Biochemicka
organizace
eukaryotni bunky

Pozn.: Pod heslem ,ucebnice” se v komentafich

skryva kniha M.Kodicek, O.Valentova a R Hynek

Biochemie — chemicky pohled na biologicky svét, 2 1 S Mervemnsnen . A ot
vydani 2018

Zubay G:L! et al: Principles of Biochemistry, 1995

2
Prohlédnéte si tab. 1.3 (Ucebnice str. 17) agopakujte si, co jiz o jednotlivych
organelach vite. 4

Uvédomte si, ze naplni eukaryotni bunky (cytosolem) neni ,,zfedény roztok molekul a
iontU“, ale 30% ,pasta” bilkovin, obklopujici obrovské mnozZstvi organel a

nadmolekulovych struktur.



o
Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995
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. . . . $ Qo o
Rostlinna bunka se od Zivocisni lisi pred%ﬁ% pfitomnosti chloroplastl, obvykle
velikou vakuolou a bunécnou sténou. &
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MITOCHONDRIE
(elektronmikroskopicky
obrazek tenkého fezu
jaterni mitochondrie,
autor: Daniel S. Friend)

S
Nadhera elektronmikroskopického zobr%??\i!

N
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Mitochondrie (schema)

mezimembranovy
prostor

DNA

vnéjsi
membréana wvnitini
membréana

5’)
Nejdulezitéjsi funkce mitochondrie: chhasﬁetézec a membranova fosforylace.
Zajimavosti: ,dérava“ vnéjsi membrana.(membranové pdry, urcuje tvar organely),
kristy (zvétSeni plochy vnitfni membrany), kompletni proteosynteticky aparat (DNA,
ribosomy atd., nékteré kodony zde maiji jiny vyznam nez v cytosolu).



Nejdulezitéjsi mitochondridlni metaboli
oxidace mastnych kyselin

gg

Mitochondrie (schemazakladnich katabolickych procesii)
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%fdrahy citratovy (Krebsav) cyklus a B-



Pyruvat-malatovy cyklus
(aneb Jak zapoijit pyruvat z glykolysy do syntézy mastnych kyselin?)

Salway J.G:
Metabolism
at a Glance, 1994

pyruvat, + NADH, + NADP*, + NAD*,, + 2ATP —

—» acetyl-CoA, + NAD*. + NADP NADH,, + H*,, + CO, + 2 (ADP +P)
(c = cytosol, m = matrix mitochondrie, téZ mitosol)

Podrobnosti na dalsim slidu f
N
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Pyruvat-malatovy cyklus
(dojemna souhra metabolickych proces( v cytosolu a mitochondrii)

Glykolysa a biosynthesa mastnych kyselin probihji v cytosolu, ale oxidagni dekarboxylace pyruvéitu v mitochondrii (UZebnice, odd. 9.2)
Jak tedy ziskat acetyl-CoAz pyruvdtu v cytosulu (srov. pfedchozi slide)?
1: dvé molekuly pyruvdtu vstupuji z cytosolu do mitochondrie (sekunddmi aktivni transport spolu s H*; uéebnice odd. 5.9.1);

2: jedna molekula pyruvétu oxidaZng dekarboxylovdna za vzniku acetyl-CoA a NADH, druhd karboxylovdna za vzniku oxalacetdtu (zndmo 2z
glukogeneze, uéebnice str. 303 obr. 10.7);

3: pfipojeni acetylu k oxalacetdtu za vzniku citrdtu (1. rekace citrdtového cyklu, uéebnice str. 270);
4: citrdt transportovdn zpét do cytosoly;

5: citrdt v cytosolu rozloZen na acetyl-CoA a oxalacetdt (enzym ATP-citrdt lyasa EC 2.3.3.8):
citrdt + ATP + CoA > oxalacetdt + acetyl-CoA + ADP +P);

6: oxalacetdt redukovdn pomoci NADH z glykolysy;
7: maldt oxidaéné dekarboxylovén pomoci NADP® na pyruvdt (jableény enzym, uebnice str. 318).
Sumédrni rovnice na minulém slidu. Vysledek: v cytosolu vznikly z pyruvdtu acetyl-CoA a navic z NADH NADPH, potfebny pfi synthese MK k

redukcim.

