Kvasinkova bunka



Kvasinky patri mezi houby — Mycota

Kvasinky jsou jednobunecné houby s podobnou organizaci
jako buriky ZivoCichu a rostlin. Obsahuji jadro s
chromosomy a déli se mitdzou, jsou to tedy eukaryotické
bunky
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Historie poznavani kvasinek

1680 Antonie van Leeuvenhoek pozoroval kvasinky pomoci
primitivniho mikroskopu

1818 Friedrich Erxleben postuloval, ze kvasinky jsou zivé organizmy

1825 Charles Cagniard de la Tour a Theodor Schwann nezavisle
zjistili, ze se vinné kvasinky mnozi pucenim

1837 Julius Meyen pouzil oznaCeni Saccharomyces (cukerné houby)
pro pucici kvasinky

1870 Louis Pasteur postuloval, Ze fermentace je proces poskytujici
bakteriim a kvasinkam energii za anaerobnich podminek

1888 Emil Hansen vypracoval metodu na izolaci Cistych kvasinkovych
kultur

1890 Hermann Muller-Thurgau zaved| inokulovanou fermentaci mostu



Historie poznavani kvasinek

1918 Karel Kruis a Jan Satava publikovali fotomikrografie kvasinek.
Popsali sporulaci kvasinek a spajeni spor, vznik velkych bunéek
(diploidnich) a trpasliCich (haploidnich)

1935 Ojvind Winge obijevil, ze diploidni kvasinky pochazi z haploidnich
askospor

1943 Carl Lindegren objevil dva parovaci typy u Saccharomyces
cerevisiae, a a a a vysvétlil zivotni cyklus

1955 prvni ultratenkeé rezy kvasinkovych bunek
1963 freeze-fracturing kvasinkovych bunék

1978 Gerald Fink a spol. transformovali Saccharomyces cerevisiae -
- prvni eukaryotickou bunku - plasmidovou DNA

1996 André Goffeau a spol. publikovali sekvenci genomu
Saccharomyces cerevisiae



Fazovy kontrast

Mikroskopie |
v prochazejicim svetle®
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Skenovaci elektronova mikroskopie

Po oddeleni dcefinné bunky
zUstava na povrchu materské
bunky jizva po puceni, na novée
bunce jizva zarodecCna
(genetika starnuti, 20-30 jizev)

Materska bunka s vyrulstajicim pupenem
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Povrch plasmatické membrany S. cerevisiae
odhaleny technikou mrazoveho lamani (brazdy)
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Elektronova mikroskopie
ultratenkych fezu — po Setrné
fixaci, kontrastovani a zaliti do
pryskyric se ultramikrotomem
kraji tenke rezy — tloustky 40 nm
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Struktura jadra kvasinkoveé bunky

SPB spindle pole body — proteinovy komplex v jaderném obalu, ktery organizuje tvorbu
déliciho vieténka a v telofazi se na né&j upinaji centromery chromosomu

CEN centromera chromosomu

TEL telomery chromosomu

Cytoplasmic
microtubule

Mother cell Spindle-pole body ' Spindle-pole body

(daughter-bound) (mother-bound)



Technika ultratenkych rezu dovoluje studovat i jemnou
strukturu déliciho vieténka, které je u kvasinek uvnitr jadra

iz




Ultrastruktura SPB (spindle pole body) s jadernymi a cytoplasmatickymi mikrotubuly




Cytoskelet kvasinkové bunky:

sit' vlaknitych proteinu aktinu a tubulinu, ktera
-generuje tvar bunky — morfogenezi
(kulaty, ovalny, vretenovity, triangularni,
cylindricky, vlaknity atd.)

- odpovida za polaritu klidové i rostouci
bunky

-zajist'uje topologii organel v cytoplasme
-umoznuje pohyb organel v cytoplasme



Aktin je organizovan do vlaken a do granul (patches)
vlakna se podili na polarite bunky, reguluji pohyb sekrecCnich
vacku a podili se na cytokinezi

granula aktinu jsou angazovany do mechanizmu sekrece a
endocytozy

Tubuliny (alfa a beta) vytvari mikrotubuly (MT), které vychazi
ze SPB (spindle pole body), téliska v jaderném obalu.

V nedélici se bunce jsou MT radialné usporadany v
cytoplasme a zajistuji polohu jadra.

