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BUŇKA jako základní jednotka živých organismů

1.1. Úvodní poznámky

       Všechny živé organismy jsou tvořeny buňkami, malými útvary ohraničenými membránou a naplněnými koncentrovaným vodním roztokem různých chemických látek, ale vysoce organizované a mající výjimečnou schopnost vytvářet vlastní kopie růstem a rozdělením 
ve dvě. Nejjednodušší  formou života jsou samostatné (solitární) buňky. Vyšší organismy jsou společenstvím buněk, vzniklých dělením, růstem a diferenciací z buněk zygoty, vzniklé oplodněním vajíčka spermií. V tomto společenství, koordinovaném komunikačním systémem, vykonávají různé  buňky své specifické funkce. Buňky jsou základní jednotkou živých organismů  - komponenty existující mimo buňky nejsou schopny samostatného života. To platí kupř. pro viry, které obsahují podobné molekuly jako buňky, ale jsou schopny replikace pouze tehdy, vniknou-li do živých buněk a parazitují na jejich repFrodukčním systému. Typická velikost buněk se pohybuje nejčastěji   od 5 do 20 (m; jediná buňka je také pštrosí vejce. 

Z vývojového hlediska možno buňky rozdělit na dvě velké skupiny - Prokaryota a Eukaryota


(A)  Prokaryota (nebo také bakterie), které neobsahují buněčné jádro i jiné organely, jejich   DNA je obnažena a umístěna v cytoplasmě  do útvaru nazvaného nukleoid,  v jediném chromozómu, ve formě cirkulární DNA bez vazby na histony nebo jiné chromosomální  proteiny. Kromě toho mají bakterie ještě extrachromosomální  DNA obsaženou v různých  plasmidech (např. plasmidy se zakódovanou rezistencí vůči antibiotikům). Prokaryota se množí dělením, jejich metabolismus je aerobní i anaerobní, respirační enzymy jsou lokalizovány v plazmatické membráně, nemají cytoskelet, nevykazují endocytózu ani exocytózu, obklopuje je rigidní obal kolem plazmatické  membrány a mezi nimi je periplazmatický prostor, obsahující secernované proteiny. Prokaryota jsou  primitivní formou živých organismů. Jejich velikost se pohybuje v průměru od 1 do 10 (m. 

 (B) Eukaryota u obratlovců mají pravé jádro, které je jejich výraznou charakteristikou, nemají rigidní obal jako bakterie, ale na místo periplazmatického prostoru vytvářejí extracelulární matrix, obsahující různou kombinaci sacharidů a proteinů (kolagenu). Plasmatická membrána u eukaryontů odděluje cytoplasmu od intersticiální tekutiny, která je 
v dynamické rovnováze s krevní plazmou. Eukaryota obsahují řadu membránových útvarů 
a kompartmentů - membránových organel. Mají dále cytoskelet, poskytující buňkám mechanickou podporu a možnost extracelulárního pohybu a intracelulárního přesunu. Respirační enzymy jsou lokalizovány ve zvláštních organelách - mitochondriích, dělí se mitózou a meiózou, jejich metabolismus je aerobní a DNA v chromosomech (vícečetných) je sdružena s histony a jinými chromosomálními proteiny. Představují vyšší formu živých organismů a tvoří především organizovaná společenství až i několikametrových rozměrů. 

Tab. 1: Srovnání charakteristik prokaryot a eukaryot

	Charakteristika
	Prokaryota
	Eukaryota

	Organely
	nepřítomny
	přítomny

	jádro
	ne
	ano

	jadérko
	ne
	ano

	Genetická informace
	jediný chromosom
	mnohočetné chromosomy

	DNA
	obnažená
	spojená s proteiny

	Množení buňky
	dělení
	mitóza a meióza

	Syntéza proteinů
	spřažená s transkripcí

v stejném kompartmentu
	RNA se tvoří v jádře;

pak přenesena do cytoplasmy

	Energetický metabolismus
	anaerobní a aerobní
	aerobní

	Respirační enzymy
	v plasmatické membráně
	v mitochondriích

	Buněčná stěna
	přítomna
	Chybí, ale je zde extracelulární matrix

	Cytoskelet
	ne
	ano

	Endocytóza nebo exocytóza
	ne
	ano


2.2. Obecná struktura, složení a vlastnosti buňky 
2.2.1. Prokaryota 

          Mají buňku relativně jednoduchou. Bakterie, které jsou nejrozšířenější formou života na této planetě a mají pro ostatní organismy velký význam, jsou většinou malé (1 – 10 (m) sférické, tyčinkové nebo spirální útvary. Mají rigidní obal (3 - 25 nm) obklopující plasmatickou membránu. Složení obalu je různé a liší se dosti výrazně u různých druhů bakterií. Jeho úkolem je chránit bakterii před mechanickým poškozením a změnami osmotického tlaku prostředí. Plasmatickou membránu, asi 7 nm tenkou, tvoří dvojná vrstva lipidů obsahující proteiny, které regulují průchod molekul a iontů do buňky a z buňky. Některé bakterie jsou ještě obklopeny rosolovitým polysacharidovým pouzdrem, které je chrání před obrannou reakcí vyšších organismů. Cytoplasma prokaryot nemá organely, ale může obsahovat vchlípeninu plasmatické membrány, které tvoří vícevrstvé struktury známé jako mesosomy. Slouží pravděpodobně k replikaci DNA a ke specializovaným enzymovým reakcím (jako je kupř. oxidační fosforylace a transport elektronů). Bakteriální DNA je lokalizována v oblasti zvané nukleoidy, a to ve formě jediného cirkulárního chromosomu. 
U Escherichia coli kóduje 4 000 různých proteinů (Lidská buňka, která má 600krát více DNA, kóduje asi 30 000 proteinů). Bakterie obsahují ještě plasmidovou DNA, která exprimuje pravděpodobně enzymy odpovědné za rezistenci bakterií vůči určitým antibiotikům. Syntéza bakteriálních proteinů probíhá na ribosomech.

Ačkoliv struktura a tvar bakterií i jejich vybavení se zdá být jednoduché, biochemické pochody v nich probíhající jsou u různých skupin  velmi rozdílné, a to podle prostředí, v kterém žijí. Některé mají aerobní metabolismus a potřebují O2 pro oxidaci molekul z potravy, jiné jsou přísně anaerobní a kyslík je pro ně toxický. Zdrojem potravinové energie mohou být pro ně nejrůznější látky od dřeva až po minerální oleje. Některé žijí dokonce z látek výlučně anorganických, tj. získávají uhlík z oxidu uhličitého, dusík z atmosférických plynů, stejně jako kyslík, vodík, síru z H2S, fosfor z fosfátů. Některé bakterie metabolizují též pomocí fotosyntézy, podobně jako buňky zelených rostlin. Tuto vlastnost získaly rostliny pravděpodobně v průběhu fylogeneze od fotosyntetických bakterií, které se staly jejich organelou nazvanou chloroplasty. 

Viry

Virus je malý parazit, který se sám nemůže reprodukovat. Jakmile se však dostane do genetického materiálu živé buňky, dokáže přinutit tuto buňku, aby pomocí jejího replikačního zařízení vytvářela virové potomstvo. Každý virus obsahuje buď DNA nebo RNA (Není znám virus, který by měl oba druhy nukleových kyselin). Nukleové kyseliny tvoří ve virech jednoduché nebo dvojité řetězce. Celá infekční virová částice zvaná virion, se skládá z nukleové kyseliny a vnějšího proteinového obalu. Nejjednodušší virus obsahuje jen tolik RNA nebo DNA, které kódují 4 proteiny. Nejsložitější virus může kódovat  100 až 200 proteinů. 

Nukleová kyselina ve virionu je obklopena proteinovým obalem zvaném kapsida, který je složen z kopií jednoho nebo více druhů proteinů, každý kódovaný jedním virovým genem. Díky této struktuře je virus schopen kódovat poměrně rozsáhlou kapsidu jen s malým počtem genů. Kapsida obklopující nukleovou kyselinu se nazývá nukleokapsida. Jsou dvě základní možnosti, v kterých je virová nukleokapsida uspořádána. První je nejjednodušší struktura proteinového helixu s RNA nebo DNA uvnitř. Příkladem je virus tabákové mozaiky. Druhou skupinu tvoří uspořádaní v eikosahedrální symetrii – eikosahedron, což je 20-tistěn s ploškami rovnostranného trojúhelníku. Každá trojúhelníkovitá ploška je tvořena třemi identickými kapsidovými podjednotkami,  celkem 60 na 1 kapsidu. V každé z dvanácti kolmic útvaru je umožněn symetrický kontakt pěti podjednotkám, takže všechny proteiny mají ekvivalentní spojení jedna s druhou. Eikosahedrální upořádání viru je takřka kulovité . 

Viry jsou pohyblivý genetický element, který může úplně vystoupit z buňky. Předpokládá se, že jejich prapředek mohl  být některý z  transpozonmových elementů DNA nebo plasmidů; dnešní viry vznikají nejspíše z malých fragmentů nukleových kyselin, které získaly v hostitelské buňce schopnost replikace. Virová reprodukce je často pro hostitelskou buňku letální, neboť dochází k její lýze. Příkladem může být „opar“ na rtu při infekci virem herpes simplex labialis. 

Viry, které mají RNA-genom, musí navíc kódovat RNA-replikasu (= RNA-dependentní RNA-polymerasa), která musí replikovat jejich genom. 

Viroidy a priony

Jde o částice „subvirového" charakteru, které jsou možnými patogeny  určitých infekčních chorob, jak u rostlin tak u vyšších živočichů (člověka).

(a) Viroidy jsou malé jednovláknové molekuly RNA. Jeden z nich, viroid PSTV (od „potato spindle tuber disease") je původcem vřetenovitosti bramborových hlíz. Tato RNA má rozměr 120 kDa a délku jen 50 nm. Jde o vysoce samokomplementární jednovláknový kruh z 359 nukleotidů. Jeho sekundární struktura se skládá pravděpodobně z krátkých dvojvláknových oblastí střídajících se s krátkými nespárovanými oblastmi. 

      Mezi jiné viroidy, způsobující hospodářsky závažné choroby, patří kupř. i viroidy CPFV 
      (bledost okurek), HSV (zakrnělost chmele) atd. Mechanismus patogeneze viroidů není 
      znám. Viroidy způsobující choroby rostlin se v jiných rostlinách neškodně replikují. To 
      naznačuje, že mohou interferovat s genovou  regulací nebo s normálním zráním RNA či 
     s  buněčnou diferenciací. Uvažuje se, že mohou   být „uniklými introny". 

(b) Priony (z angl. proteinaceus infectious particle) jsou jednoduché specifické proteiny  
    isolované jako patogeny u některých chorob savců (scrapie neboli klusavka - u ovcí a koz, 
    bovinní spongiformní encefalopatie neboli „nemoc šílených krav" - u hovězího dobytka, 
    kuru - degenerativní onemocnění mozku u domorodců kmene Fore na Nové Guinei, 
    Creutzfeldtova a Jacobova choroba - progresivní porucha mozečku u lidí, Gerstmannův -
    Strausslerův - Scheinkerův syndrom - dědičná spinocerebelární degenerace u lidí a fatální 
    familiární insomnie).

2.2.2. Eukaryota 
Mají buňky podstatně větší než prokaryota (většinou od 10 do 100 (m). Jejich tvar je 
ve vyšších organismech přizpůsoben specifické funkci. Kupř. nervová buňka mozečku vytváří obrovské množství větvících se výběžků, s kterými je propojena a přijímá signály z více než 100 000 jiných nervových buněk. 

Eukaryontní buňka je složena z plasmatické membrány, obklopující cytoplasmu, obsahuje řadu organel (jádro, mitochondrie atd.)  a koncentrovaný vodní gel velkých a malých molekul zvaný cytosol. Kolem buněk vyšších organismů je tzv. extracelulární matrix, vylučovaná buňkami do svého okolí. 

3.    MEMBRÁNY  
Úkolem membrán je (1) kompartmentalizovat a oddělovat pochody v buňce probíhající, separovat buňky jednu od druhé a vyčleňovat orgánové funkce, (2) Zprostředkovávat regulace buněčných funkcí, tak že působí jako selektivní bariéry, (3) Lokalizovat 
(sdružovat) specifické enzymy a poskytovat semisolidní fázi v  jinak vodním prostředí. 

Složení.
Biologické membrány jsou značně asymetrické. Obsahují proteiny připojené na matrix dvojné vrstvy lipidů; na obě komponenty jsou ještě  napojeny sacharidy. Poměr proteinů k lipidům může široce kolísat od 1 : 4 po 4 : 1 (kupř. erytrocyty obsahují 49% proteinů a 43% lipidů, kdežto myelinová pochva 18% proteinů a 79% lipidů). 

Membránové lipidy tvoří fosfolipidy, glykolipidy a cholesterol. Mají amfipatické molekuly tzn. jak s hydrofobním tak s hydrofilním koncem. Tvoří dvojvrstvu ve vodním prostředí. Membránové lipidy vykazují laterální difuzi tj. z jedné strany na druhou nebo translační pohyb a ohyb. Laterální pohyb je velmi rychlý, výměna mezi sousedními molekulami trvá jen 1 (s, flexní pohyb (ohyb) fosfolipidové molekuly je největší o hydrofobní části, která oponuje hydrofilnímu konci. Ohyb je větší u molekuly s nenasycenými mastnými kyselinami, protože nasycené mastné kyseliny mají cis-konfiguraci dvojné vazby, která omezuje ohýbání. Rovněž cholesterol omezuje translaci i flexi. Fosfolipidy v pravém slova smyslu nepřeskakují „sem tam" tj. z jedné strany dvojvrstvy na druhou; pakliže se tak stane, trvá to hodiny. Fosfolipidy jsou v plasmatické membráně rozloženy asymetricky. Cholinové fosfolipidy tvoří vnější stranu dvojvrstvy, aminofosfolipidy vnitřní (cytoplasmatickou). Glykolipidy se nalézají na  vnější straně s jejich cukernou složkou vyčnívající z povrchu buňky. Oligosacharidový komplex má co činit s interakcí buňka-buňka. Fosfolipidy mohou vykazovat v membráně tři druhy pohybu: (a) rotaci, (b) laterální pohyb, (c) přeskakování („flip-flop") (jen vzácně).

Membránové proteiny uskutečňují velké množství specifických procesů, typických pro membrány, takže se mnoho proteinů buňky vyskytuje pouze v membránách. Příkladem membránových proteinů jsou transportéry (Na+K+) nebo ATPasové pumpy, spojky=”linkers” (integriny), receptory (např. receptor pro růstový faktor odvozený od destiček), enzymy (adenylátcyklasa) povrchové antigeny atd. Můžeme je  dělit na dvě velké skupiny; většina biologických membrán má oba druhy: 

(a) integrální proteiny, jsou těžko od membrány oddělitelné (nutno použít detergenty), mají 
      jeden nebo více segmentů, které významně. interagují s hydrokarbonovým koncem  lipidů
      a napínají tak lipidovou dvojvrstvu; transmembránové proteiny jsou integrální proteiny
     prostupující celou membránou, jeden konec peptidu je nad povrchem buňky, druhý
     zasahuje do cytoplasmy. Postranní řetězce aminokyselin integrálních proteinů jsou ze 40    
     až 60 % hydrofobní. Transmembránové integrální proteiny mají hydrofobní zbytky
     aminokyselin (např. isoleucinu) uspořádány do řetězců o přibližně 20 zbytcích, které jsou
     odděleny pruhy hydrofilních zbytků (např. argininu). Hydrofobní řetězce mají dvě základní
     vlastnosti: jsou uspořádány do α-šroubovice a mají délku kolem 3 nm (tj. 0,15 nm na jeden 
     aminokyselinový zbytek), tedy délku nutnou pro kolmý průchod membránou 
     z fosfolipidové dvojvrstvy obsahující 16ti- a 18ti-uhlíkové mastné kyseliny. Integrální 
     protein může vytvářet několik hydrofobních řetězců a transmembránový průchod může být 
     mnohočetný. Integrální proteiny mohou (ale nemusejí) procházet lipidovou dvojvrstvou. 
    V prvním případě se protein kovalentně váže na řetězec mastné kyseliny nebo na 
    sacharidovou složku fosfatidylinositolu; ve druhém případě se hovoří 
    o transmembránových integrálních proteinech. 

(b) periferní proteiny, neinteragují přímo s hydrofobním jádrem fosfolipidové dvojvrstvy, ale jsou napojeny vodíkovou vazbou nebo elektrostatickými silami na povrchu buňky 
k integrálním proteinům nebo k polárním lipidovým hlavám. Periferní proteiny lze relativně snadno oddělit od lipidové dvojvrstvy solnými roztoky, pomocí EDTA (ethylendiaminotetraacetát) nebo urey. Periferní proteiny obsahují převážně (asi ze dvou třetin) aminokyseliny s hydrofilními nebo neutrálními zbytky aminokyselin, méně jsou zastoupeny aminokyseliny s hydrofobními zbytky. Cytoskeletové proteiny spektrin 
a aktin, které jsou připojeny k cytosolové straně membrány erytrocytů nebo enzym proteinkinasa C, která se pohybuje kyvadlově mezi cytosolem a cytosolovou stranou membrány, jsou příkladem periferních proteinů. 

I když pohyb proteinů v membráně je velmi limitován, většinou pro jejich specifickou funkci, která vyžaduje určitou lokalizaci, přesto podléhají určitému pohybu v lipidové matrix, který je řádově pomalejší než je tomu u menších lipidových molekul. Tyto pohyby molekul 
v membráně jsou v souhlase s teorií tekuté mozaiky, která přirovnává membránové proteiny 
k ledovcům plovoucích v dvojrozměrném lipidovém moři. Lipidy mohou volně difundovat 
v matrix membrány, pokud jejich pohyb není omezen asociací s jinou složkou membrány. Tato možnost pohybu některých složek membrány je velmi důležitá pro funkci buněk. Faktory, které vedou k omezení fluidity, mají vliv na její funkci. Fluidita závisí především na uspořádání a interakcích řetězců mastných kyselin v membránových fosfolipidech. Dlouhé řetězce nasycených mastných kyselin se shlukují těsně a pevně, takže vytvářejí rigidní struktury (fluidita značně omezena). Se zvyšováním teploty se některé vazby C-C v trans-konfiguraci stávají levotočivé (tj. rotují 120°) a struktura dostává větší fluiditu. Změna fluidity nastává stoupne-li teplota nad bod tání (Tm). Ten je vyšší, čím delší je řetězec mastné kyseliny. Nenasycené mastné kyseliny svojí cis-konfigurací dvojné vazby se nemohou přibližovat tak blízko, takže vytvářejí fluidnější struktury; proto čím více dvojných vazeb, tím nižší Tm a větší fluidita membrány. U vývojově vyšších živočichů cholesterol redukuje membránovou fluiditu. 

Povrch eukaryontních buněk je pokryt sacharidy, které jsou kovalentně napojeny na lipidy vnější části plasmatické membrány. Totéž platí pro většinu membránových proteinů, které mají krátké postranní řetězce oligosacharidů, tvořící povrchové glykoproteiny; na jiné jsou navázány dlouhé polysacharidové řetězce, vytvářející tak proteoglykany. Dohromady pak vytvářejí povrchový obal – glykokalyx. Ten pomáhá povrch buňky chránit před mechanickým a chemickým poškozením. Specifické oligosacharidy glykokalyxu hrají též důležitou úlohu 
v rozpoznávání buněk (interakce buňka-buňka); a naopak určité specifické proteiny – lektiny- se váží na určité oligosacharidové postranní řetězce.  

Vlastnosti biologických membrán

Biologické membrány, ať již se jedná o plazmatické membrány buněk nebo membrány buněčných organel, mají společné základní vlastnosti:

1. Neprostupnost pro polární molekuly a ionty. Membrány umožňují průnik těchto látek v případě, že jsou vybaveny proteinovými transportéry nebo se jedná o specializované membrány (membrána jádra, vnější membrána mitochondrií).

