Uvod do biologie buiiky - 1. ro¢nik
(nejaderné organely)

Uvod

Tento text predstavuje poznamky a komentare k prednaskam a semindriim, které se
t¥kaji"cytoplasmatickych" témat prezentovanych v ramci kurzu Uvod do biologie
bunky (1.rocnik magisterskeho studia v oboru Vseobecné lekarstvi, Universita
Karlova v Praze - 1. lékarska fakulta). Je zaroven jakymsi znalostnim minimem téchto
témat, coz ale v zadném pripadé neznamenad, Ze je informacnée vycerpdvajici. Do textu
Jjsme se snazili vclenit nasledujici integrujici myslenku:"Bunécné proteiny musi byt
spravné syntetizovany a sbaleny, aby byly nejen cileny do spravného bunécného
kompartmentu, ale aby také spravné fungovaly." Organizace a funkce
cytoplasmatickych organel je demonstrovana na komplexité jejich strukturalniho
usporadani a principech jejich dynamické biogenese. Za zasadni povaZujeme i
integraci biochemického a strukturalniho pohledu na buniku, které jsou zakladem
komplexniho pohledu biologického.

Jsme pevné presvédceni, Ze pochopeni zakladnich konceptit patologie lidskych
onemocnéni, stejné jako porozumenti biologicky kauzalni terapii, je z velké miry
mozné pouze prostiednictvim zakladni znalosti bunécné biologie. To je také ditvod,
proc jsme se rozhodli do textu zaclenit, z naseho pohledu dulezité, poznamky o
vyznamu konkrétnich bunéecné biologickych fenoménii pro dalsi studium lékarstvi.
Radi bychom take studenty vyzvali, aby informace, v tuto chvili pouze nastinené, v
prubéhu dalsiho studia a nasledujicich kurzu a predmetii (biochemie, mikrobiologie,
imunologie, patologie ale i obory klinicke) aktivné vyhledavali a prohlubovali.

Nasledujici text obsahuje aktivni odkazy na obrazky a tabulky obsazené ve volné
dostupné on-line verzi ucebnice Molecular Biology of the Cell (anglicky) a dalsi
vyukové texty pripravené pro tento kurz. Dalsi obrazky jsou priloZeny na konci
dokumentu a jsou aktivné svazany s textem. Dale v textu odkazujeme na vybrané
anglicky psané prehledové clanky publikované v respektovanych védeckych
casopisech, jejichz seznam je v zaveru prilozen. PrestoZe je nam jasné, Ze jsou tyto
publikace urceny jinému ctendri nez studentovi 1. rocniku lékarské fakulty, radi
bychom vyzvali ty ze studentii s hlubsim zdjmen o véc , aby do téchto souhrnych
Clanka, ¢i jejich novejsich verzi, nahlédli, at' uz nyni ¢i pozdeji v pribéhu studia. Plné
verze ve formatu .pdf by mély byt dostupné z pocitacii pripojenych k siti 1. lékarské
Sfakulty .

Slozitost prezentovanych biologickych fenoménii je enormni a i pres veskerou nasi
snahu o zjednoduseni, které ma vzdy své meze, a srozumitelnou formu prezentace, je
jasné, zZe predlozeny text vzbudi radu otazek a komentari. Jsme otevieni poznamkam
(i negativnim) k obsahu i formé , protoze pouze skrze kritickou diskuzi je mozné
zlepSeni v pristich letech vyuky.



S ohledem na naprostou dominanci anglictiny, jako univerzalné prijimaného jazyka
soucasné biomediciny, jsme se nemohli vyhnout pouziti nekterych anglickych
odbornych vyrazu.

Tento dokument je urcen pouze pro akademické ucely.

podzim 2008 - Milan Elleder a Jakub Sikora

Obsah
1. KONCEPT BIOGENEZE - OMNI CELLULA E CELLULA - STALE
PLATNE?
2. CILENI A TRIDENI PROTEINU V BUNCE - SBALOVANI PROTEINU -
ZAKLADNI KONCEPT

1. Intracelularni cileni proteind
2. Sbalovani proteint (Protein folding) - proteostaza (proteostasis)
3. Intracelularni transport, cileni a tfidéni proteinu
1. Vezikularni intracelularni transport - zakladni koncept
2. Transmembranovy transport a membranové kontakty
3. CASNA SEKRETORICKA DRAHA - ENDOPLASMATICKE
RETIKULUM A GOLGIHO APARAT
1. Endoplasmatické retikulum (ER)
1. Role endoplasmatického retikula v proteostaze
1. Proteosyntéza v endoplasmatickém retikulu
2. Sbalovani proteint v endoplasmatickém retikulu (ER
associated folding - ERAF) a jejich export
3. Degradace proteinu asociovana s endoplasmatickym
retikulem - ER associated degradation (ERAD)
2. Golgiho aparat (Golgiho komplex)
1. Posttransla¢ni modifikace v Golgiho aparatu
4. POST-GOLGI SEKRETORICKA DRAHA - EXOCYTOSA
5. ENDOSOMALNE/LYSOSOMALNI SYSTEM
1. Import substrati do ELS

1. Endocytosa
1. Trancytosa
2. Autofagie

3. Fagocytosa
2. Transport lysosoméalnich proteinu do lysosomu

3. Organely se vztahem/podobné lysosomum (Lysosomal related
organelles)
6. MITOCHONDRIE - DYNAMICKE MITOCHONDRIALN] SITE -
GENERATOR BUNECNE ENERGIE
1. Strukturalni a biologické charakteristiky mitochondrii
2. Obrat mitochondrii (mitochondrialnich siti) - biogeneze vs. degradace
3. Mitochondrie jsou strukturdlné a organiza¢né velmi dynamicky systém
7. PEROXISOMY
1. Biogeneze peroxisomu




2. Peroxisoméalni metabolismus
8. CYTOKINEZE - ROZDELENI CYTOPLASMY A DCERINYCH BUNEK -
KDE A JAK RIZNOUT?
1. Kontraktilni prstenec - délici ryha - rozdéleni cytoplasmy
2. Rozdéleni a separace cytoplasmy
9. DOPORUCENA LITERATURA:
10. VYBEROVA LITERATURA:

Seznam zkratek:
(n€které ponechdny v angli¢ting pro jejich obtiznou pieveditelnost do Cestiny)

3D - trojrozmérny; ATP - adenosintrifosfat; ATPasa - ATP synthasa; Cdk - cyklin-dependentni
kinasa; CMA - chaperony zprostfedkovana (mediovana) autofagie; COP - coatomerni protein; DNA -
deoxyribonukleova kyselina; EDEM - endoplasmic reticulum degradation-enhancing a-mannosidase
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RNA; SER - smooth endoplasmic reticulum (hladké endoplasmatické retikulum); SNARE - soluble n-
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vnéjsi mitochondriadlni membrany); tRNA - transferova RNA; UDP - uridindifosfat; UPR - unfolded
protein response (odpovéd’ z prebytku Spatné sbalenych proteini); UPS - ubiquitin proteasome system
(systém ubiquitin proteasomu)

Nejaderné cytoplasmatické kompartmenty

1 Koncept biogeneze - Omni cellula e cellula - stale platné?

Biogeneze je zékladnim principem vzniku zivych organizmil véetn¢ individualnich
bun¢k. Definuje jejich piivod na podkladé¢ preexistujicich zivych bunék. Toto zakladni
dogma se zd4 byt stale univerzalné platné, byt’ s malymi variacemi vyplyvajicimi z
recentnich poznatkil (viz. nize). Cytoplasma (veskeré mimojaderné bunécéné
komponenty) zahrnuje vS§echny membranové organely a cytosol (vnitini vodné



prostiedi buiiky). Cytosol obsahuje velké mnozstvi komplexnich nemembranovych
(proteinovych) systémil jako jsou napft. cytoskelet, komponenty proteosyntézy ¢i
ruzné cytosolické, lokalné organizované signalni a metabolické drahy (Alb. 12-1).
Celkova velikost, povrch a objemovy jaderné-cytoplasmaticky pomér nejsou v
prabéhu bunééného cyklu konstantni a mohou se ménit i s ohledem na aktualni
funkéni ¢i diferenciacni stav bunky.

Dynamické a permanentni remodelace kompartmentalizovaného vnitiniho uspotadani
je zdkladnim a nevyhnutelnym piedpokladem viability (Zivotaschopnosti) bunék.
Zékladni roli v téchto procesech sehravaji biologické membrany, které udrzuji
integritu a ohranicuji individudlni bunééné kompartmenty. Biologické membrany (v
obecném smyslu se jednd o hydrofobni prostiedi - hydrofobni faze) (Alb 10-1, 10-12)
zaji$tuji komunikaci mezi kompartmenty bud’ pfimymi membranovymi kontakty
nebo prostfednictvim riiznych specializovanych membranovych proteint ¢i
proteinovych komplexi. Rozhrani prostfedi, ktera tak diky biologickym membranam
vznikaji, mohou byt spojena s vytvarenim gradientl nejriiznéjsich typi. Neni proto
ptekvapujici, Ze udrzeni takového neustale se obménujiciho Zivého systému vyzaduje
piisun energie.

Dynamické biogeneze membranovych organel se déje na zakladé diive existujiciho
strukturdlniho substratu, ktery z ontogenetického pohledu pochazi z cytoplasmy
oocytu a nikoliv z oplozujici spermie. Cytoplasmatické membranové systémy jsou
tedy maternalniho ptivodu vcetn¢ extranukledrni tzn. mitochondridlni DNA (mt
DNA). Pfesto vsak je z divodu neustalé obnovy a restrukturalizace membranovych
organel nutné, aby dochazelo k pfesnému cileni jejich primarnich komponent
(proteint, lipidi apod.) jak z mist syntézy tak i cestou regulované recyklace.

Zpét na obsah

2 Cileni a tFidéni proteini v buiice - sbalovani proteini - zakladni koncept (Alb
12-6, viz. téZ Genova exprese)

Jednotlivé proteiny jsou kodovany geny v jaderné (genomické) DNA (gDNA). Tato
informace je procesem transkripce prevadéna do formy molekul informa¢ni RNA
(messenger - mRNA), které dale slouzi jako templaty pro syntézu proteint (translace)
na ribosomech. Nov¢ syntetizované proteiny se sbaluji a mohou byt extensivné
posttranslaéné modifikovany (napt. glykosylovany, proteolyticky Stépeny apod.).
Dale jsou tyto molekuly cilené transportovany do specifickych bunéénych
kompartmentii nebo sub-kompartmentd, které¢ jsou v principu bud’ membranové
(hydrofobni) nebo vodné (hydrofilni). Proteiny s extracelularni funkci jsou
exocytovany (viz. niZe).

Zpét na obsah

2.1 Intracelularni cileni proteinii



Intracelularni zpracovani a pfesné cileni proteint je regulovano a zajistovano
pritomnosti signélnich (adresovych) sekvenci v primarni struktuie nové
syntetizovanych proteinil nebo trojrozmérnymi (3D) signdlnimi znackami v terciarni
struktufe sbalenych proteinti (Alb 12-8). Rozdily mezi signalnimi sekvencemi a
trojrozmérnymi signalnimi znackami jsou zésadni.

Signalni sekvence jsou vétSinou predstavovany 20-25 N-terminalné lokalizovanymi,
ptevazné hydrofobnimi aminokyselinami (Alb Table 12-3) v proteinovych fetézcich.
V piipad¢ signalnich sekvenci, je to pravé primarni struktura, ktera specificky
predurcuje cileni do pfislusnych bunéénych kompartmenti (jadro, endoplasmatické
retikulum, mitochondrie a jiné). Z toho divodu mohou byt signélni sekvence
rozpoznavany jiz v prub¢éhu translace proteind. Naopak trojrozmérné signalni znacky
se stavaji rozpoznatelnymi az po sbaleni proteind (viz. niZe).

Syntéza vSech eukaryotickych proteint zac¢inad na volnych cytosolickych ribosomech
nebo polyribosomech (Alb 12-6, 12-37, see also Gene Expression). Jak bylo uvedeno
v pfedchazejicich odstavcich, pfitomnost N-termindlnich signalnich sekvenci (Alb
Table 12-3), mimo jiné, predurcuje zda bude protein v pribéhu translace
(kotransla¢n¢) translokovan do lumen ¢i membran cisteren hrubého
endoplasmatického retikula (RER) a néasledné projde sekretorickou drahou anebo
kompletni syntéza prob&éhne v cytosolu, kde miize zlstat a fungovat, nebo bude
protein cilen do jadra, mitochondrii ¢i peroxisomi (viz. niZe).

Proteiny, které nesou signélni sekvenci pro import do endoplasmatického retikula jsou
v lumen jeho cisteren ¢i v jejich limitujicich membranach sbaleny (viz. niZe), jsou
pfedany do Golgiho aparatu a nasledné jsou smérovany do endosomalné-
lysosomalniho bunécného kompartmentu nebo jsou z buiiky exocytovany - tzn.
dostavaji se do cytoplasmatické membrany nebo pfimo do extracelularniho prostoru
(viz. nize).

Zpét na obsah

2.2 Shalovani proteinit (protein folding) - proteostdza (proteostasis)

Pojem proteostaza lze definovat jako komplexni soubor intracelularnich regulac¢nich
drah, které se podileji na bunécéné a biochemické homeostaze proteinti. Jedna se
pfedevsim o systémy a drahy podilejici se na syntéze, sbalovani (folding),
posttransla¢nich modifikacich, cileni ale i regulované degradaci proteinil v burice.

Teoretickym vysledkem translace je linearni polypeptidovy fetézec, ktery vSak
predstavuje z energetického a biologického hlediska nevyhodnou strukturu. Novée
syntetizované proteiny proto musi ziskat spravnou a hlavné energeticky vyhodnou
sekundarni a terciarni konformaci - tzv. nativni strukturu. Mezi zdkladni parametry
formovani nativni struktury patii zanotfeni hydrofobnich aminokyselin a jejich
postrannich fetézcii do vnitiniho prostoru molekul proteint a naopak orientace
hydrofilnich zbytkti smérem k povrchu. Mezi dalsi charakteristiky nativni struktury
proteintl patii stabilizace vodikovymi vazbami, van der Waalsovymi a
elektrostatickymi interakcemi, a v omezené mife téz kovalentnimi interakcemi. Na



zaklad¢ celé fady teoretickych, ale i experimentalnich praci lze pfedpokladat, Ze je to
prave nativni struktura proteind, ktera pii fyziologickych podminkach piedstavuje
nejstabilnéjs$i konformaci.