V prubéhu mitdézy MT vytvafi vnitrojaderné délici vieténko —
spindle, ktere realizuje karyokinezi — oddeleni dcerinych
jader



Cytoskeletalni struktury kvasinkoveé bunky

S. cerevisiae Sch. pombe Sch. pombe mikrotubuly
aktin —
@ S = =
© .:,_;.\ - — _
-;,,_ @ il >
£

T
wL ('\Nﬁ

Mitosis

e e\
“\ F-actin cable or filament © Actin patch O Actomyosin ring =

® Spindle pole body Spindle



B ‘_ / _o8
!
" b * »
’ =\ . .. -
tan” P
Fluorescencni mikroskopie
cytoskeletalnich struktur — pomoci ’
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Sekrecni draha a endocytoza
(vesikularni transport)



Charakteristika pojmii: endocytéza pinocytoza (tekutiny)-
fagocytoza (pevné latky)
exocytodza (sekrece) regulovana - konstitutivni
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Sprazeni exocytozy a endocytozy



Integrace sekrecni drahy a endocytozy: tok membran

Proteiny syntetizované na ER jsou transportovany pies GA do sekrecnich vesiklu,
které splyvaji s PM nebo lyzosomy/vakuolou. Plocha PM se zvétSuje o povrch
sekrecnich vesiklu.
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Integrace sekrecni drahy a endocytozy: tok membran

Plasmaticka membrana se vchlipuje do cytoplasmy, odstépuje se endosom a splyva
s lyzozomem/vakuolou. Vchlipovanim méchytkii se plocha PM zmensSuje.
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Integraci sekrecnich vesiklli se povrch PM zvétsuje, odStépovanim endosomli se plocha PM redukuje.
Rozmér povrchu buiiky se tedy neméni. Membranovy materidl tak neustale prochazi vSemi kompartmenty
— tok membran



Zacatek sekrecni drahy: syntéza proteint na ribosomech,
vazanych na povrch membran endoplasmatickeho retikula.

Syntéza sekrecniho proteinu zaCina na cytoplasmatickych ribosomech. Po

vytvoreni sSe na ni navaze castice, komplex se
dostane na na povrchu ER, SRP se uvolni a ribosom se pfesune

na Syntéza proteinu se obnovi, polypeptid je vSak nyni
translokovan do lumina ER.
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Translokace proteinu do lumina ER
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Proteiny uvnitr ER jsou glykosylovany:

Oligosacharid, obsahujici 14 monomeru, se syntetizuje na
dolicholu a pak se navazuje na aminoskupinu asparaginu

KEY:

‘ = glucose
‘ = mannose

@ = N-acetylglucosamine

NH,

CYTOSOL

ER LUMEN

growing

ﬁ% polypeptide chain
‘: oligosaccharide g
lipid-linked protein transferase

oligosaccharide

Figure 15-23 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)




Posttranslacni modifikace v Golgiho aparatu

Glykoproteiny, které jsou nyni v
cisternach ER se (zabaleny v
membranovych méchytcich)
dostavaji do GA, kde se, opét v
méchyicich, pfesouvaji z jedne
cisterny do dalsi a jejich molekuly
jsou chemicky upravovany. Z GA
pak putuji, zabaleny v méchyftcich,
do lyzosomu (vakuoly) nebo do
plasmatické membrany
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Golgi a

Endoplasmic Protein synthesis
reticulum

=

Phosphorylation of
lysosomal oligosaccharides

Removal of mannose and
addition of N-acetylglucosamine

Addition of Gal and
N-acetylneuraminic acid

Glycosylated proteins are
then sorted and shipped by
the Golgi apparatus to the
plasma membrane, lysosomes,
and secretory vesicles.




Jak je kontrolovan postup sekrecniho
produktu po sekrecni draze?

U kvasinek S.cerevisiae byly
detekovany geny, jejichz

produkty jsou potrebné pro
prubéh sekrece. Mutaci téchto
genu je blokovana sekrecni
draha v miste, kde schazi genovy
produkt

Randy Schekman



Jak se izoluji sec mutanty?

teplotne senzitivni mutanty

Golgi secretory
ER apparatus  vesicles

X

secretory mutant A

secretory mutant B

protein destined

for secretion normal cell
protein accumulates protein accumulates

protein secreted in ER in Golgi apparatus

Figure 15-30 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)
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SekreCni mutanta S. cerevisiae
sec 7/
Transfer z 25 °C do 37 °C



Sekrecni mutanty S. cerevisiae:
sec 1

22,23

25 0C —» 37 °C .




Proteiny, potiebné k exocytdze sekre¢niho vacku (post-Golgi
secretory vesicle), definované na zakladé genetické analyzy
sekrecnich mutant kvasinek

Vpslp je dynamin-like GTPasa a Vps4p je AAA-type ATPasa
zprostfedkujici puceni vezikul (Candida albicans)
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Endocytoza: invaginace plasma-tické membrany, na jejiz receptory jsou navazany
makro-molekuly z okoli bunky

Organizace molekul, které tidi misto tvorby receptorove jamky a odsStépeni
endosomu od plasmatické membrany: molekuly clathrinu vytvati kolem
vchlipujiciho se méchyrku ,.klicku® , na jejim povrchu pak polymerizuji vlakna
aktinu, ktery spolu s myozinem pomaha odstépeni endosomu a jeho pohybu do
cytoplasmy

a Endocyhc site initiation lnvagination and scission Robase
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ELM obrazek izolovanych endosomu, pokrytych klatrinovou ,,kleci
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