2. Membrány nejsou rigidní útvary, ale jsou schopny flexibilní adaptace na změnu  tvaru a objemu buněk nebo organel.

3. Membrány jsou dostatečně odolné proti poškození a jsou schopny při vnějším zásahu obnovit svou integritu.

4. Membrány mají uniformní vzhled, který se v elektronovém mikroskopu jeví jako dvě tmavé linie oddělené třetí, světlejší střední linií. Celková tloušťka je 3 – 4 nm. Membrány obsahují proteiny, jejichž funkce není pouze strukturální, ale vykazují řadu aktivit. Jejich vlastnosti a množství se liší podle specializace buněk a mohou se měnit v závislosti na změněných podmínkách prostředí.

Fluidní model biologické membrány

Fluidní model biologické membrány popsali v roce 1972 John Singer a Garth Nicholson. Nahradili tak dosud používaný model Davsona a Danieliho z roku 1935, který lipidovou dvojvrstvu (poprvé navržena jako základ buněčných membrán Gorderem a Grendelem v roce 1925) doplnili oboustranným proteinovým „krytem”. Tento model sice vysvětloval pevnost membrány i její neprůchodnost pro ionty, ale nevyhovoval později zjištěným enzymovým aktivitám membrán ani dynamickému chování proteinů v lipidové dvojvrstvě. Fluidní model z počátku sedmdesátých let shrnuje všechny dostupné informace a platí dodnes. Dynamická povaha membrán se týká pohybů fosfolipidů a proteinů, které mohou být trojí:

· laterální difuze,

· rotace kolem osy kolmé k ploše membrány,

· rotace kolem osy paralelní s plochou membrány (tzv. flip-flop pohyb nebo transverzální, příčná difuze, která se týká zejména jen fosfolipidů, u proteinů je vzácná).

Laterální difuze je velmi rychlá u fosfolipidů, pohyb z jednoho konce průměrně velké živočišné buňky na druhý trvá několik minut, u bakteriální buňky několik sekund. Integrální proteiny difundují laterálně podstatně pomaleji.Laterální difuze i rotace kolem osy kolmé k ploše membrány je relativně snadná a rychlá, ale rotace kolem osy paralelní s plochou membrány (flip-flop=překlápění) předpokládá průchod polárních skupin přes hydrofobní oblast ve středu lipidové dvojvrstvy. Rotace „flip-flop” se týká jen fosfolipidů, může být enzymaticky katalyzovaná a je velmi pomalá. Proteiny tento pohyb vykazují vzácně, orientace proteinů v membráně je pro daný protein typická, což podmiňuje asymetrické funkční 
a strukturální uspořádání biologických membrán. Podobná asymetrie se týká i fosfolipidů. V membráně erytrocytů je většina fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu ve vnitřní polovrstvě membrány, zatímco fosfatidylcholin a sfingomyelin jsou zejména ve vnější polovrstvě.
Transport přes membrány
Buněčná membrána funguje jako bariéra, která reguluje průchod molekul do nitra buňky 
i ven z buňky. Nejsnáze pronikají membránou malé nepolární molekuly jako je kyslík a oxid uhličitý, které se velmi dobře rozpouštějí v lipidových dvojvrstvách, a proto jimi velmi rychle difundují. Je to nutné, protože buňky potřebují oba plyny k „dýchání“. Nenabité polární molekuly, pokud jsou dostatečné malé jako voda (18 Da) procházejí poměrně snadno (ne vždy) prostou difuzí. Všechny ionty a nabité molekuly, bez ohledu na velikost, jsou téměř zcela nepropustné. Náboj a silné elektrické přitahování k molekulám vody brání jim vstupvat do lipidové fáze dvojvrstvy. Buňka však potřebuje vstřebávat živiny a vylučovat odpadní 
a nepotřebné produkty, ev. jiné látky, udržovat své vnitřní prostředí, takže membránou musí procházet řada molekul jako je glukosa, aminokyseliny, nukleotidy a mnoho dalších metabolitů, stejně jako ionty. Prostup volnou difuzí by byl velmi pomalý a proto existuje další mechanismus, který se nazývá membránový transport, při němž se přenos děje nejen pasivně, ale především aktivně. V membráně jsou dvě velké skupiny transportních proteinů 

(A) přenašečové proteiny  

(B) kanálotvorné proteiny.

Obr. : Pasivní a aktivní transport
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Je možno rozlišit 3 hlavní typy membránových transportních proteinů:

Pumpy hnané energií z ATP, které přenášejí ionty proti koncentračnímu gradientu nebo elektrochemickému potenciálu a jsou spřaženy s hydrolýzou ATP (pomocí ATPasy). Rychlost přenosu se pohybuje kolem 100-103 iontů za sekundu.Dělí se na 


3 hlavní třídy, označované jako:  

P-třída (příkladem je aktivní transport Na+, K+ pomocí Na+/K+-ATPasové pumpy), transport H+ (H+/K+ ATPasová pumpa žaludečních parietálních buněk) a Ca++ (Ca++-ATPasová pumpa v plasmatické membráně všech eukaryontních buněk a Ca++-ATPasová pumpa v sarkolemně svalových buněk), 

F-třída, která přenáší pouze H+ (příkladem je přenos H+ při syntéze ATP přes vnitřní mitochondriální membránu) , 

V-třída, která transportuje rovněž pouze H+ při hydrolýze ATP, při čemž se vytváří transmembránový elektrochemický gradient H+-iontů (příkladem je membrána endosomů a lyzosomů, také  osteoklastů a některých renálních tubulárních buněk).

(A) 
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Na+/K+- ATPasa, sodíková pumpa, EC 3.6.1.37

Sodíková pumpa je membránový proteinový komplex většiny buněk eukaryotů. Využitím energie intracelulární hydrolýzy ATP reguluje transport iontů přes membránu s hlavními efekty na objem buňky, koncentraci volného kalciového kationu a membránový potenciál.

Hlavní funkcí je přenos tří sodných kationů z nitra buňky a dvou draselných kationů do buňky se vznikem elektrochemického gradientu na membráně, který je rozhodující pro transport metabolitů a nutričních komponent (glukosa, aminokyseliny, kalcium, fosfáty, chloridy) a pro udržování objemu buněk a akčních potenciálů. Pro činnost Na+/K+-ATPasy je důležitá přítomnost hořečnatých iontů. Přímo se sodíkovou pumpou je spojen spřažený transport sodíkových a kalciových iontů. Při inhibici sodíkové pumpy relativně převáží koncentrace sodíkových iontů v ICT s následující výměnou kalciových a sodíkových kationtů s výsledným zvýšením intracelulární koncentrace kalcia a ovlivněním kontraktility myokardu nebo cév.

Sodíková pumpa například moduluje srdeční kontraktilitu, řízení hospodaření kationtem sodným v ledvině, ovlivňuje kontraktilitu cév, zprostředkovává uvolnění neurotransmiterů 
a ovlivnění jejich funkce. 

Strukturálně je sodíková pumpa složena ze čtyř (šesti) podjednotek - dvě sousedící 
podjednotky orientované kolmo k membráně (m.h. 112 kDa), dvě podjednotky ( (m.h. 55 kDa) nasedající na (-podjednotky z „membránové" strany a předpokládá se i existence dvou malých (-podjednotek v místě mezi membránou a podjednotkou. Zatímco 
 podjednotka obsahuje receptory pro stimulační a inhibiční ligandy, (-podjednotka slouží ke stabilizaci polohy (-podjednotky v buněčné membráně a k zajištění bezchybné funkce celého enzymového komplexu. Funkce (-podjednotky není zatím zcela známa. 

Alfa-podjednotka může mít různou afinitu pro digoxin =strofantin, ouabain.  Účinek digoxinu ovlivňují kromě vazby na receptor také změny jeho vylučování 
a metabolismu. 

Enzym Na+/K+-ATPasa se vyskytuje ve dvou konformacích, což je výsledkem interakce enzymu s ionty Na+ a K+. Fosforylace enzymu, kdy se přenese terminální fosfátová skupina ATP na karboxylovou skupinu aspartylového zbytku enzymu, vede k dalším dvěma konformacím. Existuje tedy

· fosforylovaný enzym s vysokým obsahem energie v interakci s Na+ (E1~P, přenáší Na+ z nitra buňky ven),

· fosforylovaný enzym s nízkým obsahem energie (E2–P) se sníženou afinitou k Na+ 
a vyšší afinitou ke K+,

· defosforylovaný enzym (E1) v interakci s K+ (přenáší K+ z vnějšího prostředí do nitra buňky),

· defosforylovaný enzym (E1) se sníženou afinitou ke K+ a zvýšenou afinitou k Na+.
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Vlastní pumpa pak funguje následujícím sledem kroků:

1. Enzym v interakci s Na+ vykazuje snazší fosforylaci za spotřeby ATP. 

2. Vzniklá vysokoenergetická forma fosforylovaného enzymu (E1~P) mění konformaci tak, že přenese Na+ přes buněčnou membránu. 

3. Dojde ke změně enzymu na nízkoeneregetickou fosforylovanou formu enzymu (E2–P).

4. Nízkoenergetická fosforylovaná forma enzymu uvolní Na+ a dojde k interakci s K+. 

5. Interakce s K+ působí defosforylaci enzymu se změnou konformace v tom smyslu, že se přenese K+ z vnějšího prostředí do nitra buňky, uvolněný fosfát zůstává intracelulárně.

6. Defosforylovaná forma enzymu má nižší afinitu ke K+ a snáze interaguje s Na+ a cyklus se opakuje.

Pokud je transportováno z buňky více sodných iontů než iontů draselných, pak se přes membránu vytvoří rozdíl elektrického potenciálu, který je podmínkou kupř. nervové stimulace podél nervového vlákna. Při nedostatku zdrojů energie (energetického substrátu 
a kyslíku), zastaví se tvorba ATP a iontová pumpa přestane pracovat. Proto také snížení obsahu kyslíku v mozku vede k rychlému bezvědomí. Pumpa je rovněž důležitá pro zachování buněčného objemu; přestane-li pracovat, buňka bobtná. Rozdíl koncentrace Na+ vně a uvnitř buňky je hnací silou pro přenos důležitých látek do buňky jako je glukosa nebo aminokyseliny.

       Význam sodíkové pumpy pro životní funkce eukaryotních buněk a všeobecné rozšíření receptorů pro srdeční glykosidy na alfa-podjednotce Na+/K-ATPasy prakticky vylučuje jejich existenci pouze pro xenobiotika. Lze tedy předpokládat z fylogenetického hlediska existenci látek podobných srdečním glykosidům, které specifickou vazbou na -podjednotku inhibují funkci sodíkové pumpy.  

Ca2+-ATPasa (kalciová pumpa)
Udržuje koncentraci Ca2+ v cytosolu na velmi nízké hladině 0,1-0,2 (mol/ (1 – 2x10-7 mol/l) oproti extracelulární koncentraci pohybující se řádově v oblasti 10-2 mol/l. Jedna 
Ca2+-ATPasa je lokalizována v plasmatické membráně a transportuje Ca2+ ven z buňy, druhá, odlišná Ca2+-ATPasa je ve svalových buňkách (svalová kalciová pumpa) a přenáší Ca2+ z cytosolu do lumen sarkoplasmatického retikula; je důležitá pro realizaci svalového stahu: uvolněním Ca2+ ze sarkoplasmatického retikula do cytosolu dochází ke kontrakci, kdežto rychlý transport Ca2+ zpět do sarkoplasmatického retikula působením Ca2+-ATPasy umožňuje relaxaci svalového vlákna.V lumen veziklů sarkoplasmatického retikul jsou dva proteiny vázající volné Ca-ionty: Jeden se nazývá kalsekvestrin a je extrémě kyselý (37% zbytků dikarboxylových aminokyselin, glutamové a asparágové. Každá molekula kalsekvestrinu může vázat 43 Ca2+-iontů. Druhý protein se nazývá high-affinity Ca2+-binding protein s Km=3-4 (mol/l). Oba proteiny slouží jako rezervoár intracelulárního Ca2+, snižují koncentraci volných Ca-iontů v sarkoplasmatickém retikulu,  tím i snižují energii potřebnou pro pumpování Ca2+ z cytosolu do sarkoplasmatického retikula. 

Kalciová pumpa plasmatické membrány exportuje Ca2+ z cytosolu do extracelulárního prostoru pomocí specfické ATP-asy. Enzymová aktivita je stimulována vzestupem koncentrace Ca2+ v cytosolu navozenou kupř. hormonálním popudem. Kalcium-vázající regulační protein, nazvaný kalmodulin, je esenciální složkou membránové ATP-asy v erytrocytech i v jiných buňkách. Vzestup cytosolového Ca2+ indukuje vazbu Ca2+ na kalmodulin, což navozuje  allosterickou aktivaci ATP-asy; důsledkem je rychlý transport Ca2+ z buňky a nastavení cytosolové koncentrace na hodnotu kolem 0,1 (mol/l.

Multidrug-Transport Protein
Jde o pumpu hnanou energií ATP, respektive o ATP-dependentní chloridový kanál. Je to glykoprotein v plasmatické membráně o Mr=170 000 (označovaný jako P170). Jeho fyziologickou funkcí je pravděpodobně odstraňovat nahromaděné množství toxických látek z buněk jako jsou hepatocyty do žluče, z enterocytů do stolice a renálních tubulárních buněk do moče. Gen pro P170 je však také amplifikován v některých nádorových buňkách, které se stávají rezistentní na protinádorovou chemoterapii (kupř. vinblastin, adriamycin). Takovýto subklonus maligně transformovaných buněk vypudí ihned kancerostatikum, které se dostane do buňky, zpět do jejího okolí.

Jak bylo řečeno, P170 je také chloridový ATP-dependentní kanál v apikální části plasmatické membrány epitelových buněk plic, potních žlázek, pankreatu i jiných tkání. U pacientů s cystickou fibrózou byly identifikovány mutace genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator), který vykazuje řadu podobností s glykoproteinem P170. 

Obr.: Schéma mechanismu účinku proteinu CFTR (transmembránový regulátor cystické fibrózy)
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Za normálních okolností  CFTR-protein umožňuje udržovat adekvátní koncentraci NaCl v lumen exokrinních žlázek sliznice dýchacích cest a exokrinního pankreatu. To přispívá ke správné hydrataci mukoidních sekretů. 
U cystické fibrózy je resorpce Cl- i Na+ z lumen dýchcích cest i žlázek slinivky břišní porušena, dochází k zvyšování jeich koncentrace a tím k snížené hydrataci mukoidního sekretu (ke zvýšení viskozity), což vede k chronické obstrukci dýchacích cest a vývodů exokrinních žlázek pankreatu. Rovněž koncentrace NaCl v potu se zvyšuje (nad 60 mmol/l). 

(B) Iontové kanály, nevyžadující energii pro přenos; přenášené ionty postupují s koncentračním gradientem a elektrochemickým spádem. Rychlost transportu se pohybuje řádově 107-108 iontů/s. Příkladem je přenos hlavních buněčných iontů Na+, K+, Ca++ a Cl- podle koncentračního spádu. Rozdílný koncentrační gradient vytváří rozdílný  elektrochemický potenciál na různých stranách membrány, což umožňuje řadu biologických procesů jako je vedení elektrického impulsu axonem nervových buněk, iniciace kontrakce svalových buněk nebo navození sekrece exokrinních buněk pankreatu nebo žaludeční sliznice. 

Obr.: Schéma účinku přenašečového proteinu a kanálového proteinu
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 Iontové kanály jsou allosterické proteiny, jejichž konformace je regulována různými typy podnětů. V přírodě se vyskytuje více než 75 různých iontových kanálů a jejich seznam není ukončen. Podstatou všech jsou glykoproteiny, které obsahují několik (-helikálních oblastí v transmembránové části a volné hydrofilní řetězce pronikající jednak do cytoplasmy, jednak na druhém konci do extracelulárního prostoru. Jakožto allosterickýí protein existuje iontový kanál ve dvou nebo více konformacích jako je stav krátkého ale stabilního otevření a zavření, což může být navozeno různými podněty: 

(a) změnou v transmembránovém potenciálu (voltage-gated) nebo vazbou ligandu na extracelulární oblast (ligand-gated receptor), 


(b) vazbou neurotransmiteru (acetylcholin) na extracelulární oblast, 

(c) vazbou interního mediátoru jako je nukleotid (intracelulární mesenger) nebo ion na cytoplasmatickou oblast, 

(d)  mechanický podnět (tah) způsobený pohybem membrány napojenou na cytoskeletová filamenta. 


Napěťově řízené iontové kanály jsou odpovědné za šíření elektrických impulsů na dlouhé vzdálenosti v nervech a ve svalstvu. Nervový impuls tvoří vlna přechodné depolarizace membrány, postupující podél nervové buňky, zvaná akční potenciál. Membránový potenciál vzniká už velmi nepatrnou změnou koncentrace iontů na obou stranách membrány. Akční potenciál je důsledkem přechodné změny permeability mebrány pro ionty Na+, za nimiž ve zlomku milisekundy následuje přechodné zvýšení permeability pro K+. Tyto změny permeability jsou možné proto, že membránu axonu prostupují napěťově řízené kanály. Když nervový impuls dojde k danému okrsku buněčné membrány neuronu, zvýšení membránového potenciálu vyvolá přechodné otevření kanálu pro ionty Na+, které začnou difundovat do buňky rychlostí  asi 6000 iontů/ms na 1 kanál. Když se depolarizační vlna posune dál, kanály Na+ se uzavřou a otevřou se kanály pro K+; tím se membrána hyperpolarizuje. Následuje pak krátký úsek, v němž se kanály K+ uzavírají, a na membráně se ustaví zase klidový potenciál. 

Existují neurotoxiny, které brání funkci napěťově řízených kanálů. Jedním z nich je tetradotoxin, který blokuje (uzavře) Na+-kanál a působí tak jako velice účinný paralytický jed. Vyskytuje se v jednom druhu ryb (Tetraodon), známých zejména v Japonsku. Tyto kanály blokuje také saxitonin, který mohou obsahovat mořští měkkýši (kupř. ústřice), když se vyskytne tzv. červený příliv, v kterém jsou značně pomnoženy mořské obrněnky (součást planktonu). Soudí se, že oba toxiny působí specificky na aniontovou karboxylovou skupinu při ústí Na+- kanálu na vnější straně buňky.

Ligandem řízené iontové kanály jsou necitlivé vůči změnám napětí, ale otvírají se nekovalentní, reverzibilní vazbou s chemickým ligandem. Umožňují kupř. rychlou komunikaci mezi různými neurony nebo mezi neurony a svalem nebo žlázovými buňkami prostřednictvím synapsí. 

Existuje ještě další forma iontových kanálů, a to mezerový spoj (gap junction), který umožňuje průchod iontů mezi sousedními buňkami, aniž by vstoupily do extracelulárního prostoru. 