Sbalovani proteint (protein folding) je vlastné procesem ziskavani této energeticky
nejvyhodnéjsi (s nejnizsi volnou energii) trojrozmérné konformace. V tomto kontextu
je dale nutné zminit, Ze i vytvafeni kvarterni struktury proteinti (oligomerizace anebo
vytvareni heteromernich komplext ¢i superkomplexti) 1ze v omezené mife povazovat
za pokraCovani procesu sbalovani proteinti (Alb 6-79). V né&kterych pfipadech neni
zcela jednoduché stanovit pfesny rozdil a hranici mezi oligomerizaci a tvorbou
proteinovych komplexd. V nejobecnéjSim smyslu slova lze fici, ze oligomery
zustavaji permanentné asociovany a jsou také v této formé¢ buiikou degradovany. Na
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volnosti pfi vytvareni ale i degradaci.

Proces sbalovani proteinti, jako jeden ze zédkladnich problémt moderni bunécné
biologie, je intenzivné studovan jiz od 60. let minulé¢ho stoleti a to jak piistupy
teoreticko-modelovacimi tak experimentalnimi. Pies obrovsky objem dosazenych
poznatki cela fada zdkladnich otazek v této oblasti nezodpovézena. Lze se domnivat,
ze informace nutnd k ziskani nativni struktury proteinti je vnitin¢ kodovana v primarni
sekvenci aminokyselin. Déle Ize piepokladat, ze neni mozné, aby nové syntetizovany
protein ndhodn¢ "testoval" vSechny potenciondlni konformacni stavy (konformery)
pro nalezeni vlastni nativni formy (konformace s nejnizsi volnou energii). Souc¢asna
pfedstava spiSe preferuje postupné snizovani volné energie sbalovaného proteinu v
tzv. free energy landscape (viz. prednasky a seminafe) vedouci k dosazeni nativniho
stavu. Tento model také predpoklada, Ze individualni proteiny se sbaluji moduldrnim
zpusobem z riznych oblasti a az nasledné dosahuji kone¢né struktury sloZzenim téchto
modult.

Sbalovani nové syntetizovaného proteinu miiZze zacit v okamziku vystupu jeho N-
konce z ribosoméalniho kanalu (Alb 6-81). V tomto smyslu neni rozdil mezi proteiny
syntetizovanymi na volnych cytoplasmatickych ribosomech/polyribosomech a
ribosomech véazanych na cisterny endoplasmatického retikula. Pfestoze nascentni
protein (Alb 6-80) miiZze svou nativni konformaci ziskat sdm o sob¢; nejen z divodl
energetickych barier je tento mechanismus krajné¢ nepravdépodobny. Vnitini prostredi
buiiky, neni vlastné ni¢im jinym nez hustou proteinovou siti s velkym mnozstvim
hydrofobnich (potencionalné agregativnich) interakci. Proto aby nedochazelo k
takovym, pro buitku nevyhodnym, protein/proteinovym interakcim vedoucim, v
extrémni formé az k tvorb€ proteinovym agregatl, existuje v bunkach sofistikovany
kompartmentalizovany systém proteinovych katalyzatorti sbalovani - tzv. chaperonti
(z francouzského chaperon = pruivodkyné nebo gardedama) (Alb 6-83). V proteinové
biochemii Ize chaperon definovat jako protein napomahajici sbalovani a asemblaci
(skladani do oligmert nebo komplexi, viz. vyse) jinych proteinti. Chaperony v
naprosté vétsiné pripadii nepiedstavuji soucast findlnich proteinovych komplexa.

Z vySe uvedeného by mél vyplynout nasledujici zavér - proteiny syntetizované na
volnych cytosolickych ribosomech/polyribosomech jsou sbalovany s pomoci
cytosolickych chaperonovych drah. Napftiklad ale sbaleni a asemblace proteinii
cilenych do mitochondrii je sice zahajena v cytosolu, dokoncena je avSak v
mitochondriich s vyuzitim mitochondridlnich chaperont (viz. niZe). Proteiny, které



jsou syntetizovany do cisteren endoplasmatického retikula nebo do jeho limitujicich
membran jsou sbalovany pomoci ER rezidentnich chaperona (ER associated folding-
ERAF) (viz. nize). Zajimavé je, ze se v posledni dobé objevily informace o moznosti
transportu peroxisomalnich proteinti ptes limitujici peroxisomalni mebranu ve sbalené
formé, coz je z hlediska velikosti peroxisomalniho kompartmentu zajimavy
biologicky fenomén.

Detaily transportu proteinii jadernymi pory viz. sekce Genova exprese.

Chaperony asistované sbalovani proteinti, oligomerizace, assemblace proteinovych
komplexi a proteostaticka regulace jsou procesy nezbytné pro normalni bunéénou
funkci. Sekvence krokii na cesté proteinu k mistu jeho spravné funkce:
proteosyntéza/kompartmentove specifické sbaleni (folding)/oligomerizace ¢i
komplexova asemblace, je vyuzivana prakticky kazdym bunéénym proteinem. Pii
dalsim studiu biologie a patologie proteinti je vhodné tuto funkéni sekvenci pochopit a
zapamatovat si. Pfekvapujici by tedy nemélo byt mnozstvi lidskych onemocnéni
asociovanych se $patnym sbalovanim proteinii (protein misfolding) nebo jejich
agregaci (viz nize).

Zpét na obsah

2.3 Intracelularni transport, cileni a tiidéni proteinii

Intracelularni transport proteinti je mozné dale klasifikovat z funkéné-strukturalnich
hledisek na - (i) transport proteinii jadernymi pory (viz. sekce Genova exprese, Alb
12-10); (ii) vezikularni transport - transport vyuzivajici lumen a membrany
transportnich vacki; (iii) transmembranovy transport a primé membranové
kontakty; a (iv) nevezikuldrni transport cytosolem (napf. transport individualnich
proteinovych molekul v asociaci s cytoskeletem nebo nemembranovymi
cytosolickymi systémy).

Tento text se dale zaméetuje na otazky spojené s vezikularnim a transmembranovym
transportem a déle transportem membranovymi kontakty.

V nejobecnéj$im smyslu slova lze bunééné proteiny rozdélit do dvou hlavnich skupin
na zaklad¢ jejich potencidlu existovat, popiipad¢ interagovat s hydrofobnim
prostiedim lipidnich biologickych membran: solubilni (hydrofilni) proteiny a
proteiny membranové (s riiznou mirou hydrofobicity) (Alb 10-17). Je to pravé
schopnost proteinu interagovat s hydrofobnimi fazemi, ktera proteiny predurcuje ke
zpusobu jejich intracelularniho transportu v membranovych vaccich. Solubilni
proteiny jsou transpotovany jako luminalni kargo (néklad), naproti tomu integralni
membranové proteiny (jednou ¢i vicekrat transmembranové) nebo s membranami
asociované (napi. pomoci lipidni kotvy tvofené glykosylfosfatidylinositolem - GPI
(Alb 12-57), adaptorovym proteinem nebo estericky vazanou mastnou kyselinou) jsou
transportovany v biologickych membranach nebo v asociaci s nimi. Membranové
proteiny musi setrvavat v asociaci s membranami pfi intracelularnim tfidéni a
transportu z povahy své struktury (viz. nize).



Na zaklad¢ téchto uvedenych biochemickych vlastnosti proteinti Ize tedy dovodit
nasledujici: (i) proteiny urcené k uvolnéni do "volného" hydrofilniho prostedi (lumen
jiného intracelularniho kompartmentu nebo extracelulérni prostor) jsou
transportovany v lumen transportnich vacki a to bud’ voln€ nebo v asociaci s jejich
membranovym receptorem; (i) membranové proteiny jsou transportovany v
membrandach transportnich vacki a jsou pii fizi s cilovym kompartmentem piedany
do cilové biologické membrany.

Zpét na obsah

2.3.1 Vezikularni intracelularni transport - zakladni koncept

Intracelularni transport vyuzivajici transportni vacky je jednim z hlavnich zplsobt
transportu molekul v buiikach. Vezikularni transport, v obecném pohledu, preferenéné
vyuzivaji nasledujici bunécné drahy: sekretoricka draha/exocytoza (¢asna i pozdni),
endocytoza a transcytoza, tzn. procesy, které zajistuji komunikaci intraceluldrnich
kompartmentt s cytoplasmatickou membranou a extracelularnim prostorem (detaily
viz. nize).

Jak jiz bylo uvedeno, vezikularni transport je jednou ze zakladnich charakteristik zivé
eukaryotické buiiky. Mezi hlavni principy vezikularniho transportu patfi: vektorialita
a specifita transportu mezi donorovym (zdrojovym) a akceptorovym (cilovym)
kompartmentem, které jsou realizovany nasledujici sekvenci krokli a obecnych
vlastnosti(Alb 12-7, 13-2): puéeni (budding) - vytvareni transportnich vack,
oddéleni od zdrojového (donorového) kompartmentu, cileny transport cytosolem
v asociaci s cytoskeletem (prevazné s mikrotubuly), specifické usazeni
(docking)/"svazani" (tethering)/ inicialni propojeni membran (porus formation),
finalni fiize s cilovym kompartmentem. Zakonceni celého procesu je predstavovano
uvolnénim luminalniho obsahu do cilového kompartmentu nebo extracelularniho
prostoru nebo inkorporaci membranovych proteinti do biologické membrany
akceptorového kompartmentu.

Puceni/budding - ohyb biologickych membran je mozné dosdhnout s vyuzitim
extramembranovych proteinovych "leSeni" tvofenych multimerizovanymi
podjednotkami a pridatnymi adaptorovymi molekulami (Alb 13-7). Mezi proteiny
typicky vytvarejici takova proteinova leSeni (jinak také molekuldrni plasté/obaly)
patii clathrin (Alb 13-41), coatomerni proteiny (COP) nebo caveolin a piibuzné
proteiny(Alb 13-42). Tyto a jiné proteiny s podobnou funkci jsou vyuzivany v
raznych bunéénych kompartmentech (Alb 13-5) nebo vytvaieji lokalni membranove
asociované akumulace (typicky clathrin v tzv. oplasténych jamkach aktivnich v
receptorem zprostiedkované endocytoze Alb 13-46 - pro detaily viz. nize). Kontakt
tohoto typu proteini s biologickymi membranami je zprosttedkovén celou fadou
adaptorovych proteint nebo cytoplasmatickymi konci transmembranovych receptorti
(Alb 13-8). Dalsi vyznamnou vlastnosti proteinil tohoto typu je jejich aktivni
recyklace zpét do zdrojového kompartmentu.

Druhym vyznamnym mechanismem vyuZzivanym pro modelovani tvaru membran je
aktivni a diferencovana redistribuce riznych typt lipidi a jejich derivati obsazenych



ve vnitini a zevni vrstvé lipidnich biologickych membran. Tento mechanismus je
vyuzivan zvlasté pti formovani ostrych okrajovych zakiiveni limitujicich membran
plochych cisteren endoplasmatického retikula nebo Golgiho aparatu, zdroven vSak
tteba pti dynamické remodelaci tubolo-vezikularnich vybézkii pozdnich endosomii.

V ptipadé¢ z4jmu o vybrand recentni témata tykajici se asemblace a funkce
clathrinovych plasth odkazujeme na ptehledovy ¢lanek - Ungewickell and
Hinrichsen, 2007.

Oddéleni puciciho transportniho vacku, tzn. fyzické rozvolnéni lipidnich dvouvrstev
zdrojového kompartmentu a transportniho vacku, vyuziva proteind jako je dynamin a
blizké proteiny (Alb 13-8, 13-9). Pro zjednoduseni Ize funkci téchto proteint
ptirovnat k molekularnim Skrtidlim. Dynamin a dynaminu podobné proteiny maji
podobnou funkci také v remodelovani mitochondrialnich a peroxisomalnich siti. Jsou
aktivnimi vykonavateli mitochondrialniho a peroxisomalniho §tépeni (fission, viz.
nize).

Cytoskelet a vezikularni transport - pohyb transportnich vacka je orientovany
(vektorialni) proces. Vedle transportnich vacku jsou to i jiné, mnohdy objemné;si,
membranové bunééné kompartmenty (napf. mitochondrie ¢i peroxisomy), které jsou
transportovany a piesouvany v bunice obdobnym zptisobem. Molekularni interakce
mezi transportovanou membranovou strukturou (modelové transportnim vackem) je
zprostiedkovana proteiny typu molekularnich motort (rodina dyneind a kinesin) a
asociovanych partnerskych adaptorovych proteinti (Alb 16-63). Rozsah a mira
vezikularniho transportu v buiikéch je nesmirnd. Biologicky ptesah vezikuldrniho
transportu mize byt v uréitych typech bunék (konkrétné polarizovanych) daleko vétsi,
nez omezeny na pouhy presun biologického materidlu a mize tak ptedstavovat
ptimou, tkanovée specifickou funkei (napf transcytoza v endoteliich, viz. nize). V
jinych bunéénych typech je ptimym regulatorem celkové bunééné homeoastazy a
viability.

Axony neuronti, které mohou dosahovat znanych délek, jsou struktury s vysokym
stupném strukturalni ale i funk¢ni organizace. Jednou z primarnich funkci axoni je
kontinuélni obousmérny transport membranovych a nemembranovych (napf.
proteinové komplexy) "nakladi" podél axonalniho cytoskeletalniho leSeni. Tento
transport probiha bud’ anterogradné (smérem k axonalni periferii) nebo retrogradné
(smérem k bunécnému télu). Axony tak sehravaji naprosto zakladni roli v organizaci
neurondlnich endocytickych a exocytickych drah, synaptické signalizace anebo
recyklace autofagosomtl.