Domdéci tikol: Napiste pomoci strukturniczorcli rovnice reakci, popsanych v bodech 2,3, 6a 7!
Zhodnofte celkovou energetickou bilanci tohot cyklou!




Mocovinovy cyklus

Poznamka na okraj:
vznik karbamoylfosfatu v cytosolu

2 ATP + HCO; + GIn —

— H,N-CO-O-PO3% + Glu + 2 ADP + P,

Karbamoylfosfat je prekursor mnoha

anabolickych procesu v cytosolu (napf.

synthesa pyrimidinovych bazi).

0 o
2ATP + HCO; + NH, = H,N—C—OPO} + 2ADP + P,
karbamoylfosfat

- H,
o O=C-NH,
(CHy), !
W OMHRIN  mitochondrie  clrullin (GHy,
o HC-NH;
€00
translokasa
coo
ornithin citrultin  §
NH;
HN i NH, coo
motovina cytosol ATP aspartat
"o AMP PP,
arginin argininosukcinat
HN_NH, 'co0
N
¢ CH, o
- coo 7@ HC-NH-C”
(CH,),
o HG COO™ NH
HG—NK; CH (CHy,
coo €00 HC—NH;
fumarat co0

tak vyhodny?

S
\.
Antiport ornithinu a citrullinu — GZasna vymakanost! Otazka: pro¢ je ten antiport zde

Synthesa pyrimidinovych nukleotid(:cucebnice str. 360)




Jak zapojit cytosolové NADH do dychaciho retézce?

glycerolfosfatové kyvadlo (postranni vstup do DR)

Glycerolfosfat-
dehydrogenasa
NAD"® Glycerolfosfat:
i ___Membranova
- glycerolfosfat-
NADH |hyd;::¥;uton- de hy dmgenasa
(flavoprotein)

zisk: 2 ATP
NADH + H*+Q — NAD * + QH,

S
\\

Logika glycerolfosfatového a malataspartatového kyvadla vysvétlena v ugebnici (str.

300). 4

Otdazka: O kolika postrannich vstupech do dychaciho fetézce jsme az dosud mluvili?



Jak zapojit cytosolové NADH do dychaciho retézce?
malat-aspartatové kyvadlo

Vnitini
mitochondrialni
lembrana

Glutamat - Glutamat -
oxalacetat- oxalacetat-
transaminasa transaminasa
Ghstamat Oxalacetst

Oxatacetat I Glutamat

: 2-oxoglutarat Aspartat
2-oxoglutarat

NAD® dehydrogenasa

Aspartat I. 2-oxoglutarst
2-cxogiutarat J

Malt

zisk: 3 ATP (ve srovnani s glycerolfosfatovy kyvadlem sloZit&jsi — pomalejsi)
(jediny vysledek: NADH¢'— NADH,,)

>’J
&
D
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Priklady transportnich systému
ve vnitini mitochondrialni membrané

Poznamky k jednotlivym systémim (zaéiname
vievo nahofe, postupujeme po sméru
hodinovych rucicek):

V mitosolu se fosforylule ADP na ATP : membranova
fosforylace, ucebnice str. 249); je tam zapotfebi

dodavat ADP a P; a naopak odvadét ATP; ATP/ADP-

translokasa vyuZivda membrdnovy potencidl (zde
AY), fosfatovy pfenasec naopak koncentraniho
spadu protoni.