(C) Transportérové (přenašečové) proteiny umožňující kupř.  usnadněnou difuzi, kdy na   základě konformační změny trasportního proteinu dojde k přenosu trasportované molekuly nebo iontu s mnohem větší rychlostí (102-104 molekul/s) než při volné difuzi. Příkladem je transport glukosy do erytrocytu, který probíhá podle enzymové kinetiky, tzn. že má transportní maximum (Vmax), kterého je dosaženo, když je koncentrační rozdíl mezi vnějškem a vnitřkem buňky největší. Rychlost přenosu je saturovatelný proces Transport je umožněn konformační změnou proteinu transportéru navozenou vazbou přenášené molekuly na extracelulární doménu přenašeče.
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Je možno rozlišit 3 typy transportérů, provádějících: (a) uniport, (b) symport, (c) antiport. 
Při uniportním transportu prostupuje membránou jen jedna molelula v jednom směru na základě koncentračního spádu; naproti tomu symportové nebo antiportové transportéry katalyzují prostup jednoho iontu nebo molekuly proti koncentračnímu spádu (tedy za potřeby energie) a současně prostup druhého iontu (molekuly) ve stejném nebo opačném směru podle koncentračního gradientu. Jde tedy o spřaženou reakci energeticky náročnou s reakcí bez potřeby energie. Symportérům a antiportérům se proto někdy říká aktivní transportéry, ale na rozdíl od iontových pump, není u nich energie získávána hydrolýzou ATP. 
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Poznámka: 

Výrazná dehydratace a demineralizace organismu profúzními průjmy při infekci Vibrio cholerae je způsobena účinkem choleratoxinu. Je to protein o 87 kDa, složený ze 6 podjednotek  (AB5). Na povrchu enterocytu se naváže na receptorový gangliosid GM1, který umožní endocytózu toxinu do cytosolu. Do enterocytu však vstupuje pouze část A-podjednotky (fragment A1), vzniklý hydrolýzou a redukcí disulfidových vazeb. Tento fragment choleratoxinu pak katalyzuje přenos ADP-ribosylu z NAD+ na argininový postranní řetězec Gs( komplexu G-proteinu. Dochází tak k aktivaci adenylátcyklasy, ale komplex s navázaným ADP-ribosylem není schopen hydrolysovat GTP. V důsledku toho zůstává adenylátcyklasa trvale aktivována, čímž vzniká trvalý nadbytek cAMP (až 100-násobný), což vede v konečném důsledku k trvalému otevření iontového kanálu, kterým se ztrácí velké množství Na+, Cl- a hydrogenkarbonátu z enterocytů do lumen střeva. 

Kotransport katalyzovaný symportéry a antiportéry
Buňky musí často importovat do svého nitra látky jako je glukosa nebo aminokyseliny proti koncentračnímu gradientu. K tomu potřebují energii, která je uložena v transmembránovém gradientu Na+ nebo H+. Tak energeticky výhodný přesun Na+ do buňky (kotransportovaný ion)  podle koncentračního spádu nebo na základě rozdílu membránového potenciálu je spřažen s přesunem glukosy nebo aminokyselin (transportovaný ion). Takto se děje kupř. vstřebávání glukosy a aminokyselin z lumen střeva do krevního oběhu. Jsou k tomu potřeba dva druhy transportérů: Jeden umístěný na apikální membráně enterocytu, 2Na+-1glukosa symportér v mikrovilové membráně, umožňující transport 2 iontů Na+ spolu s 1 molekulou glukosy z lumen do nitra buňky (koncentrační gradient a transmembránový potenciál udržuje Na+/K+-ATPasová pumpa v bazolaterální membáně), druhý na bazolaterální membráně 
(transport z enterocytu do krevní cirkulace) zprostředkovaný usnadněnou difuzí pomocí glukosového  uniporteru. Podobným způsobem jsou vstřebávány aminokyseliny. 

Volná energie ((G) tohoto kotrasporního systému byla vypočítána na hodnotu –6 kcal/mol, což představuje možnost až 30 000-násobného zahuštění glukosy v enterocytu. 

Podobný kotransport Na+-glukosa existuje v renálních tubulárních buňkách reabsorbujících glukosu profiltrovanopu do glomerulového filtrátu zpět do krevního oběhu. První část tubulárních epitelií má jiný typ Na-glukosového symportéru, který přenáší glukosu proti relativně malému koncentračnímu gradientu; jde o one-sodium/one-glucose symportér, který může navodit koncentraci glukosy v buňce asi 100-násobně vyšší než mimo ni.V další části nefronu je proto účinější symportér, stejný jako v enterocytech, tj. two-sodium/one-glucose symportér.

Absorpce vitaminu C a jeho distribuce v organismu se děje prostřednictvím dvou Na+/C-vitamin symportérů (SVCT1 a SVCT2). SVTC1 je lokalizován předvším v epitelových buňkách sliznice tenkého střeva nebo renálních tubulů, kde se odehrává největší část transportu; SVTC2 je v buňkách tkání, které vyžadují specifický přísun vitaminu C jako jsou neurony nebo buňky endokrinních orgánů
Na+/Ca2+-antiportér je v srdečním svalu, kde je hlavním transmembránovým proteinem zprostředkovávajícím vypuzování Ca2+ a umožňujícím vytvářet velmi nízkou koncentraci Ca2+ v cytosolu (10 000-násobný rozdíl). Pro přesun jednoho iontu Ca2+ je potřeba antiportu tří iontů Na+. Hnací sílou tohoto antiportéru je Na+/K+-pumpa udržující intra- a extracelulární koncentrační gradient pro Na+. Na rozdíl od epitelových buněk, kardiomyocyt nemá polarizované uspořádání sarkolemy a antiportér i pumpa jsou různě vedle sebe. Léky jako digoxin zvyšují svalovou sílu při kontrakci myokardu, čehož se užívá při léčení městnavé srdeční vady. Primární účinek tohoto léku (stejně jako ouabainu) spočívá v inhibici Na+/K+-ATPasy.

Cl-/HCO3-- aniontový antiportér je lokalizován v band 3-proteinu erytrocytové membrány. 

    Jiným typem přenašečových proteinů, usnadňujících transport molekul vody přes erytrocytovou membránu nebo buňky renálních tubulů jsou aquaporiny. 

Aquaporiny tvoří rodinu proteinů specializovaných na transport vody přes membrány řady epiteliálních buněk. Odhadovaná selektivní permeabilita jednoho kanálu pro vodu (nikoli však pro ionty nebo malé molekuly) je 3,9.109 molekul vody za sekundu. V literatuře se můžeme setkat se synonymy vodní kanál (water channel of collecting duct, channel-forming integral protein) a také se zkratkami AQP, AQP CD, CHIP a CHIP28. Rozlišují se jednotlivé typy označované aquaporin 1-5.

Aquaporin  1   byl zjištěn  původně  v erytrocytech a proximálním renálním tubulu (zprostředkovává resorpci vody), podílí se ale  i  na  sekreci tekutin s vysokým obsahem vody,  zajišťuje  homeostazu vody v cerebrospinálním prostoru a plicích, je ve žlučovodech a descendentní části raménka Henleho kličky, dále v očních strukturách (endotelu  rohovky epitelu čočky…) 

Aquaporin  2  umožnuje propustnost sběrného kanálku pro vodu pod vlivem ADH….

Aquaporin   3-5   jsou v různých orgánech (mozku – reabsorce likvidu), žaludku, plicích  kosterním   svalu….    
Příklady dalších membránových proteinů:
Receptor PTH/PTHLH (PTHR1) a receptor PTH (PTHR2)

Parathyroid hormone receptor 1 a 2 (PTHR1, PTHR2)

Receptor pro PTH existuje ve dvou variantách: PTHR1 a PTHR2 .

PTHR1

Společný receptor pro  PTHAJBKA (parathyrin) a  PTHLHSJAKY (parathyrinu-podobnému hormonu (parathormone-related protein). Vyskytuje se v kosti, ledvině, mozku a pankreatu. Je spojen 
s G-proteinem, aktivací receptoru se stimuluje adenylcyklasa a fosfolipasa C. Receptor má 585 aminokyselin, 7 transmembránových helixů a extracelulární kličky. Existuje homologie s receptorem pro kalcitonin a sekretin. 

PTH/PTHLH receptor zprostředkovává působení PTH a PTHLH na cílové tkáně, v případě kosti na osteoblasty (kde jsou zejména receptory přítomny) a teprve sekundárně dochází 
k osteoklastické rezorpci. Stimulací receptoru SJAKX dochází na osteoblastech ke zvýšení počtu a aktivitě osteoblastů a zvýšení anabolismu trabekulární kosti, zvyšuje se alkalická fosfatasa, roste produkce osteopontinu a kolagenasy 3.  Výsledkem trvalé stimulace receptorů je zvýšení hustoty trabekulární kosti a pokles tlouštky kortikální kosti.

PTHR2

Receptor spojený s G-proteinem, selektivní pro PTH. Má 7 transmembránových domén, patří do sekretinové rodiny receptorů s homologií sekvence aminokyselin 30 – 70 %. Význam PTHR2 není objasněn.

Glykoforin A (Glycophorin A)

Transmembránový integrální protein (131 aminokyselin) membrány erytrocytů, který má jeden transmembránový helix (23 nepolárních aminokyselin, pozice 73 – 95), N-terminální receptorovu extracelulární doménu s přibližně stovkou sacharidových zbytků na 16 vazebných hydroxylových skupinách threoninu a serinu mezi 2. a 50. aminokyselinovým zbytkem a C-terminální intracelulární doménu. Molekula je výrazně asymetrická s větší částí lokalizovanou extracelulárně. Sacharidy se intracelulárně nevyskytují. Glykoforin je spojen prostřednictvím band-4.1 proteinu se spektrinem a aktinem erytrocytárního cytoskeletu. Jeho funkce není zcela jasná. 

Band-3 protein

Aniontový kanál, přenašeč Cl- a HCO3- přes membránu erytrocytu. Jedná se o integrální protein z identických podjednotek (homodimér nebo homotetramér) s molekulovou hmotností přibližně 95 000, každá podjednotka má pravděpodobně 12 – 14 transmembránových helixů. Na cytosolové doméně transportéru je navázána glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasa. Prostřednictvím ankyrinu je připojen ke spektrinu. 

Ankyrin

Periferní protein membrány erytrocytu, zajišťuje propojení spektrinu (protein membránového cytoskeletu) a aniontového kanálu (band-3 protein). 

Spektrin

Hlavní protein cytoskeletu erytrocytu, složený ze 2 řetězců, z nichž každý je složen přibližně ze 100 podjednotek. Podjednotky α a β jsou složeny ze 106 aminokyselinových zbytků uspořádaných do tří α-helixů. V cytoskeletu se vyskytuje jako tetramér α2β2. Udržuje bikonkávní tvar erytrocytů. Propojen s band-3 proteinem prostřednictvím ankyrinu a přes band-4.1 protein je vázán na transmembránový integrální glykoforin a aktinová vlákna.

Obr.:Schéma organizace hlavních membránových a cytoskeletových proteinů 
          v erytrocytu
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ORGANELY

Organely jsou pro eukaryota příznačné, především buněčné jádro, které jim dalo jméno ((((((( = jádro). Organely obdařené membránou (vnitřní membrána) vznikly v průběhu vývoje eukaryontních buněk. Zatímco prokaryota vystačila s jedinou plasmatickou membránou, která stačila plnit všechny funkce vázané na membránu jako je produkce ATP nebo syntéza lipidů, u eukaryot, které jsou 1000 až 10 000krát větší, byl povrch membrány nedostatečný, protože tak velké buňky mají malý povrch vzhledem ke svému objemu. Z toho důvodu bylo nutno povrch, na němž probíhají vitální buněčné funkce, zvětšit vytvořením vnitřních membrán obklopujících různé organely.  To se vyvíjelo dvojím způsobem: Membrány  buněčného jádra a membrány endoplasmatického retikula, Golgiho aparátu, lyzosomů  a endosomů pravděpodobně vznikly invaginací plasmatické membrány. Jsou součástí tzv. endomembránového systému. Vnitřek těchto organel 
(s výjimkou jádra) velmi úzce komunikuje jak spolu  vzájemně tak i s vnějškem buňky, 
a to prostřednictvím malých váčků oddělujících se od těchto organel a splynuvších s jinými. Membrány mitochondrií (a chloroplastů) vznikly jinak, protože tyto organely se vytvořily v průběhu fylogeneze pohlcením (endocytózou) aerobních bakterií nebo primitivních fotosyntetických organismů (sinic?) eukaryontní buňkou. Mají proto vnější membránu, která odpovídá původní plasmatické membráně eukaryontní buňky a liší se tak svými vlastnostmi od vnitřní membrány, která pochází  z bakterií nebo  fotosyntetických prokaryot. 
Obr. : Obecné schéma morfologických komponent buňky
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4.1. Jádro (nucleus)

    Buněčné jádro eukaryot je místem uložení a replikace genetického materiálu tj. organelou složenou z DNA a chromosomálních  proteinů. Jádro také řídí produkci RNA. Je obaleno dvojitou membránou (nukleární obal); mezi oběma membránami je   úzký prostor (perinukleární prostor) o šířce 20 – 40 nm. Vnitřní a vnější membrána je spojena nukleárními póry, které umožňují otevřené propojení mezi nukleoplasmou 
a cytoplasmou. Každý pór je obklopen osmi velkými multiproteinovými granulemi, tzv. komplexem nukleárního póru. Nukleární obal je dynamická struktura; může se rychle zvětšit nebo naopak stáhnout, podle aktivity jádra a  stadia buněčného cyklu. 

Nukleoplasmatická strana vnitřní jaderné membrány je potažena tzv. nukleární laminou, což je fibrózní síť složená z proteinů zvaných lamininy. Tato síť v době mitózy podléhá fosforylaci, což pak navodí rozpad nukleárního obalu.

Jádro typické lidské buňky má průměr 5-8 (m a obsahuje 46 megamolekul DNA, 
o celkové délce v rozvinutém stavu asi 2 m. (Pro srovnání je to jako tenisový míček obsahující 20 km velmi tenké nitě). DNA je u člověka rozdělena na 22 párů homologních chromosomů (autosomy) a 2  chromosomy nehomologní (gonosomy). Vlákna dvoušroubovice DNA jsou stočena kolem specifických proteinů – histonů. Komplex DNA s těmito proteiny se nazývá chromatin. Toto sbalení, vytvářející klubíčka a smyčky, představuje vyšší úroveň organizace, která umožňuje snadnou interakci s enzymy 
a dalšími proteiny, které se podílejí na funkcích jádra jako je replikace, transkripce nebo oprava DNA. V metafázi mitózy se chromosomy kondenzují (mitotické chromosomy), jsou od sebe odděleny a dostávají typický tvar, takže je možné jejich mikroskopický obraz seřadit podle velikosti a vzhledu a stanovit tzv. karyotyp. Jinak (v interfázi) je vlákno DNA despiralizováno a chromosomy jsou těžko rozeznatelné. Lze však na tomto vlákně po natrávení spojovacích částí DNA (nukleasou) rozlišit tzv. nukleosomy, obsahující uprostřed komplex  osmi molekul histonů, obtočený 146 nukleotidy dvoušroubovice DNA. 

Úsek polynukleotidového řetězce DNA, který kóduje informační RNA a tím sled aminokyselin v polypeptidovém řetězci tvořeného proteinu, je elementární jednotkou dědičné informace – gen. Kompletní informace o vytvoření celého organismu je genom. Genom u člověka obsahuje asi 30 000 – 35 000 genů, což je jen 2 až 3 krát více než mají genomy jednodušších bezobratlích organismů (muška octomilka má asi 14 000 genů). Obsah genů na jednotlivých lidských chromosomech je velmi nerovnoměrný: Nejvíce genů má chromosom 1 (3000) nejméně pohlavní chromosom Y (250). 

Gen má jednak úseky kódující – exony (asi 30 %) a úseky nekódující – introny (asi 
70 %).  Informace pro syntézu proteinů je v genomu značně fragmentována a rozptýlena 
v nadbytku DNA, jejíž význam není objasněn. Do RNA je přepisována jen asi 1/3 lidského genomu. Exony genů kódujících proteiny tvoří přitom ale méně než 1,5 % celkové DNA. Polovina z nekódující DNA, tedy ze zbývajících 98,5 % genomu, je tvořena různými typy opakujících se (repetitivních) sekvencí. Většina je produktem reverzní transkripce, při níž je podle matrice nějaké  RNA, vyskytující se v buňce, tvořena nová DNA, která se začlení do genomu. Repetitivní sekvence hrají pravděpodobně důležitou úlohu v evoluci genů a genomů.  Třetinu repetitivních sekvencí tvoří tzv. satelitní DNA, další část pak tzv. transpozonová DNA, která se může uvolňovat a přemísťovat; její elementy urychlují evoluci genomu vytvářením nových exonů 
a mohou též participovat na samovolných mutacích. 

Genomy žádných dvou jedinců, kromě monozygotních dvojčat, nejsou identické. Individuální variabilita sekvence DNA u člověka dosahuje asi 0,1 %. Vyšetření variability genomu označované jako polymorfismus SNP (single nucleotide polymorphism) je velmi důležité jak pro další analýzu genomu, tak zejména pro individuální rozdíly v predispozici k různým chorobám. 

I když každá i diferencovaná buňka obsahující jádro nese kompletní genetickou informaci, která za vhodných podmínek může založit vývoj celého jedince, normálně tvoří kromě proteinů zajišťujících vitální funkce buňky pouze proteiny, které jsou pro buňku a její činnost charakteristické a nikoliv proteiny příznačné pro buňku jiného typu (kupř. retikulocyty tvoří hemoglobin, který v jiných buňkách nevzniká). To je umožněno mechanismy kontrolujícími expresi genu – tzv. proteiny – strážci pořádku (housekeeping proteins), kódovanými příslušnými specifickými geny. Tyto proteiny zahrnují většinu strukturálních proteinů cytoskeletu, chromosomů, Golgiho aparátu, endoplasmatického retikula; dále to jsou ribosomální proteiny a enzymy základních metabolických drah. Eukaryontní buňka má 4 regulační stupně, kterými expresi genomu řídí; mezi ně patří 
(a) kontrola transkripce pomocí specifických proteinů, (b) kontrola tvorby mRNA, 
(c) kontrola translace, (d) kontrola aktivity proteinu. 

Buněčný cyklus – podrobně je sice  popsán v kapitole těchto skript, ale vzhledem k tomu, že  je vše  podrobně  diskutováno   v rámci   předmětu  biologie - z této  kapitoly    jsou zde  proto uvedeny pouze některé věci:

Cyklus dělení buňky

Buněčný cyklus je definován obdobím od vzniku buňky, kdy se mateřská buňka rozdělí na dvě dceřiné, až do stadia, kdy dojde opět k rozdělení na dvě buňky dceřiné. Toto období trvající 
u některého typu buněk 20-24 hodin, u jiného mnohem déle (kupř. hepatocyty se dělí dvakrát do roka), má dvě stadia: mitózu a interfázi. 

Během mitózy (=M-fáze), která trvá 1-2 hodiny, se chromosomy kondenzují,  vytvoří se mitotické vřeténko a chromatidy chromosomů se oddělí od sebe směrem k opačným pólům vřeténka. Toto dělení buněčného jádra se nazývá karyokineze, rozdělení na dvě buňky dceřiné je cytokineze. Mitóza je mechanismus, který umožňuje, aby se genetický materiál rozdělil při dělení rovnoměrně. 

Obr. : Schéma buněčného cyklu
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Spojením vajíčka a spermie vzniká zygota, která obsahuje dvě kopie chromosomů,  jednu děděnou od otce a druhou od matky. Každá somatická buňka, odvozená od zygoty, má diploidní  počet chromosomů, tedy (2n), kde n je počet různých typů chromosomů. Během mitózy dochází k velmi charakteristickým změnám v buňce, pozorovaným při mikroskopickém prohlížení a které byly rozděleny do 5 podstádií, označených jako: profáze, prometafáze, metafáze, anafáze a telofáze. Zatímco v interfázi nejsou jednotlivé typy chromosomů v mikroskopu rozpoznatelné, během profáze a metafáze začínají být viditelné jako dvě identická tyčinková vlákna – chromatidy (často zvané jako sesterské chromatidy), které jsou k sobě přichyceny tzv. centromerou. V průběhu pozdní profáze se chromosomy zkrátí a získají větší denzitu. Každá chromatida nyní obsahuje jednu ze dvou nových dceřiných DNA molekul, které byly vytvořeny během S-fáze (S=syntetizující) buněčného cyklu.To znamená, že každá buňka, když vstoupí do mitózy je tetraploidní (4n), tedy má 
4 kopie každé chromosomální DNA. Membrána buněčného jádra na začátku metafáze ve světelném mikroskopu zmizí. Velmi důležitá změna nastane v uspořádání mikrotubulů cytoskeletu. Cytoplasmatické mikrotubuly depolymerizují a tubulin je použit ke tvorbě mitotického aparátu. Mizí přitom mikrofilamenta a kolem centrosomů při jaderné membráně se vytvářejí 3 druhy nových mikrotubulů: (a) astrální mikrotubuly (rozbíhají se radiálně  od obou centrosomů; účastní se orientace kontraktilního prstence), (b) polární mikrotubuly (rozbíhají se z obou centrosomů, vzájemně se uprostřed částečně překrývají, tvoří základ  dělícího  vřeténka, jehož póly od sebe odtlačují), (c) kinetochorové mikrotubuly (vycházejí 
z  kinetochoru – tělíska umístěného v centromérové oblasti chromosomu; jejich počet je 
u člověka 20-40; účastní se tahu kinetochoru s rozděleným chromosomem k pólům dělicího vřeténka tj. k jednomu z obou centrosomů (útvary složené z  páru centriol a pericentriolárního obalu).  Kinetochorové mikrotubuly v telofázi mizí, kdežto polární mikrotubuly se ještě prodlužují až do doby, kdy se kolem chromosomů vytvoří nová jaderná membrána. Migrace chromosomů v anafázi a prodlužování dělicího vřeténka jsou aktivní pochody, vyžadující energii z ATP. 