Molekularni patologie axonalniho vezikularniho transportu ptredstavuje jednu ze
zakladnich pficin celé fady zavaznych neurodegenerativnich onemocnéni véetné
Alzheimerovy choroby. Pro souhrny ptehled vyznamu axonalniho transportu pro
lidskou neuropatologii viz. Roy et al., 2005.

Molekularni plasté transportnich vackii - transportni vacky nesou v asociaci se svymi
membranami vét§i mnozstvi proteini, které jsou dilezité, jak pro molekularni
identifikaci tak i cileni téchto vackl. Tyto membranové nebo s membranami
asociované proteiny charakterizuji transportni vacky, tedy jejich zdrojovy
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kompartment, zaroven vSak také odrazi jejich luminélni obsah. Komplexni soubor
proteinil asociovanych s membranami transportnich vackl vytvari tzv. plast’ - coat
(oplasténé vacky [ coated vesicles). Pro zjednodusSeni, existuji dvé hlavni skupiny
téchto proteind, jejichz hlavni funkci je kontinualni regulace vezikularniho transportu
a rozpoznavani presouvaného biologického materialu: Rab a SNARE proteiny(Alb
13-11, 13-12, 13-15). Pro piehled soucasnych poznatkti v oblasti komplexnich vztaha
téchto signaliza¢nich siti viz Cai et al., 2007.

Specificke usazeni (docking)/"svazani" (tethering)/ inicidalni propojeni membran
(porus formation) - selektivni fiize transportnich vacku s cilovymi (akceptorovymi)
kompartmenty je zajiStovana interakcemi jejich komplementarnich membranovych
SNARE molekul (Alb 13-12). Inicialni interakce a flize membranovych SNARE
proteintll a nasledné fiize membran jsou regulovany GTPasovou aktivitou Rab
proteini (Alb 13-14).

Regulovana exocytosa (viz. nize) a svazani sekrecnich vacki (specificky typ
transportnich vacki) miize byt velmi rychly a transientni proces, ktery je spoustén
specifickym signalem (typicky v neuronech uvoliiovani synaptickych mediatora).

Zpét na obsah

2.3.2 Transmembranovy transport a membranové kontakty

Transport mitochondridlnich a peroxisomalnich strukturalnich proteint, enzymi
(v€etn¢ enzymovych podjednotek a asemblacnich faktori) a membranovych proteint
se déje cytosolickym transportem a nasledné ptes limitujici membrany téchto organel.
Vztah ptechodného cytosolického a nasledného intraorganelového (finalniho)
sbalovani téchto proteind je popsan niZe v textu. Z diive zminéného je jasné, Ze proces
transmembranového importu proteint hraje zékladni roli v biogenezi téchto
membranovych kompartmentii. Mitochondridlni (kodované jadernou gDNA) a vétSina
peroxisomalnich proteint (viz. niZe) neobsahuje N-terminalni signalni (adresovou)
sekvenci pro import do endoplasmatického retikula, a proto jejich proteosyntéza
probiha na volnych cytosolickych ribosomech/polyribosomech. Jejich dalsi cileni do
ptisluSnych kompartmenti je zajiSténo jinym typem specifickych signalnich sekvenci
nebo znacek (Alb 12-3). ¢ast peroxisomalnich proteinti prochdzi membranou ve
sbalené stavu. Na rozdil od toho, mitochondridlni proteiny prochazi membranovymi
translokatory (viz. nize) vétSinou nesbalené.

Zpét na obsah

3 Casna sekretoricka draha - endoplasmatické retikulum a Golgiho aparat

Z dynamického bunécné biologického hlediska lze ¢asnou sekretorickou (sekrecni)
drahu (early secretory patway - ESP) charakterizovat jako funk¢ni propojeni
endoplasmatického retikula (ER) a Golgiho aparatu, mezi kterymi stoji membranovy
systém nazyvany pre-Golgi intermediaty nebo tzv. tubulo-vezikuldrni membranové
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shluky (klastry). Transfer ndkladu mezi ER a Golgiho aparatem je obousmérny a
vyuziva obecnych konceptl vezikularniho transportu. Probih4 jak smérem z ER do
Golgiho aparatu tak i obracené z Golgiho aparatu do ER. Tento typ transportu
zajistuje retenci a recyklaci residentnich proteinit v ER. Smér pohybu transportnich
vackt mezi ER a Golgiho apardtem je, mimo jiné, asociovan s riznymi typy
coatomernich proteinil (viz. vyse) vytvaiejicimi plast’ transportnich vackt (ER>Golgi -
COPII, Golgi>ER - COPI) (Alb 13-20, 13-21). Vesikularni transport mezi ER a
Golgiho aparatem je orientovany 1 diky funk¢ni polarizaci ER, pre-Golgi intermediatt
a Golgiho aparatu. Pfesun proteint syntetizovanych a sbalovanych v ER smérem do
Golgiho aparatu je integralni soucasti proteostatické regulacni sité (viz. jinde v textu).
Pouze proteiny spravné sbalené chaperonovym systémem ERAF (ER associated
folding) mohou opustit endoplasmatické retikulum ptes vystupni mista (ER exit sites)
asociovana s COPII coatomernimi proteiny a vstoupit do cis-Golgi cisterny (viz nize).

Zpét na obsah

3.1 Endoplasmatické retikulum (ER)

ER je prvnim kompartmentem casné sekretorické drahy. ER je pfedstavovéano
rozsédhlym systémem vzajemné propojenych membranovych prostorti, které mohou ze
strukturdlniho hlediska nabyvat komplexni 3D formu od plochych cisteren az po
protazené tubuly. ER ma v buiikach prostorovou kontinuitu s jadernym obalem a ve
vetsing bunék se rozprostird v celé cytoplasme. V polarizovanych buiikach, jako jsou
titeba neurony, lze struktury ER nalézt jak v dendritech tak i v axonech.

Endoplasmatické retikulum je funkéné polarizované. Oblasti membrany ER s
navazanymi ribosomy - hrubé endoplasmatické retikulum (rough endoplasmic
reticulum - RER, Alb 12-36) jsou v kontinuité s hladkym endoplasmatickym
retikulem (smooth endoplasmic reticulum - SER), které obvykle slouzi jako COPII
asociovana vystupni mista z endoplasmatického retikula (Alb 12-38). Dle soucasnych
poznatki existuji diikazy pro dalsi vnitini organizaci a stratifikaci residentni
proteinové vybavy ER v jakési intraluminalni funkéni mikrodomény (viz. niZe).

Podil hladkého endoplasmatického retikula v celé siti ER je obvykle vétsi v bunikéch,
které maji vyssi vnitini obrat cholesterolu, jako jsou naptiklad ty, které syntetizuji
steroidni hormony (napft. buiiky kiiry nadledvin) nebo se podileji na metabolickych
preménach sloucenin toxické nebo xenobiotické povahy (typicky nékteré 1€ky)
spojenych s tvorbou hydrofobnich intermediati. Do této druhé skupiny Ize typicky
fadit hepatocyty.

Endoplasmatické retikulum je klicovou organelou v procesech spojenych s
proteosyntézou, sbalovanim, inicidlni N-glykosylaci (Alb 12-51) a asemblaci
proteinti. Cisterny endoplasmatického retikula predstavuji vyznamné intracelularni
depo Ca”" iont, které sehravaji vyznamné role v celé fadg signalnich drah.
Endoplasmatické retikulum vyznamné participuje na biosynthese a nasledné distribuci
lipida v bunice (Alb 12-58, 12-60). Neni od véci na tomto misté zminit, ze ER
residentni signalni drahy spojené s rozpoznavanim stavt s pfebytkem Spatné
sbalenych proteinii mohou vyustit az v programovanou bunéénou smrt (viz. niZe).



Zpét na obsah

3.1.1 Role endoplasmatického retikula v proteostaze

Pro pfipomenuti, proteostaza neboli proteostaticka sit’ je komplexni soubor
intracelularnich regulacnich drah, které se podili na bunééné a biochemické
homeostaze proteint. Proteostaza zahrnuje mechanismy proteosyntézy, sbalovani
(foldingu) proteint, spravného cileni, ale také degradace proteinti v buiice.
Endoplasmatické retikulum, jako funkéné integrovand organela, je zavzato prakticky
do vsech téchto mechanismti. Proteostatické komponenty lokalizované do ER jsou
velmi tésné€ exekutivné propojeny s cytosolickym systémem ubiquitin proteasomu
(UPS, viz. nize a v sekci Genova exprese) a systémem autofagické degradace proteind
(viz. nize). Tyto dva systémy (UPS a autofagie) pfedstavuji nejvyznamnéjsi protein
degradativni systémy, které udrzuji dynamické equilibrium bunééného proteomu.

Zpét na obsah

3.1.1.1 Proteosyntéza v endoplasmatickém retikulu

Jak jiz bylo zminéno dfive, syntéza vSech bunéénych proteinli zacind na volnych
cytosolickych ribosomech a polyribosomech. Import nové syntetizovaného proteinu
do lumen cisteren endoplasmatického retikula zavisi na pritomnosti ER lokaliza¢ni
signalni sekvence v jeho N-terminalni ¢asti. Vstup proteinu do lumen nebo cisteren
ER je tedy kotranslacni proces.

Signalni sekvence pro import do endoplasmatického retikula je podobné vSem
ostatnim signalnim sekvencim diky vysokému zastoupeni hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkil. Proteiny obsahujici tuto signalni sekvenci jsou
syntetizovany ribosomalnimi komplexy vdzanymi na membrany cisteren ER (viz.
nize) , které tak ziskévaji obraz hrubého retikula (RER). Z tohoto pohledu je mozné o
hrubém endoplasmatickém retikulu hovoftit jako o protesyntetické - "vstupni" ¢asti
celé organely.

Kotransla¢ni vstup a fyzicka translokace nové synstetizovaného proteinu probiha
pomoci specifické vazby komplexu signélni sekvence/ribosom/mRNA na
membranovy komplex signél rozeznavajici ¢astice (signal recognition particle- SRP)/
receptoru pro SRP/ transmembranového translokacniho kanalu v membrané ER (Alb
12-42). Z divodu své hydrofobicity pretrvava v pribéhu translace signalni sekvence v
membrané endoplasmatického retikula. Poslednim krokem pfi syntéze luminalnich
proteinil je jeji odStépeni pomoci signalni peptidasy, které je provdzeno uvolnénim
nascentniho proteinu do lumen cisterny ER (Alb 12-46). Signalni sekvence, které
zustavaji v membranach ER maji, jak se ukazuje v posledni dobé¢, dalsi vyznamné
regulacni funkce. Popis téchto funkci vSak pfesahuje rozsah a ucel tohoto textu

V soucasné dob¢ je popsano nejméné tficet vrozenych monogennich lidskych



onemocnéni asociovanych s patogennimi variacemi (mutacemi) v signdlnich
sekvencich anebo piimo souvisejicich s abnormalni funkei signalnich sekvenci (pro
detaily Jarjanazi et al., 2008). Lze ocekdvat, ze mnozstvi téchto onemocnéni se bude v
Case zvySovat spolu s dalsim popisem kauzalnich vztahti tohoto typu molekularni
patologie s patogenezi mén¢ vzacnych chorob (napt. nddorovych onemocnéni). I ptes
letmy nastin zakladnich principti funkce signalnich sekvenci, by mélo byt uz nyni
pochopitelné, ze experimentalni hodnoceni kauzality mutaci v téchto signalnich
Castech proteintl je problematické, jelikoz disledkem mutaci tohoto typu neni
strukturélni alterace proteinu, ale v nej¢astéjSim piipadé porucha dynamiky jeho
syntézy a zpracovani sekretorickou drahou.

Vedle solubilnich luminélnich proteind, které obsahuji signalni sekvenci pro import
do ER, jsou na ribosomech vazanych na ER do membran endoplasmatického retikula
syntetizovany integralni membranové proteiny (véetné¢ mnohotné
transmembranovych) (Alb 10-17). Membranova inserce téchto proteinti je
kotranslacni proces, ktery je zavisly na stfidavé ptitomnosti hydrofobnich a
hydrofilnich tisekl v sekvenci téchto proteind. Jednoduché ale i mnohotné
transmembranové usporadani membranovych proteinti je dosazenu pomoci kotveni
hydrofobnich tsekt do protfedi membrany a extramembranové (cytosolické vs. ER
luminélni) proteosyntézy hydrofilnich tsekt (Alb 12-47. 12-48, 12-49, 12-50). Pro
spravnou biochemickou funkci membranovych proteinti je potfebné, aby od okamziku
syntézy existovaly v prostfedi membran, jinak by dochéazelo k hrouceni jejich
struktur.

Podobné jako transmembranové proteiny, jsou i proteiny kotvené GPI kotvou
syntetizovany v ER (Alb 12-57).

Zpét na obsah

3.1.1.2 Sbalovani proteini v endoplasmatickém retikulu (ER associated folding -
ERAF) a jejich export

Proteiny jsou inicidln€ v asociaci s ER syntetizovany v nesbalené nascentni podob¢
(Alb 6-80) a musi zde ziskat spravnou konformaci, ta v§ak nemusi byt, podobné jako
v ptipad¢ proteint sbalovanych v cytosolu, definitivni. Recenti odhad pfedpoklada, ze
pfiblizné tfetina syntetizovanych lidskych proteint prochazi endoplasmatickym
retikulem (sekre¢ni drahou) a je zde také sbalovana. To znamena, Ze tyto proteiny
ziskavaji v cisternach endoplasmatického retikula energeticky stabilni konformaci tzn.
svou nativni strukturu. Strucné (viz. vyse), hydrofobni povrchy a residua v proteinech
jsou skryta do vnitinich prostor molekul a jsou ustanoveny intramolekularni interakce,
které nativni strukturu stabilizuji. Je dalezité si znovu uvédomit, Ze sbalovani proteinti
je dynamicky proces, ktery nemusi byt nutn¢ zakoncen v endoplasmatickém retikulu,
ale v piipad¢ sekretorické drahy mtze pokraCovat v Golgiho aparatu a v ndslednych
kompartmentech.