Transport malat a citratu je metabolicky dleZity.
Karnitinovy pfenase¢ — viz u€ebnice str. 164

Malat aspartatové kyvadio popséany na minulém
shidu

LUncoupling protein” reguluje proton-motivni silu.
Pyruvéttransiokasa —viz uéebnice str. 267

Transport Na* a Ca?* je vyznamny pro udrZeni
biné&né iontové homeostasy.
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HOMOLOGNI STRUKTURA
PRENASECU ANIONTUV
MITOCHONDRIALNI MEMBRANE

* zakladni jednotka (100 AK) se 3x opakuje

« kratka smycka (~ 45 AK) na strané matrix (na tomto
obrazku neni zcela zfetelné)

* konzervované zbytky Proa Gly na koncich
transmembranovych useku

N
+ amfipatické brinové helixy (helixy 2, 4 a 6) ‘J@:%E) s
7 o
« funkéni jednotka: dimer s hydrofilnim kanilkem (adc, L § @——"

pohled . kolmo na membranu*, dobfe vyznaceny
hydrofilni povrchy helixd 2, 4 a 6)

%)
)
S

Toto je ukazka tzv. proteinové rodiny (skupina bilkovin analogické funkce s jistymi
spolec¢nymi strukturnimi znaky). ’



Elektronmikroskopicky obrazek krysiho hepatocytu
(jaterni bunka)

Smooth ER Rough ER

Glycogen L um !

Figure 5-31 A higher-magnification micrograph
of a section of a rat hepatocyte, showing two mi-
tochondria (M), two peroxisomes (P), rough and
smooth endoplasmic reticula, and glycogen ro-
settes. Courtesy of P. Lazarow. '\,\

&

<

{

V8imnéte si ,hustoty” ortagel (viz 1. slide

N
&
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Zkracovani dlouhych mastnych kyselin v peroxisomu

Sjpocieove 2kraeordur’ dloulyds NK

(4) acetyl CoA {

i {

palmitoyl CoA < &

Peroxisom je organela, v niZ jsou lokalizovany mnohé reakce, pfi nichz vznika peroxid
vodiku, ktery je zde rychle rozkladan katalasou. V rostlinnych peroxisomech probiha
fotorespirace.

Na obr. je Cervené podtrZzena prvni reakce zkracovani dlouhych mastnych kyselin,

ktera vsak zde nemze byt napojena na dychaci rfetézec jako v mitochondrii; pouzije
se misto toho , oxidasovy” trik, kdy vznika peroxid vodiku (zvyraznéno cervené).
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B-Ox. MK a glyoxylatovy cyklus v glyoxysomu (,,rostlinny peroxisom*)
/ s ‘

/ g §
faty acids S

Sosse] |/ (0.9. palmitate) Oy
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{3 Oxidation
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Salway J.G: Metabolism at a Glance, 1994

>
S

Vstup mastnych kyselin do , mimomitochondridlniho” zkracovani. Ocente prosim

Sikovnost propojeni ,,oxidasové” B-oxidace a glyoxylatového cyklu! Zvazte z

energetického hlediska, kolik tato lokalizace a provedeni B-oxidace bunku ,stoji” ve

srovnani s umisténim v mitochondrii.



Ruzné zpUsoby oxidace ethanolu na acetaldehyd

acetaldehyde

/= S s s e~ e
i

Salway J.G: Metabolism at a Glance, 1994

S
Pfi dehydrogenaci ethanolu za vzniku aceta\\?:lehydu mohou byt oxidacnimi Cinidly
NAD* (alkoholdehydrogenasa v cytosolumnebo v mitochondrii), kyslik (cytochrom-P450
v endoplasmatickém retikulu, je pouzit druhy donor elektron(i NADPH) a molekulovy
kyslik (zde si vSimnéte moZnosti katalasy plsobit jako peroxidasa).
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Sekundirni lysosom aneb pohi‘'eb mitochondrie

LN E

N
% »‘f‘§$ -

TG ;

o

o
Ukolem lysosomu je zajistit tzv. vnitrobunéé\;é traveni, tedy hydrolyticky rozklad
molekul (proteint apod.) nebo i organel & dokonce bunék. Uvnitf lysosomu je kyselé
prostredi (pH~5); pritomné hydrolytické enzymy maiji kyselé pH optimum.
Lysosomalni proteasy patfi do skupiny tzv. kathepsin( (ucebnice, str. 344 a 345).