Enviromentální regulace buněčného cyklu
       V mnohobuněčných organismech se buňky nemohou dělit (proliferovat) libovolně, ale musí se podřídit potřebám celého organismu. To je umožněno komplexní komunikační sítí zprostředkovanou signálními molekulami a interakcí buňka-buňka. 

Proliferace buněk je potřebná pro řadu životních dějů jako je embryogeneze, a vývoj organismu, reparace poranění, imunitní odpověď, obnova tkání apod. Podnětem k proliferaci buněk je člen velké rodiny molekul, kterým se říká růstové faktory. Jde o malé peptidy 
(Mr 10 000-20 000), které regulují danou populaci buněk. Každý růstový faktor je specifický pro cílové buňky a tkáně. Tato specifita je umožněna přítomností specifických receptorů pro určitý růstový faktor, lokalizovaný na buněčné membráně cílové buňky. Vazba molekuly růstového faktoru na receptor jej aktivuje, což má za následek transdukci signálu do nitra buňky prostřednictvím signální kaskády. Konečný důsledek je skutečnost, že buňka opustí klidové stadium (G0) a vstoupí do G1-fáze buněčného cyklu, končící jejím rozdělením. Trvá-li přítomnost růstového faktoru v dostatečném množství, dělení buněk pokračuje. V opačném případě se buňka dostane opět do klidového stavu. 

Některé růstové faktory mají velmi úzkou specifitu cílových buněk. Kupř. NGF (nervový růstový faktor) stimuluje proliferaci nervových buněk, podobně IL-2 (interleukin 2) navozuje množení T-lymfocytů. Naproti tomu jiné růstové faktory jako je PDGF (platelet-derived growth factor), EGF (epidermal growth factor) nebo IGF-I a II (insulin-like growth factor I 
a II) mají širší cílovou specifitu a modulují růst různých typů buněk. 

Růstové faktory podporující proliferaci se nazývají mitogeny; jiné podporující růst a přežívání buněk jsou trofické faktory; některé umožňují pohyb buněk – to jsou chemoatraktanty.

Tab.: Typické růstové faktory a jejich funkce
	Faktor
	Složení
	Funkce

	Růstový faktor odvozený

z destiček (PDGF)
	Dva řetězce v kombinaci:

AA, BB, AB;

A-125 aminokyselin

B-160 aminokyselin
	Mitogen pro buňky pojivové

tkáně a nediferencovanou neuroglii

	Epidermální růstový faktor
(EGF)
	53 aminokyselin
	Mitogen řady buněk ektodermálního 
a mesodermálního původu

	Insulinu podobný růstový faktor I (IGF-I)
	70 aminokyselin; 70% homo-
logie s insulinem
	Zprostředkuje účinek růstového hormonu

	Transformující růstový 
faktor ( (TGF()
	2 řetězce, každý 112 aminokyselin 
	Potencuje nebo inhibuje odpověď většiny buněk na jiné růstové faktory; reguluje diferenciaci některých buněk

	Fibroblastový růstový faktor 2

(FGF-2)
	146 aminokyselin
	Mitogen pro řadu buněk jako fibroblasty, endotelové buňky, myoblasty; indukuje embryonální mesoderm

	Interleukin 2 (IL-2)
	153 aminokyselin
	Mitogen pro T-lymfocyty

	Nervový růstový faktor
	2 řetězce po 118 aminokyselinách
	Podporuje růst axonů 
a přežívání buněk sympatiku, některých smyslových bb. 
a nervových buněk


Geny, které odpovídají za syntézu růstových faktorů, jejich receptorů nebo dalších peptidů, které se podílejí na proliferaci nebo diferenciaci buněk, dostaly název protoonkogeny. Dojde-li k jejich alteraci, může dojít k nekontrolovanému množení buněk a může se rozvinout maligní tumor. Jiná skupina genů, která produkuje molekuly brzdící aktivitu protoonkogenů byla nazvána tumorové supresorové geny neboli antionkogeny. 

Kupř. protoonkogen c-sis ("c" = celulární; onkogenní partner je v-sis, kde “v” znamená virový onkogen) kóduje syntézu růstového faktoru PDFG. Jeho genová alterace na v-sis dá vzniknout nadprodukci  růstového faktoru PDGF-like, který trvale stimuluje buňky k dělení. 

Podobně ras protoonkogen kóduje skupinu proteinů vázajících  GTP, které patří mezi členy signální transdukce. Vazba GTP vede aktivaci; ta je přerušena štěpením GTP na GDP. Mutovaný onkogen – v-ras- tvoří protein, který sice váže GTP, ale není schopen jej štěpit, takže je trvale stimulován k přenosu signálu, podněcující nekontrolované dělení buněk. 

Jiné protoonkogeny kódují proteinkinasy (serin/threonin-kinasy nebo tyrosin-kinasy), které fosforylují různé cílové molekuly, přenášející signál pro regulaci buněčného cyklu. Mutované transmembránové receptory s touto kinasovou aktivitou si mohou udržet tuto aktivitu, aniž by byla navozena vazbou ligandu, což vede k trvalé proliferaci buňky. Příkladem je v-erb-B onkogen, který kóduje mutovanou formu EGF-receptoru. 

Některé protoonkogeny kódují proteiny, které se podílejí na regulaci transkripční aktivity genů. Kupř. c-jun kóduje transkripční aktivátor AP-1, který se váže intranukleárně na specifickou  nukleotidovou sekvenci promotorů a enhancerů. 

Tumorové supresorové geny  tvoří produkty, které proliferaci a buněčný cyklus inhibují. Dojde-li k jejich genové alteraci, brzdivý účinek odpadá a buňka se může nekontrolovaně dělit. Jeden z nejznámějších antionkogenů je Rb-gen  (Rb od retinoblastoma). Protein jím kódovaný se váže na transkripční faktory, blokuje je, a tím brzdí tvorbu specifické mRNA (transkripci) pro růstové faktory. Aberantní gen tento blokující účinek nemá. 

Další důležitý represor je p53-protein, který je označován jako strážce genomu. Účastní se totiž na procesu oprav poškozené DNA. Pozastavuje buněčný cyklus po rozpoznání chyby v sekvenci nově tvořeného vlákna po dobu nutnou k opravě. To je důležité proto, že mutace DNA způsobené chemickými, radiačními vlivy nebo onkogenními viry jsou přenášeny do dceřiných buněk, což může v konečných důsledcích vést k maligní transaformaci buněk 
a vzniku nádorových onemocnění. Mutovaný gen p53 je markerem řady neoplastických procesů. 

Obr.: Topografie různých faktorů kódovaných onkogeny a antionkogeny a jejich 
           vzájemné působení v buňce
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Kontrolní body (uzlové body) buněčného cyklu
V průběhu buněčného cyklu může dojít k poškození DNA různými vlivy (radiace, chemikálie); buňka však může vstoupit do další faze, až když dojde k opravě poškození. Zda buněčný cyklus proběhne nebo neproběhne až do konce, o tom rozhodují určitá místa (kontrolní uzly) v různých fázích. Aby přešel cyklus z jedné fáze do druhé, musí být splněny určité podmínky. Nastartování cyklu (tj. zprůchodnění hlavního kontrolního uzlu) je podmíněno dosažením kritického objemu buňky v začátku G1-fáze. Nárůst buněčné hmoty je samozřejmě nutný, aby se z jedné buňky staly dvě. Kritický objem buňky není totožný s geneticky podmíněným objemem buňky, neboť buňka roste i dále v průběhu G1-fáze. Důležitá je správná funkce cyklin-dependentních kinas. Další kontrolní uzel je v G2-fázi; který rozhoduje o tom, zda nastane mitóza; je to kontrolní uzel pro karyokinezi (dělení jádra). Kontrola mitózy však není totožná s kontrolou cytokineze, ta ma samostatný kontrolní bod pro cytokinezi. 

Obr.: Kontrolní body buněčného cyklu – místa možných zástav
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Shrnutí signalizace (signálních drah) v průběhu buněčného cyklu

    Několik tumor-supresorových proteinů monitoruje vnitřní a vnější signály a integruje jejich účinek při rozhodování, zda má buňka setrvat v klidu nebo vstoupit do cyklu aktivního růstu 
a dělení. Při tomto rozhodování v G1-fázi přistupují do hry ještě kontrolní body, které vykonávají v dalších fázích velmi kvalitní kontrolu, zda kroky nutné pro dokončení dané fáze cyklu byly splněny, aby mohl cyklus vstoupit do fáze následující.

Dvě tumor-supresorové dráhy blokují postup buněčného cyklu a to RB-dráha a p53-dráha, které jsou inaktivovány ve většině ne-li ve všech maligně transformovaných buňkách. RB potlačuje transkripční aktivitu genů kontrolovaných E2F-faktory, což je rodina transkripčních faktorů, které regulují expresivitu několika genů, působících při progresi buněčného cyklu. Komplex cyklin D – CDK4/6 (cyklin-dependentní kinasa 4/6) a komplexy cyklin E – CDK2 regulují aktivitu fosforylací RB; hyperfosforylace RB způsobuje, že RB není schopen potlačit aktivitu E2F-faktorů. Na druhé straně cyklin D-CDK4/6 komplexy jsou antagonizovány řadou CDK-inhibitorů (INK). Dva nejznámější jsou INK4A (=p16) a INK4B (=p15)., které mají význačnou funkci při blokování fosforylace v četných buňkách.

Protein p53 aktivuje apoptózu a blokuje postup buněčného cyklu aktivací transkripce dalšího CDK-inhibitoru, a to WAF (=p21), který inhibuje aktivitu řady cyklin-CDK komplexů jako je cyklin E-CDK2.  

Putování proteinů a RNA mezi jádrem a cytoplasmou probíhá prostřednictvím komplexů nukleárních pórů, což jsou velké supramolekulové struktury, vytvářející otvory 
v jaderném obalu. Předpokládá se, že nejméně 10 milionů molekul proteinů a mRNA vstupuje a vystupuje z buněčného jádra za 1 minutu. Nukleo-cytoplasmatický transport je velmi důležitým krokem v signalizační kaskádě vedoucí ke genové expresi, protože aktivita transkripce je často regulována vstupem cytoplasmatických regulačních molekul do jádra (kupř. signálních proteinů a transkripčních faktorů); při syntéze proteinů na ribosomech je nutný přenos genetické informace (translace) prostřednictvím mRNA 
z jádra do cytoplasmy. Nukleocytoplamatický transport řady proteinů a mRNA se děje pomocí kyvadlových transportních receptorů rodiny importin/exportin/karyoferin.
    Zachování integrity genomu má pro buňku životně důležitý význam. DNA je však neustále vystavena účinku řady exogenních i endogenních faktorů, které ji mohou poškodit. Pro zachování její strukturální kontinuity je pro důležitý opravný mechanismus, který objeví nežádoucí změny v sekvencích nukleotidového řetězce, odstraní je a opraví. 

Přítomnost abnormální baze v DNA je rozpoznána DNA-glykosylasou, která katalyzuje hydrolytické štěpení N-glykosylové vazby spojující cukr s bazí. Excise poškozené baze dá vzniknout místu v sekvenci bez purinu anebo pyrimidinu (apurinic/apyrimidinic site = AP).. V tomto místě začne následně působit endonukleasa (HAP1/APE), která rozštěpí fosfodiesterový skelet. Oprava baze (vytvoření a vložení správné baze) je pak realizována komplexem složeným z XRCC1, DNApola DNA-ligasy III. 

Dojde-li při pokození DNA k narušení vlákna a ztrátě baze nebo bazí, pak poškozené místo je rozpoznáno poly(ADP)-ribosa-polymerasou a oprava je iniciována polynukleotidkinasou v komplexu s XRCC1. Prázdné místo v DNA je opraveno vložením baze způsobem popsaném výše; chybí-li 2 – 10 bazí (nukleotidů), pak oprava vyžaduje přítomnost DNApol nebo  v komplexu s PNCA (proliferating cell nuclear antigen) za účinku „flap“ endonukleasy –1 (FEN-1) a DNA-ligasy-1. 

Všechny procesy jsou několikastupňové a koordinované specifickou interakcí protein-protein; Oprava při přerušení dvojvlákna DNA se děje také dvěma způsoby. (a) NHEJ-dráha non-homologous end joining) a (b) HR-dráha (homologous recombination). Katalýza se děje komplexy enzymů označovanými jako „repairosomy“.

Obr.: Různé mechanismy oprav chyb při replikaci DNA
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Meióza

    Meióza je specializovaná forma redukčního dělení, který dává vzniknout haploidním gametám. Pohlavní buňky (vajíčko a spermie) obsahují poloviční počet chromosomů tj. 23. Kromě toho gaždá z gamet tímto dělením vzniklá je geneticky odlišná jak jedna od druhé, tak i od rodičovských buněk. To je umožněno dvoustupňovým procesem dělení. Před prvním meiotickým dělením rodičovské buňky dochází ještě k jednomu cyklu syntézy DNA. Pak vstoupí buňka do meiózy I, v níž dojde v průběhu prodloužené profáze I k překřížení případně k  chromosomálních úseků homologního páru mezi chromosomy od obou rodičů. Tím se rodičovské geny promíchají. Druhý proces, který vede k další genetické kombinaci, je nezávislý rozchod rodičovských chromosomů během meiózy I. Jen tímto procesem může vzniknout  2n rozdílných typů gamet, což znamená při haploidním počtu 23  asi 8 milionů (8x106). Ve skutečnosti se tento počet možných  rozdílných typů ještě zvyšuje rekombinacemi z profáze I. Konečný výsledek miëiózy I je vznik 2 dceřiných buněk, ale geneticky rozdílných od diploidních buněk rodičovských. V období mezi I. a II. meiózou nedochází k syntéze DNA. Takže i když meióza II se podobá mitóze v tom, že se vytváří vřeténko a dochází k oddělení chromatid, vzniklé dceřiné buňky mají haploidní počet chromosomů (tj. 23). Při dokončení celé mitózy je vajíčko zralé, kdežto spermie musí podstoupit další maturaci. 

Nukleosom

    Je to základní jednotka kondenzace chromatinu, byla objevena v roce 1974. Pokud opatrně porušíme membránu interfázního jádra a podíváme se na jeho obsah v elektronovém mikroskopu, většina chromatinu bude ve formě vláken o průměru 30 nm. Jestliže tento chromatin ještě rozvolníme, uvidíme vlákno DNA a jádra nukleosomových částic, která jsou tvořena z proteinů, kolem nichž je DNA téměř dvakrát obtočen. Struktura nukleosomu byla zjištěna naštěpením rozvinutého chromatinu specifickou nukleasou, která rozštěpila DNA mezi jednotlivými nukleosomy. Jádro nukleosomu je tvořeno komplexem osmi histonů – po dvou molekulách  histonů H2A, H2B, H3 a H4 – a dvojřetězcové DNA o délce přibližně 146 nukleotidových párů. Histonový oktamer tvoří proteinové jádro nukleosomu, kolem kterého je DNA obtočena.

Termín nukleosom odpovídá nukleosomovému jádru a sousednímu spojovacímu úseku DNA. Omotání DNA kolem nukleosomů zkrátí molekulu DNA přibližně na jednu třetinu její původní délky a je prvním stupněm kondenzace DNA. Histony jsou malé proteiny s vysokým obsahem kladně nabitých aminokyselin (lysin a arginin). Tyto pozitivní náboje umožňují pevné navázání histonů na negativně nabitou cukr-fosfátovou kostru DNA bez ohledu na nukleotidovou sekvenci. Nukleosomy jsou od sebe vzdáleny přibližně 200 nukleotidových párů (146 nukleotidových párů je omotáno kolem jádra nukleosomu 
a průměrně 50 nukleotidových párů spojuje sousední jádra nukleosomů). Histonů je v buňce značné množství (kolem 60 milionů molekul od každého typu v jedné buňce) a jejich celková hmotnost je přibližně stejná jako samotné DNA. 

4.2. Jadérko (nucleolus)

   Je vlastně suborganelou, protože je umístěno v jádře a nemá vlastní strukturu (není obdařeno membránou). Je  místem syntézy ribosomů, respektive ribosomových podjednotek. Jde o agregáty z ribosomální RNA (rRNA) a menšího množství ribosomálních proteinů, které byly transponovány do jádra z drsného endoplasmatického retikula a nahromadily se v oblastech na chromosomu, kde probíhá aktivní syntéza rRNA. Jadérka vznikají z oblastí organizátoru (nuclear organizer region) jednoho nebo více chromosomů, které obsahují mnohočetné, tandémově opakované kopie genu ribosomální RNA. Vzniklé ribosomové podjednotky jsou z nukleolu transponovány zpět  póry jaderné membrány do cytoplasmy. Velikost nukleolu reflektuje přímo syntetickou aktivitu buňky. V buňkách právě syntetizujících velké množství proteinů zaujímá až 25% objemu jádra; naproti tomu u buněk odpočívajících je sotva viditelné. Jadérko je viditelné pouze v interfázi buněčného cyklu. Kdyř dochází ke kondenzaci chromosomů při začátku mitózy,  jeho objem se zmenšuje; úplně vymizí, jakmile ustane syntéza RNA. Geny pro rRNA reprezentují shluk DNA-segmentů pěti chromosomů (13,14, 15, 21 a 22). Po ukončení mitózy se opět restartuje syntéza rRNA, a to na počátku v malém nukleolu v ribosomálním genovém lokusu 10, který je označován jako nucleolar-organizing regions.  

4.3. Ribosomy

Eukaryontní ribosom je větší než prokaryontní. Tvoří jej podjednotky: velká 60S podjednotka, obsahující tři ribosomální ribonukleové kyseliny 28S, 5,8S a 5S rRNA a dále 45% proteinů; malá podjednotka skládající se z 18S rRNA a 33% proteinů. Mitochondrie 
a chloroplasty mají své vlastní ribosomy, které jsou podobné ribosomům prokaryot strukturou i citlivostí vůči inhibičnímu účinku antibiotik při translaci. Ribosomy jsou složeny z více než 50 druhů bílkovin – ribosomální proteiny a několika druhů ribosomální RNA. Ta (rRNA) je tvořena transkripcí v jádře, kde je také spojena s ribosomálními proteiny (ty se tvoří v cytoplasmě a do jádra jsou dopraveny); vzniklý komplex ve formě malé a velké podjednotky je  transportován zpět do cytoplasmy, kde se účastní proteosyntézy.

Ribosomy jsou tedy místem, kde probíhá syntéza proteinů; ribosomy jsou katalyzátory proteosyntézy. U eukaryot se vyskytují buď jako jednotlivé v cytosolu (monosomy) nebo sdružené a připojené na jednu informační ribonukleovou kyselinu (mRNA) jako tak zvané polysomy. Monosomy  bývají také připojeny na endoplasmatické retikulum, kde syntetizují proteiny secernované nebo transportované do jiných organel. 

