Stavba zivoCisné bunky

J. Vondracek




Napln predmetu

» STAVBA ZIVOCISNE BUNKY (zakladni pfehled
strukturnich prvka Zivoc€iSnych bunék; variabilita
zivocisnych bunek; prehled specializovanych
bunécnych organel zivoCisnych bunek vyznamnych z
pohledu fyziologickych regulaci — lysozomy,
peroxizomy) — J. Vondracek



Napln predmetu

» BUNECNE JADRO A JEHO DYNAMIKA (opakovani -
prehled struktury bunécného jadra a chromatinu;
komunikace mezi slozkami bunecného jadra a
ostatnimi buneCnymi organelami; variabilita
bunécného jadra v zivocisnych bunkach) — J.
Vondracek



Napln predmetu

» ZIVOTNI CYKLUS PROTEINU (zakladni principy
zivotniho cyklu proteinu a mechanismu regulujicich
dynamiku téchto procesu; post-translacni modifikace
proteinu; procesy syntézy, transportu a degradace
proteinu) — J. Vondracek



Napln predmetu

» BUNECNY METABOLISMUS (zakladni drahy
energetickeho metabolismu bunky a dynamicka
podstata jejich regulaci — glykolyza, citratovy cyklus a
oxidativni fosforylace, pentézovy cyklus,
glukoneogeneze, syntéza a degradace glykogenu,
syntéza a degradace mastnych kyselin v kontextu
zivocisneé bunky; mitochondrialni metabolismus a jeho
regulace na urovni bunky a mitochondrii; struktura a
dynamika mitochondrii) — J. Vondracek
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Architektura zivoCisneé bunky
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Mnozstvi bunék v tele

» lidské télo — cca 3,7 £ 0.8 x 10"3 bunék (plus podobné
mnozstvi bakterii) — zahrnuji cca 200 riznych
bunécnych typu;

> lisi se svoji velikosti i v ramci uniformni bunécné
populace;
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Zakladni architektura — riizné velikosti a tvary

cell type vol?:::rea(‘iﬁrﬁ) BNID

sperm cell 30 109891, 109892
red blood cell 100 107600
lymphocyte 130 111439
neutrophil 300 108241

beta cell 1,000 109227
enterocyte 1,400 111216
fibroblast 2,000 108244

Hela, cervix 3,000 103725, 105879
hair cell (ear) 4,000 108242
osteoblast 4,000 108088
alveolar macrophage 5,000 103566
cardiomyocyte 15,000 108243
megakaryocyte 30,000 110129

fat cell 600,000 107668

oocyte 4,000,000 101664

AR 5

(A) prvok Giardia lamblia, (B) rostlinna bunka, (C) pucici kvasinka, (D) Cervena
krvinka, (E) fibroblast, (F) nervova burka (G), tyCinka (sitnice)




Velikosti bunécnych organel

. ’ ’ . intracellular compartment tc?tzrlf:iil‘lt 33?;.?; A
» pro optimalni funkci
, cytosol 50-60
organel neni mitochondria 20
dﬁleilty jen JeJ|Ch rough ER cisternae 10
. , smooth ER cisternae plus Golgi cisternae 6
objem, ale také nucleus 6
jej |Ch povrc h peroxisomes 1
lysosomes 1
endosomes 1
percentage of total cell membrane
membrane type
liver hepatocyte pancreatic exocrine cell
plasma 2 5
nucleus [ rough ER 35 60 ]
smooth ER 16 <1
ER membrane Golgi apparatus 7 10
mitochondria outer 7 4
ER lumen | mitochondria inner 32 17 ]
nucleus inner 0.2 0.7
cytoplasm secretory vesicle - 3
lysosome 0.4
peroxisome 0.4

endosome 0.4




Velikost, tvar a mnozstvi bunécnych organel

» se dynamicky meni behem bunécného cyklu a deleni
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Dynamika organel v prubéhu déleni

» béhem profaze se
oddéluje jaderna
membrana a spojuje se s
ER; poté se rozdéli mezi
dcefiné bunky;

» béhem prometafaze se
také rozpada GA — vytvari
se vacky, rozdélujici se
béhem metafaze a poté se

Mot | znovu spoji v telofazi;

: \OO/%’@\ » v pribéhu vstupu do

o AR b mitdzy dochazi k

\ fragmentaci mitochondrii,

které potom fuzuji v

béhem anafaze;

» endozOmy se seskupuji
kolem polU déliciho
''''' : vieténka a CasteCné v

R o Colgi and Golgi-
derived vesicles

oblasti zaskrceni — tzv.
= midbody;




