Ultrastruktura komorki
Mikroskopia elektronowa



ETAPY PREPARATYKI
W MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ TRANSMISYJNEJ
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Pobieranie zywej tkanki i

Dociecie fragmentow przeznaczonych l
do utrwalenia '

Utrwalanie np. w glutaraldehydzie g

Ptukanie tkanki w buforze

Utrwalanie i kontrastowanie w czterotlenku osmu



Ptukanie tkanki w buforze

Odwadnianie w alkoholach o wzrastajgcym stezeniu

Przepojenie tkanki niepolimeryzujacg zywica

Zatopienie w zywicy epoksydowej polimeryzujgcej w 609

Spolimeryzowany bloczek zywicy

Bloczek przygotowany do krojenia L 4

Krojenie i zbieranie skrawkow na siatki miedziane

Kontrastowanie skrawkéw solami metali ciezkich
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Reagowanie utrwalaczy i substancji kontrastujacych
z podstawowymi sktadnikami komorki

Kwasy biatka fosfolipidy | polisacharydy | ttuszcze
nukleinowe
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Transmisyjny (TEM) Skeningowy (SEM)
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Ernst August Friedrich Ruska

1931 — 1933 — pierwszy mikroskop
elektronowy

1939 — pierwszy komercyjnie dostepny
mikroskop elektronowy, skonstruowany w
zaktadach Siemens-Reiniger-Werke AG -
'Siemens Super Microscope’

1986 — Nagroda Nobla wraz z Gerdem
Binnigiem i Heinrichem Rohrerem



3 MYV Ultra-High Voltage Electron Microscope

Model : H-3000 Height : 13,5 m Weight : 140 tons



Transmisyjny (TEM) Skeningowy (SEM)




KOMORKA

- najmniejsza jednostka strukturalno-

czynnosciowa organizmu

- bogatoelektrolitowy, wodny roztwor biatek,
weglowodanow, kwasow nukleinowych,
oddzielony od otoczenia mieszaning
fosfolipidow

Komérka - Tkanka - Organizm (50 trylionow)



SCHEMAT BUDOWY KOMORKI




Btona komoarkowa

Extracellular
fluid

The plasma membrane.

FIGURE
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Fosfolipidy
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Asymetria btony

Floppase Flippase Scramblases
Phospatidylcholine Phosphatidylethanoclamine Any lipid
Sphingomyelin Phosphatidylserine
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Cholesterol i tratwy lipidowe

Transmem brane proteins
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Glikokaliks

Glycocalyx
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tadunek btony

(a) Resting potential

0mv
+40

Extracellular fluid

K* channel Na* channel




mate czasteczki O
hydrofobowe €O,
N,
benzen
mate czasteczki H,O
polarne glicerol
bez tadunku  etanol

wieksze czasteczki aminokwasy

polarne glukoza
bez tadunku nukleotydy
H*, Na*
jony HCO,', K*
Ca?*, CI-

M g2+




transported molecule

. /m. carrier

protein | protein t
lipid ;
bilayer ;
’ S
simple channel- carrier- i e
diffusion mediated mediated
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PASSIVE TRANSPORT  ACTIVE TRANSPORT

Figure 12-4 Essential Cell Biology, 2/e. (& 2004 Garland Science)
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Transport aktywny pierwotny

Sodium-Potassium Pump
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Transport aktywny wtérny - symport

N,

SGLT1/2

Na*

Glucose
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Transport aktywny wtdrny - antyport

Extracellular space

Na'/Ca* Na‘'/H*
exchanger exchanger
NCX NHE
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Endocytosis




Typy endocytozy

Endocytosis
Phagocytosis Pinocytosis Receptor-mediated
endocytosis
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ENDOSOMY

Btoniaste struktury cytoplazmy przybierajgce ksztatt
zbiornikéw i cewek, powstajg z pecherzykdéw endocytarnych

Biorg udziat w endocytozie, segregacji i transporcie czgsteczek




Pecherzyki optaszczone

Coated Vesicle Coat Proteins* Origin Destination
Clathrin Clathrin, AP1, ARF TGN Endosomes
Clathrin Clathrin, AP2 Plasma Endosomes
membrane
COPI COPI, ARF Golgi ER or Golagi
apparatus apparatus
COPII COPII (Sec13/31 ER Golgi
and Sec23/24), apparatus
Sarl
Caveolin Caveolin Plasma ER?
membrane

* ARF designates ADP ribosylation factor 1; AP1 and AP2 designate
different adaptor protein complexes (also called assembly protein
complexes).



