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Centralna dogma molekularnej bioldgie hovori
O smere prenosu genetickej informacie

DNA — RNA — protein

L

funkcia funkcia

Ako je geneticka informacia interpretovana
bunkami zavisi aj od toho, akym signalom su
vystavene.



Metaforou centralnej dogmy je dekddovanie
digitalneho zaznamu
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Tato metafora vsak nedokaze vysvetlit
,viacvyznamovost“ genetickej informacie
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Interpretacia kddovanej instrukcie je zavisla od
kontextu




Bunky su pod neustalym vplyvom roznych signalov

Sadava a kol. (2007). Life: The Science of Biology. Sinnauer Ass.



Zdrojom tychto signalov je Casto vonkajsie
prostredie

Sadava a kol. (2007). Life: The Science of Biology. Sinnauer Ass.



Zdrojom tychto signalov je Casto vonkajsie

prostredie
Kava 180 mg / pohar
Caj 90 mg / pohar
Kola 50 mg / pohar
Cokolada 20 mg / pohar




Signaly z vonkajsieho prostredia ¢asto imituju
dblezité chemikalie produkované nasimi bunkami
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Bunkoveé signaly su esencialnym nastrojom pri
rozhodovani buniek o ich dalSom osude

Vonkajsie faktory: Delenie

Zivin

Rastgve faktory Kludové stadium
Teplota /

Vnutorné faktory: Diferenciacia
/

Stadium bunkového cyklu
Genotyp

——— Starnutie
Poskodenie DNA

Metabolicky stav
Bunkova linia

~ Apoptodza



Gap junctions zabezpecuju priamu komunikaciu medzi

bunkami Plazmatické membrany
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Sadava a kol. (2007). Life: The Science of Biology. Sinnauer Ass.



Existuju viaceré formy medzibunkovej signalizacie

(A) Zavisla od kontaktu

Signal

o

Receptor




Existuju viaceré formy komuniacie medzi bunkami

W Zavisla od kontaktu (B Parakrinna / autokrinna
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Formy bunkovej komuninacie je mozné prirovnat k
nasledovnym formam komunikacie medzi ludmi:

+ Telefonicka konverzacia SYNAPTICKA
- Rozpravanie s ludmi na recepcii PARAKRINNA
+ Vlyhlasenie v rozhlase ENDOKRINNA

Rozpravanie samého (samej) so sebou AUTOKRINNA



Mnohobunkové tela produkuju velky pocet ligandov, ktoré
prostrednictvom véazby na receptor specificky ovplyvnuju cielové

bunky
Tvorba neurénov Rast axénov a dendritov Tvorba synaps
® —ﬂ
JE
@ .




Aka je chemicka povaha signalu indukujuceho rast neurénov?

Rita Levi-Montalcini (1909-2012)  Paola Levi-Montalcini (1909-2000)




Chemicky signal stimuluje rast neurénov

Kontrola +signal



Rastove faktory sa podiel'aju na navigacii neurbnov
pocas neurogenézy

dendrit telo b. axon r. vrchol

100um

Flurescencne zafarbeny aktin



Rastove faktory sa podiel'aju na navigacii neuronov
pocas neurogenézy

CHEMOATRAKCIA



Bunkoveé signalne dranhy maju niektore univerzalne
vlastnosti

Ligand (prvy posol)
Receptor

Efektor

Druhy posol
Signalny prenasac

Specificita
Jednoduchost
Kaskadovy charakter
Amplifikacia (1—108)
Robustnost
Sietovanie




Afinitu interakcie ligand-receptor vyjadruje Ky

Specificka vazba

napr. Inzulin: Kp = 14 nmol.dm
Pocet IR: 33,000 na bunku

[H3] naviazany ligand (cpm/mg protein)
|

| | |
Koncentracia ligandu



Zmeny v kinetickych parametroch vazby ligandu na receptor
mozu mat zavazné fyziologické nasledky:
Kennedyho choroba (spinalna a bulbularna svalova atrofia)
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Kennedy et al. (1968). Neurology. 18: 671-680.



Zmeny v kinetickych parametroch vazby ligandu na receptor
mozu mat zavazné fyziologické nasledky:
Kennedyho choroba (spinalna a bulbularna svalova atrofia)

Ky (normal) = 0.19 +/-0.06 nmol.dm
Ky (pacient) = 0.34 +/-0.17 nmol.dm™3

MaclLean et al. (1995). J. Clin. Endocrinol. Metabol. 80: 508-516.