Velikost, tvar a mnozstvi bunecnych organel

» se dynamicky meni behem bunécného cyklu a deleni

anaphase telophase cytokinesis early interphase

178 min

L |

ER marker (Sec61p) 10 um

chromosome marker (H2B)

dynamika zmén endoplazmatického retikula v prabéhu déleni



Velikost, tvar a mnozstvi bunécnych organel

» se dynamicky méni vlivem vnéjSiho prostredi (napf. parcialni tlak
O,, mnozstvi Zivin), onemocnéni, ve specialnich typech bunék
apod. — napf. kompaktni vs. retikularni (vlaknité) mitochondrie:
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Membrany oddéluji bunéecné kompartmenty s
ruznymi funkcemi....

» membrany uvnitf bunky maji dvoji vyznam — 1) jsou nezbytné pro aktivitu
fady proteinu, které jsou na né navazané a diky své velké ploSe umoziuji
prubéh fady biochemickych reakci, a 2) zaroven vytvareji uzaviené
kompartmenty oddélené od cytosolu, ve kterych mohou byt zachovany
specifické podminky pro optimalizaci biochemickych reakci
(zakoncentrovani proteinu, iontu a reaktantd);

» jednotlivé organely obsahuji transportni systémy pro import a export
metabolitl, i pro transport a inkorporaci proteint unikatnich pro danou
organelu;

» za oddélené kompartmenty jsou povazovany: jadro, cytosol,
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, lysozémy,

endozomy a peroxizomy "‘ﬁi’ﬁi IP[NHPWI'\T
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...ale bunécné organely vytvareji funkcni
celek!

» protoze membrany oddéluji cytosol a organely (i vzajemné), existuji
mechanismy umoznujici transport proteinl pfes membrany — vezikularni
transport (mezi topologicky ekvivalentnimi kompartmenty), translokace
proteinu (napf. do mitochondrii a ER) a tzv. ,gated transport (RNA,
proteinu pfes jaderné pory)
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Endoplazmatické retikulum (ER)

»  je pfitomné ve vSech eukaryotickych burikach, kde vytvari sit vzajemneée
propojenych cisteren a valcU; vnitfni prostor (kompartment) ER je zaroven
napojen na jadernou membranu (je tedy propojen s prostorem mezi vnitfni

v s

» ER hraje zasadni roli zejména v syntéze lipidu a proteinl, a zaroven
slouzi jako skladovaci prostor pro ionty Ca?* (vyuzivané pro
vnitrobunéc¢nou signalizaci);

» v ER vznikaji vSechny transmembranové
proteiny a lipidy pro vétSinu bun. organel — ER,
Golgiho aparat, lysozomy, endozémy, sekrec€ni
vezikuly a plazmatickou membranu;

vznika v ném také vétsina lipidu pro
mitochondrie a peroxizomy;

je do n¢j transportovana vétsina
exkretovanych proteinu (+ ty, které jsou uréeny
pro ER, Golgiho aparat a lysozomy;

2 um




Endoplazmaticke retikulum (ER)

» zakladni funkce ER jsou podobné ve vétsiné bunek, avsak v
ramci ER rozliSujeme specializované oblasti plnici rozdilné
funkce:

- drsné ER s navazanymi ribozomy — vetsinou jesté pred

dokoncCenim translace dochazi k translokaci proteinu do ER (ko-

translacni proces);

- oblasti ER bez ribozému — hladké ER — jeho podil zavisi na typu
bunék;

- prechodné (transitional) ER — tvorba vezikuli/vacku
transportujicich proteiny a lipidy do Golgiho aparatu



Drsné ER

» cytosolové ribozomy vs. ribozoOmy navazané na ER

mAMNA encoding a cytosolic protein
remains free in eytosol fres polyribosome
in cytosol

inner nuclear membrane EA membrane

nucleus outer nuclear mambrane polyribosome

commaon poosl of ribosomal
subunits in cytosol
5

mRAMNA encoding a plqu!ein polyribosome hclunl;i_tol ER wemm o
e brancbound | nasserd bokpeptde cheis drsné ER v exokrinni burice pankreatu a
Y hreans polyribozomy pfipojené k ER
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Hladké ER

» je abundantni ve specializovanych bunecnych typech — napfr. v
buikach, kde probiha intenzivni metabolismus lipidu (v€. napf.
syntéza steroidu), tvorba lipoproteinu, detoxifikacni reakce — na

membrané ER jsou lokalizovany biotransformacni enzymy, jako
cytochromy P450;