Sbalovani proteintl v endoplasmatickém retikulu ma celou fadu specifik. Tim
zakladnim je skute¢nost, ze kineticka a postranslaéni stabilita nové syntetizovanych
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proteintl je pfimo zdvisld na podminkach chemického millieau v cisternach ER, které
se od cytosolu odliduje nejen svym pH ale také koncentraci Ca** iontd. Je zfejmé, Ze
zatimco nove syntetizované solubilni proteiny jsou sbalovany ve vnitfim prostredi
endoplasmatického retikula, tak transmembranové proteiny musi byt sbalovany, v
zavislosti na orientaci svych domén, ¢astecné v lumen ER, v rdmci limitujici ER
membrany, a konecné i v cytosolu, tedy prostedich biochemicky zna¢né rozdilnych.

Prestoze mize sbaleni nascentnich proteinti probénout autokatalyticky (viz. vyse), je
endoplasmatické retikulum organelou s vyznamnou ptitomnosti residentnich
chaperonovych systémi, které zasadné prispivaji ke sbalovani syntetizovanych
proteint. Podobné¢ jako v ptipadé cytosolickych chaperonovych systémt, 1
chaperonové drahy v endoplasmatickém retikulu zacinaji s nové syntetizovanymi
proteiny interagovat jiz v okamziku vstupu N- konce syntetizovaného proteinu do
cisteren ER. Osud proteind v endoplasmatickém retikulu je pfimo zavisly na kvalité
jejich sbaleni. Pokud probéhne sbaleni v pofadku, proteiny opousti ER ptes pre-Golgi
strukturalni intermediaty do Golgiho aparatu, v opa¢ném piipadé mohou byt po
exportu z ER do cytosolu degradovany cytosolickym ubiquitin-proteasomovym
syst¢tmem (UPS) (viz. niZe).

Sbalovani proteint je proces, pii kterém dochazi k postupnému snizovani volné
energie molekul, a jako takovy miize zahrnovat piechodné energetické bariery.
Jednou z funkci chaperont je snizovat tyto bariery a napomahat tak spravnému
sbaleni proteinti. Ze své povahy je sbalovani proteinti proces vicekrokovy a mize v
urcitych situacich probihat v opakujicich se cyklech pokusii o dosaZeni vyhodné
konformace a kontrol kvality této konformace (Alb 6-82). Detailni popis
individualnich chaperonovych drah v endoplasmatickém retikulu (dodnes je popsano
pies 30 riznych ER residentnich chaperoni ¢i jinych faktor sbalovani) piesahuje
rozsah tohoto textu. Pro pouhou ukézku by bylo vhodné zminit cyklicky systém ER
chaperonové drahy vyuzivajici calnexin/calreticulin, ktery funguje v ptimé
soucinnosti s inicialni N-glykosylaci syntetizovanych proteini v ER (Alb 12-54, Alb
12-51).

Po dosazeni vyhovujici konformace a kontrole kvality této konformace putuji proteiny
z ER do Golgiho aparatu, kde miZe probihat jejich dalsi posttransla¢ni modifikace.
Vystupni mista z endoplasmatického retikula pro spravné sbalené proteiny do pre-
Golgi membranovych intermediati jsou funkéné spojena s COPII coatomernimi
proteiny (viz. vyse).

Zpét na obsah

3.1.1.3 Degradace proteinii asociovana s endoplasmatickym retikulem - ER
associated degradation (ERAD)

Ptestoze neni znamo jaka je celkova chybovost a presnd efektivita translace, 1ze se
domnivat, Ze pfiblizn¢ 30% proteinli neni spravné syntetizovano. Podobné i ERAF
(viz. vyse) neni bezchybny a vyznamna ¢ast nove syntetizovanych proteinti nedosahne
v ER, z riznych divodi, spravné konformace. Z diitvodu prevence vzniku a eliminace
téchto aberantnich konformacnich forem (konformerti) existuje v endoplasmatickém



retikulu sofistikovany systém zajist'ujici, jak kontrolu kvality sbalenych proteinti tak i
jejich efektivni degradaci (ER associated degradation - ERAD). Rozdéleni ERAF a
ERAD chaperonovych systémt je z pohledu dynamiky sbalovéani proteinti irelevantni,
jelikoz tyto systémy piredstavuji vzdjemné regulovany a propojeny systém.
Energeticky nestabilni konformacni proteinové formy (misfolded proteiny) jsou
rozpoznany a exportovany do cytosolu s vyuzitim ER membranového translokatoru
(Sec61 komplex). V cytosolu jsou tyto aberantni formy monohocetné kovalentné
oznaceny molekulami ubiquitinu (polypeptid konjugovatelny s jinymi proteiny a
majici signdlni funkce). Polyubiquitinované proteiny jsou nasledné degradovany v
cytosolickém protein degrada¢nim komplexu - proteasomu (Alb 12-55, 6-86).

Pro dokresleni komplexity moznosti zpracovani proteinti v ER, byl vedle
transmembranového proteinového translokéatoru tvoreného Sec61 komplexem a ER
vystupnich mist asociovanych s COPII proteiny v nedavné dob¢ popsan vezikularni
systém transportu Spatné sbalenych proteinti z ER do proteasomu. Tyto transportni
vacky obsahuji molekulu zvanou EDEM (endoplasmic reticulum degradation-
enhancing a-mannosidase like).

Degradativni ¢ast proteostatické sit¢ udrzujici rovnovahu spravnych a nevhodnych
konformerti zahrnuje vedle UPS (ubiquitin-proteasomovy systém) jesté konstitutivné
(stale) probihajici makroautofagii (viz. nize) aberantné sbalenych proteinti. V nedavné
dobé¢ bylo definovano molekuldrni propojeni téchto dvou systémii (UPS a
makroautofagie). Detailni popis téchto molekularnich vazeb vSak presahuje rozsah
tohoto textu.

Pies vysoce efektivni systémy kontroly kvality a degradace proteint v
endoplasmatickém retikulu miize, za urcitych okolnosti, celkové mnozstvi Spatné
sbalenych proteind presdhnout kapacitu ERAD systému. V takové situaci mtize dojit k
indukci evolu¢né konzervované exekutivni drahy zvané "unfolded protein response
(UPR)" (odpovéd z ptebytku Spatné sbalenych proteinti - Alb 12-56), ktera, ve své
extrémni varianté, mize vyustit az v programovanou bunécnou smrt (apoptozu).

Proteostaticka sit’ pfedstavuje komplexni systém regulacnich drah, ktery 1ze vnimat z
rtiznych thli pohledu (biologicky, proteinové biochemicky nebo fyzikalni).

Zékladni koncept nastinény jiz v ivodu k tomuto textu:"proteiny musi byt spravné
sbaleny jinak ptedstavuji pro buitku nebezpeci", je klicem k pochopeni
patogenetickych kaskad v celé fad¢ lidskych onemocnéni, jejichZz spole¢nym
jmenovatelem je Spatné sbalovani proteind (protein folding diseases) (Alb 6-85, 6-89).

Pfic¢inou téchto onemocnéni mohou byt patogenni variace (mutace), které piimo
vedou k syntéze nesbalitelnych nebo Spatné sbalitelnych proteini, které jsou pak
preferenéné degradovany ERAD systémem. Jiny typ mutaci miZze vést k
agregovanym proteinovym konformac¢nim variantdm, které svym mnozstvim ¢i
biofyzikalnimi parametry ptesahuji kapacitu ERAD systému. Dale mohou byt
primarné kompromitovany samotné drahy proteostatické sité (ERAD, ERAF, UPS
nebo makroautofagie). Nejcastéji se vsak jednd o relativni insuficienci ERAD
systému (napt. danou vékem), které vede k nizce intezivnimu, ale dlouhodobému
toxickému efektu aberantné sbalenych proteinovych konformert.



Proteinové drahy proteostatické sité se v neddvné dobé¢ staly slibnym cilem
farmakologického vyzkumu a vyvoje latek ur¢enych k 1é¢bé onemocnéni ze Spatného
sbalovani proteint. Lze ocekavat, ze se v blizké dob¢ objevi celd fada novych
preparatii modulujicich bunéénou proteostazu skrze fizenou inhibici degradace nebo
naopak snizeni efektl toxickych konformert.

Pro dalsi detaily tykajici se tématiky proteostazy, sbalovani proteind, patologie
sbalovani proteint a perspektiv 1écby téchto stavii doporucujeme nasledujici
vynikajici souhrné ptehledy - Aridor, 2007 a Roth et al., 2008.

Zpét na obsah

3.2 Golgiho aparat (Golgiho komplex)

Golgiho aparat je dal$im (po ER nésledujicim) kompartmentem ¢asné sekretorické
drahy (ESP) na cest¢ proteini uréenych do extracelularniho prostoru, zaclenéni do
cytoplasmatické membrany nebo k funkci v lysosoméln¢/endosomanim
kompartmentu.

Golgiho aparat maze byt charakterizovan jako systém uzavienych plochych
membranovych cisteren, které nejsou kontinudlné komunikujicim prostorem, jako je
tomu v piipadé endoplasmatického retikula. Golgiho aparat je strukturalné a funkéné
polarizovany membranovy systém, ktery ma svou vstupni cisternu (cis-Golgi) a
cisternu vystupni (trans-Golgi), mezi t€émito dvéma ohranicujicimi cisternami se
nachazeji cisterny medidlni. Golgiho aparat neni staticka struktura. V tomto
membranovém systému dochazi k relativné rychlym strukturdlnim zménam v
souvislosti s funkéni potiebou zpracovani proteinti pieddvanych z endoplasmatického
retikula. Golgiho aparat si nelze predstavovat jako systém symetricky uspotadanych
cisteren, bez n¢jaké veétsi strukturalni komplexity. Naopak, v souvislosti s rozvojem
3D rekonstrukénich algoritmt sériovych elektron mikroskopickych fezii se v posledni
dobé¢ objevila cela fada praci, demonstrujicich pfimé mezicisternové komunikace,
castecné cisternové fiize, a dokonce i transcisternalni tubularni zkratky.

cis-Golgi komunikuje prostfednictvim tubulovesikularnich transportnich intermeditti
(pre-Golgi intermediaty) s COPII oplasténymi vystupnimi misty endoplasmatického
retikula (viz. vyse, Alb 13-21). Pouze proteiny jejichz konformace (spravné sbaleni)
vyhovélo kriteriim systémtt ERAF a ERAD vstupuji do Golgiho aparatu. Transport
mezi Golgiho aparatem a endoplasmatickym retikulem je obousmérny - nemalé
mnozstvi ER residentnich (luminéalnich i membranovych) proteinti je recyklovano
zpét do ER z Golgiho aparatu v COPI oplasténych vaccich na podkladé pfitomnosti
ER retencnich signélnich sekvenci. Tyto sekvence spliuji obecna kriteria jinych
signalnich sekvenci.

Tok membran mezi ER a Golgiho aparatem a naslednymi kompartmenty sekretorické
drahy (viz. nize) je v celkovém bunécném dynamickém equilibriu spolec¢né s déji v
cytoplasmatické membrané.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?orig_db=PubMed&db=pubmed&cmd=Search&term=%22Advanced%20drug%20delivery%20reviews%22%5BJour%5D%20AND%2059%5Bvolume%5D%20AND%208%5Bissue%5D%20AND%20759%5Bpage%5D%20AND%202007%5Bpdat%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?orig_db=PubMed&db=pubmed&cmd=Search&term=%22Histochemistry%20and%20cell%20biology%22%5BJour%5D%20AND%20129%5Bvolume%5D%20AND%202%5Bissue%5D%20AND%20163%5Bpage%5D%20AND%202008%5Bpdat%5D

Podobné jako v endosomalnim systému (viz. nize), také Golgiho aparat udrzuje mirny
sestupny pH gradient smétujici od cis- do trans-Golgi.

Zpét na obsah

3.2.1 Posttransla¢ni modifikace v Golgiho aparatu

Hlavni funkci Golgiho aparatu jsou, v ramci ESP, postranslacni glykosyla¢ni
modifikace proteinil. Inicidlni N-glykosylace nové syntetizovanych proteinti na
asparaginovych zbytcich probiha jiz v endoplasmatickém retikulu (viz.vyse, Alb 12-
51), kde také slouzi pottebam nékterych ERAF/ERAD chaperonovych cest.
Oligosacharidové zbytky navazané na molekuly proteinli v endoplasmatickém
retikulu jsou v Golgiho aparatu modifikovany bud’ do formy komplexnich nebo na
manosu bohatych oligosacharidti (Alb 13-25, viz. nize v casti
endosomalni/lysosomalni system). Glykosylace proteinti probiha sekven¢né na
podkladé sukcesivni enzymatické aktivity odStépujicich glukosidas nebo
navazovanim dalSich cukernych zbytku prostfednictvim glukosyltransferas. Vysledna
frakce oligosacharidil v celkové molekulové hmotnosti takto vzniklych glykoproteinti
muze byt enormni. Vedle N-glykosylace ptes asparaginové zbytky v proteinech,
dochazi v Golgiho aparatu k O-glykosylaci pies -OH skupiny serinti a threoninti
(typicky u glykoproteint proteoglykanového typu).

Sekvencni povahy glykosylacnich enzymatickych krokt je v rdmci Golgiho aparatu
dosazeno vnitini funkéni stratifikaci cisteren. Postupné enzymatické modifikace
substratovych proteint probihaji v systému izolovanych cisteren se specifickou
enzymatickou vybavou smérem od cis- do trans-Golgi cisteren (Alb 13-26, Alb 13-
29). Dlouhodobé¢ existuji dva dynamické modely fungovani systému cisteren Golgiho
aparatu (Alb 13-30): vezikularni transportni model (cisterny Golgiho aparatu
obsahuji stabilni enzymovou vybavu a substratové proteiny jsou mezi nimi pfenaseny
vezikularnim transportem) a model zrajicich (maturujicich) cisteren (proteinovy
naklad vstoupi formou substratové viny do Golgiho aparatu a ve stale stejné cistern¢,
kterd proménuje (zraje) svou enzymatickou vybavu postupuje od cis- k trans-Golgi).
Vysledky studii provadénych na zivych bunkach a technikami vysoce rozlisujici
mikroskopie (jak svételné tak elektronové) preferuji v dnesni dobé druhy model -
model zrajicich cisteren.