Poznanie kinetickych parametrov vazby ligandu na receptor su
dolezité pre vyvin dolezitych farmakologickych latok

Ligand — agonista- antagonista
adrenalin — isoproterenol - alprenolol

Kp./ odpoved:

Adrenalin; 5x106 M /TcAMP
Isoproterenol: 0.4x106 M /TcAMP
Alprenolol: 0.0034x10° M /---cAMP



Vazba ligandu na receptor indukuje v bunke
sériu reakcii



Jednou z tychto reakcii je produkcia nizkomolekulovych latok, tzv.

druhych poslov
EXPERIMENT

HYPOTEZA: Nizkomolekulové latky rozpustné v

cytoplazme participuju na prenose bunkového
signalu

METODA
Cytoplazma
obsahuje Membrany
neaktivny obsahuiju
efek’torovy receptor
enzym

Y

Sadava a kol. (2007). Life: The Science of Biology. Sinnauer Ass.



Jednou z tychto reakcii je produkcia nizkomolekulovych latok, tzv.

druhych poslov EXPERIMENT

VYSLEDOK
, Aktivny efektorovy enzym je pritomny v cytoplazme

ZAVER: Rozpustna nizkomolekulova latka (druhy
posol) je produkovany v bunkach osetrenych
horménom a aktivuje efektorové enzymy v

cytoplazme

Sadava a kol. (2007). Life: The Science of Biology. Sinnauer Ass.



Cyklicky adenozin monofosfat (CAMP)
Je typickym prikladom druhého posla

AC-adenylyl cyklaza
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Sadava a kol. (2007). Life: The Science of Biology. Sinnauer Ass.



Dalim typom reakcii spustanych v bunkovych
signalnych drahach su r6zne typy reverzibilnych
modifikacii proteinov

Fosforylacia (-PO,3)
Metylacia (-CH,)
Acetylacia (-COOQO")

http://selene.princeton.edu/PTMCuration/



Fosiorylacia je Katalyzovana enzymami

nazyvanymi kinazy

kindza

ATP + X —~— X-
A

DP

P

X: F{ fosfataza
Cukry |
Polynukleotidy v

Inozitolovy kruh u fosfolipidov X

Ser, Thr, Tyr, His, Arg
zvysKky na proteinoch



NajCastejsie sa vyskytujuce fosfo-aminokyseliny

Fosfoserin Fosfotreonin Fosfotyrozin

Fosfohistidin pe

ne

line (@) e -0-P-0O-




Fosforylacia moze dramaticky zmenit biochemické
vlastnosti modifikovanych proteinov

isocitrat dehydrogenaza



Jeden ligand m6ze indukovat viac typov bunkovych odpovedi

Odpoved 1 Odpoved 2  Odpoved 3 Odpoved 4 Odpoved 5



Jeden ligand moze Indukovat viac typov bunkovych odpovedi

(A) Kardiomyocyt

iy

acetylcholin

ZNIiZENIE RYCHLOSTI A
INTENZITY KONTRAKCIE

(B) Sekre¢na bunka slinnej Zl'azy

receptor

SEKRECIA

(C) Bunka prie¢ne-pruhovaného svalu

KONTRAKCIA

(D) acetylcholin
O CHi3
H3C—(|TI—O—CH2—CH2—.|N+— CH3
(|,TH3



Jeden typ receptora je vyuzivany na rézne ucely
Priklad: svetlo, chut, ¢uch




Dictyostelium discoideum —
jednoduchy model bunkovej diferenciacie

https://www.youtube.com/watch?v=5h8WOWEqP60



Dictyostelium discoideum —
jednoduchy model bunkovej diferenciacie

agregacia ,Slimak®




Koordinovane spravanie buniek u Dictyostelium discoideum je

zabezpetované vdaka ich schopnosti qrn)era’[’ bunkovu hustotu
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Signalna siet zodpovedna za agregaciu Dictyostelium obsahuje
niekolko spatnovazobnych interakcii
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Analyza sieti je dOlezita pre detailné pochopenie
fungovania zlozitych systemov
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Detallny popis bunkovych signalnych dranh pomoze moaelovat

virtualne bunky _
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Na tychto linkach je mozné pozriet si kratke videa ilustrujice niektoré z
experimentalnych technik vyuzivanych pri studiu bunkovej signalizacie:

http://www.ibiology.org/ibioeducation/exploring-biology/cell-bio/signaling/ten-craziest-
things-cells-do.html

http://www.cellsignal.com/contents/resources-applications-western-blotting-amp-

immunoprecipitation/western-blotting-protocol-video/wb-protocol-video/
http://www.jove.com/video/2359/western-blotting-sample-preparation-to-detection

http://www.jove.com/video/3495/assaying-the-kinase-activity-of-Irrk2-in-vitro

http://www.jove.com/video/3203/imaging-estrogen-receptor-rat-pial-arterioles-using-
digital

http://www.jove.com/video/51285/profiling-of-estrogen-regulated-micrornas-in-breast-
cancer-cells

http://www.jove.com/video/51809/determination-protein-ligand-interactions-using-
differential-scanning