Przedziaty endosomalne

Membrane trafficking
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SZORSTKA SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA

wystepowanie: wszystkie komorki jadrzaste (-
plemnik)

Szczegolnie obfita: komarki plazmatyczne,
komarki trzustki - bogata synteza biatek na

funkcja: synteza biatek

!

pecherzyki wydzielnicze (COP)

aparat Golgiego
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GLADKA SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA

funkcje:

n,

ow (wgqtroba - lipidy lipoprotei
k, jgdro - hormony steroidowe)

nadnercza, jajni

* metabolizm ttuszcz
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* detoksykacja szkodliwych metabolitow i ksenobiotyko

a,

hydroksylacja, dealkilacja, dehalogenizacj
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* gromadzenie i magazynowanie Ca** (kalsekwestryna
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Lysosome Structure

LIZOSOM Vembrane

Enzyme .
Comexes Figure 1

Btona lizosomow: * pompa protonowa (pH 5)

* przepuszczalna dla produktéw hydrolaz

Zawartosc: proteaza, lipaza triacyloglicerylowa,
glikozydaza, nukleaza, fosfataza, sulfataza

Funkcja: trawienie wewnatrzkomadrkowe



LIZOSOM — mannozo-6-fosforan

.-P P-. P -pP
GleNAcP transferase UCE [ cis Golgi ]
UDP-GlcNAc

protein protein protein

—

binding to the M6P receptor; traversal
of the Golgi; translocation to lysosome
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phosphatase
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LIZOSOM -
kontrola pH

) plasma early
membrane endosome ECV/MVB

late
endosome

lysosome

—

H* |
(pH) ~7.4 ~6.2 ~5.5 5.0-5.5 46-5.0
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Autofagolizosom

Phagophore

Cytosolic proteins
and organelles

Autolysosome



LIZOSOM - ciatko resztkowe, lipofuscyna

_Exocytosis

Lipofuscin
pigment granule

Residual
body

Lysosome
Transport vesicle

with lysosomal P4
enzymes = :’ Autophago-
Golgi lysosome
complex

Forming

autophagic - ER

vacuole
: Mitochondria‘




PROTEASOM

20S Proteasome

Ubiquitinated
protein

a—Subunits\

Catalytically
active
}—subunits
(chymotryptic
tryptic and
PGPH activities)

ATP ;

Heptameric rings

26S Proteasome

+ ATP

® Recycled
o .‘ubiquitin

19S Regulatory
subunit:
substrate recognition
protein unfolding and
removal of ubiquitin

e ®
Small
peptides



PEROKSYSOM

Peroxisome
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Zawierajq: katalaze, oksydaze D-aminokwasoéw,
oksydaze moczanowg




Mitochondrium

Ribosome

e

" N

Miatiii ATP synthase

Intermembrane
space

Granules

Inner membrane

Outer membrane

Cristae junction



Funkcje mitochondrium:

1. Produkcja ATP
2. Apoptoza
3. Produkcja ciepta

; ) Amino Acids
GI]/:,erul Amino Acids Amino Acids Fatty Acids
w J, \L
Glucose —( GLYCOLYSIS Pyruvate Acetyl Cah ' AP
% [ ELECTROMN TRANSPORT S"I"STE“]
(,-"—'___“‘q — )
ADP ATP - ca, Yy N AT
d 1 DZ H 20

ADP ATF

ATP Production Pathways

Frami Boumphray M.0. 2009



Mitochondrialne DNA

12S Px Control Region (from possons 16 024 © 576)
i Comprises:

HV1 (from posons 16 024 © 16 365)

HV2 (from posions 73 1o 340)

HV3 (from posons 438 1o 574)

A
ND2 37 genes NDS

L(cum)
S(AGY) ] rRNA

g(ucn) . Complex |
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tancuch oddechowy i syntaza ATP
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Termogenina (UCP-1) — produkcja ciepta

COUPLING UNCOUPLING
Oxidative phosphorylation Proton leak
H" b e Heat
H ‘l’:-
HY 5 H* s )
A H* [ bl
Intermembrane H H*
space I
Mitochondrial | m
innexr I v
membrane
Matrix Electron transport chain

ADP+Pi CZE D ATP
H* H

ATP synthesis
Figure 1. UCP1 location and function in the mitochondrial respiratory chain (MRC). Numbers |-V corresponds to the MRC complexes. ATP-synthase is
the fifth complex of the MRC. During respiration, protons are pumped through the MRC complexes. and a proton gradient is generated. The energy of

the proton gradient drives the synthesis of ATP by the ATP-synthase complex. UCP1 catalyzes a regulated re-entry of prolons into the matrix, uncoupling
the MRC and, consequently, reducing ATP synthesis and generating heat.
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BIALKA CYTOSZKIELETU

- MIKROFILAMENTY

(Miofilamenty aktynowo-miozynowe)
- FILAMENTY POSREDNIE

(Laminy jadrowe, neurofilamenty,
keratyny)
- MIKROTUBULE
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Filamenty aktynowe
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Filamenty aktynowe — inicjacja
polimeryzacji

Spontaneous nucleation
0o — 8 «~ & — o
Formins — Q O
o — & — @ — IHHW).
Half of FH2 dimer |

Flexible linker

Arp2/3 complex




Biatka wigzgce aktyne (ABP - actin binding proieins)

0 Actin nucleators

Jgaeﬂdﬂddava

0 F-actin stabilising and regulatory proteins
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@ Myosins

Q G-actin polymerisation/ ACTIN
F-actin depolymerisation regulators BINDING
Profilin, Thymosin B4, Cofilin PROTEINS

polymerisation
Q?}:’ 0:.\%... mre——
monomer- G-actin depolymerisation

sequeslering  monomers
proteins

9 Capping and severing proteins

CapZ, Gelsolin (/.';w
%-»

) Anchoring actin filaments
to the plasma membrane
Talin, Kindlin, ERM proteins
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O Bundling and crosslinking proteins
Fascin, Filamin, a-actinin

B3 e



Struktury komdérkowe wytwarzane przez filamenty aktynowe

(v) nano-cluster
formation

(vi) picket fen

ce
PS-actin i
. : @

(vii) cell fusion

(i) bleb
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(iv) endocytosis /" * ; Rac
o : PP\ L

™ V4 (ii) filopodium
LY 4 .

-

(viii) invadosome

%~f 3 \\\\\ (ix) stress fiber
“‘_._Q) ”,: — T L
e —

S5




A. Myosin |

Typy miozyn

C. MyosinV




spectrin cross links

B microvillus

actin
== filament
bundle
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FILAMENTY POSREDNIE

typ | - kwasna keratyna - NABLONEK
typ Il - obojetna i zasadowa keratyna - NABLONEK
typ lll - desmina - MIESNIE
- wimentyna - MEZENCHYMA
- kwasne widkniste biatko tkanki glejowej (GFAP) - GLEJ
typ IV - neurofilamenty - NEURONY
typ V - filamenty laminowe - BLASZKA JADROWA
typ VI - filamenty nestynowe — NEURONALNE KOMORKI MACIERZYSTE



—— T ——— W —— 1~ S
-s . - - - .
- B e S - -

.
.