Pro shrnuti, Golgiho aparat je dynamicky membranovy systém postupné zrajicich
cisteren, ktery zajiStuje glykosyla¢ni modifikace proteint syntetizovanych a
sbalovanych v endoplasmatickém retiulu. Postup a zrani cisteren Golgiho aparatu,
probihé soubézné se strukturdlnimi zménami celého systému v odpovédi na vstup
proteinil z endoplasmatického retikula.

Rozsah a forma glykosylace miiZze byt zna¢nd a i pfes absenci jednozna¢ného kodu
(jako tieba nukleova kyselina) je opakované identicky vystavovana z riznych
monosacharidovych zbytkl u jednoho typu proteinu. Glykosylace proteinti sehrava
vyznamné ulohy ve finalnim sbaleni proteinti a vyrazné ptispiva k fyzikaln¢-
chemickym vlastnostem glykoproteinti. Glykosyla¢ni modifikace oligosacharidovymi
zbytky se podili na protein-proteinovych interakcich a antigennich vlastnostech. Pro



dalsi detaily vyznamu glykosylace v téchto procesech viz. kurzy Biochemie a
Imunologie.

Glykosylace je druhové specifickd, coz mize mit vyznamné konsekvence napiiklad v
biotechnologické farmakoprodukci. Rekombinantni proteiny, byt s lidskou primarni
aminokyselinovou sekvenci, ziskavaji glykosyla¢ni charakteristiky zivo¢isnych druht,
v nichz nebo v jejichz bunécénych kulturach byly produkovany.

Zpét na obsah

4 Post-Golgi sekretoricka draha - Exocytosa (Alb 12-6)

Exocytosa predstavuje kontinualni a dynamicky transport biologického materialu
(nejen proteintl) do extracelularnih prostoru resp. cytoplasmatické membrany.
Podobné¢ jako v ptipad€ endocytozy (viz. nize), je 1 exocytoza vlastnost kazdé buiky v
lidském téle (v SirSim smyslu, kazdé eukaryotické buiiky). Mira obou téchto procest
(exocytosy a endocytosy) stejné jako dal§ich membranovych vymén musi setrvat v
dynamické rovnovdze, tak aby byla zachovana konstatni velikost bunééného povrchu
a bunécného objemu.

Solubilni proteiny, které prosly ¢asnou sekretorickou drahou a byly posttranslacné
modifikovany v Golgiho aparatu, jsou cileny do nascentnich sekretorickych granuli v
blizkosti vystupnich (¢rans-) cisten Golgiho aparatu. Limitujici membrana téchto
granuli mize vedle integralnich membranovych proteinti obsahovat také proteiny s
membranami asociované (viz. vyse). Tyto hydrofobni proteinové molekuly jsou
uréeny bud’ pro zaclenéni do cytoplasmatické membrany nebo slouzi jako
molekularni identifikéatory sekrecnich granul (viz. vyse).

Sekre¢ni granula prochazeji slozitym procesem zrani, pted tim nez dojde k uvolnéni
jejich obsahu do extracelularniho prostoru (Alb 13-56). Zrani granuli mize zahrnovat
recyklaci nékterych proteind na jejich plastich zpét do donorového kompartmentu
(tzn. trans-Golgi) nebo dalsi postransla¢ni modifikace luminélnich ndkladovych
molekul (napf. proteolytické §tépeni nebo kondenzaci obsahu granuli). Topologie mist
aktivni exocytosy muze korelovat s funk¢ni polarizaci bunécnych povrchii (jako napf.
u polarizovanych epitelii nebo neuronti) (Alb 13-61); exocytoza tedy mtize byt
polarizovany proces (Alb 13-62, 13-64).

Exocytoza (obecné bunécna sekrece) je funkéné klasifikovana na dva zékladni typy:
konstitutivni (neregulovana, permanentni) a regulovand (Alb 13-54, 13-55). Uvolnéni
sekrec¢nich granuli pfes cytoplasmatickou membranu probihé podle obecnych
koncepti vezikularniho transportu (ukotveni/svdzani, membranova fiize a uvolnéni
obsahu nebo inserce membranovych proteind do cytoplasmatické membrany) (Alb
13-57).

Proces konstitutivni (neregulované) sekrece je obecna vlastnost vSech eukaryotickych
buné¢k. Velikost transportnich vackl je v ptipad¢ tohoto typu exocytozy mala a tyto
struktury jsou rozlisitelné na tirovni elektronového mikroskopu. Jako piiklad tohoto
typu exocytozy, 1ze uvést napt. konstitutivni uvoliovani plasmatickych proteint



hepatocyty; imunoglobulinti (protilatek) plasmatickymi bufikami; proteint
extracelularni matrix fibroblasty, osteoblasty a chondrocyty. Podobné i lysosomalni
proteiny mohou byt uvoliiovany osteoklasty nebo dalSimi bunéénymi typy s
prislusnosti k monocytarné¢/makrofagové radé (images B_cell,
mucin_hepatocyte_fibroblast).

Regulovand sekrece (napt. endokrinni ¢i exokrinni) odpovida procesu, pii kterém jsou
preformovana granula udrzovéana v cytoplasmé a jsou uvolnéna po specifickém
stimulu (nervovém, chemickém nebo endokrinnim). Klasicka sekretorickd granula
(napf. rizna exokrinni a endokrinni granula; cytotoxické granula T lymfocyti;
granula heparinocytd, granulocytti nebo desticek) jsou dobie rozpoznatelna svételnou
mikroskopii (images Ag granules, zymogenic granules).

Zpét na obsah

5 Endosomalné/lysosomalni systém

Endosomalné/lysosomalni systém (ELS) je tizce asociovan s obecnymi principy
vezikularniho transportu a funkéné pak s Casnou sekretorickou drahou (viz. niZe). ELS
je spolu se systémem ubiquitin proteasomovym (UPS) jednim z hlavnich
degradacnich bunéénych center. Cely ELS je velmi dynamicky a sklada se z
membranovych kompartmenti a membranovych vacku, které se ucastni vektoridlniho
a regulovaného transportu molekul. Navic je cely ELS zna¢né€ objemové
indukovatelny. Funkéni a prostorové uspotadani ELS je velmi komplexni. Snahy o
statickou popisnou stratifikaci endosomalné/lysosomalniho systému, ktery je ze své
biologické podstaty enormné proménlivy svou mnohosmérnosti transportu ndkladt a
vlastnich biologickych membran, mohou vést k nechténym a problematickym
zjednodusenim a obsahovym zkratkam. Obecny koncept rozdélujici ELS na
definované vezikularni populace (Casné, recyklujici a pozdni endosomy a lysosomy,
viz. nize) by mél vzdy byt pfijimén se znalosti redlné dynamiky a proménlivosti
celého tohoto membranového systému. Tésné funkéni a prostorové propojeni pozdné
endosomalniho kompartmentu (manosa-6-fosfat (M-6-P) pozitivni) a lysosomi ( M-6-
P negativni) vedlo k zavedeni, ¢asto pouzivaného, pojmu - pozdni
endosom(y)/lysosom(y) (late endosomes/lysosomes).

V lysosomech (image lysosomes 3D) probiha kontrolovand intraceluldrni digesce
(degradace) makromolekul rizné biologické povahy. Lysosomy obsahuji ptiblizné
60-100 luminalnich hydrolytickych enzymi (hydrolas) o riizné substratové specificité
(proteasy, nukleasy, glykosidasy, lipasy, fosfolipasy, fosfatasy a sulfatasy). Kyselé¢ pH
optimum vétSiny téchto hydrolytickych enzymt je v lumen lysosomt zajistovano tzv.
vakuolarni H+-ATPasou a chloridovym proteinovym kanalem v limitujici membrané
lysosomt (Alb 13-31). Lysosomélni membranovy proteom vedle téchto dvou proteinli
obsahuje jesté¢ dalsich 130-150 jinych proteinti. Mezi témito proteiny prevazuji vysoce
glykosylované lysosomalné asociované membranové proteiny (LAMP) a lysosomalni
integralni membranové proteiny (LIMP). Vysoky stupen jejich glykosylace s
vyznamnym podilem obtizn¢ degradovatelnych polylaktosaminti mize slouzit, mimo
jiné, jako protektivni bariera chranici lysosomélni membranu pied agresivnimi
luminéalnimi hydrolasami. Pro shrnuti, celkovy lysomalni proteom je tvofen




luminalnimi hydrolasami (60-100) a lysosomalnimi membranovymi proteiny (130-
150).

Jak jiz bylo uvedeno, ELS je kontinualn¢ strukturadlné remodelujici se kompartment s
rozsahlymi kontakty v buiice. Koordinace prostorového intracelularniho toku
luminalniho a membranového materidlu je nesmirné a v fadé aspekti stale
nedostate¢né prostudovana. ELS vyznamnym zptsobem spoluzajiStuje
prostfednictvim redistribuce a recyklace biologického materialu zakladni bunéénou
fazovych rozhrani (hydrofilni-hydrofobni nebo hydrofobni-hydrofobni) anebo
interakce protein-proteinové a protein-membranové.

Biologie ELS bude v rdmci tohoto textu vysvétlena na podkladé jeho biogeneze - tzn.
koordinovaného importu substratl a strukturalnich komponent (proteini) zajist'ujicich
jeho strukturalné funkéni integritu.

Zpét na obsah

5.1 Import substrdatit do ELS

Existuji tf1 zdkladni cesty importu substratti do pozdnich endosomt/lysosomii -
endocytosa, autofagie a fagocytosa (Alb 13-35). Mira vyuziti téchto tii zakladnich
cest mtize byt rizna v riiznych bunécnych typech.

Zpét na obsah

5.1.1 Endocytosa

Endocytosa je obecny termin pouzivany pro popis procesu internalizace extracelularni
tekutiny nebo jiného extracelularniho materialu invaginaci cytoplasmatické
membrany. Endocytosa dale zahrnuje nasledné intracelularni tfidéni, distribuci a
recyklaci tohoto materialu. Podobné¢ jako v piipad¢ exocytosy i konstitutivni
endocytosa je vlastnosti kazdé eukaryotické bunky. Stejné tak regulovana (ve
zvlastnich ptipadech receptory zprosttedkovana endocytosa) mize byt vlastnosti
specifickych bunéénych typl. Molekularni mechanismy endocytosy sleduji obecné
koncepty vezikularniho transportu (viz. vyse, Alb 13-41): membranova invaginace
plastovymi proteiny nebo reorganizaci lipidi v biologickych membranach, uvolnéni
transportnich vacki, recyklace molekul plastovych proteinti nebo receptort,
vektorialni transport k akceptorovému kompartmentu a fiize s nim (Alb 13-46).
Endocyticky proces je charakterizovan dvéma zakladnimi predpoklady -
molekuldrnim t¥idénim v definovanych urovnich endosomalni dréhy (¢asné a pozdni
endosomy) a progresivnim poklesem intraluminalniho pH od ¢asnych endosomu k
lysosomtum (Alb 13-49, 13-50).

Endocytované molekuly jsou z extracelularniho prostoru invaginaci membrany
transportovany v drobnych oplasténych vaccich do ¢asnych endosomi (intraluminalni



pH 6.0-6.2). Endocytované komplexy ligand-receptor pfi tomto pH disociuji a
receptory jsou recyklovany zpét k inserci do cytoplasmatické membrany v
recyklujicich endosomech. Z ¢asnych endosomti substraty postupuji dale do pozdnich
endosomd, kde se stykaji s lysosomalnimi proteiny (membranovymi i luminalnimi),
aby vytvortily jeden kompartment - pozdni endosomy/lysosomy. Lysosomy pak
vznikaji "maturaci" (pozor! jde o dynamicky ptfechod bez jednozna¢ného
morfologického rozhrani) provazenou dal§im poklesem luminéalniho pH. (4.5-5.0).
Kyselé pH je kritické pro optimalni enzymatickou funkci lysosomalnich luminélnich
hydrolas (viz. vyse).

Celkova organizace endosomalni drdhy je zaloZena na principu transientnich
membranovych interakci a tfidicich a recykla¢nich urovni. Podobné jako v ptipadé
Golgiho aparatu neni jednozna¢né dotfeseno, zda se jedna o postupné zrajici
membranové kompartmenty ¢1 zda dochazi pouze k presunu substrati.

Soucasny stav poznani na poli endocytosy akceptuje dynamicky a proménlivy model
charakterizovatelny neustalym pohybem substrati i strukturadlnich komponent.
Staticka prezentace endocytosy mize byt sice didaktickym ulehéenim, realita je vSak
pohybliva. Pro blizsi piiblizeni slozitosti endocytarniho systému lze doporucit shrnuti
Johannes and Lamaze, 2002 nebo Ungewickell and Hinrichsen, 2007. V tomto textu
nezminéné tlohy signaliza¢nich modifikaci endocytovanych receptorti ¢i proteinti
pomoci ubiquitinovych polypeptidil (jiné neZ role v UPS) jsou shrnuty v piehledu
Mukhopadhyay and Riezman, 2007.

Zpét na obsah

5.1.1.1 Trancytosa

Transcytosa je variantou endocytosy, kterou Ize definovat jako vezikularni transport
endocytovaného materialu mezi opacnymi poly buniky bez vyraznéjsich modifikaci
transportovaného materialu (Alb 13-51). Jedna se tedy o pienos biologického nékladu
polarizovanymi bunikami mezi riznymi extracelularnimi prostory

Endotelialni buiiky a buiiky syncytiotrofoblastu v placenté jsou bunééné typy s
obrovskou mirou transcytosy. Transplacentarné se takto dostavaji kromé nutrientl a
typicky tfeba imunoglubulini k plodu i nékteré typy farmak, ale i infek¢ni agens
(napt. nékteré viry). Pro detailni ptehled viz. Fuchs and Ellinger, 2004.

Zpét na obsah

5.1.2 Autofagie

Autofagie je proces vlastni v§em bunéénym typtim lidského téla. Jedna se slozity
systém signalizacnich a exekutivnich drah, ktery buiice dovoluje efektivni eliminaci
jejiho vlastniho obsahu (proteinti, biologickych membrén, organel). Autofagie probiha
jako konstitutivni (kontinualni) proces s malou intenzitou nebo jako indukovatelny
mechanismus spoustény stresovymi podminkami (napt. bunéénym hladovénim). V
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soucasnosi jsou rozliSovany tfi zakladni molekuldrni varianty autofagie:
makroautofagicko lysosomalni systém (MALS - macroautophagy/lysosomal
system), mikroautofagie a chaperony zprostfedkovana autofagie (CMA -
chaperone - mediated autophagy).