Jak bylo řečeno, ribosomy jsou komplexem složeným z jednotlivých molekul ribosomální RNA (rRNA) z proteinů (více než 50%). Komplex je organizovaný do dvou podjednotek: malé a velké, označených  Svedbergovou sedimentační konstantou S. 

Obr.: Schéma složení eukaryontního ribosomu
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Ribosomy, které nejsou navázány na endoplasmatické retikulum se nazývají volné, ačkoliv i ty jsou někdy připojeny k cytoskeletu. Není však strukturální rozdíl mezi ribosomem volným a vázaným; oba typy pocházejí ze stejného poolu a vrací se do něho po ukončení translačního procesu. Proteiny syntetizované na vázaných ribosomech zahrnují proteiny transmembránové, endoplasmatického retikula, Golgiho aparátu, lyzosomů, endosomů 
a proteiny z buňky secernované. Naproti tomu volné ribosomy se podílí na syntéze cytosolových proteinů a na proteinech periferní membrány a dále na proteinech určených pro jádro, mitochondrie a peroxisomy. Úkolem ribosomového komplexu, na kterém se děje syntéza polypeptidového řetězce je rychlý a přesný přenos genetické informace (translace) z informační RNA (mRNA) do tvořícího se proteinu tak, že ribosom se pohybuje podél mRNA, zachytává komplementární molekuly transferové RNA (tRNA), přinášející vhodné aminokyseliny, drží je ve správné pozici a spojuje na nich navázané aminokyseliny do postupně narůstajícího polypeptidového řetězce. 

Nasměrování proteinů syntetizovaných na ribosomech do míst určení se děje mechanismem inserce specifické signální sekvence tj. signálních peptidů nebo signálních rozpoznávacích částic a za účasti receptorů pro signální rozpoznávací částice.

Mechanismus syntézy proteinů 

Syntézu proteinové molekuly možno rozdělit do 3 stádií: (1) iniciace, (2) elongace, 
(3) terminace. 

(a) Iniciace translace (přenosu genetické informace) začíná tvorbou iniciačního komplexu 40S, který tvoří pás monocistronové mRNA, s iniciačním kodonem – AUG a s čepičkou 
 7-methylguanylátu na svém 5(-konci, která je potřebná pro iniciaci translace. Dále to jsou iniciační faktory (elF-1 až elF-10), ribosomální podjednotka 40S,  která umožňuje (ve vazbě 
s elF-4) asociaci dvou ribosomálních podjednotek, met-tRNAi tj. tRNA přinášející nemodifikovaný methionin k iniciačnímu komplexu 40S (rozdíl od methionyl-tRNAm přinášející Met do rostoucího peptidového řetězce). Iniciace potřebuje energii, která se bere hydrolýzou  GTP a ATP. 

Mechanismus tvorby iniciačního komplexu

Začíná tvorbou preiniciačního komplexu vzniklého z ternárního komplexu (elf-2, GTP a met-tRNAi) vazbou na podjednotku 40S RNA. Vazba mRNA na iniciační komplex je komplikovanější a přesné kroky nejsou ještě známy. Podílí se na ní další iniciační faktory (elF-3, elF-4A, elf-4B, elf-4C, elf-4F). Faktor elF-4A ještě obsahuje podjednotku, která má funkci proteinu vázajícího cap (CBP), která je tou komponentou, s kterou se spojuje mRNA; toto napojení podporují faktory elF-4A a elf-4-B. Hydrolýzou ATP (uvolnění energie) 
a vazbou elF-4A dochází  ke rozvinutí sekundární struktury v 5(-nepřenesené oblasti  mRNA. Tak je dokončen vznik iniciačního komplexu 40S. 

5(-konec nepřenesené oblasti mRNA, různé délky (obvykle 40 – 80 nukleotidů) se podílí na rozpoznání iniciačního kodonu. V 90% je to oblast AUG (první od 5(-konce). Nejobvyklejší sekvence kolem iniciačního kodonu bývá AXXAUGGG, kde je jakákoli baze. Není-li použito  této první AUG sekvence, pak to bývá sekvence YXXAUGY, kde Y je pyrimidinová baze (uracil nebo thymin). Předpokládá se, že 40S ribosomální podjednotka se váže v blízkosti 
5(-konce mRNA a že odtud dochází ke „skenování“ směrem k 3(-konci až se objeví první AUG v požadovaném uspořádání. Pro tento „skenovací“ proces je zapotřebí energie z ATP. 

Po té následuje tvorba 80S iniciačního komplexu, tímže se napojí 60S podjednotka na 40S iniciační komplex. Před tím je odstraněn elF-2-GDP a elf-3, a to za účasti elf-5 a elf-4. Komplex elf-2-GDP se přitom mění na elf-2-GTP, účinkem faktoru elf-2B. Při úplné kompletaci iniciačního komplexu  80S dochází k uvolnění všech zbývajících iniciačních faktorů. 

Poznámka: 

Každá tRNA, specifická pro určitý druh aminokyseliny, obsahuje sekvenci tří nukleotidů  
- antikodon -, který je komplementární ke kodonu mRNA. Aminokyselina je kovalentně vázána k odpovídající tRNA díky činnosti specifických enzymů (aminoacyl-tRNA-syntetasy), které rozpoznávají obě molekuly. 
V průběhu translace pak mRNA prochází ribosomem (Obr.) tak, že každý kodon postupně váže odpovídající tRNA, která přináší kodovanou aminokyselinu. Antikodon je umístěn ve smyčce struktury jetelového listu naproti stonku obsahujícím koncové nukleotidy. Během proteosyntézy je požadovaná tRNA vybrána pouze na základě interakce kodon-antikodon. Aminokyseliny se na tomto procesu nepodílejí. Syntéza peptidů probíhá od jejich N-konce k C-konci; ribosomy pak čtou mRNA ve směru 5´( 3´. K růstu řetězce dochází jeho připojováním na aminokyselinový zbytek aminoacyl-tRNA , která vstupuje do ribosomu. Na  ribosomu jsou dvě hlavní vazebná místa pro t-RNA: A-místo pro aminoacyl-tRNA  a P-místo pro peptidyl-tRNA, kde dochází k vytvoření peptidové vazby. Existuje ještě třetí místo označované písmenem E, které je přechodně obsazeno deacylovaným koncem tRNA, po té když je přenos aminokyseliny ukončen a tRNA má být z ribosomu vyloučena. 

Obr.: Ribosomální syntéza polypeptidu na matrici mRNA
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(b) Elongace

K tomuto procesu je zapotřebí existence 80S iniciačního komplexu, aminoacyl-tRNA, GTP 
a elongační faktory eEF-1( , eEF-1( a eEF-2. Pohyb ribosomu po mRNA je velmi pečlivě řízen: Ribosom obsahuje 4 vazebná místa – jedno pro mRNA a 3 různá pro tRNA (A, P, E).Vlastní elongace se pak děje vznikem peptidové vazby mezi aktivovanou aminokyselinou napojenou k tRNA na P místě (nejprve je to met-RNA) a amino-skupinou aminoacyl-tRNA v místě A. Reakce ja katalyzována peptidyltransferasou, která je integrální součástí 60S podjednotky. Peptidová vazba vzniká v druhém kroku elongačního cyklu nukleofilním posunem P-vazebného místa tRNA NH2-skupinou připojenou k 3-aminoacyl-tRNA navázanou v A-místě. Narůstající polypeptidový řetězec je tak prodloužen na svém C-konci 
o jeden zbytek a přenesen na tRNA v A-místě procesem, který se nazývá transpeptidace. 
V posledním kroku je tRNA v P-místě přesunuta do E-místa, čemuž se říká translokace. 

(c)  Terminace

Ukončení syntézy polypeptidového řetězce nastane je signalizován přítomností jednoho ze 
3 terminačních neboli stop-kodonů UAA, UAG nebo UGA. Tyto kodony nejsou rozpoznány žádnou tRNA a není jím přisouzena žádná aminokyselina; tím signalizují konec translace. Místo tRNA se na terminační kodon v A-místě naváže terminační (uvolňovací) faktor sdružený s GTP, které mění aktivitu peptidyltransferasové aktivity ribosomu tak, že místo aminokyseliny použije H2O a vytvoří tak namísto peptidové vazby koncovou (terminální) karboxylovou (-COOH) skupinu hotového polypeptidového řetězce. Energie potřebná k disociaci ribosomální podjednotky se získává hydrolýzou GTP. 

Syntéza většiny proteinů trvá 20 sekund až několik minut. Tato se ještě zkracuje tím, že na jedné mRNA pracuje několik ribosomů; k tomu přispívá systém polyribosomů.

Poznámka:

Léky a inhibitory proteosyntézy 

Streptomycin je aminoglykosid, který se váže na fmet-tRNAf (u bakterií), čímž brání  jejímu napojení na P-místo v iniciálním komplexu. Účinek je lokalizován na S12-proteinu 50S-ribosomální podjednotky. Streptomycin může také způsobit nesprávné čtení sekvence mRNA. 

Tetracyklin jako širokospektré antibiotikum se váže na 30S ribosomální podjednotku a inhibuje vazbu s aminoacyl-tRNA. 

Erythromycin jako antibakteriální chemoterapeutikum inhibuje translokační reakci vazbou na 50S podjednotku.

Chloramfenikol inhibuje peptidyltransferasu velké podjednotky ribosomu u prokaryot. 

Cyklohexemid inhibuje proteosyntézu u eukaryot vazbou na 60S podjednotku a inhibicí peptidyl-transferasové reakce. 

Puromycin je analog aminoacyl-adenosinové skupiny  v aminoacyl-tRNA a způsobuje předčasné ukončení translace jak u prokaryot tak u eukaryot. Soutěží o vazbu na A-místu  s aminoacyl-tRNA. To vede k předčasnému ukončení translace. 

Difterotoxin je toxin produkovaný lyzogenním bakteriofágem, který infikuje Corynebacterium diphteriae. Tento mikrob u člověka způsobuje infekci nosohltanu (záškrt). Toxin katalyzuje přenos ADP-ribosy z NAD+ na posttranslačně modifikovaný histidin v eEF-2 a inhibuje tak translokační krok elongace. Účinek toxinu je katalytický, takže i malé množství může způsobit zánik buňky; proto může být průběh onemocnění letální.  

Ricin je protein produkovaný fazolemi. Jde o A-glykosidasu, která uvolňuje jeden adenosin z 28S rRNA, což inhibuje syntézu proteinů u eukaryot. Podává se jako laxativum. Delší užívání může způsobit trvalý průjem s těžkými následky. 

(-Sarcin je fungální toxin, který štěpí (jako ribosomální RNAasa) 28 rRNA, což vede k inhibici vazby aminoacyl-tRNA.

Kolicin E3 je vylučován některými kmeny E. coli. Toxin inhibuje proteosyntézu u jiných bakterií. Štěpí totiž specificky 16S tRNA, což způsobuje inhibici iniciace. 

Regulace translace

      Na rozdíl od prokaryot, jejichž mRNA má životnost několik minut, eukaryontní organismy potřebují translační kontrolu. Doba života eukaryontní mRNA jsou řádově hodiny až dny. Příkladem mohou být interferony. Jde o glykoproteiny vylučované buňkami obratlovců, infikovaných virem Vazbou na specifické povrchové receptory ostatních buněk indukují interferony rezistenci k replikaci širokého spektra RNA- i DNA-virů. Zabraňují proliferaci virů především blokováním proteosyntézy v infikovaných buňkách. Mechanismus účinku je dvojí: (1) Indukce tvorby proteinkinasy, která v přítomnosti dsRNA fosforyluje 
-podjednotku iniciačního faktoru eIF-2 a tím dochází k inhibici iniciace proteosyntézy 
v ribosomech.. (2) Indukce tvorby (2´,5´)-oligoadenylátsynthetasy, která katalyzuje 
v přítomnosti dsRNA syntézu neobvyklého oligonukleotidu - pppA(2´p5´A)n - který aktivuje už existující  RNasu L , která degraduje mRNA; toto pochopitelně zarazí proteosyntézu. 

Fosforylace a defosforylace různých proteinů hraje dominantní úlohu při regulaci proteosyntézy v savčích buňkách. Stupeň fosforylace eIF-2B, eIF-3, eIF-4B a eIF-4F a ribosomálních proteinů S6 koreluje s rychlostí translace. Faktor eIF-4E je aktivován fosforylací proteinkinasou C (skupina enzymů tvořící důležitý člen signální transdukce), regulovanou hormony a která se uplatňuje v řadě metabolických funkcí buňky, mezi jinými v proliferaci a růstu buněk. To naznačuje jakým způsobem je rychlost proteosyntézy koordinována 
s rychlostí růstu buněk a proliferací. Zvýšená exprese eIF-4F v některých typech buněk má za následek jejich maligní transformaci a nekontrolovanou proliferaci. 

Mechanismus interakce některých antibiotik a baktérií
Ribosomy, které jsou místem proteosyntézy obecně, tedy i u bakterií, jsou  hlavním cílovým místem účinku přirozených i syntetických antibiotik. Primárním místem účinku (i když též ribosomální proteiny mohou ovlivnit vazbu a aktivitu antibiotik) je rRNA. 

Terapeutický účinek antibiotik však může být znehodnocen vznikem rezistence patogenních bakterií vůči některým antibiotikům. Tato rezistence má řadu mechanismů jako je vypuzení léku z bakterie, jeho inaktivace nebo alterace cílového místa účinku. Řada bakteriálních kmenů se stává rezistentním změnou specifických nukleotidů v 23S rRNA v aktivním centru peptidyltransferasy. Tak chloramfenikol, který blokuje aktivitu peptidyltransferasy znesnadněním vazby transferové RNA na A-místo enzymu (brání tak vytvoření peptidové vazby v tvořícím se polypetodovém řetězci), má několik reaktivních skupin, které mohou vytvářet vodíkové můstky s různými nukleotidy v prohlubni peptidyltransferasy. Mutace nukleotidu v blízkosti této potenciální vazby navodí bakteriální rezistenci. Clindamycin (patří mezi linkosamidy) neblokuje A-místo ale P-místo, avšak v mechanismu účinku se od chloramfenikolu neliší. Naproti tomu makrolidy jako erythromyciny (clarithromycin a roxithrocin) neblokují aktivitu peptidyltransferasy (i když se váží na kruh peptidyltransferasy), ale blokují „tunel“, kterým je transportován nově vytvářený peptid ven z centra peptidyltransferasy. „Zastínění“ možné vazby na základě vodíkového můstku mezi makrolidovým antibiotikem a příslušným specifickým nukleotidem napojením CH3-skupiny, vzniklé katalytickým účinkem bakteriální methylasy rezistentního kmene, se stane antibiotikum neúčinné.  

4.4. Endoplasmatické retikulum

Endoplasmatické retikulum je vícekrát stočený membránový list vytvářející uzavřený vak, tj.  endoplasmatické lumen. Endoplasmatické retikulum v  typické buňce tvoří více než 50% všech membrán a jeho lumen může zaujímat až 10% objemu buňky. 

Jsou 2 typy endoplasmatického retikula:

(a) Drsné (granulární)  endoplasmatické retikulum posázené ribosomy (proto drsné) je místem tvorby polypeptidového řetězce proteinů.

(b) Hladké endoplasmatické retikulum také nazývané přechodné, protože váčky, které nesou nově vytvořené molekuly proteinů a lipidů pro intracelulární transport, se otvírají. Hladké plasmatické retikulum vytváří síť tenkých kanálků navazující přímo na drsné plasmatické retikulum. Na jeho membrány jsou navázány enzymy katalyzující přeměnu  lipidů; ve specializovaných buňkách též steroidních hormonů, vznikajících s cholesterolu. V hepatocytech pak ještě obsahuje enzymy participující na biotransformaci léků a produktů metabolismu nebo exogenních toxinů.

Endoplasmatické retikulum hraje ústřední roli v syntéze lipidů, proteinů a steroidů. Usnadňuje vydělení nově vytvořených molekul bílkovin, které se mají dostat do cytosolu nebo do jiných organel, kam jsou přemísťovány. Kromě toho endoplasmatické retikulum usnadňuje vytvoření správné terciární nebo kvartérní struktury syntetizovaných proteinů. Rovněž prekurzor oligosacharidu je napojován O- nebo N-vazbou na molekulu proteinu v endoplasmatickém retikulu. Většina proteinů je v endoplasmatickém retikulu chemicky modifikována. Tvoří se disulfidové můstky oxidací cysteinových párů postranních řetězců (katalyzující enzym je v lumen ER). Disulfidové můstky stabilizují molekuly proteinů, což je nutné, když se protein dostane do prostředí o jiném pH nebo do styku s degradačními enzymy po sekreci nebo inkorporaci do plasmatické membrány. Řada proteinů je přeměňována na glykoproteiny kovalentním napojením krátkého oligosacharidového postranního řetězce. To se děje pomocí glykosylačních enzymů, které nejsou přítomny v cytosolu. Oligosacharidy připojené k proteinům mají různé funkce. Mohou je chránit před degradací, udržují je v ER dokud nejsou náležitě zformovány nebo je pomáhají nasměrovat do příslušných organel a slouží jako signál pro zabalení do transportních vesikul. Oligosacharidový postranní řetězec (o 14ti cukerných zbytcích)  není vytvářen postupně napojováním jedné molekuly na druhou, ale připojuje se na protein najednou na místo určené ke glykosylaci, a to na specializovaný lipid zvaný dolichol. Napojení je katalyzováno membránovým enzymem – oligosacharid-protein-transferasou, s aktivní částí na luminální straně ER. Oligosacharidové přetváření molekuly začíná v ER a pokračuje v Golgiho aparátu. Výstup z ER je však dobře kontrolován. Je-li molekula proteinu nesprávně poskládána a dimerová nebo multimerová forma je chybná, nedojde k výstupu; takováto molekula je zadržena interakcí s chaperonem, dokud nedojde k nápravě; jinak  je bílkovina degradována.. 

Kupř. molekula imunoglobulinu,  která se skládá ze 4 polypeptidových řetězců (2 těžké a 2 lehké), je takto formována až v ER. Neúplná molekula není z ER propuštěna, pokud nedojde k narušení této funkce při nadměrné a neuspořádané produkci monoklonálních imunoglobulinů (choroba težkého řetězce, Bence-Jonesova paraproteinemie).

Někdy může být tento kontrolní mechanismus pro organismus neužitečný. U cystické fibrózy vzniká mutovaný transmembránový protein chloridového kanálu. Určité mutace nemají sice vliv na funkci proteinu (jeho aktivitu), ale pozměněná konformace molekuly nedovolí, aby se protein dostal na místo určení tj. do plasmatické membrány, a je degradován v lyzosomech .  

4.5. Golgiho komplex

Sestává z útvarů s jednoduchou membránou vytvářející ploché diskoidní struktury tzv. cisterny, umístěné v blízkosti buněčného jádra a vytvářející (na průřezu) jakési sloupce naskládaných talířů (cisteren). V každém sloupci bývá 3 až 20 cisteren. Ty jsou na straně jádra v cis-formě, na straně k plasmatické membráně v trans-formě. Toto uspořádání má význam při třídění syntetizovaných proteinových molekul procházejících Golgiho komplexem  tj. zda jsou určeny pro sekreci z buňky nebo pro degradaci v lyzosomech. Ty, které mají určitou signální sekvenci, jsou zachyceny v membráně endoplasmatického retikula. 

Golgiho komplex je důležitým místem nejen nitrobuněčného transportu makromolekul ale též modifikace O- nebo N-oligosacharidových postranních řetězců napojených na proteinové molekuly v endoplasmatickém retikulu. V  Golgiho komplexu probíhá označování molekuly navázáním fosfátu na manosu postranního řetězce, což je nutné má-li být protein nasměrován do lyzosomů. Proteiny určené k sekreci jsou v trans-segmentu Golgiho sítě modifikovány na svém povrchu tak (acidifikace(zvýšený obsah Ca2+), že dochází k jejich agregaci a zabalení a tím až k 200násobnému zahuštění  při sekreci.