(B}

Leydigova bunka ve varlatech tvorici testosteron ER v hepatocytu



Hladké ER

enzymy v hladkém ER nejsou lokalizovany nahodné — jsou
distribuovany podle stavby membrany a sloZeni fosfolipidu —
nékteré enzymy jsou lokalizovany v lipidovych raftech (obohacené
o cholesterol a sfingomyeliny) — pfiklad — cytochromy P450;

» enzymy lokalizované v ER hraji kliCovou roli v syntéze mastnych
kyselin — elongace, desaturace;



ER a skladovani Ca?*

» rychlé uvolfovani iontl Ca?*z ER hraje vyznamnou roli v rychlé odpovédi
bunék na extracelularni signaly — vapnikoveé ionty jsou skladovany ve
specializovanych oblastech ER;

» svalové bunky obsahuji specializovany typ ER — sarkoplazmatické
retikulum;
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Golgiho aparat (GA)

» systém cisteren a vackl zodpovédny za syntézu sacharidd (napf.
glykosaminoglykany pro extracelularni matrix), sorting a transport proteinu
(vCetné nékterych typl post-translacnich modifikaci, zejména glykosylace);
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Golgiho aparat (GA)

» cisterny GA jsou usporadané do funkéné odlisnych vrstev (obvykle 4 — 6,
vyjimkou jsou néktefi prvoci — az 20) — ty jsou propojené kanalky (tubules);

» v ZivoCisné burice je obvykle GA blizko buné€ného jadra a centrozomu;

» béhem pruchodu GA prochazi transportované molekuly (proteiny) sérii
kovalentnich modifikaci — vstupuji pfes cis Golgi sit’ a z trans Golgi sité jsou
odesilany dale;

» mezi dulezité procesy patfi pfedevsim glykosylace proteinu, tvorba
proteoglykanu, apod.
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Golgiho aparat (GA)

» GA hraje zasadni roli také v exocytdze —transportu materialu ven z buriky;

» konstitutivni (ve vSech bunkach) vs. regulovana sekre¢ni draha (hormony,
neurotransmitery, enzymy — ve specializovanych burikach) — v ni jsou nejprve

produkované latky ulozeny v sekrecCnich vezikulich, které jsou uvolnény na
zakladé signalu;
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Lysozomy

» trans Golgi sit — sorting proteint — transport do kone¢né destinace; jednou
z vyznamnych destinaci jsou lysozémy;

» lysozomy predstavuji bunécné organely ohrani€ené jednoduchou
membranou, obsahujici rozpustné hydrolytické enzymy schopné
degradovat makromolekuly;

0.2-0.5 pm

» jsou to kyselé hydrolazy — buriky jsou proti — !
jejich pusobeni chranény jednak cyTosoL

membranou lysozému, jednak tim, ze i v
pripadé uniku nejsou tyto enzymy pfi
normalnim pH aktivni;

ACID HYDROLASES
nucleases

proteases

v P ps p . “ra s glycosidases
slozeni lysozomalni membrany je unikatni — fes

. , . phosphatases
obsahuje vysoce glykosylované proteiny — sulfatases

s v v ° ’ ’ phospholipases
chraneny pred pusobenim proteaz, a

transportni proteiny prenasejici finalni
produkty (aminokyseliny, cukry a
nukelotidy) do cytosolu;




Lysozomy

lysozomy predstavuji velmi heterogenni skupinu organel — liSi se tvarem i

velikosti — identifikovany pomoci specifickych protilatek ¢i na zakladé

pritomnosti specifickych enzymatickych aktivit;

» heterogenita je dana riznymi funkcemi, které plni (odbouravani debris,
destrukce fagocytovanych mikroorganismu, tvorba Zivin pro buriku) i
dusledkem jejich vzniku;

» fuzovanim s pozdnimi endozémy dochazi ke
vzniku endolysozému, z néjz po rozkladu vétsiny
pohlceného materialu opét vznika lysozoém —
proces maturace lysozému (cyklus);

» u nékterych typu bunék muze probihat i
lysozomalni exkrece (napf. melanocyty takto
uvolfiuji pigmenty z tzv. melanozému); tvorba
exozomu?