Makroautofagie (MALS) oznacuje proces, pii kterém jsou poskozené organely nebo
useky cytoplasmy ohranieny autofagosomalni membranou. Pfesny ptivod této
autofagosomalni membrany (de novo syntéza vs. derivat preexistujicich membran
jako tieba cisterna hladkého endoplasmatického retikula) neni stéle zcela jasny.
Nicménné proteom autofagosomalni membrany byl v savéich buiikach definovan.
Autofagosomy se spojuji s pozdnimi endosomy (viz. vyse) aby vytvofili hybridni
organelu autofagolysosom, ve které je zahajena degradace obsahu autofagosomu
lysosomalnimi hydrolasami. Produkty hydrolyzy jsou recyklovany kombinaci pasivni
difuze a specifického transmembranového transportu a mohou tak byt znovu bunikou
vyuzity.

Mikroautofagie je na rozdil od MALS molekularni mechanismus, pii kterém
lysosomalni membrana piimo obklopi ¢ast cytoplasmy nebo malé organely jakou jsou
naptiklad peroxisomy (pexofagie, viz. nize)

Chaperony zprostiedkovana autofagie (CMA) je selektivni formou
intralysosomalni degradace specifické skupiny bunécnych proteint obsahujicich
KFERQ motivy v primarnich amino kyselinovych sekvencich. Molekularni
cytosolické a lysosomalni chaperony (hsc70 and ly-hsc70) vazi proteiny urcené k
degradaci a s vyuzitim molekuly LAMP2a v lysosomalni membrané tyto proteiny
translokuji do lumen lysosomu k degradaci. Podobn¢ jako MALS i CMA je
aktivovatelna stresovymi podminkami jako napiiklad hladovéni, oxidativni stres nebo
expozice toxickym latkam.

Autofagie je evolu¢né konzervovana signaliza¢ni a exekutivni bunécéné draha, ktera je
integralni souc¢asti sit€¢ mechanismi proteostazy spole¢né s UPS (viz. vyse).
Fyziologické role autofagie v degradaci proteinti nebo ontogenezi (detaily viz.
Terman et al., 2007), stejn¢ jako implikace téchto drah pro lidskou patologii véetné
variantnich programii buné¢né smrti (detaily viz. Bredesen, 2007) jsou v poslednich
nékolika letech intenzivné studovany. Autofagie se zd4, naptiklad, byt jednim z
hlavnich faktorti mobilizace glykogenu u novorozenct. Je velmi pravdépodné, ze v
nejblizsi dobé budou, pokud jiz nebyly, odhaleny dalsi zasadni role autofagie a
piidruzenych drah v patogenezi lidskych onemocnéni jako jsou nejriizné;jsi
neurodegenerativni stavy nebo nddorova onemocnéni (pro detaily Cuervo, 2004,
2006).

Zpét na obsah

5.1.3 Fagocytosa

Fagocytosa je posledni z hlavnich cest vstupu substratii do ELS resp. lysosomd. Je
vyuZzivéana pro degradaci vétSiho mnozstvi extracelularniho materialu jako napf.
mikroorganismt anebo mrtvych bunék po jejich ingesci cytoplasmatickou
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membranou (Alb 13-39, 13-50). Takto vytvoreny fagosom, podobné jako
autofagosom, splyva s pozdnimi endosomy za tvorby flizni organely - fagolysosomu a
tim startuje proces degradce fagocytovaného materialu. Fagocytoza je molekularni
mechanismus, kterym jsou vybaveny pouze urcit¢ bunécéné typy a specializované
buiiky; typicky se jedné o buiiky imunitniho systému jako jsou makrofagy, neutrofilni
granulocyty nebo dendritické bunky.

Dalsi molekularni detaily tohoto, z buné¢né biologického hlediska enormné
dalezitého mechanismu, by mély byt poskytnuty ve specializovanych kurzech
(Mikrobiologie a Imunologie). Pfi dal$im studiu vybranych imunobiologickych
mechanismu jako je tfeba prezentace antigent by bylo vhodné zpétné propojit tyto
znalosti se zékladni biologii ELS.

Zpét na obsah

5.2 Transport lysosomadalnich proteinii do lysosomii

Lysosomalni hydrolasy a lysosomalni membranové proteiny jsou syntetizovany na
ribosomech vazanych na cisterny RER zpiisobem popsanym vyse. Lysosomalni
proteiny se v ER sbaluji a opoustéji ER skrze COPII vystupni mista v oplasténych
vaccich. Dale prochazeji Golgiho aparatem a po vystupu z trans-Golgi cisterny jsou
vezikularnim transportem cileny do pozdnich endosomd, kde se setkavaji se substraty
(viz. vyse).

Vétsina solubilnich luminalnich lysosomalnich hydrolas je postranslacné
modifikovana N-vdzanymi oligosacharidovymi fetézci s vysokym obsahem manosy.
Pro srovnani s komplexnimi oligosacharidy viz. Alb 13-25. Nejvyznamnéjsi
posttransla¢ni modifikaci solubilnich lysosomalnich proteinil je syntéza manoso-6-
fostatovych (M-6-P) znacek, kterd probiha ve dvou, po sob¢ jdoucich enzymatickych
krocich. V prvnim z nich jsou lysosomalni enzymy fosforylovany N-
acetylglukosamin-1-fosfatem na C6-hydroxylovych skupinach n¢kterych manosovych
zbytki. Katalyzatorem této reakce je enzym UDP(uridindifosfat)-N-
acetylglukosamin- 1-fosfotransferasa (fosfotransferasa). V nésledujicim kroku je pak
N-acetylglucosamin odstépen enzymem N-acetylglukosamin-1-fosfodiester a-N-
acetylglukosaminidasou (fosfoglykosidasa) (Alb 13-38). Tato druhé reakce odhali M-
6-P znacku, ktera tak mtze byt rozpoznana M-6-P receptory v mmebranach
vystupnich ¢asti Golgiho aparatu. Multiplikace M-6-P znacek na jedné molekule
lysosomalniho proteinu zvysuje afinitu pro M-6-P receptory.

M-6-P receptory vazi lysosomalni hydrolasy svymi luminalnimi doménami
orientovanymi do trans-Golgi cisteren. Transportni vacky nesou tyto proteinové
komplexy do pozdnich endosomii, kde vlivem nizsiho pH disociuji a M-6-P receptory
jsou recyklovany zpét do trans-Golgi nebo na cytoplasmatickou membranu (Alb 13-
37). Ptitomnost M-6-P receptorti zajistuje vychytavani "zbloudilych" lysosomalnich
proteintl na cytoplasmatickou membranu, coz je fenomén, ktery se déje i za
fyziologickych podminek.



Nékteré lysosomalni hydrolasy jako cathepsin B, kysela alfa-glukosidasa nebo
lysomalni kyselé fosfatasa jsou transportovany do pozdnich endosomii/lysosomu v
prekurzorovych forméch a dochazi na nich k autokatalytickym, ¢i jinak
zprostiedkovanym (napft. jinymi residentnimi proteasami) proteolytickym Stépenim do
aktivnich forem.

Vedle M-6-P receptorové cesty cileni lysosomalnich proteinti existuji jesté
alternativni formy selektivniho transportu proteini do tohoto buné¢ného
kompartmentu. Prosaposin, prekurzor ¢tyt lyosomalnich saposinti (A-D), kysela
sfingomyelinasa, GM2 aktivatorovy protein a cathepsiny A a H sdileji spole¢ny
intracelularni receptor sortilin pro cileni do pozdnich endosomt. Beta-
glukocerebrosidasa vyuziva lysosomalni integralni membranovy protein 2 (LIMP2)
jako receptor pro své vlastni cileni. Kyseld fosfatasa se pak vaze na receptor pro
manosafosfat (M-P) a recykluje do pozdnich endosomti s cytoplasmatické membrany.

Jiny mechanismus, nez transport s pomoci M-6-P receptord, vyuZzivaji lysomalni
membranové proteiny. Jejich vstup je zprostiedkovan tyrosinovymi a dileucinovymi
motivy v jejich cytoplasmatickych C-koncich. Zaroven opoustéji trans-Golgi v jiném
typu oplasténych vacka, nez jsou ty, které nesou komplexy s M-6-P receptory.

Lysosomalni stfadaci onemocnéni jsou skupinou piiblizné 50ti lidskych dédiénych
onemocnéni. Jejich celkova incidence se pohybuje v rozmezi 1:6-8000 novorozenych
déti. Spole¢nym jmenovatel téchto nemoci je expanse lysosomalniho kompartmentu v
postizenych bunécénych typech diky akumulaci nedegradovanych ¢i jinak Spatné
zpracovanych substrati. Dusledkem této expanse je pénita transformace cytoplasmy.

Vétsina téchto stavil je zplisobena patogennimi variacemi (mutacemi) v genech pro
lysosomalni hydrolasy nebo v jejich aktivatorech, nebo chybnym postranslaénim
zpracovanim lysosomalnich proteind. V téchto pripadech jde tedy o enzymopatie.
Velka skupina lysosomalnich poruch je vSak zptisobena selektivni malfunkei rtiznych,
pozdn¢ endosomalnich/lysosomalnich membranovych proteint. Tento typ poruch Ize
tedy chépat jako poruchu funkce ELS systému samotného.

Pokroky v pochopeni molekularni patologie lysosomalnich stfddacich onemocnéni
byly dosazeny z velké miry diky pokroklim v poznani normalni biologie ELS.
Vezmeme-li v tvahu fakt, ze lysosomalni proteom je tvofen cca. 200-250 ti proteiny,
1ze divodné predpokladat Ze pocet onemocnéni spojenych s lysosomalni dysfunkci
(nikoliv nezbytné s lysosomalnim sttddanim) se jesté zvysi.

Zpét na obsah

5.3 Organely se vitahem/podobné lysosomiim (Lysosomal related organelles)

Charakteristiky lysosomti (kyselé intraluminalni pH, pfitomnost kyselych hydrolas,
LAMP proteiny v limitujicich membranach a absence M-6-P receptorti) sdili s
klasickymi lysosomy i skupina membranovych organel nachéazejicich se jen v urcitych
bunécnych typech. Na zdkladé téchto svych molekuldrnich charakteristik se tyto
organely nazyvaji "organely se vztahem/podobné lysosomtim" (lysosomal related



organelles). LRO zahrnuji melanosomy melanocytd, lytickd granula T lymfocytu,
denzni granula trombocyttli, granula heparinocyti, azurofilni granula granulocytl a
sekre¢ni granula pneumonocytt typu II. Spole¢nou vlastnosti téchto granul, ktera je
zéaroven odliSuje od systému ELS (viz shora) je jejich schopnost exocytosy. Dale je to
1 skutecnost, ze obsahuji biologicky aktivni latky. Jejich zapojeni do degradacnich
procest bunky je podle vSech pozorovani zanedbatelné, i ptes piitomnost
lysosomalnich enzymd.

Spolecna patologie LRO a lysosomt je bunéénym podkladem pro choroby, jako jsou
Chediak-Higashi, Hefmansky-Pudldk nebo Griscelli syndromy. Jedna se o
onemocnéni charakterizovana immunodeficitem, poruchami pigmentace ktize
(albinismus) a hemoragickou diatezou (krvacivosti). Prakticky vSechny tyto
symptomy jsou dusledkem poruch exocytosy LRO.

Zpét na obsah

6 Mitochondrie - dynamické mitochondrialni sité - generator bunééné energie
(image mitochondrial network)

Mitochondrie jsou membranovym bunéénym kompartmentem, jehoZ enzymova
vybava se ucastni fady intermediarnich metabolickych drah - produkce energie (ve
formé ATP) je jednou z hlavnich. Ptiblizné 95% bunétného ATP je generovano
procesem oxidativni fosforylace (OXPHOS) topicky lokalizovaného do mitochondrii
(Alb 14-10). Mezi dalsi residentni mitochondrialni metabolické drahy patfi citratovy
cyklus, beta oxidace mastnych kyselin, ¢asti cyklu mocoviny a syntéza porfyrint.
Biochemické detaily téchto procesit budou pfednaseny v naslednych kurzech
Biochemie.

Mitochondrie, jako kompartment eukaryotickych bunék, jsou unikatni svym
endosymbiotickym ptivodem (Alb 14-70). Nicméng, i pies svlij evolucni bakteridlni
puvod jsou mitochondrie v¢etné svého genomu - mitochondridlni DNA (mtDNA) -
ontogeneticky maternalniho ptivodu. Biogeneze mitochondrii probiha na podkladé
preexistujicich mitochondrii, tzn. mitochondrie nejsou syntetizovany de novo (viz
vyse).

Zpét na obsah

6.1 Strukturdlni a biologické charakteristiky mitochondrii

Mitochondrie se od ostatnich membranovych kompartmentti zasadn¢ odlisuji
dvojitym uspotadanim své limitujici membrany. Vysledkem tohoto strukturdlniho
usporadani jsou dva distinktni mitochondridlni sub-kompartmenty (intermembranovy
prostor a mitochondrialni matrix) ohranic¢ené vnéjsi a vnitini mitochondrialni
membranou. Existence dvojité mitochondrialni membrany vede k tvorbé¢ riiznych, ale
ptesn¢ definovanych mitochondridlnich transmembranovych gradientt (Alb 14-8).



Zevni mitochondrialni membrana ma jednoduché uspotadani bez vyraznéjsiho
strukturovani ¢i invaginaci. Komunikace s vnitfni mitochondridlni membrénou je
zajiSténa velkym mnozstvim kontaktnich mist. N¢které z proteint integralné
zabudovanych do zevni mitochondridlni membrany slouzi jako transmembranové
translokatory jaderné¢ kédovanych mitochondrialnich proteint, které jsou
syntetizovany na cytoplasmatickych ribosomech.