FILAMENTY POSREDNIE - funkcja




FILAMENTY POSREDNIE - diagnostyka

Fig. 5 VyH immunolabeling
of GFAP in astrocytoma.

a, b Abnormal astrocytes in the
tumor. ¢, d Reactive astrocyte at
the periphery of the tumor.
Scale bar 10 pm




MIKROTUBULE

a b
%8 %, ' NLafl
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Polymerization Depolymenization

B-Tubulin @
a-Tubulin o

Tubulin dimer
bound 1o GTP

Tubulin dimer
bound to GDP

Catastrophe

cecsscama=ap

. e

RAX AT AR ANT

® -end
’ )
y-Tubulin ; Shrinking microtubule
Capping -
proteins

Growing microtubule

Paused microtubule (neither polymerizing
nor depolymerizing)

Nature Reviews | Neuroscience



Centrosom

Centrosome
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Biatka towarzyszgce mikrotubulom
MAP:

MAP stabilizujace

* biatko tau (wiekszos¢ komorek, aksony)

* MAP 2 (dendryty)

* kateniny (fgczg mikrotubule z innymi
elementami cytoszkieletu)

MAP czapeczkujgce

MAP motoryczne umozliwiajace ruch na
mikrotubulach

* kinezyna (od minusa do plusa)
* dyneina (od plusa do minusa)
* dynamina, KAR3, NCD



Kinezyna i dyneina

5 OGOy "]

dyneina
cytoplazmatyczna globularna kinezyna
. glowa ! }w P
- A/ \\\ - ’ —.
mikrotubula -

koniec minus koniec plus
10 nm

(A)

= e mee
(8)



Rzesk




Rzeski - aksonema

Central Radial
Plasma  microtubules spokes |nner
membrane

Dynein A tubule
arms

Doublet microtubule



Wrzeciono podziatowe

Polar microtubules

L=

Microtubule organizing
center (MTOC)

Astral microtubules

S~

Kinetochore microtubul

Kinetochore (K-fibers)




Wrzeciono podziatowe - taksol

a%ﬁé > K> (9

o Paclitaxel

o

Microtubule- Paclitaxel-microtubule Disruption of Mitotic arrest Apoptosis
binding interaction microtubule dynamics
proteins

R
Paclitaxel
Injection IP
PACLISAL 300 —

| 300mg / 50ml

\|  PRESCRPTONNEDICNEORY =

& .
. Paclitaxel
Injection IP

300mg / 50mi

IV USE ONLY

'S SALVAVIDAS
4l ONCOLOGY




Wtrety komoérkowe — krople lipidowe

Phospholipid ‘ : ,\" ‘.\\. y . ® ' > |
‘ e\ et
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Class |
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-
protein

monolayer

4

Class I
protein

Lipid
droplet

~TIriacylglycerol

Class Il
protein

Sterol ester

PLINZ-GFP
BODIPY 558/568 C12




Wtrety komorkowe — ziarna glikogenu

S, 0
Tena ‘ﬁﬁﬁ%\-‘ f) B
b2t S0 R T SRR,
, i d
0 e

3
3

”

Eaaty
D —— —






Hemosyderoza versus hemochromatoza

i
Ofgan:wpnda:ymnw Reticuloendothelial
hemochromatosis system

Transfusional hemosiderosis

Repeated dlocd

transfusions
Homolysis
@ Spleen «—
Red blood cells Kidnay

Hemoglobin; 2.5 g (68%)

Famitinc 1 g {27 %)



Hemochromatoza

Serce Mézg - Zzmeczenie

- ostabienie

- apatia

- problemy hormonalne zwiazane
z uszkodzeniem przysadki

- kardiomiopatia
- zaburzenia uktadu >3
Sercowo-naczyniowego

aiazan B mozgowej
- powiekszenie watroby .
- podwyzszony poziom Watroba Skora
aminotrozferaz & 2 Y
(ALAT i AspAT) . - zanik owios'uema
- zwtdknienie watroby - brazowa skéra
- marskos¢ watroby
- rak watrobowo-komérkowy R
Jelita ° Trzustka
- bole brzucha ’ - cukrzyca
°
Uktad rozrodczy
- béle stawéw - przedwczesna menopauza

T Savalenle awEw - obnizona jakosc i ilos¢ nasienia
P - nieptodnos¢
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