Lysozomy

material pro degradaci je do lysozému ,dopravovan® nékolika zpUsoby:
endocytéza (pfijem extracelularnich makromolekul)

fagocytoza (specializované buriky — neutrofily, makrofagy — velké ¢astice,
mikroorganismy)

makropinocytéza — nespecificky pfijem tekutin, ¢asti membrany &i ¢astic
spojenych s membranou

autofagie — degradace proteinu a organel pfimo z cytoplazmy

[A) EXTRACELLULAR FLUID

A\

CYTOS0L

ki @ i
phagocytosis

plazsma
membraneg
early andosome

vk g

LYSOSOME } mitochondrion paroxiscme
ENDOSOME - . ]
mitochondrion Fant -
P ,

D —

autophagy

bacteriurm o,




Lysozomy

pro funkci lysozému je kliGova doprava lysozomalnich hydrolaz z trans
Golgi sité do lysozému (prostfednictvim endozému);

poruchy — lysozomalni onemocnéni (lysosomal storage disease — cca 70)
— skupina vzacnych dédicnych metabolickych poruch — akumulace

A

dusledku absence témér vSech hydrolytickych enzymu;
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Propojeni ER, GA a lysozédmu

lipid bilayer

Xf/

migmbrang profein

» pfimé — prostrednictvim vezikularniho
transportu i pfimym propojenim membran;
» zaroven ale jeden kompartment muze byt
zdrojem pro vznik dalSich organel, nebo
napomahat pfi jejich proliferaci — napf. ER
muze byt zdrojem peroxizému, nebo se
podilet na proliferaci dalSich organel (napf. il iy
mitochondrii); | i

transpor vesicle
in cytoplasm
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Mikroteliska - peroxizomy

» velmi malé organely ohraniCené pouze jednou membranou;
neobsahuji DNA ani ribozémy (na rozdil od mitochondrii);

» maji velmi riznorodé slozeni enzymu — souvisi s plnénim raznych
funkci v riznych typech bunék

nemaji vyrazne strukturni rysy,
ale (zejména v jatrech
nékterych Zivo€ichu ) mohou
obsahovat tzv. nukleoid —
enzym urikazu (pfeména Kys.
mocCove na alantoin)




Uloha peroxizom{ v bunééném metabolismu

» peroxizomy obsahuji enzymy, které vyuzivaji kyslik k odebrani atomu
vodiku za souCasné tvorby H,O,;

» diky tomu obsahuiji také velké mnozstvi katalazy — enzymu, ktery
umoznuje ucinneé odstranovani H,O, — bud za spotfeby dvou molekul
peroxidu, nebo katalyzovanim reakce s dalSimi substraty — kys.
mravenci, formaldehyd, etanol apod. (zejména v jatrech a ledvinach);

H,0, + H,R — 2H,0 + R

» hlavni funkce peroxizému — katabolismus mastnych kyselin — beta
oxidace mastnych kyselin za tvorby acetyl CoA (u zivo€ichu tato
reakce probiha také v mitochondriich);



Uloha peroxizom{ v bunééném metabolismu

» vedle B-oxidace probihaji v peroxizomech takeé dalsi
dulezité reakce:

- syntéza fosfolipidu plazmalogenu — zasadni pro tvorbu
myelinu a tedy pro izolaci neuronovych vlaken;

- anabolické funkce — syntéza zluCovych kyselin, kys. N’
dokosahexaenova (DHA);

- tvorba a odbouravani kyslikovych radikalt — redoxni
metabolismus;



Uloha peroxizom{ v bunééném metabolismu
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Plasmalogens

The main enzymes involved in the peroxisomal fatty acid beta-oxidation pathway are indicated in light orange. The peroxisomal fatty acid beta-
oxidation pathway can handle different substrates (indicatedby distinct colors), including very long chain fatty acids (sVLCFA, unVLCFA
(green)), dicarboxylic acids (DCA (blue)), the bile intermediates DHCA and THCA (dark red), and pristanic acid (magenta), which are imported
into peroxisomes by the different ABCD transporters as indicated. The peroxisomal enzymes involved in alpha-oxidation of phytanic acid
(purple) are indicated in yellow. The peroxisomal enzymes involved in plasmalogen synthesis (black) are indicated in purple. The peroxisomal
enzymes involved in bile acid synthesis (dark red) are indicated in bright and light orange. The peroxisomal enzyme involved in glyoxylate
detoxification (brown) is indicated in red and catalase required for H202 degradation in green. Abbreviations: ACAA1= 3-ketoacyl-CoA
thiolase, ACOX1=Acyl-CoA oxidase 1, ACOX2=acyl-CoA oxidase 2, ABCD1=ABC transporter D1, ABCD2=ABC transporter D2, ABCD3=ABC
transporter D3, AGPS=alkyl-dihydroxyacetonephosphate synthase, AGT = alanine-glyoxylate aminotransferase, AMACR = 2-methylacyl-CoA
racemace, BAAT = bile acid—CoA:amino acid N-acyltransferase, brAcyl= branched-acyl, CA= cholic acid, CAT = catalase, CDCA=
chenodeoxycholic acid, DBP = D-bifunctional protein, DCA = dicarboxylic acids, DHAP= dihydroxyacetone phosphate,
DHCA=dihydroxycholestanoic acid, FAR1=fatty acyl reductase 1, GNPAT=dihydroxyacetonephosphate acyltransferase, HACL1=2-
hydroxyphytanoyl-CoA lyase, LBP=L-bifunctional protein, PHYH=phytanoyl-CoA 2-hydoxylase, PrDH=pristanal dehydrogenase, SCPx=SCPx,
sVLCFA=saturated very long chain fatty acids, THCA=trihydroxycholestanoic acid, unVLCFA = unsaturated very long chain fatty acids.