Zde pravé lysosom sezral starou mitochondrii.
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Endocytosa LDL
(zjednodusené schema)

Vazba LDL na specificky receptor
prostfednictvim jeho proteint

Endocytosa: Vchiipeni bunééné
membrény a vznik endosomu

Spojeni endosomu s tzv.
primarnim lysosome, ktery vznikl
odstépenim z endoplasmatického
retikula a obsahuje hydrolytické
enzymy

Hydrolysa proteind a lipid

LOL receptors . .
= = . L BEN |

. -
e s

Endocytosis

-
r 4 .‘A e
\ ydrotytic
‘. @ a rorosnes)
=
Costes vesicie S
S
sl

Fatty acias

Chotesterol or a dervative
eases HMG-CoA reductase

() O

(€) Dacreases synthosis of LOL receptor

S

LDL = low density lipoprotein,

SJ

\\
ucebnice str322.
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Endocytosa LDL (podrobné schema)

Vysvétlivky (srovnej s pfedchozim
slidem!)

2: Klathrin: viz uCebnice str. 160 a
169

5: sniZeni intralysosomdiniho pH
(primarni aktivni transport
protont), proto se

uvolni LDL z vazby na receptor,
receptorové molekuly se
shromaZdi v jedné casti
membrany, ktera je pak uvoinéna
a zaClenéna zpét do bunécné
membrany (kroky 6a 7)

10: spojeni vacku s LDLs
primamim lysozomem, vznik
sekundamiho lysosomu;
hydrolyticky rozklad latek

\%
3
)
S
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Hrubé endoplasmatické retikulum a Golgiho aparat

Plasma mombrane
>~

S«mory
7 vesicles

Lumon of

O
Transport &
vesicles \

~ 1005

difikace

s, stfedni a trans ¢ast Golgiho aparatu

Hlavni funkce: translace a posttranslaéni
Nékolik uzavienych prostor: lumen ER

Komunikace mezi nimi: pomoci tran@%Qortnlch vacka
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Translace na hrubém endoplasmatickém retikulu

Prubéh translace:

1: syntéza si peptidu (p e). === 20 hydrofobnich aminokyselin (slouzi k priichodu
peptidového fetézce do lumen ER

2: vazba SRP (proteinovy komplex, signal recognition partice, brani prodiuZovani peptidového
fetézce)

3: zaboreni signdiniho peptidu do membrany ER a vazba SRP na SPR-receptor (odblokovéni dalsi
translace, rostouci peptid jiZ pronika do lumen ER)

4: odstépeni signdini sekvence peptidasou v lumen ER

5: pokracovani franslace a svinovani vynikajicino fetézce

6: terminace translace, bilkovina bud pronikla celd do lumen ER nebo zistala ¢asteéné v membrané
(transmembrénové proteiny)

21



Syntéza oligosacharidové casti N-glykoproteinua (1. ¢ast)

Cytosot

< ®
® ’
h o
Lomi el o
0\‘ .oy B
@ <« o3
® > e G
@ ®o® @
N- éliioprotu'aa:
Asn-F~Sea/Thnr o
- .
dolickol: #-(CHy-c=CH-CH,~| ~CHy-ct-CH,-ch,. p— D—0"
cHg &-20 C:“‘ o"

N-glykoproteiny: oligosacharidovy fetézecje navazan na amidovy dusik Asn v sekvenci
—Asn-jakdkoliv AK — Ser nebo Thr (viz u¢ebnice str. 49)

Nejdrive se synthetizuje oligosacharidovy retézec na specifickém nosici
dolicholfosfatu, rozpusténém v membrané ER, a to nejdfive na cytosolové strané a
posléze na vnitini strané membrany (viz obr.)
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Syntéza sacharidové ¢asti N-glykoproteinu (2. cast)

Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995

Tento zakladni retézec se v pribéhu translace (kotranslacni modifikace) prenese na
signalni sekvenci —Asn-X-Sr/Thr- (viz predchozi slide). Sacharidovy fetézec se pak
upravuje dalSimi modifikacemi v ER a:Golgiho aparatu.

