu
spojenych s peroxisomalni dysfunkci

Tézké symptomy jiz v détstvi 31



Ribosomy

Komplexy proteinu a rRNA nejsou - ohranicené membranou

*az 80 % celkové RNA v bunce
* typy ribosomu u eukaryontu a
prokaryontii jsou rozdilné
*V¢tsi a menSi podjednotka (u
eukaryontli 60S a 40S)

Probiha zde syntéza proteinu

http://www.pdb.org/pdb/static.do?p=education_disc
ussion/molecule_of the_month/pdb10_1.html

Jsou bud volne v cytoplazme nebo vazané na ER
32



Endoplazmaticke retikulum

Sit membranovych tubulu
Hladke a hrubé ER

Hladke ER: syntéza
triacylglycerolu, desaturace a
elongace mastnych kyselin,
metabolismus cizorodych latek
pomoci P450, metabolismus
steroidnich hormonu

Hrubé ER — spojené s ribosomy

Probiha zde posttranslacni uprava
bilkovin a jejich transport do
dalSich Casti bunky
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Golgiho komplex

Membranové vacky navazujici na ER
Cis-Golgi — pfivracene Kk jadru

Trans-Golgi — privracené smérem k plazmatické
membrané

Modifikace proteinu transportovanych z hrubého ER a
sorting

34



Transport proteinu syntetizovanych na RER

o o
. &2
Golgi © 7 a
= —
n

Hrubé ER

l 35

http://vcell.ndsu.nodak.edu/animations/proteintrafficking/first.htm



http://vcell.ndsu.nodak.edu/animations/proteintrafficking/first.htm

Cytoskelet

Viakno Hlavni protein Hlavni funkce
Aktinova aktin Udrzovani tvaru bunky, pohyb
filamenta chromozomu a dalSich

(mikrofilamenta)

subcelularnich komponent, migrace
buneék...

Mikrotubuly

tubulin {i@
&

<

4

Bunécné deleni, endocytosa,
exocytosa, udrzovani tvaru bunky,
umisténi organel, transport vesiklU

Intermediarni
filamenta

Desmin (svalove buriky)

Vismetin (fibroblasty)

Keratin (epitelové bunky)

Neurofilamenta
(neurony)

Tvofi podpurnou strukturu v bunce.
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Cytosol

Nejvetsi oddil v bunce
Charakter vodného gelu s mnoha rozpusténymi latkami
Rada enzymu a dal3ich protein(

V cytosolu probiha fada chemickych pochodu — prvni
kroky metabolismu molekul vstupujicich do bunky,
metabolismus glukosy, syntéza proteinu ad.
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Enzymové markery subcelularnich frakci

Frakce Enzym

Plasmaticka membrana Nat/K*-ATPasa

DNA-polymerasa

Jadro
RNA-polymerasa

Glukosa-6-fosfatasa

Endoplasmaticke retikulum
Cytochrom-b.-reduktasa

Golgiho aparat Galaktosyltransferasa

Kysela fosfatasa

Lyzosom
Y y B-Glukuronidasa

Sukcinatdehydrogenasa

Mitochondrie _
Cytochrom-c-oxidasa

Peroxisomy Katalasa

Laktatdehydrogenasa

Cytosol

Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa




Frakcionace bunek

Homogenizované bunky jsou centrifugovany pri riznych otackach a
délce centrifugace

Homogenat obsahuje smés organel, ulomkd membran, molekul
Pomala centrifugace zpusobi, Ze sedimentuji pouze velké slozky v
homogenatu

Supernatant je dekantovan a opét zcentrifugovan pfi vysSich
otackach

Cistota frakci je testovana pomoci ,markerd*

Novéji téZ pomoci prutokové cytometrie, imunoizolace ad.

100,000 g 150,000 g
60 min 3 hrs

Plle\ hd Pellet el Ihd PII

in “micri nriched in
( d hI pl sl (pieces fpl sma ihmmas
if cells are from membranes
plant) cells’ ints

membra nns)



http://www.abcam.com/index.html?pageconfig=resource&rid=14085

Hlavni bunééné kompartmenty a jejich funkce

Kompartment |Metabolicky proces

Lyzosom Intracelularni traveni

Mitochondrie Dychaci retézec, citratovy cyklus, p-oxidace, syntéza
ketolatek (jatra), CasteCna syntéza DNA, CasteCna
transkripce a replikace

Peroxisomy Odbourani delSich mastnych kyselin na kratSi, premena
cholesterolu na Zlu€ové kyseliny, syntéza plazmalogend,
metabolismus peroxidu vodiku

Jadro NejvétsSi organela. Syntéza DNA a RNA.

Jadérko Syntéza a uprava rRNA,

Endoplazmatické Hladké: syntéza triacylglycerolu, fosfolipidl, metabolismus
retikulum cizorodych latek, steroidnich hormonu

Hrubé: posttranslaéni modifikace proteinu

Golgiho aparat Modifikace protein( (sulfatace, fosforylace, glykosylace) 40