Vnitini mitochondridlni membrana ma, na rozdil od zevni mitochondrialni
membrany, velmi komplexni uspotaddani. Vytvaii vétsi mnozstvi invaginaci a rtizné
tvarovanych, vétSinou plochych, otevienych cisteren ¢i krist. Vnitini mitochondridlni
membrana ohranicuje mitochondridlni matrix, do které je lokalizovano vét§i mnozstvi
metabolickych cest. Ve vnitini mitochondridlni membrané jsou, vedle jinych proteint
a proteinovych komplext, lokalizovany vicepodjednotkové transmembranové
proteinové komplexy systému oxidativni fosforylace (OXPHOS - 4 komplexy
dychaciho fetézce a komplex ATP syntasy (ATPasa) (Alb 14-15). JiZ tak velice
slozité proteinové komplexy OXPHOS systému se dale organizuji do proteinovych
superkomplexti nazyvanych respirasomy.

Mitochondrie obsahuji vlastni semiautonomni genom (mitochondriadlni DNA -
mtDNA), ktery je maternalniho piivodu a je tvofeny cirkularni molekulou DNA.
Jedna mitochondrie v priméru obsahuje 10-20 individualnich molekul mtDNA, které
jsou organizovany do nukleoproteinovych komplext (nukleoidit). Ptedpoklada se, ze
jeden nukleoid mtDNA obsahuje asi 6 molekul mtDNA. Nukleoproteinové komplexy
nukleoidil jsou koordinované kotveny k vnitini mitochondridlni membrang, ale
ziejme, jak bylo ukazano ve studiich na kvasinkach, také k vnéjsi mitochondrialni
membrang. Vedle tohoto ukotveni nukleoidli k mitochondrialnim membranam byla
navrzena 1 moznost transmembranové interakce nukleoidl s cytosolarnimi aktinovymi
filamenty cytoskeletu. Distribuce mtDNA (mtDNA nukleoidll) v ramci
mitochondrialni sité (viz nize) je nerovnomérna. Vysledkem této nerovnomeérnosti
mohou byt okrsky mitochondridlni sité s relativni akumulaci a densitou mtDNA,
stejné tak lze nalézt tseky chudé na mtDNA. Pro shrnuti, celkovy pocet molekul
mtDNA v jedné buiice (pozor! variabilni s buné¢nym typem) je ~10-20 000 (~1000
mitochondrii v buiice, ~10-20 molekul mtDNA v mitochondrii).

Mitochondrialni DNA kéduje 13 podjednotek riznych komplextit OXPHOS systému,
dale pak 12S rRNA, 16S rRNA a 22tRNA. Z hlediska prostého charakteru geni v
mtDNA lze konstatovat, ze mitochondrie jsou schopny vnitini transkripce a translace.
Nicméné je jasné, ze naprosta vétSina mitochondridlnich proteini (recentni odhad je
~1500 predikovanych, z toho ~900-1000 potvrzenych) je kodovano jadernou gDNA a
musi byt po syntéze v cytosolu importovano do cytosolu (viz. nize, Alb 14-51,14-64).

Rozdily v zékladni genetice jaderné a mitochondridlni DNA jsou zasadni. Jaderny
genom je diploidni (polovina paternalni/polovina maternalni), transientné (v S-fazi) se
stava tetraploidnim, aby se néasledné po mitoze znovu stal diploidnim v dcetinych
buiikach. Jakékoliv odchylka v mnozstvi DNA ¢i poctu chromosomi (aneuploidie)
muze mit pomérné zdsadni patogenetické konsekvence. Na rozdil od toho,
mitochondridlni DNA je maternalniho ptivodu ( teoreticky ptispévek paternalni
mtDNA je bud’ efektivné eliminovan nebo masivné "nafedén" v maternalni
cytoplasmé zygoty). Pocet molekul mtDNA v jedné buiice je vysoky (viz. vyse), tzn.
eukaryotické buiiky jsou polyploidni pro mtDNA. Navic mize byt mnozstvi mtDNA



v buiice fyziologicky variabilni v pribé¢hu bunééného cyklu anebo v souvislosti s
degradaci mitochondrii (viz. nize). Jaderna gDNA je synchronné replikovana v S-fazi
bunééného cyklu. Molekuly mtDNA jsou replikovany asynchronné a distribuce do
dcefinych bunék v pribéhu cytokinese je pfimo vdzana na dynamiku déleni
mitochondriélni sité a lokalni distribuci mtDNA v ramci této sité (viz. nize). Doposud
zustava oteviena otazka synchronizace cyklu gDNA a mtDNA. To, Ze vzdjemna
provéazanost téchto dvou procest existuje, 1ze ocekavat hlavné na zéklad¢ poznatku,
ze dcefiné buiiky ziskavaji priblizné stejné celkové mnozstvi mitochondrialni masy a
mtDNA jako méla buiika rodi¢ovska.

Zpét na obsah

6.2 Obrat mitochondrii (mitochondridlnich siti) - biogeneze vs. degradace

Jak bylo uvedeno dfive, jadern€ kodované mitochondridlni proteiny (vétSina) jsou
syntetizovany na volnych cytosolickych ribosomech nebo polyribosomech. Podobné
jako jiné proteiny jsou i mitochondrialni proteiny v obecném smyslu slova bud’
membranové nebo solubilni (hydrofilni) a musi byt sbaleny a specificky cileny do
prislusnych mitochondrialnich subkompartmentt - intermembranovy prostor a
mitochondrialni matrix nebo do zevni ¢i vnitini mitochondridlni membrany. Signdlni
sekvence zajiStuji specifickou vazbu mitochondrialnich proteinii
receptory/transmembranové translokatory v zevni a nasledné téz vnitini
mitochondrialni membrané. Pfed importem do mitochondrii jsou proteiny inicialné
sbaleny cytosolickymi chaperonovymi systémy, priichod membranovym
translokatorem pak probiha v nesbalené formé. Sbaleni v misté finalni funkce vcetné
asemblace komplexii, pak probihd intramitochondridlné. Transmembranova
translokace mitochondridlnich proteina se déje pomoci cytosolickych a
mitochondrialnich proteint typu heat shock (obecné oznaceni pro chaperony
indukované piivodné teplotnim stresem) 70 (c/mtHS70), TOM (outer membrane),
TIM (inner membrane) a OXA translokatort (Alb 12-24, 12-25, 12-26). Tyto a cela
fada dalSich proteina zajistuji spravné cileni individuélnich proteint v
mitochondriich. Je tfeba znovu zdlraznit, Ze vétSina mitochondrialnich proteint
funguje jako vicepodjenotkové superkomplexy, které vyzaduji kromé spravného
cileni také bezchybnou a efektivni lokéalni asemblaci (viz. vyse v obecnych castech o
sbalovani proteinit). Podobné¢ jako v piipad¢ intramitochondridlnich chaperonovych
systémd, tak i v pfipad¢é degradace mitochondrialnich proteing je tento kompartment z
velké ¢asti proteostaticky autonomni.

Mitochondrie nemohou byt (v souladu se stavem poznani) syntetizovany de novo, ale
vznikaji na podklad¢ stavajiciho strukturdlniho substratu existujicich mitochondrii.
Mitochondrialni déleni probiha po té, co matefska mitochondrie ziska odpovidajici
velikost. Zda se byt pravdépodobné, Ze tento proces "zdvojovani" je odlisny od
remodelace mitchondridlni sit¢ procesem Stépeni (fission, viz. niZe).

Za urcitych nefyziologickych situaci mize dochazet k enormnimu zvétSeni masy
mitochondridlni sité; takto postizené bunky mohou pak mit cytoplasmu doslova
pfeplnénou mitochondriemi (tzv. onkocytarni transformace, image



oncocytes_cirrhosis). Tento typ bunééné patologie je popisovan u nekterych
primarnich mitochondridlnich onemocnéni (viz. nize) (image MELAS muscle) a v
nékterych typech nadori (onkocytdrni karcinomy).

Degradace mitochondrii (jednotlivé nebo v ramci usekti mitochondrialni sité) probiha
procesem makroautofagie v lysosomech (MALS, viz. vyse).

Bylo by zjednoduSenim omezovat vyklad mitochondridlnich funkeci v buiice na
metabolické role. Z ditvodu nutné redukce na tomto misté pouze zminime zasadni
exekutivni role mitochondrii v klasické kaspasami zprostredkované apoptoze (mimo
jiné uvolnénim cytochromu C do cytosolu).

Zpét na obsah

6.3 Mitochondrie jsou strukturdlné a organizacné velmi dynamicky systém

Mitochondrie v bunikach funguji jako komplexni a dynamicka trojrozmérna sit’, které
je permanentné remodelovand procesy Stépeni (fission) a fizi (fusion) (Alb 14-53, 14-
54). Celkovy pomér téchto dvou typii prestavby mitochondridlni sité ztstava v
dynamické rovnovéaze, jinak by vznikala bud’ fragmentovana nebo naopak sit’ tvofena
extensivné elongovanymi mitochondriemi. Molekuldrni podstata a pocet proteinti
participujicich na téchto slozitych piestavbach a dynamice mitochondridlni sité je
velky a presahuje rozsah a ucel tohoto textu. Dilezité je, ze dynamicka a kontinudlni
remodelace mitochondriélni sité je naprosto zasadni pro celou fadu zékladnich
biologickych procest jako je apoptoza, cytokineze, nebo udrzovani bunécné polarity.
V dnesni dobé jiz byla cela fada lidskych onemocnéni molekularné asociovéana s
poruchami dynamiky mitochondridlnich siti.

Je zajimavé, Ze nedavno byla popsana strukturalni interakce mitochondrii a
peroxisomtl (viz. nize) a dokonce 1 lidskd onemocnéni zpiisobena defekty v této, diive
opomijené biologické draze.

Mitochondrialni genom je maternalniho ptivodu, proto jsou také znaky kédované
timto genomem, a to véetn¢ patologickych, dédény maternalné a nikoliv Mendelovsky
(pro geny kodované jadernou gDNA). Patogenni variace (mutace) v mitochondridlni
DNA mohou byt jak zdédény (germindlni), tak mohou vzniknout v prub¢hu
prenatalniho nebo postnatalniho Zivota (somatické mutace). I z divodu relativné
"agresivniho" intramitochondrialniho prostiedi (vysoky obsah reaktivnich forem
kysliku) je kumulativni mnozstvi mutaci v mtDNA vys$si nez v gDNA. DalSim
vyznamnym faktorem je i rudimentarni mitochondrialni DNA opravny aparat, ve
srovnani s bunééném jadrem (gDNA).

Integrita mitochondrialniho genomu je pfimo zavisla na mitochondridlni proteinové
vybavé kédované gDNA (souhrn mtDNA koédovanych proteind viz. vyse). Patologické
stavy spojené s globalni depleci mtDNA a vysledné deficity odpovidajicich
mitochondrialnich proteinti jsou zptisobeny mutacemi v jadernych genech kodujicich
proteinové regulatory obratu a kontroly kvality mtDNA. Jaderny genom, jak vyplyva



z vySe uvedeného, naptiklad koduje prevazujici vétSinu proteinti dychaciho fetézce a
asemblacnich faktora (Alb 14-64).

Na pozadi prezentovanych koncepti mitochondrialni biologie a dédi¢nosti Ize
definovat dva typy dédi¢nych mitochondrialnich onemocnéni.

Jedna skupina téchto stavil je zpiisobena mutacemi v jaderné kodovanych
mitochondridlnich proteinech - tato onemocnéni jsou dédéna Mendelovsky. Druha
skupina onemocnéni je zpisobena mutacemi v genech kédovanych mtDNA (13
podjednotek riznych komplexi OXPHOS systému, dale pak 12S rRNA, 16S rRNA a
22 typ? tRNA molekul). Ve srovnani s mutacemi v jaderném genomu, maji mutace v
mtDNA genech prahovy efekt z podstaty bunééné polyploidity mtDNA (frakce
mtDNA molekul mutovéana/frakce molekul mtDNA nemutovana v jedné buiice).
Distribuce mutovanych a nemutovanych mtDNA molekul do bun¢k a nasledné tkani
od prvniho déleni oplozeného oocytu (zygoty) do pln€ vyvinutého organismu je
zfejmé piimo zavisla na distribuci mitochondrialnich siti, v po sob¢ jdoucich
cytokonezich dcefinych bunék. Regulace a zdkonitosti distribuce mtDNA (mutované
vs. nemutované) v mitochondridlni siti a pti bunééném déleni jsou z vEtsi Casti stale
jesté nedefinovany.

Dychaci fetézec ve vnitini mitochondridlni membrané je tvoten vicepodjednotkovym
systémem (4-40 podjednotek) proteinovych superkomplexi. Spravna funkce téchto
superkomplexli zavisi na spravné syntéze, transportu cytosolem, transmembranové
translokaci a kone¢né asemblaci (dokonceni sbalovani, viz. vyse) pomoci
asemblacnich faktord. Nespravné asemblace, i jinak dobfe syntetizovanych
podjednotek, miize ve vysledku vést k poruse enzymatické funkce. Kromé
proteinovych faktori mtize na asemblaci mitochondrialnich komplext participovat
lokalné syntetizovany fosfolipid kardiolipin.

Pro recentni pfehled o mitochondrialni biologii, mitochondrialnich poruchéch a jejich
terapeutickych perspektivach doporucujeme Yamada and Harashima, 2008.

Zpét na obsah

7 Peroxisomy

Peroxisomy jsou ohrani¢eny jednoduchou biologickou membréanou, ktera obklopuje
jemn¢ granularni matrix. Peroxisomy dosahuji velikosti 0.05-2 mikrometry. Ve
vetsing pripadi peroxisomy nedosahuji velikosti mitochondrii. Peroxisomy jsou
ptitomny ve vSech bunécnych typech s vyjimkou erytrocytli a spermii. Nejhojnéji jsou
peroxisomy piitomny v cytoplasmée hepatocytt, v epitelidlnich buiikach kanalka
ledvin ¢i v oligodendroglii (buniky syntetizujici myelin).