O-Glykoproteiny se syntetizuji postupnymi enzymovymi Gpravami jiz sbalenych
polypeptidovych retézcl (posttranslacni Upravy) v ER a Gogiho aparatu.
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Smérovani (,targeting*) proteinu
z endoplasmatického retikula

Z Sr va

1: proteiny zistévaji v lysozomech

2: proteiny jsou na zakladé vnéjsiho impulsu sekretovany
z buriky

3: proteiny jsou konstitutivné (vZdy) sekretovany z bufiky

Trans -Golgi
network 1 Lysosomal
2" Man-6-P receptol  hydrolases

Prelysosome Lysosome
Storage granule
Clathrin coats 2 — with dense core

D -0 -0 -¢-
w " Proteins secreted

Regulated pathway
following stimulus

3

®Ccr\5ul\mve pathway

\ Plasma
membrane

Golgi Non-clathrin Integral
membranes coated transpornt membrane
vesicle proteins >
Secreted
proteins

)
Zubay G.L. >r~al: Principles of Biochemistry, 1995

&

=

X\
&

&
%
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Funkce hladkého endoplasmatického retikula
Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995
f Lipoprotein N
Synthesis of: particle
Phospholipid Plasma
Triacylglycerol membrane
Cholesterol oFliver
Cholesteryl ester cell
Apoprotein 7
. ©
Secretory || N o
Endoplasmic vesicle N
k reticulum S o0th VLDL
R4
(23

)

(zejména v jaternich burikach) X

&

Hlavni funkce hladkého endoplasmatick%?ﬁretikula: syntéza lipidl a lipoprotein(



CYTOSKELET

Soustava vlaknitych bilkovinnych struktur v cytosolu eukaryotnich bunék

FUNKCE

= Mechanicka odolnost a udrzeni charakteristického tvaru bunék

- Transport uvnitf bunky (neurony az 1 m)
priklady: adenovirus (r=45nm)
ve vodé potfebuje k pohybu na vzdalenost 10 ym asi 10 s
v cytosolu na tutéz vzdalenost asi 1,5 h

pohyb chromosomu pfi déleni bufiky

- Mozna idalsi
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i Slozky cytoskletu

Bude probrano v dalSich casti.

Struktura Tloust’ka Strukturni Vazba NTP Asociované
proteiny proteiny
mikrotubuly 25 nm a-tubulin GTP MAPs
B-tubulin MIP
intermediarni filamenta 10 nm kyselé a bazické | - ?
Keratiny
vimentin
desmin
lamin A, B, C
mikrofilamenta 7 nm aktin ATP myosiny
Y
\\
N
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* Mikrotubuly pod mikroskopem

Elektronova mikroskopie Fluorescen¢ni mikroskopie

28



$ Struktura a vznik mikrotubult

Zéakladni jednotka:
nekovalentni heterodimer
a- a B-tubulinu

Protofilamenta: nekovantni
linearni polymery téchto dimerd

Viastni mikrotubulus:

13 - 16 protofilament

Ize rozlisit + a — konec
polarizace burnky (Zeleznice)

Velmi dynamicky systém:
rust smérem k + konci,
odbouravani od - konce

Protofilament
assembly

8— Free tubulin dimer

o-tubulin
Cb 8: B-tubulin

P
Pro pfipojeni jednoho dimeru — ) end
na + konci je zapotiebi energie, 0 «)
ziskana hydrolysou jedné -
molekuly GTP
(v pritomnosti Mg?*)
Y
&\‘
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MTOC — microtubule organisation centre, téZ centrosom