V buňkách existuje neustálý proud vezikul, které se odlučují z trans-sítě Golgiho aparátu a fúzují s plasmatickou membránou; to je základní dráha exocytózy, která dodává nově vytvořené lipidy a proteiny do plasmatické membrány; je také drahou zodpovědnou za růst plasmatické membrány před dělením; tímto způsobem cestují také bílkoviny určené k sekreci. Vedle základní dráhy exocytózy, která funguje nepřetržitě, existuje také dráha regulované exocytózy, a to především v buňkách sekrečních, které produkují speciální látky jako hormony, trávící enzymy a podobně, umístěné v sekrečních váčcích. 

Hlavní sekreční dráha vede od biosyntézy proteinů na membráně endoplasmatického retikula přes Golgiho aparát až k buněčnému povrchu; v Golgiho aparátu začíná postranní větev, která vede přes endosomy k lyzosomům. 

Obr. : Vezikulární transport
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4.6. Lyzosomy

Jsou váčky s jednoduchou membránou o průměru 0,8 (m, obsahující kyselé hydrolasy (fosfatasy, nukleasy, proteasy, dále enzymy hydrolyzující polysacharidy nebo mukopolysacharidy a lipidy). Tyto enzymy se syntetizují v drsném endoplasmatickém retikulu, dostávají se do cisteren Golgiho aparátu, odkud se vydělí ve formě váčků, které se nazývají primární lyzosomy. Tyto fúzují s membránou vakuol obsahujících degradovaný materiál (= fagosomy) a vytvářejí fagolyzosomy    (= sekundární lyzosomy). Lyzosomy    jsou tak místem intracelulární digesce makromolekul. Odstraňují poškozené organely. Jejich enzymy působí při pH 5,0 a inaktivují se v neutrálním pH cytosolu. To chrání buňku před poškozením v případě, že membrána lyzosomu pukne.

Poznámka: Antimalarikum chlorochin inaktivuje lyzosomální  enzymy tím, že neutralizuje vnitřek lyzosomu (vychytává protony), což způsobí neúčinnost hydrolas v lyzosomech parazita.

Dědičný deficit některých lyzosomálních hydrolas způsobuje  choroby ze střádání 
v lyzosomech (lysosomal storage disorders). Je to skupina více než 40 různých dědičně podmíněných stavů, s frekvencí asi 1 případ na 1000 porodů. Příčinou  je deficience některého lyzosomální ho enzymu, kofaktoru, transportéru nebo proteinu potřebného pro tvorbu a funkci lyzosomů. Důsledkem je nahromadění substrátu, který je obvykle degradován v lyzosomech. Postiženy jsou především děti. Klinický obraz je pestrý. Vyskytuje se obvykle mentální retardace, poruchy skeletu, organomegalie, zákal rohovky, hrubý vzhled obličeje. 
V posledních letech se objevily určité možnosti terapie jako je podávání cysteaminu 
u cystinózy nebo transplantace kostní dřeně; u Gaucherovy choroby  (hromadění glukosylceramidu pro deficit (-glukosidasy) se aplikuje substituční enzymová terapie. Důležitá je proto včasná diagnóza. Jednou z možností neonatálního screeningu je vyšetření lyzosomálního membránového proteinu-1 (LAMP-1), který bývá pozitivní u 72% lyzosomálních chorob ze střádání. Zbývající část jsou choroby ze střádání sfingolipidů. 
V těchto případech může pomoci vyšetření sfingolipidových aktivátorových proteinů  - saposinů, což jsou glykoproteiny (celkem 4: A,B,C,D), tepelně stabilní, které podporují aktivitu lyzosomálních hydrolas. Jsou klíčovým bodem v regulaci cesty sfingolipidů přes lyzosomy . 

Příkladem  lyzosomálních dědičných poruch je Tayova a Sachsova choroba, u níž chybí (-N-acetyl-hexosaminidasa, štěpící gangliosid Gm2 na Gm3 v mozkových buňkách, což vede k jeho nahromadění s následnými těžkými neurologickými poruchami. 

U tzv. choroby I-buněk (I-cell disease) neboli mukolipidózy II chybí řada lyzosomálních hydrolas.  V lyzosomech se tak hromadí velké množství nedegradovaných glykolipidů a glykosaminoglykanů, což vede k neurologickým poruchám a kostním deformitám. Chybí především enzym fosforylující manosu v postranním řetězci za vzniku manosa-6-fosfátu, což je marker pro transport do lyzosomu a dále pro extracelulární sekreci.

4.7. Proteasomy
Kromě degradace proteinů uvnitř lyzosomů, dochází k degradaci proteinových komponent také prostřednictvím cytoplasmatického proteasového systému, označovaného jako 26S proteasom o Mr = 2 miliony. Jde o obrovský enzymový komplex, s velkým počtem podjednotek, který se nachází jak v cytoplasmatickém tak nukleárním kompartmentu. Ústřední funkci má ATP-dependentní hydrolytická aktivita a podjednotka vázající ubikvitin jsou obsaženy v proteinovém komplexu známém jako „19S cap=čepička“, na rozdíl od ATP-independentní proteasy, která tvoří centrální jádro (20S core) o Mr = 730 000. 
20S-proteasom je multikatalytická proteasa, která má 3 dobře charakterizivané peptidasové aktivity: chymotryptickou, tryptickou a postglutamylpeptid-hydrolytickou. Proteasomový komplex je odpovědný za programovaný zánik (přeměnu) cytoplasmatických proteinů a za odstranění poškozených bílkovin. Proteiny, obsahující na svém N-terminálním konci Met, Ser, Thr, Ala, Val, Cys, Pro nebo Gly, jsou vůči této proteolýze odolné (stabilizované). Ty proteiny, které mají na N-konci 12 ostatních aminokyselin jsou destabilizovány; jejich koncová NH2-skupina lysinu se kovalentně připojí na ubikvitin za katalýzy ubikvitin-ligasy. Pak následuje další připojování ubikvitinových molekul a takto označený multiubikvitinový komplex slouží jako substrát pro proteasomový systém. Špatně skládané nebo denaturované bílkoviny jsou také připojovány na ubikvitin, bez ohledu jakou mají aminokyselinu na 
N-konci. Degradují se tak také proteiny, které mají různé buněčné funkce, když je třeba jejich aktivitu ukončit. Jako příklad možno uvést degradaci cyklinu B, který hraje důležitou úlohu při mitotickém dělení buňky, dále je to p53, inhibitor nukleárního faktoru B (IB), Sic1 atd. Aktivitu proteasomů řídí heptamer 11S REG nebo PA28 (stimuluje hydrolýzu peptidů nikoli degradaci intaktních proteinů), event. další aktivátory (PA200) nebo inhibitory. Existují také přirozené inhibitory proteasomů jako je laktacystin nebo i syntetické peptidyl-deriváty kyseliny borité (PS-341). Ty mohou sloužit jako agens bránící proliferaci nádorových buněk. Proteasomový komplex má vliv na řadu chorobných stavů jako je Parkinsonova nemoc, rakovina Alzheimerova demence, poruchy imunity a další. 

4.8. Endosomy

Jsou malé membránové útvary, které jsou jedním z článků endocytózové cesty vesikulárního transportu různých molekul, přicházejících z vnějšku buněk i vzniklých v buňce. Komunikují s transportními váčky, které s nimi splynou. Kyselé prostředí endosomu oddělí přenášenou molekulu z vazby na specifický receptor (při endocytóze zprostředkované receptorem). Volná molekula je přenesena do lyzosomů  a uvolněný protein receptoru se pomocí vyděleného transportního váčku vrací zpět na vnější plasmatickou membránu (recyklace) nebo je odbourán v lyzosomech . Takto je přenášen do buňky kupř. cholesterol z LDL-částic z krevní cirkulace nebo Fe z transferinu a vitamin B12 do krvetvorných buněk. Receptorem zprostředkovanou endocytózou se dostávají do buněk i některé viry (chřipkový nebo HIV).

4.9. Kaveosomy

Jsou to malé útvary, různého tvaru, rozptýlené v cytoplasmě, představující jakousi kabinku složenou z proteinu (kaveolin), sloužící pro přenos především virových částic z povrchu buňky do endoplasmatického retikula. Na rozdíl od jiných sekrečních váčků není jejich vnitřní obsah kyselý ale neutrální.

4.10. Peroxisomy

Tyto organely jsou abundantní  v tkáních, kde je aktivní lipidový metabolismus (játra, hnědý tuk).   Jsou, co se týče struktury, podobné lyzosomům i mitochondriím. Zatímco mitochondrie mají dvojitou membránu (viz mitochondrie), peroxisomy mají jednoduchou trilaminární membránu, která  je  relativně dobře propustná pro hydrofilní  molekuly.  Enzymové substráty,   menší než  800 daltonů,  procházejí  membránou   přes nespecifické póry - zde  jsou asociovány dva proteiny o molekulové hmotnosti  22 a  28 kDa. Zatímco pro  lyzosomy     je charakteristická  kyselá fosfatasa, pro  peroxisomy  je charakteristickým enzymem katalasa.  Velikost  a  množství  peroxisomů  se orgánově liší: v játrech  tvoří asi 2% z celkových  proteinů, v  mozkové tkáni a svalovině  je jich podstatně méně. Průměr této organely  
v  játrech a ledvině  činí asi  0,3-1,0  (m, v mozku a svalovině pouze  0,1 - 0,25 (m.  
V peroxisomech  se děje řada anabolických a katabolických pochodů: Primárně syntetizují plasmalogeny (mastné kyseliny obsahující vinylethery), dále cholesterol a žlučové kyseliny; probíhá v nich též glukoneogeneza z aminokyselin a tvorba oxalové kyseliny za katalýzy alanin:glyoxalát-aminotransferasy. Z katabolických reakcí je to především degradace hydrogenperoxidu, účinkem katalasy (nejvíc zastoupený enzym v peroxisomech) a (-oxidace mastných kyselin s velmi dlouhým řetězcem, s více než 24 uhlíky. Dále se zde děje oxidace polyaminů, ethanolu, degradace purinů, hydroxylace fytanové kyseliny a degradace pipekolové kyseliny. V peroxisomech jsou různé antioxidační enzymy (katalasa, glutathion-peroxidasa, superoxid-dismutasa), dále oxidasy mastných kyselin (nasycených 
i nenasycených, i mastných kyselin s velmi dlouhým řetězcem). Oxidace  mastných kyselin  je  analogická jako v mitochondriích, ale  zatímco peroxisomy  štěpí  pouze asi 10%  kyseliny  palmitové, 90% oxidace se odehrává v mitochondriích; mastné kyseliny o delším a velmi dlouhém řetězci jsou štěpeny výlučně v peroxisomech.  Konečnými produkty   (-oxidace  jsou  C6 - C12   fragmenty, které jsou dále přeneseny do mitochondrií, kde  oxidace pokračuje. Důležitá je i  (-oxidace mastných kyselin, která umožňuje  rozštěpení na př. fytanové  kyseliny, vznikající  oxidací  z fytolu - části chlorofylu. Tato látka obsahuje radikál  methyl na  beta uhlíku,  což   blokuje klasickou (-oxidaci; u  lidí  je příjem této  látky   asi 50-100 mg/denně  z různých  mléčných výrobků.  Peroxisom  však  oxiduje též  D-aminokyseliny 
i L-dihydroxykyseliny. Peroxisomy obsahují  aminotransferasy,   acyltransferasy, dále enzymy  pro syntézu cholesterolu  či  dolicholu (alkohol s velkým počtem uhlíků, který přenáší sacharidové molekuly k proteinům  při  stavbě  různých proteoglykanů 
a glykoproteinů).   Zatímco v mitochondriích  je  asi  90 %  kyslíku přeměněno na  vodu 
a  pouze  zbytek na  superoxid, v peroxisomu je hlavním produktem  peroxid.  Různé reaktivní formy kyslíku musí však  být   v obou případech   odstraňovány   CuZn- či  Mn-superoxiddismutasami,  katalasou a glutathion-peroxidasou, aby  nedošlo k poškození  buňky. 

Existuje řada   dědičných  metabolických vad, které jsou důsledkem buď  defektu biogenese 
a následného uspořádání  peroxisomu či   defektu jednoho případně  více peroxisomálních enzymů. 

Byly proto klasifikovány tři kategorie  poruch: 

a) mnohočetné enzymové vady  vzniklé jako porucha při uspořádání peroxisomu
b) vady, u nichž je peroxisom  sice  morfologicky  neporušen, jeden enzym je však dysfunkční

c) vady, u nichž je peroxisom   morfologicky neporušen, ale  více  enzymů je dysfunkčních

4.11. MITOCHONDRIE

Jsou to organely (1-2 (m délky a 0,1-0,5 (m šířky ) obdařené dvojí membránou, vnější 
a vnitřní, každá s jinými vlastnostmi, složením i původem. Vnitřní membrána je mnohonásobně zprohýbána a její invaginace do nitra mitochondrie tvoří tzv. kristy. Mitochodrie mají dva kompartamenty: mezimembránový a tzv. mitochondriální matrix. Vnější membrána se vyvinula v průběhu fylogeneze z plasmatické membrány při endocytóze aerobních bakterií, které zůstaly v buňce jako organela. Vnější membrána je proto dobře propustná pro většinu malých molekul (děje se tak tzv. poriny), vnitřní membrána má selektivní permeabilitu jen pro několik druhů molekul, a to těch, které tvoří substráty nebo produkty respiračního řetězce a oxidační fosforylace (pyruvát, sukcinát, 2-oxoglutarát, malát, citrát; dále ATP, ADP anorg. fosfát; CTP, GTP, CDP a GDP). Do vnitřní membrány je zabudován komplex enzymů řetězce elektronového transportu a fosforylace ADP na ATP. V mitochondrální matrix jsou enzymy citrátového cyklu s  výjimkou sukcinátdehydrogenasy (ta je ve vnitřní membráně) a enzymy (-oxidace mastných kyselin, event. další enzymy. V mitochondrii je tok elektronů z NADH nebo FADH2 na O2  spřažen s  transportem protonů přes vnitřní membránu do matrix, při čemž se generuje  protonmotorická síla. Hlavními složkami řetězce transportujícího elektrony jsou 4 multiproteinové komplexy s definovanou lokalizací na vnitřní membráně: (I) sukcinát-CoQ-reduktasa, (II) NADH-CoQH2-reduktasa, (III) CoQH2(cytochrom-c-reduktasa, (IV) cytochrom-c-oxidasa. Poslední komplex přenáší elektrony na O2 za vzniku H2O.   V matrix jsou také umístěny mitochondriální ribosomy 
a mitochodriální DNA (=mtDNA), která se liší od chromosomální DNA. Lidský mitochondriální genom je zcela oddělen a obsahuje 16 568 párů bazí (bp), což je 10 000krát méně, než je v nukleárním genomu. Kóduje 13 pouze podjednotek mitochondriálních proteinů, ostatní jsou kódovány jadernou (n) DNA. Většina mitochondriální RNA se odvozuje od mtDNA, ale většina mitochondriálních proteinů je kódována nDNA a tvoří se na ribosomech v cytoplasmě; odkud jsou tyto proteiny přeneseny do mitochondrií. Genetický materiál mitochondrií pochází z mateřského vajíčka(!). Mitochondrie se zmnožují naprosto nezávisle na replikaci jádra a buněčném dělení. Na rozdíl od nDNA není počet molekul mtDNA v jedotlivých buňkách i tkáních konstatní, ale během vývoje se mění. Ve většině buněk je přítomno 103-104 kopií mtDNA; nejvíce se nachází ve zralém oocytu, kde tvoří až třetinu celkového genetického materiálu zárodečné buňky. MtDNA je složena ze dvou řetězců (H a L), nebsahuje introny a má kromě regulačních míst pouze 37 genů. V respiračním řetězci  kóduje 7 podjednotek komplexu I (MTND1, MTND2, MTND3, MTND4, MTND4L, MTND5, MTND6), 1 podjednotku komplexu III (MTCYTb), 3 podjednotky komplexu IV (MTCOI, MICOII, MTCOIII), 2 podjednotky komplexu V (MTATP6, MTATP8); dále obsahuje 2 geny pro rRNA a 22 genů pro tRNA. MtDNA nekóduje žádnou podjednotku komplexu II.  

Hlavní funkcí mitochondrií je produkce chemické energie ve formě ATP (z ADP a Pi) oxidací substrátů v citrátovém cyklu a (-oxidací mastných kyselin. Zdrojem elektronů je redukovaný nikotinamidadenindinukleotid (NADH), který vzniká při oxido-redukčních reakcích katalyzovaných NAD+-dehydrogenasami isocitrátu, 2-oxoglutarátu, malátu, pyruvátdehydrogenasového komplexu, L-3-hydroxyl-acyl-CoA; dále z redukovaného flavinadenindinukleotidu vzniklého při oxido-redukčních reakcích  FAD-dehydrogenas jako je sukcinátdehydrogenasa, dehydrogenasy (-glycerofosfátového kyvadla, dehydrogenasy acyl-CoA při (-oxidaci mastných  kyselin.  

Poznámka: ATP je univerzálním přenašečem chemické energie v buňce. Zachycuje chemickou energii uvolňovanou při oxidaci živin a přenáší ji do reakcí, které energii vyžadují. Dospělý jedinec při bazálním metabolismu za den přetvoří (ATP(ADP) takové množství ATP, které odpovídá polovině jeho hmotnosti; při velmi těžké práci to může být až 1 000 kg . Většina syntézy ATP se realizuje pomocí enzymu ATP-synthasy (ATP-asa). Tento enzym funguje zvláštním způsobem. Krokem vyžadujícím energii není syntéza ATP z  ADP 
a anorganického fosfátu, ale navázání ADP a fosfátu k enzymu a uvolnění ATP. ATP-synthasa se skládá z části F0 (má 3 typy podjednotek lišících se počtem  proteinů: a, b, c, vázané na membránu), která přenáší protony (funguje jako protonový kanál), a z části F1 (má podjednotky (,(,(,(,( vystupující z membrány), která může být uvolněna do vniřní membrány mitochondrií. Celý komplex připomíná razítko trčící z membrány.  Syntéza ATP probíhá na jednotkách (. Jsou-li  jednotkou F0 vpuštěny protony po spádu rozdílu jejich elektrochemického potenciálu, lze jejich energii zachytit a využít v komplexu F1 k syntéze ATP. Protony proudí přes membránu prostřednictvím disku c a disk je donucen rotovat; podjednotka ( v jedné části F1 se dotýká disku a proto rotuje s ním; podjednotky ( a ( v druhé části F1 rotovat nemohou, protože jsou zachyceny fixní podjednotkou b, která je ukotvena v membráně. Tedy (-podjednotka rotuje uvnitř cylindru vytvořeného podjednotkami ( a (. Jelikož 
(-podjednotka je asymetrická nutí (-podjednotky podléhat strukturním změnám a vázat ATP a ADP rozdílnou silou. Změna vazebné schopnosti během rotace disku se nazývá Boyerův mechanismus vazebné změny a rotace je řízena tokem vodíkových iontů přes membránu. Je možno ATP-asu označit jako molekulový stroj (Boyer) 
a přirovnat ji k razidlu mincí, poháněnému mlýnským (vodním) kolem, kde komponenta  F0 představuje kolo, otáčející se tokem protonů. Strukturní změny jsou vlastním razidlem tří mincí v ATP měně, jež jsou vyraženy při každém otočení kola. 