Lidsky peroxisomalni proteom zahrnuje produkty pfiblizn€ 80ti genti kodovanych
jadernou gDNA. Jedna se jak o membranové, tak i o proteiny peroxisomalni matrix.
PievaZzujici vétsina (60%) téchto proteind je asociovana s metabolickymi drahami
lokalizovanymi do peroxisomil. Posledni tfetina proteinii se nazyva peroxiny a
sehrava zakladni role v biogenezi a udrZeni peroxisomalni organelové populace.
Markerovym (vyluéné zastoupenym a pouzitelnym pro detekci v tkédnich) enzymem


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?orig_db=PubMed&db=pubmed&cmd=Search&term=%22Advanced%20drug%20delivery%20reviews%22%5BJour%5D%20AND%2060%5Bvolume%5D%20AND%2013-14%5Bissue%5D%20AND%201439%5Bpage%5D%20AND%202008%5Bpdat%5D

peroxisomtl je katalasa, kterou lze detekovat bud’ histochemicky (pomoci
enzymatické aktivity) nebo imunohistochemicky (specifickou protilatkou). Vedle
detekce katalasy je dnes mozné pomoci protilatek vizualizovat nebo jinak stanovovat i
celou fadu dalSich peroxisomalnich proteinti.

Zpét na obsah

7.1 Biogeneze peroxisomii

Biogeneze peroxisomu (riist a Stepeni) je v mnoha svych aspektech stale
nedefinovanou oblasti; zvIasté pokud jde o recentni hypotézu de-novo syntézy
peroxisomtl v endoplasmatickém retikulu (viz. vyse v casti koncept biogeneze). Dalsi
otevienou otazkou zustava sdileni nékterych proteinovych komponent biogeneze mezi
peroxisomy a mitochondriemi (jde zejména o proteiny spojené se §tépenim siti téchto
organel). Formaln¢ je biogenesa peroxisomil srovnatelnd v zakladnich rysech s
biogenesou lysosomt - syntesa a transport membranovych proteinti (integritu
zajist'ujicich) a proteinti matrix (pfevazné funkénich - enzymovych).

V porovnani s mitochondriemi, peroxisomy neobsahuji vlastni genetickou informaci v
podobé jakékoliv formy nukleové kyseliny. Cely peroxisoméalni proteom je koédovan
jadernou gDNA a vétSina (proteiny matrix a frakce membranovych proteini)
peroxisomalnich proteint je syntetizovana na volnych cytosolickych ribosomech nebo
polyribosomech. Cileni téchto proteinti do preexistujicich peroxisomt je
zprostifedkovano kratkymi specifickymi signalnimi sekvencemi aminokyselin (tzv.
peroxisomal targeting signal - PTS). V principu existuji dva typy téchto sekvenci v
riznych peroxisomalnich proteinech - (i) C-termindlni SKL motiv a (ii) C-termindlni
PTS1 a (ii1) N-terminalni PTS2 motivy. Na rozdil od proteinii endoplasmatického
retikula a mitochondrii (viz. vyse) jsou peroxisomalni proteiny ptes limitujici
organelovou membranu transportovany ve sbaleném stavu, nicméné presny
molekularni mechanismus tohoto pfenosu neni definitivné stanoven.

Zbytek peroxisomalnich membranovych proteini je cilen do peroxisomt z ER,
nejspise pomoci vezikularniho transportu. Neddvno bylo také ukazano, ze ¢ast
proteint se do peroxisomu dostava z mitochondrii, zaroveni byly popsdny transientni
membranové interakce s cisternami hladkého endoplasmatického retikula. Co nebylo
doposud spolehlivé dokumentovano, je retrogradni transport z peroxisomt do ER
nebo mitochondrii.

Import proteinii do peroxisomt vede k objemové expanzi organely, kterd nasledné
vyusti v peroxisomalni Stépeni (fission). N&které z proteinti ucastnicich se
peroxisomalnich $tépeni také participuji na St€peni mitochondridlnich siti.

Peroxisomy jsou degradovany mikroautofagii (pexofagie, viz. vyse). Jako

pravdépodobné se zda byt, Ze cely proces nemiize probihat bez vzajemné piimé
interakce proteinii peroxisomalnich i lysosomalnich membran.

Zpét na obsah



7.2 Peroxisomalni metabolismus

V peroxisomech probihé celd fada metabolickych drah a pfemén. Peroxisomalnim
proteom tvofti ptiblizné¢ 50 riznych residentnich enzymii. Katabolické peroxisomalni
funkce zahrnuji oxidativni reakce Sirokého spektra substratti (alkohold véetné etanolu,
xenobiotik nebo amino kyselin), které¢ jsou zprostiedkované oxidasami pouzivajicimi
molekularni kyslik se soucasnou produkci peroxidu vodiku. Tato reaktivni slou¢enina
je dale metabolizovana enzymem katalasou (viz. vyse). Dal$i vyznamnou
peroxisomdlni metabolickou drahou je beta oxidace mastnych kyselin s dlouhym
retézcem (C24, C26), dikarboxylovych kyselin, vétvenych mastnych kyselin a
prostaglandint. Peroxisomy jsou dale mistem katabolismu purind, syntézy glycerolu
¢1 metabolismu retinoidii. Peroxisomy hlodavct obsahuji uratoxidasu (enzym
metabolizujici kyselinu mocovou na solubilni allantoin), kterd vytvari centralni
krystaloid v peroxisomech.

Veskeré peroxisomalni funkce jsou pfimo zavislé na kontinudlni peroxisomalni
biogenezi, tzn. na importu komponent peroxisomalni matrix a membran. Tento rys
peroxisomdlni biologie od sebe vyznamné odliSuje, mimo jiné, peroxisomdlni a
mitochondridlni poruchy. Do dnesni doby bylo popsano piiblizné 24 riiznych lidskych
onemocnéni kauzalné souvisejicich s peroxisomalni dysfunkci. Tyto poruchy lze
klasifikovat na dv¢ zékladni skupiny: deficity jednotlivych enzymti (pii existujicich
peroxisomech) a na poruchy biogeneze peroxisomu - Zellwegertiv syndrom.

Zellwegertiv syndrom (peroxisomalni abiogeneze) je mozné uvést jako dobry priklad
posledniho typu peroxisomalnich poruch. Piestoze jsou u tohoto postizeni vSechny
enzymy spravné syntetizovany, cilovy kompartment (peroxisomy jako takové) chybi.
Peroxisomalni enzymy zlstavaji v cytosolu a jsou nasledné degradovany. Substraty
peroxisomdlnich metabolickych drah zlstavaji nemetabolizovany a stavaji se pro
bunku toxickymi, napt.shora zminéné velmi dlouhé mastné kyselin, které se v¢lenuji
do membréanovych lipidl a vedou k nestabilité¢ membran, napt. myelinu coz mize
vyustit az v obraz demyelinizace (leukodystrofie).

Jak jiz bylo opakované zminéno, drahy biogeneze peroxisomu (Stepeni - fission) sdili
nekteré proteinové komponenty s podobnymi procesy v mitochondrialnich sitich.
Nedavno popsany lidsky dédi¢ny defekt (mutace v jedné z dynaminu podobnych
GTPas) je charakterizovan sdilenou poruchou §tépeni mitochondrii a peroxisom.

Vedle relativné vzacnych dédi¢nych peroxisomalnich onemocnéni, jsou to ale i
Castejsi postizeni, jako nekteré typy nealkoholické steatohepatitidy, které jsou
zpusobeny abnorméni peroxisomalni funkei.

Pro z4jemce o detaily v oblasti peroxisomalni biologie a patologie 1ze doporucit
prehledovy ¢lanek Schrader and Fahimi, 2008

Zpét na obsah

8 Cytokineze - rozdéleni cytoplasmy a dcefinych bunék - Kde a jak fiznout?
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Centralnim biologickym problémem cytokineze je koordinované rozdéleni
cytoplasmy s M-fazi bunécného cyklu a v SirS§im kontextu, s jadernym cyklem jako
takovym. Separace dcefinych bun¢k musi probéhnout ve spravném case (po separaci
chromosomil) a na spravném misté (kazdéa dcefina buiika ziska kompletni sadu
chromosomtt). Zakladni otazka tedy zni: "Kde a jak fiznout?"

Biologicky fenomén cytokineze 1ze vnimat ze dvou thll pohledu: (i) separace
dcefinych bun¢k oddélenim jejich cytoplasmatickych membran; (ii) mechanismy
regulovaného rozdéleni cytoplasmatickych komponent

Zpét na obsah

8.1 Kontraktilni prstenec - délici ryha - rozdéleni cytoplasmy

Cytokineze predstavuje slozité regulovany proces, ktery vede k zasadni
architektonické prestavbé cytoplasmy a cytoplasmatické membrany. V pribéhu
cytokineze je cytoplasma rozdélena pomoci tzv. kontraktilniho prstence (Alb 18-34)
slozeného z aktinovych a myozinovych filament (typ II). Kontraktilni prstenec se
zaind konstituovat v disledku poklesu aktivity M-Cdk (vice viz. Bunécny cyklus a
Bunécna signalizace). Kontraktilni prstenec modeluje délici ryhu (Alb 18-35) mezi
nove se konstituujicimi se jadry. Po mitoze urcuje pozice déliciho vieténka lokalizaci
a orientaci kontraktilniho prstence. Kontraktilni prstenec je formovan v roviné
metafazické orientace chromosomil a kolmo na dlouhou osu dé€liciho vieténka. Pied
fyzickym rozdélenim propojuje budouci dcefiné bunky tzky cytoplasmaticky mistek.
Tento mustek obsahuje vzajemné propleteny systém protismeérné orientovanych
svazkl mikrotubulil s centralni densitou zvanou "midbody" (Alb 18-35). Zah4jeni
cytokinese je regulovano kinasami z rodiny polo-kinas, jakym mechanismem piesné,
neni zndmo.

Zpét na obsah

8.2 Rozdéleni a separace cytoplasmy

VétSina bunéénych déleni je symetrickd; kazda dcefind bunika tedy ziskava stejné
mnozstvi cytoplasmy vetné organel. Stale jeste existuje velké mnoZzstvi
nezodpovézenych otdzek tykajicich se zakladnich principii regulace strukturalni
cytoplasmatické segregace. Jakym zpiisobem se chovaji membranové cytoplasmatické
kompartmenty? Zdvojuje se masa organel pfed mitozou, ¢i jsou naopak organely v
dcefinych buiikéch resyntetizovany? Jakym zpiisobem je regulovana mira exocytozy a
endocytozy a remodelace cytoplasmatické membrany v pritbéhu cytokineze?

Pouze pro priblizeni a ukazku chovani membranovych organel v prubéhu cytokineze
jsme se rozhodli zafadit modelovy ptiklad dvou kompartmenti - Golgiho aparatu a
endocytickych kompartmentd (endosomit). V interfazi se Golgiho aparat akumuluje v
okoli centrosomu s ptispénim cytoskeletu (preferenéné mikrotubulll). Experimentalni
data ukazala, Ze cisterny Golgiho aparatu a endosomalni membrany se v prubéhu



profaze rozdéli na dva shluky (v asociaci se zdvojenymi centrosomy) a nasledné
disintegruji v pribéhu metataze. V zdveéru mitozy (anafaze a telofaze) dochazi k
rekonstituci Golgiho aparatu v dcefinych buiikach ze dvou, nové se vytvatejicich
shlukit membran (vEtsi a mensi), které jsou v blizké asociaci s obnovujicim se
jadernym obalem a sleduji formovani d¢lici ryhy. Koordinovanou fiizi téchto
membranovych shlukli s molekularnimi parametry Golgiho aparatu se znovu vytvori
koncova organela.

Vytvateni délici ryhy, tzn. extenzivni remodelace cytoplasmatické membrany,
probiha, mimo jiné proto, ze dochézi k regulované flizi membran endosomalniho
kompartmentu a membranovych struktur charakteru Golgiho aparatu v oblasti
kontraktilniho prstence s cytoplasmatickou membranou. V tomto ptipadé tedy tyto
dva kompartmenty slouZi jako depo biologickych membran pro rozdéleni
cytoplasmatické membrany. Nezodpovézenou otazkou zlstava, zda jsou tyto procesy
univerzalné platné ve vSech bunécnych typech ¢i v pripadé asymetrické mitozy.

Podobné¢ 1 mitochondridlni sit’ musi byt v pribéhu cytokineze koordinované
rozdélena, véetné obsazené mitochondridlni DNA (pozor frakce mtDNA miiZe byt
mutovana, viz. vyse). Existuji prace, které poukazuji na propojenost zdvojovani
mitochondrialni masy pfed mitozou, poptipadé€ na strukturdlni remodelaci sit¢ do
tésné¢ho okoli jadra pred mitozou. Podle dostupnych informaci, vSak zistdva nejasné
zda mitochondridlni sit’ prod¢lava v cytokinezi podobné komplexni a koordinovanou
pfestavbu jako tfeba Golgiho aparat.

Na zavér tohoto velmi stru¢ného uvodu do problematiky cytokineze, nelze nez
podotknout, Ze cytokineze by neméla byt vnimana jako pouhy ptivések déleni jadra
(pro detaily viz. Barr and Gruneberg, 2007 nebo Montagnac et al., 2008.)

Zpét na obsah
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Ptiloha 2. Mucin hepatocyte fibroblast secretion.png
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Alpha cell from aninslet in bat pancreas.
Collidine buffered osmium fixation.
Lead hydroxide staining. 17 500x

The Cell. An Atlas of Fine Structure. Fawcett DWW, 1966

Argentaffin cell from the gastric mucosa of a bat.
Collidine buffered osmium fixation.
Lead hydroxide staining. 41 000x

Ptiloha 4. Zymogeni granula



L Zymogen granules of exocrine pancreas

Endoplasmic reticulum of the
corresponding pancreatic cell

Ptiloha 5. Lysosomes 3D

Lysosomal membranes (red), undefined lysosomal membrane
transporter {(green), nucleus (blue)

Ptiloha 6. Mitochondrial network



mitochondrial network (red), nucleus (blue)

Ptiloha 7. Oncocytes cirrhosis



progressed to cirrhosis and partial liver failure

oncocytic transformation of hepatocytes in mtDNA depletion
HE

Piiloha 8. MELAS muscle



MELAS myokard (HE; mt antigen; EM)
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