Puvod a tvorba peroxizémii

» otazka puvodu a vzniku peroxizému neni dosud zodpovézena zcela
presvéddCive;

» vedle mitochondrii pfedstavuji hlavni bunécné organely, kde je
spotfebovavan kyslik — pivodné sniZovaly vnitrobunécnou
koncentraci kysliku? — jejich funkci pfevzaly mitochondrie, ve kterych
je kyslik spotfebovavan v souvislosti s tvorbou ATP oxidativni
fosforylaci — peroxizomy tak vykonavaji pfedevsim metabolické
funkce, které neprobihaji v mitochondriich;




) 4 o

Tvorba peroxizomu

» peroxizdmy vznikaji zejména rustem a délenim existujicich
peroxizému;

» jinou moznosti je jejich tvorba de novo z prekurzort peroxizému
vznikajicich ze specializovanych Casti ER — ty se postupné vyvinou
ve zralé, metabolicky aktivni peroxizomy diky importu
peroxizomalnich proteinu z cytoplasmy;

de novo synthesis growth & division
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Transfer peroxizému v prubéhu bunééného déleni

» v prubéhu rozdéleni bunék dochazi také k déleni peroxizému —
zprostfedkovano jejich vazbou na cytoskelet — obé dcefiné bunky
ziskavaji ¢ast puvodnich peroxizOmu a neni tak nutna jejich
syntéza de novo;

Current Opinion in Cell Biology




» mnozstvi peroxizomu v jednotlivych typech bunék se lisi — velké
mnozstvi se nachazi zejména v bunkach, které jsou vysoce
metabolicky aktivni nebo se podileji na odbouravani skodlivin —
napr. hepatocyty;

» u nékterych druhu zivodichl se navic mnozstvi peroxizému
dynamicky meéni s tim, jak potfebuji vyuzivat napr. katabolismus
mastnych kyselin: napf. u nékterych hlodavcl maze dojit k rychlé
indukci proliferace peroxizému pusobenim ligandUi receptord pro
peroxizomove proliferatory (PPARa) — ty jsou aktivovany napf.
nenasycenymi mastnymi kyselinami;

jatra kontrolni mysi




Poruchy peroxizému a vrozena onemocnéni

peroxizomy hraji kliCovou roli v metabolismu a jsou nezbytné pro
normalni fungovani organismu;

defekty genl kodujicich peroxizomalni proteiny maji za nasledek
vrozené poruchy, rozdelované na poruchy peroxizomalnich
enzymu a poruchy tvorby peroxizdmu — znacna ¢ast vrozenych
metabolickych poruch (kombinovana incidence 1:5000);

X-vazana adrenoleukodystrofie (porucha oxidace nevétvenych
mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (C25:0 a C26:0,
VLFCA) v dusledku nedostatecnosti peroxizomalniho enzymu
lignoceroyl-CoA ligazy);

Zellwegerlv syndrom — mutace v genech pro peroxiny (PEX1 —
12) - snizena funkce i uplny deficit peroxizomu v burikach
mozku, jater a ledvin (postizeni jedinci umiraji do 1. roku);




K zamysleni

v & @ @ @

zivoCisné buriky jsou rozriznény do stovek bunéénych typu —
dynamicka promena;

stejné tak organely mohou mit velmi rozdilnou morfologii na
zakladé toho jakou plIni funkci a jak se méni okoli buriky;

velikost vs. povrch organel;

struktura a funkce endoplazmatického retikula;

Golgiho aparat — ,poStovni“ systém,;

lysozomy;

peroxizomy jako pfiklad mikrotélisek — zanedbavana energeticka
organela;



» BUNECNE JADRO A JEHO DYNAMIKA

» opakovani - prehled struktury bunécneho jadra a
chromatinu;

» specializované struktury bunecneho jadra;
» Jadrna membrana;

» komunikace mezi slozkami bunecného jadra a
ostatnimi bunéCnymi organelami;

» variabilita bunécCného jadra v zivocisnych bunkach