»Hlavni nadraZi“ - mikrotubuly jsou v ném zakotveny - koncem
Naléza se pobliZ jadra
Centrum mnoha dileZitych bunéénych funkci, dileZité pro déleni buiiky

30



MTOC — schema v rtiznych burnkach

cilium/Magelium

dividing coll spindle

nerve cell
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MAPS (microtubule associated proteins) - mikrotubularni
motory

Proteiny zajistujici transport ¢astic (molekul, chromosomu organel) po viaknech
mikrotubuld

Maji specificka vazebna mista pro jednotlivé ,pasazéry”.

Kinesiny: jezdi od - k +, jednoducha molekula,
zvlastni skupina: ,spindle kinesins®, podileji se na déleni bunék pohybem
po délicim vretanku

Dyneiny: Jezdi od + k -, komplex vice bilkovin

Na jeden krok hydrolyzuji jednu molekulu ATP.

plus end minus and

X
havy -
chains

light chaing

kinesin aynein

32



Takze nic volné neplave

(+)

. {
Membrane vesicles \»R

Y

+)

Y Mitochondrion

& / ‘, — -_—
AN W 6 ==

\ §
§a MTOC Lysosome (+)
¢
," ao" ¢
’ Y
’
(+) Lysosome —" ::' (+))
s Cytosolic dyneins 4 Cytosolic kinesins 4 Spindle kinesins (KRPs)

2
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$ Mikrofilamenta

Elektronova mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie
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i Mikrofilamenta

Zakladni sloZka: Sroubovicové vliakno tvofené monomery G-aktinu (globulirniho)

Hlavni slozky: F-aktin polymer G-aktinu) a myosin (ucebnice str. 75),

vzajemny pohyb je spojen s hydrolysou ATP

Jsou orientovany: + a — konec.

Stabiln&jsi neZ mikrotubularni sit’.

Mikrofilamenta jsou zodpovédnd za pohyb bunék jako celku

Bilkovinna struktura
pii¢né-pruhovaného svalu
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Myosiny — aktinové motory

‘ lehké fetézce
oblast / ; i té2ké fetézce

globularni
hlavice

helikalni ocas
(dva svinuté a-helixy)

struktura myosinu ADP
P, —
(3]
o|.,
Vzajemny pohyb aktinového a ©

aktinové viakno

myozinového vlikna , spojeny s

hydrolysou ATP (u¢ebnice str. 75) AP saTe
2 (1]

myosinové viakno

ADP
Pl

= e
O N or

—
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Inetermediarni filamenta

Elektronova mikroskopie Fluorescenéni mikroskopie
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Inetermediarni filamenta

Velmi heterogenni slozeni, zavisi na druhu tkané

Nejstabilnéjsi struktura cytoskeletu, vlakna nejsou orientovana

Zodpovédna za mechanickou stabilitu bunék a tkani; nezajistuji pohyb, a proto

nepotiebuji NTP.

Kyselé a basické keratiny (chlupy. vlasy, nehty...)
Neurofilmenta (axony nervovych bunék)

Vimentin (zejména dilezity pii vyvoji zarodku)

Desmin (ve svalové tkani)

Lamininy (baze epithelovych tkani)

Laminy (pfipojeni jaderniého obsahu na jadernou membranu)
Atd.

§
\\
3
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Jednotlivé sloZky intermediarnich filament

mohou kopolymerovat

(a) Homopolymer (b) Mixed polymer (c) Heteropolymer

Curent Opinion in Cell Biology
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* Propojeni jednotlivych sloZzek cytoskeltu

s./
\\
Takovouto sit viaken v burice jednotliva vlakna cytoskeletu vytvareji!ll
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