Obr. Schématické vyobrazení ATPasy
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Mitochondrie jsou jakousi elektrárnou buňky. V aerobních buňkách je glukosa kompletně oxidována na CO2 a H2O (aerobní glykolýza): První fáze (až po pyruvát) nevyžadující O2 probíhá v cytoplasmě s jen malým výtěžkem energie; pak je však pyruvát přenesen do mitochondrií, kde dochází k jeho kompletní oxidaci:

CH3(CO)COOH + 2  1/2 O2 ( 3CO2 + 2H2O

Dalším zdrojem energie je (-oxidace mastných kyselin a jiné reakce generující acetyl-CoA, který se dále oxiduje v citrátovém cyklu. Vznikají tak molekuly redukovaného nikotinadenindinukleotidu (NADH) a flavinadenindinukleotidu (FADH2). Tyto koenzymy jsou reoxidovány za současného uvolnění energie ((G°=-613 kcal/mol glukosy), která je z největší části využita na fosforylaci ADP za vzniku ATP ((G°=+ 7,3 kcal/mol ATP). Oxidace koenzymů a fosforylace ADP se nemohou  realizovat ve stejné reakci, ale tak, že přenos elektronů z NADH a FADH2  na konečný akceptor, kterým je O2, probíhá postupně cestou elektronového transportního řetězce (respirační řetězec), což umožňuje, aby i volná energie byla uvolňována po malých množstvích.

Obr.: Topografie metabolických pochodů v mitochondriích 
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Na několika místech během transportu elektronů  jsou protony přenášeny přes vnitřní mitochondriální membránu (pro jiné ionty jako Na+, K+, Cl- není prostupná), což vede k vytvoření protonového koncentračního gradientu mezi oběma stranami vnitřní membrány. Protože vnější mitochondriální membrána je volně prostupná pro protony, koncentrace H+ je nižší v mitochondriální matrix (pH 8) než v cytosolu 
a intermembránovém prostoru (pH 7). Elektrický potenciál napříč vnitřní membránou  vzniká „pumpováním“ pozitivně nabitých protonů ven z matrix, která se tak stává negativnější vůči mezimembránovému prostoru. Volná energie vzniklá při oxidaci redukovaných koenzymů je uložena jako elektrický potenciál a jako protonový koncentrační gradient, tj. dohromady jako protonmotorická síla. Pohyb protonů zpět přes vnitřní membránu, tlačený touto silou, je spřažen se syntézou ATP z ADP 
a Pi, katalyzovanou F0F1-ATPasovým komplexem zvaným též ATP-synthetasa. Tyto komplexy vytvářejí jakési knoflíkové výstupky na vnitřní mitochondriální
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membráně. ATP-synthetasa obsahuje 2 oligomerní komplexy. Jeden (F0), který je vnořen do dvojvrstvy vnitřní membrány, se skládá z podjednotek a, b c, druhý (F1) – periferní, má podjednotky (, (, (, (. Podjednotka ( katalyzuje přeměnu ADP + Pi na ATP za přívodu energie vzniklé přesunem protonů přes vnitřní mitochondriální membránu na základě elektrochemického gradientu. Takto je velmi těsně propojena oxidace s fosforylací. Toto propojení inhibují tzv. rozpojovači oxidační fosforylace jako je 
2,4-dinitrofenol, dikumarol, chloralkarbonylkyanid, fenylhydrazon a také bilirubin.
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Obr.: Schéma chemiosmotického spřažení


[image: image20.wmf]nH

+

nH

+

nH

+

nH

+

Q

Cyt

 C

matrix

Intermem

-

bránový

prostor

NADH-

dehydrogenasa

     b-c

1

-komplex

       cytochromoxidasa

        ATP-

                                                                                                             synthetasa

+ + + + +              +             +             + + + + + +

- - - - -                    - - - -                       - - - - - - - - 

pH

 7

pH 8

NADH         NAD + H

+ 

2H +

1/2

O

2

  H

2

O

ADP + Pi

   ATP


Uvolnění terminální fosfoanhydridové vazby ATP hydrolysou vzniká ADP, anorganický fosfát (Pi) a energie, která je využita v řadě spřažených chemických reakcí, využívaných k různým pochodům buňky.

Obr. : Využití energie ATP

Mitochondriální dysfunkce hraje významnou úlohu při těžším poškození buňky. Za některých patologických stavů dochází k výraznému zvětšení  objemu mitochondrií i jejich počtu, ale také ke zmenšení i početnímu úbytku (u buněčné hypertrofie nebo naopak atrofie). Tzv. megamitochondrie bývají nalézány u alkoholové choroby jater nebo u některých nutričních deficiencí. 

Dědičné defekty mitochondrií (delece nebo bodové mutace mtDNA) se projevují např. mitochondriálními encefalomyopatiemi. Jde o klinicky heterogenní skupinu chorob, které mají společné morfologické abnormity v mitochondriích, různé poruchy mitochondriálního metabolismu jako jsou: 

(1) transport substrátu z cytosolu do mitochondrií, 

(2) utilizace substrátu, 

(3) enzymy citrátového cyklu, 

(4) spřažení fosforylace s transportem elektronů, 

(5) enzymy eletronového transportního řetězce. 

MtDNA je náchylnější ke vzniku mutací než nDNA, protože je lokalizována v blízkosti vnitřní mitochondriální membrány, kde vznikají reaktivní formy kyslíku. Také není chráněna histony a nemá dostatečné funkční mechanismy pro její opravu. Současný výskyt normální a mutované populace mtDNA v organismu se nazývá heteroplasmie, mutace všech molekul mtDNA homoplasmie. 

Většina proteinů respiračního řetězce a ATP-synthasy je kódovaná nDNA a jejich syntéza probíhá v cytoplasmě, odkud je do mitochondrií transportována; jen část se tvoří přímo v mitochondriích a je kódována mtDNA. Biogeneze mitochondrií, respektive syntéza komplexů respiračního řetězce a ATP-synthasy je tedy řízena funkčním propojením dvou genetických systémů – nDNA a mtDNA. 

Mitochondriální poruchy respiračního řetězce (oxidační fosforylace) u člověka mohou být způsobeny:

(a) generalizovanou nebo tkáňově specifickou poruchou exprese nDNA  s autosomálně dominantním nebo autosomálně recesivním typem dědičnosti, 

(b) bodovými mutacemi nebo mikrodelecemi mtDNA s maternálním typem dědičnosti, rozsáhlými delecemi a duplikacemi mtDNA se sporadickým výskytem.

4.12. Cytoskelet

O cytosolu, který vyplňuje vnitřek buňky, se dříve myslelo, že je jakousi hustou homogenní „polévkou“, v které plavou organely. Dnes však víme, že obsahuje z větší části tři druhy různě tenkých vlákének o různém složení a s různými funkcemi, které se souhrně nazývají cytoskelet. Jeho funkcí je jednak udržovat (mechanicky) tvar buňky, jednak umožňovat pohyb a dále poskytovat zakotvení pro jiné buňky. 

Mikrofilamenta jsou velmi tenká vlákénka (7 nm), složená z aktinu. Aktin je v nepolymerované formě globulární protein o Mr= 43 000 a nazývá se G-aktin. Může však polymerovat („hlavou k ocasu“) a vytvářet tak vlákénka F-aktinu. 

Mikrofilamenta asociují s více než 50 proteiny. Nejznámnější z nich je myosin, vyskytující se ve svalových i nesvalových buňkách. Interakce aktinu, myosinu a ATP vytváří kontraktilní sílu. Polymerizace a depolymerizace aktinu je řízena specifickými proteiny, navázanými na aktin. 

Plasmatická membrána, respektive některé její integrální proteiny se napojují na proteiny cytoskeletu, což snižuje jejich mobilitu. U erytrocytu je jednou z hlavních bílkovin cytoskeletu   spektrin, dlouhý vláknitý protein, složený z dimeru (tj. podjednotky ( a () organizující se do tetrameru a vytvářející spolu s vlákny aktinu, tropomyosinu 
a adduktinu rigidní cytoskeletovou síť, propojenou s proteiny plasmatické membrány. Toto propojení udržuje bikonkávní tvar erytrocytu. Mutace genů pro spektrin mění vlastnosti tohoto podpovrchového cytoskeletu   a erytrocyt neudrží svůj bikonkávní tvar 
a stává se sférickým nebo eliptoidním (hereditární sférocytóza nebo eliptocytóza). 

Poznámka: Cytochalasin B je látkou,  která potlačuje uspořádání mikrofilament tím, že pokryje jeden z jeho konců. Toto vede ke změně tvaru buňky a především se potlačí buněčný pohyb. Faloidin  toxin 
z muchomůrky Amanita phalloides, uskutečňuje svůj toxický účinek inhibicí depolymerizace aktinových filament ((-amanitin, jiný toxin muchomůrky zelené, inhibuje RNA- polymerasu). 

Intermediární filamenta jsou tvořena různými skupinami proteinů, které se organizují do dlouhých tyčinkovitých útvarů, asi 10 nm v průměru. Rozlišuje se 5 hlavních tříd intermediárních filament, a to podle základního proteinové podjednotky:

· Vismetin se nalézá ve fibroblastech a v četných epitelových buňkách, kupř. v cévách

· Desmin je ve svalových buňkách
· Neurofilamenta jsou obsažena v axonech neuronů
· Gliové fibrilární kyselé proteiny jsou pak v gliových buňkách 
· Cytokeratiny, které tvoří skupinu asi 30 podtypů, jsou obsaženy v různých epitelových buňkách, a to v kombinacích pro ně charakteristických. 
Poznámka: Pomocí imunohistochemických metod (pomocí specifických protilátek namířených proti určitým proteinům intermediárních filament) lze vystopovat kupř. původ maligně transformovaných buněk a určit tak správně typ nádoru.

Patologická akumulace intermediárních filament se pozoruje u poškození některých buněk. Kupř. Malloryho tělíska neboli „alkoholový hyalin" se nalézají u alkoholiků 
v hepatocytech ale i u jiných stavů. Jsou složena převážně z prekeratinu. Neurofibrilární smotky u Alzheimerovy choroby vznikají poškozením neuronálního cytoskeletu   (obsahují neurofilamenta a proteiny sdružené s mikrotubuly). 


Cytokeratiny intermediárních filament se dělí na dva typy: cytokeratiny 9-19 (20) = typ I (kyselé) a cytokeratiny 1-8 = typ II (neutrální a bazické). V buňkách jsou organizovány jako heterodimery (CK 8/18 a CK 8/19). V procesu buněčného dělení cytokeratiny nemizí, jejich zmnožení je projevem proliferace buněk (fáze S a G2). 
U maligních nádorů v progresi (šíření do okolí, metastázy) dochází k proteolytickému odštěpování solubilních fragmentů, které se dostávají do krevního oběhu a mohou být  využity jako markery nádorové proliferace.

Mikrotubuly jsou největšími elementy cytoskeletu, o šířce 30 nm. Jsou tvořeny bílkovinou zvanou tubulin (2 typy: ( a (). Mikrotubuly jsou pak tvořeny 13 paralelními protofilamenty ((-dimerů, které jsou tak poskládány, že vytvoří dutý válec -  mikrotubulus. Poskládání jednotlivých ( a (-tubulinů v protofilamentu na sebe se děje opačnými konci; proto jsou mikrofilamenta polárními útvary, a to s plus (narůstajícím) 
a minus (začínajícím) koncem. Každá molekula tubulinu váže 2 molekuly GTP.

Funkcí mikrotubulů je participovat na intra- i extracelulárním pohybu, spojovat se s jinými proteiny jako s dyneinem a vytvářet tak kontraktilní sílu pro pohyb řasinek 
a bičíků. Mikrotubuly vytvářejí dráhy, po kterých se pohybují intracelulární váčky 
a organely. Tento pohyb vyžaduje energii poskytovanou hydrolysou ATP a je realizován proteiny zvanými molekulové motory: (a) kinesinem, který posunuje váčky z minus-konce na plus-konec mikrotubulu, a (b) proteinem MAP1C, který je podobný dyneinu 
a který posunuje váčky na opačnou stranu než kinesin. Mikrotubuly hrají též důležitou úlohu při mitotickém dělení tím, že vytvářejí mitotické vřeténko. 

Správně fungující mikrotubuly a myofilamenta jsou nezbytná pro pohyblivost (migraci) 
a fagocytovou schopnost leukocytů. Poruchy se projevují kupř. nedostatečnou odpovědí leukocytů na škodlivinu (porucha chemotaxe a fagocytózy). Defekt v polymerizaci mikrotubulů u Chédiak- Higashiho syndromu vede k defektu fúze lyzosomů  s fagosomy, a tím k nedostatečné fagocytóze bakterií. Defekt v organizaci mikrotubulů může potlačit pohyblivost spermií a být příčinou mužské sterility. Inhibice pohyblivosti řasinek na bronchiální sliznici pak znemožňuje očišťování respiračního epitelu od bakterií 
a v konečném důsledku to vede k bronchiektaziím (syndrom nepohyblivých řasinek).  

Poznámka: Některé antimitotické léky ovlivňují uspořádání mikrotubulů, a to buď inhibicí jejich polymerizace (kupř. vinblastin, vinkristin, podofylotoxin a kolchicin) nebo depolymeraci (taxol), čímž  zamezují proliferaci nádorových buněk. Kolchicin blokuje (inhibicí polymerace mikrotubulů) fagocytózu krystalků močové kyseliny bílými krvinkami.

4.13. Cytosol

Cytosol je tekutá část cytoplasmy. Obsahuje koloidní roztok mnoha enzymů, které katalyzují řadu metabolických pochodů buňky. Obsah proteinů je vysoký,  20  až 30 % cytosolu tvoří proteiny a 25 až 50% všech buněčných proteinů je v cytosolu.

Cytosol dále obsahuje inkluzní tělíska, tj hrudky nepřipojené k membráně. Hepatocyty 
a myocyty obsahují granula glykogenu, adipocyty kapénky triacylglycerolů. Oboje slouží jako zásobní substráty k získání buněčné energie. Podle některých autorů i cytosol (respektive jeho proteiny) je v  buňce organizován tj. uspořádán a lokalizován ve specifických oblastech

napojením kupř. na cytoskelet. 

4. 14. Extracelulární matrix

Klíčovým krokem v evoluci vícebuněčných organismů je schopnost buněk, udržovat mezi sebou těsný kontakt a komunikaci. Specifické proteiny na povrchu buněk umožňují jejich vzájemnou adherenci a shlukování do specifických tkání. Specializovaná spojení mezi buňkami stabilizují tuto interakci a podporují lokální komunikaci. Kromě toho tkáně obsahují různé množství  hmoty, uložené vně buněk – extracelulární matrix (EM) (=mimobuněčná základní hmota). Hlavním úkolem extracelulární  matrix je  propojit různé  tkáně těla dohromady,  udržovat  tvar   tkání   a  dále  mít  schopnost  přenášet   pohyb, ale také umožit přísun živin, elektrolytů a vody a odsun produktů metabolismu do nitra a ven z buněk. EM má důležité uplatnění v komunikaci mezi buňkami  Je málo tkání, kupř. epitelie, které jsou složeny převážně z buněk. Malé množství matrix, jako tzv. lamina basalis poskytuje u epitelií podklad pro navázání buněk na pojivovou tkáň, pod nimi ležící. Naproti tomu pojivová tkáň je složena převážně z extracelulární matrix. Extracelulární matrix je sice buňkami produkována, ale není v nich umístěna. V pojivové tkání jsou to především fibroblasty, které ji tvoří. Fyzikální vlastnosti  EM se liší podle vlastnosti a funkce příslušné tkáně. Kosti 
a zejména zuby mají EM velmi tvrdou způsobenou značnou kalcifikací. Pórovitá EM je ve chrupavce a pojivové tkáni kůže. Ve šlachách je pružná. Extracelulární matrix krve tvoří krevní plasma, která je tekutá. Struktura  a vlastnosti    extracelulární  hmoty    závisí na vzájemné proporci  rozpustných a nerozpustných  komponent. 

Extracelulární matrix tvoří nejen fyzickou podporu buněk tkání, ale působí též jako informační systém, v němž buňky mohou detekovat, koordinovat nebo vytvářet chemické signály. Transmembránové receptory jako jsou integriny přenášejí tyto signály z EM do nitra buněk. Má dále funkci nutriční (vstup živin do buněk, výstup metabolitů), obrannou (bariéra vůči pronikajícím mikroorganismům), účastní se zánětu, hojení defektů. 

Extracelulární matrix je složena ze tří hlavních typů makromolekul: (1) glykosaminoglykanů a proteoglykanů, které poskytují pojivové tkáni gelovou strukturu, (2) fibrózních proteinů (kolageny poskytující pevnost a elastiny skýtající pružnost), (3) multiadhezních molekul (kupř. fibronektin, dále laminin a nidogen), které umožňují přímé spojení buněk 
s makromolekulami extracelulární matrix. 

Glykosaminoglykany,  proteoglykany, glykoproteiny  

Tvoří formu hydratovaného gelu, který je základní substancí EM. Je to velmi různorodá skupina  proteinů, které mají  navázané cukerné zbytky. Glycosaminoglykany (GAG) mají své jméno proto, že obsahují opakující se disacharidové řetězce, v nichž jeden nebo dva cukry tvoří aminocukry (buď N-acetylglukosamin anebo N-acetylgalaktosamin). Tyto disacharidové jednotky jsou organizovány v dlouhých nevětvených řetězcích, na nichž jsou aminocukry obvykle sulfatovány. Sulfátové a karboxylové skupiny cukerných zbytků poskytují GAG silné negativní náboje. To způsobuje přitahování osmoticky aktivních kationtů jako je Na+, což vede k tomu, že do EM je vtahována voda. Důsledkem je nabobtnání a turgor. Tlak způsobený turgorem umožňuje EM působit proti silám stlačujícím tkáň. To je důležité kupř. pro chrupavku pokrývající styčné plochy kloubu. Chrupavka tak absorbuje sílu vznikající třením při pohybu kloubu (kupř. kolenního, který je velmi namáhán). Při porušení chrupavky dochází k odírání styčných ploch a poškození kloubu. 

Existují 4 hlavní typy glykosaminoglykanů:

· chondroitin-4-sulfát

· chondroitin-6-sulfát

· keratansulfát

· dermatansulfát

· heparansulfát

Obr.: Schéma struktury glykosaminoglykanu
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Byly klasifikovány 4 základní skupiny GAG na základě povahy cukerného zbytku a jiných charakteristik jako je počet sulfátových vazeb. 

 Hyaluronová kyselina  (HA)  je hlavním GAG extracelární matrix, která obklopuje migrující a proliferující buňky, zvláště v embryonálních tkáních. Je také největší komponentou komplexu proteoglykanů EM  řady tkání, jako kupř. chrupavce. Má velmi vhodné vlastnosti pro pojivovou tkáň jakým je prostředí kloubů.   Je tvořena 50 000 opakujicími se disacharidovými  zbytky: glukuronová kyselina ([1-4]  a N-acetylglukosamin ([1-3]. Četné hydrofilní  komponenty na povrchu HA váží   velké množství vody a tvoří, již při nízké koncentraci  HA  viskosní hydratovaný gel, který  je  103 -104   větší  než   vlastní   HA. To  znamená, že   HA  mezi  jednotlivými buňkami   plně  vyplňuje  prostor. Tato struktura   je schopna   bobtnání a  dává jak  určité  napětí,   tak  i různě blokuje    vzájemný  pohyb buněk.  Kromě toho  COO –   skupiny  na povrchu  váží  ionty, čímž ovlivňují  osmotický tlak.  Velké množství  vázané  vody  dává   extracelulární hmotě  schopnost odolávat kompresním silám. Naproti tomu,    kolagenní vlákna jsou  schopna odolávat napěťovým silám. HA brání adhezi. Je proto  vázaná na povrchu  migrujících buněk (receptor CD44). Ztráta   HA  či  schopnost vázat  různé komponenty a hydratace tak přispívá k vzájemnému  oddělení  jednotlivých   buněk    a  ve svém konečném důsledku to   usnadňuje  jejich   proliferaci a diferenciaci.   HA  hraje však  významnou roli i při tvorbě  svaloviny – diferenciaci myotomu: nediferencované  svalové prekursory - myoblasty, které obsahují nediferencované kontraktilní  proteiny,   se spojují a  tvoří multinukleární nediferencovaná vlákna.  Myoblasty  jsou  bohatě pokryty  HA, která brání předčasné  maturaci svaloviny – buněčné fuzi.  Teprve po  tomto, již  bez   pokrytí  HA, dochází  k tvorbě extracelulární matrix. Bylo  dále prokázáno, že   pokud je  jakkoliv blokována   syntéza  kolagenu,  potom  diferenciace   kontraktilních a regulačních proteinů svalu  je významně  zpomalena. Lze proto předpokládat, že  interakce  kolagenních  
a kontraktilních proteinů  v embryogenesi  je významný modulační faktor   prenatálního vývoje  tkání. 

Vedle HA, obsahuje  extracelulární matrix  řadu  dalších GAG – polymerů   specifických disacharidů, kde jedním cukrem je  uronová kyselina a dalším N-acetylglukosamin či  
N-acetylgalaktosamin, kdy jeden  či oba cukry obsahují   jeden ,  resp.  dva   sulfátové  zbytky. Je jasné, že  GAG  proto  obsahuje negativně nabité částice. Spolu s různými proteiny (mol. váha 20 000–400 000) dekorovanými  výše popsanými  GAG, vzniká  tak  obrovská škála kombinací. 

Glykosaminoglykany, s vyjímkou hyaluronové kyseliny, se navazují kovalentní vazbou na centrální protein a vytvářejí tak proteoglykany. Proteoglykany  jsou  velmi heterogenní skupinou, která  pokrývá  různé typy buněk; jsou nazývány  podle příslušného  GAG proteoglykan-dermatansulfát, chondroitin-4-sulfát, heparansulfát, keratansulfát, chondroitin-6-sulfát, heparin. Elektronoptické snímky ukazují, že proteoglykany mají podobu, připomínající kulatý kartáč. Spojují   v   extracelární  matrix    různé  kolageny 
a  glykoproteiny.  Heparansulfát  i chondroitinsulfát,  přes třetí  cukr  „linker“,    se   váží   na serin  (obsažený  v korovém proteinu proteoglykanu). Signální sekvence, kde k vazbě  oligosacharidu na serin  došlo,   je  SER-GLY-X-GLY, kde X může být jakákoliv aminokyselina.  Není však jasné, proč  se heparansulfát váže na toto určité místo a naproti tomu   chondroitinsulfát se váže na jiné místo; v žádném případě to  však  není  podmíněno    délkou    oligosacharidového řetězce. 

Různé proteoglykanové podjednotky se napojují prostřednictvím malých spojovacích proteinů na dlouhé vlákno kyseliny hyaluronové. Tím vzniká obrovská makromolekula, která má velikost několika milionů daltonů. Délka středního vlákna kyseliny hyaluronové se pohybuje od 400 do 4 000 nm, na něj je připojeno až 100 proteinových jader proteoglykanů s dalším množstvím glykosaminoglykanů. 

Obr.: Schéma struktury agregátů proteoglykanů s hyaluronovou kyselinou
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Proteoglykany dělíme na 2 kategorie:

(B) velké: agrekany (tvoří až 90% proteoglykanů kostní chrupavky)

(C) malé: kupř. biglykan, dekorin

Proteoglykany patří mezi důležité složky hyalinní kloubní chrupavky zajišťují: (a) hladký posun plošek s nízkým koeficientem tření, (b) pružný přenos zátěže na pohybový aparát. 

Chrupavky jsou tvořeny síťovitým uskupením kolagenních vláken, mezi nimiž jsou proteoglykany. Jejich chondroitinsulfátové skupiny a proteinová jádra specificky interagují 
s kolagenem. Pevnost v tahu chrupavek je vlastností jejich kolagenu; pružnost je dána obsahem proteoglykanů. Protažená kartáčová struktura proteoglykanů a jejich polyaniontový charakter je příčinou vysokého stupně hydratace. Při tlaku se z chrupavky vytlačuje voda, do té doby, než vzájemně odpudivý účinek nábojů zabrání dalšímu stlačování. Jakmile působení tlaku ustane, voda se opět navrátí. 
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Agrekan                  ChS
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Versikan                    ChS

/DS (20)

Dekorin                     ChS

n. DS (1)

Biglykan                    ChS 

n. DS (2)

Fibromodulin            

KS (4)

Povrch buněk

Syndekan                  

HS/

ChS 

(4)

Betaglykan                

HS/
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(2)

CD44                 

HS n. 

ChS

Glypikan             

HS

Fibroglykan               

HS

Bazální membrána

Perlekan                    

HS (3)

Mozek 

Brevikan                    ChS

/DS (3)

Neurokan                   ChS 

(7)

Cerebroglykan           

HS (5)

Intracelulárně

Serglycin                    ChS 

n. HS (8)                                        


Poznámka: Zkratky ChS=chondroitinsulfát, KS=keratansulfát, DS=dextransulfát, HS=heparansulfát; v závorce 
(x) je počet sacharidových podjednotek

Proteoglykany kromě schopnosti poskytovat EM hydratovanou substanci (gelotvorná schopnost), mají další funkce; kupř. váží signální molekuly jako jsou růstové faktory (např. FGF=fibroblastový růstový faktor). To umožňuje signálním molekulám udržet se ve specifických oblastech, v kterých se účinek signální molekuly lokalizuje nebo spolupůsobí 
s příslušným receptorem. Příkladem je FGF, který stimuluje k proliferaci různé typy buněk. Váže se pevně na heparansulfátový řetězec proteoglykanu. V této formě je rezistentní vůči degradaci extracelulárními proteasami a stává se tak reservoirem FGF. Působením proteolýzy proteoglykanového jádra nebo částečným natrávením heparansulfátového řetězce se aktivní faktor uvolní, což může být navozeno kupř. infekcí v rámci reparačních procesů. FDF se také váže na heparansulfátový proteoglykan jako tzv. syndekan, v kteréžto formě se vázaný FDF „prezentuje“ svému receptoru při proliferaci buněk. Jiným příkladem je transformující růstový faktor ( (TGF(), který se váže na jiný povrchový proteoglykan, zvaný (-glykan (TGF(-receptor- typ III). V této formě je „prezentován“ jiným receptorům, které mají aktivitu  serin/threoninkinasy, což navodí přenos příslušného signálu. 

Proteoglykany jsou také důležitou komponentou filtračního zařízení v glomerulech ledvin, kde působí jako molekulové síto v bazální membráně. 

Převažujícím komplexním proteoglykanem chrupavky je agrekan. Tvoří agregáty; obrovské makromolekuly o délce 4 (m(!) a objemu větším než je bakteriální buňka (!). Molekuly agrekanu dávají chrupavce jedinečné vlastnosti gelu velmi odolného vůči deformaci. 

Tenascin-C je vysokomolekulový (Mr ( 1 milion) hexamerní glykoprotein, jehož exprese je potlačena 
v normální, klidové, dospělé mléčné žláze, ale naopak je výrazně zvýšena zejména v periduktální tkáni preinvazívního nebo invazivního karcinomu. V tkání normální nebo benigně proliferující je tenascin C exprimován minimálně nebo vůbec ne. Z toho důvodu jeho průkaz může být velmi dobrým prognostickým markerem preinvazivního adenokarcinomu mléčné žlázy. Předpokládá se, že tenascin C se váže a reaguje 
s integrinovými receptory (jako je (1- a ((3-integrin), což jsou receptory pro signály kontrolující růst nádorových buněk a angiogenezi. Tenascin C také moduluje lokalizaci a expresi EGF-receptorů, které přímo konrolují růst. V této souvislosti se předpokládá, že tenascin C snižuje expresi s růstem sdružených genů pro cyklin D1 a c-myc v epitelové tkáni savců. Kromě toho tenascin C podporuje migraci endotelových buněk, mitogenezi a jejich elongaci; je hlavním konstituentem provizorní extracelulární  matrix obklopující nově tvořenou kapilární síť. Zdá se, že tenascin C může být vhodnou cílovou molekulou pro imunoterapii nádorů. 
V prvních pokusech s monoklonálními protilátkami proti tenascinu C se ukázalo, že mají toxický účinek na buňky maligního gliomu. Odstranění tenascin C-pozitivních nádorových buněk mělo stabilizující vliv na vývoj nádorového onemocnění. 

Kolagen  

Je to hlavní nerozpustný fibrózní protein extracelulární matrix. Patří vůbec mezi  nejrozšířenějsí  proteiny v organismu (representuje přibližně 25% všech bílkovin 
v organismu).  Vytváří trojpramennou šroubovici - jedno vlákno (( - řetězec) je  tvořeno  
300 nm dlouhou strukturou  o průměru 1,4 nm. Primární sekvence  řetězce je 
GLY-X-Y (celkem 1050 aminokyselinových zbytků) -  každá třetí  aminokyselina je  glycin,  v  sekvenci  X    je častou aminokyselinou   prolin,  v sekvenci Y je hydroxyprolin, který vzniká až  post-translační modifikací prolinu  enzymatickou reakcí  buď   prolyl-4-hydroxylasy   nebo prolyl-3-hydroxylasy,  které   mění  prolin na hydroxyprolin; pro vlastní reakci není nutný  pouze  kyslík,  ale i Fe++ ,  vitamin  C,  kromě toho  je nutné, aby  se v Krebsově cyklu  přeměnil  2-oxoglutarát   na   sukcinát. Analogickou   reakcí se  post-translačně vytvoří  na stejné Y- posici  i  hydroxylysin; reakce vyžaduje přítomnost  enzymu  lysyloxidasy.  Pokud  není dostatečný počet  prolinů   v molekule kolagenu hydroxylován (na př.  jako důsledek  nedostatku vitaminu C),  potom kolagenní helix    je   podstatně  méně stabilní. 

Bylo identifikováno dosud 19 různých typů kolagenů (typ I až XIX). Typy I, II a III jsou zastoupeny nejvíce; jejich sdružené molekuly vytvářejí fibrily. Kolagen typu IV je součástí bazálních membrán.

Základní strukturální jednotkou kolagenu je „triplhelix“ (trojitá šroubovice). Tři  řetězce  
v  kolagenu  jsou    buď identické - vzniká proto  homotrimer, případně jsou řetězce odlišné - vzniká  heterotrimer  - kde  jsou  dva identické rětězce ((1(I)(2  a  jeden  odlišný  řetězec   ((2) =  toto složení  pak charakterisuje strukturu kolagenu I. Protože   řetězce u jednotlivých kolagenů  se  liší,  je proto nutné   při popisu  jakéhokoliv   kolagennního složení   uvádět     typ  kolagenu (používá se   římských  číslic).  Kolagen  typ  I (80-90 %  všech kolagenů)     tvoří  v těle  heterotrimer    (((1(I)2 ((2)(.   Množství   dosud popsaných kolagenů  je 19; majoritními kolageny ve svalech jsou  kolageny typ  I  a typ  III (homotrimer),  kost obsahuje  výhradně  kolagen  I, chrupavky   obsahují    kolagen  typ  II (homotrimer),  kolagen  typ  IV (heterotrimer) - je  součástí bazálních membrán, ostatní kolageny   jsou minoritní; ve svalovině je to např. fibrilární  kolagen V (heterotrimer),  v chrupavkách  je to  s fibrilami asociovaný kolagen IX - tvořený třemi odlišnými řetězci nebo kolagen  XII - homotrimer.  Funkce  minoritních    kolagenů  není   za fyziologických  situací ani   při různých onemocnění dosud jednoznačně  definována.  V  srdeční  svalovině  se  v   průběhu  ontogenetického  vývoje  významně mění  poměr  kolagenu I /kolagen III.  Zatímco během embryonálního vývoje a v  rané postnatální  fázi  je   zastoupení  kolagenu III  (který  tvoří, ve srovnání s kolagenem I, podstatně jemnější  vlákna)    asi    15 %,  klesne  v dospělosti přibližně  na   5%. Množství    kolagenu   III   však  opět významně stoupá  v období vzniku   hypertrofie  myokardu (jako důsledek objemového či tlakového přetížení). 

V průběhu  maturace kolagenu   dochází nejen  ke  glykosylaci některých posttranslačně vytvořených    hydroxylysinů, ale vzniká  celá řada   příčnovazebných elementů: intra- 
a intermolekulární vazby  mezi různými aminokyselinami  v  řetězcích  kolagenu  (např.  mezi   lysiny  či histidiny). Tyto  pochody  jsou  vlastně  molekulární podstatou stárnutí  - vytvářejí se  fibrily,  které  jsou  nerozpustné  (v  0,5 mol/l kyselině  octové s pepsinem). 

Kolagenová vlákna jsou odolná vůči tahu; organizaci molekul v nich určují fibroblasty, které je také syntetizují. Mechanické síly působící na tkáň (kost) predikují jejich orientaci. Kolagenová vlákna v kosti jsou uspořádána ve vrstvách, které připomínají letokruhy na příčném řezu kmenem stromu. Pravoúhlá orientace molekul dává kosti značnou pevnost.

Elastin

Hydrofobní protein (asi 750 aminokyselinových zbytků dlouhá molekula),  který je zodpovědný  za  extenzibilitu a elastické vlastnosti tkáně (plíce, kůže, cévy),  vytváří  základní  strukturu  - tropoelastin   o molekulové váze  70 000, který nemá  triplet  GLY -X-Y (popsaný  u  kolagenu), i když  obsah prolinu a  glycinu je relativně vysoký, netvoří však ani  trojpramennou šroubovici, není ani glykosylován, nemá ani hydroxylysinové zbytky, množství hydroxyprolinu je velmi malé.    Agregace tropoelastinu    se děje    pomocí  příčnovazebného  elementu – desmosinu. Elastinová vlákna  jsou pokryta mikrofibrilami, tvořených různými  glykoproteiny – fibrilin je  pravděpodobně nejdůležitější, jeho mutace  vede k  Marfanovu syndromu.   

Obr.: Schéma struktury elastinu při stlačení a při tahu
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Multiadhezní proteiny matrix a jejich povrchové buněčné receptory 

Hlavním adhezivním proteinem pojivové tkáně je fibronektin. Jde o velkou molekulu, složenou ze 2  polypeptidových řetězců spojených na C-konci  disulfidovými vazbami, uspořádanou do několika (6) globulárních domén. Každý řetězec je asi 60-70 nm dlouhý a 2-3 nm tlustý. Bylo rozlišeno na 20 různých fibronektinových řetězců. Každá z domén má specifické vazebné místo pro interakci s integriny na povrchu buněk, s denaturovanou formou kolagenu, s fibrinem a sulfatovanými proteoglykany. 

Obr.: Schéma struktury řetězce fibronektinu
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Fibronektin je navázán k buňkám prostřednictví velkého transmembránového glykoproteinu - fibronektinového receptoru. Tento receptor, podobně jako lamininový receptor patří do velké rodiny integrinů. Cytoplasmatická část integrinu reaguje s cytoskeletem, čímž dochází 
k propojení cytoskeletu buňky s filamenty extracelulární matrix. Fetální fibronektin je také důležitý pro migraci buněk. 

Laminin je adhezivní molekula specifická pro bazální laminu. Je složen ze 3 polypeptidových řetězců (A, B1 a B2) propojených vzájemně (pomocí disulfidových vazeb) do tvaru kříže se třemi vazebnými doménami (pro kolagen, pro heparin a pro buňku). Má relativní molekulovou hmotnost 820 000 a vysokou afinitu k jiným složkám bazální laminy.
Obr.: Schéma struktury lamininu


[image: image26.wmf]A

-

řetězec

B2

-

řetězec

B1

-

řetězec

doména pro kolagen

doména pro heparin

doména pro buňku


Bazální laminy obsahují společnou sadu proteinů a glykosaminoglykanů: kolagen typu IV, heparansulfát-proteoglykan, nidogen a laminin. Bazální lamina je též nazývána matrix typ IV. Tvoří podpůrnou komponentu  epitelových buněk, regenerujících hepatocytů a endotelových buněk krevních kapilár. 

Nidogen je další protein bazální laminy. Jde o molekulu tyčinkového tvaru, o Mr = 158 000, s třemi globulárními doménami. Váže se pevně k lamininu, ale také ke kolagenu typu IV 
a k proteoglykanům; toto spojení umožňuje sesíťování laminy. 

5. VÝVOJ BUNĚK (ORGANISMŮ)  A JEJICH OBECNÉ VLASTNOSTI

I když vzhled buněk i jejich chování (funkce) se vyznačuje velikou rozmanitostí, jejich základní složení a biochemické pochody v nich probíhající jsou velmi podobné. Všechny buňky mají schopnost růst, diferencovat se, jsou schopny se v určitém stadiu dělit (rozmnožovat) a přeměňovat určitou formu energie v jinou. Osud každé buňky je předurčen genetickou informací, pracující na stejném principu realizace primární struktury DNA, tj. trojice purinových/pyrimidinových bazí – triplety, kodóny určují sled aminokyselin v polypeptidovém řetězci proteinů. Z toho je zřejmé, že život na této planetě vznikl ze společného buněčného prapředka, z kterého se vyvinula jak prokaryota tak eukaryota. 

Buňky v dospělém organismu jsou v rovnovážném stavu. Informace v DNA řídí konstantně tvorbu řady specializovaných proteinů, tyto proteiny plní svoji funkci, která je nutná pro základní i specializovanou činnost buňky;  po určité době jsou odbourány a nahrazeny novými. Tato zdánlivá konstantnost je předurčena vývojově daným způsobem existence buněk (organismu). V průběhu času se však mění jak pod vlivem vlastních potřeb a podle vložených informací, tak podle okolních podmínek. Kupř. když jíme, hepatocyty se přizpůsobí celým svým aparátem zvýšené potřebě látek pro trávení a zažívání. Nebo jiný příklad: Při dostatečné stimulaci určité dráhy v mozku, nervové buňky na to odpoví vytvořením specifické RNA, kódující proteiny, které v buňce navodí změny, které jsou součástí paměťové stopy. Další aspekt celulární dynamiky spočívá v tom, že buňka, která už neroste (klidové stadium), může začít opět růst a dělit se, kupř. jako reakce na externí regulační signál nebo jako odpověď na odblokování interního inhibitoru (kupř. růst svalových buněk při opakované zvýšené tělesné námaze nebo pomnožení červených krvinek ve vysokých horách). Nežádoucí však může být proliferace buněk maligně transformovaných. K velmi dramatickým změnám dochází při růstu a diferenciaci oplozeného vajíčka. Rovněž buňky imunitního systému jsou příkladem velmi pestrých změn, navozených antigenní stimulací. 

Životnost buněk se také diametrálně liší: od několika hodin nebo dnů až po měsíce a léta, dokonce některé přetrvávají celý život jedince a nejsou schopny replikace.
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Tři cesty řízení aktivního transportu
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Tři typy transportu přenašečovými proteiny
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Sodno-draselná pumpa
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Typy a lokalizace proteoglykanů



Umístění                                      Název                                  Složení

Extracelulární matrix       Agrekan                  ChS/KS (100+)

                                           Versikan                    ChS/DS (20)

                                           Dekorin                     ChS n. DS (1)

                                           Biglykan                    ChS n. DS (2)

                                           Fibromodulin            KS (4)

Povrch buněk                   Syndekan                  HS/ChS (4)

                                           Betaglykan                HS/ChS (2)

                                           CD44                          HS n. ChS

                                           Glypikan                    HS

                                           Fibroglykan               HS

Bazální membrána           Perlekan                    HS (3)

Mozek                                Brevikan                    ChS/DS (3)

                                           Neurokan                   ChS (7)

                                           Cerebroglykan           HS (5)

Intracelulárně                   Serglycin                    ChS n. HS (8)                                        
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ATP-syntáza je zařízení pro zpětné spřažení, které převádí energii gradientu elektrochemického potenciálu protonů na energii chemické vazby nebo naopak. 
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