Učebný program z Integrovanej biológie bunky ako elementárnej regulačnej jednotky vyrovnávajúcej sa so záťažou a stresovými faktormi životného prostredia
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Úvod


Určité kapitoly dotýkajúce sa problematiky vplyvu znečistenia zložiek životného prostredia na živé organizmy je veľmi ťažké priblížiť bez názornosti. K takejto problematike jednoznačne patria vplyvy zne​čistenia životného prostredia a rôzne stresové faktory pôsobiace na bunku a odpoveď bunky na tieto pod​nety morfologickými a fyziologickými adaptačnými mechanizmami. V tomto prípade nevyhnutnou učeb​nou pomôckou je powerpointová prezentácia obsahujúca schémy štruktúry bunkových povrchov, znázor​ňujúca schémy transportných mechanizmov, vnútornej ultraštruktúry bunky, reakcie jednotlivých bunko​vých organel a štruktúr na tieto stresové faktory.  


Vplyv podmienok životného prostredia na bunku

Vplyv znečistenia zložiek životného prostredia môžeme sledovať na viacerých úrovniach. Je to po​dobné ako s biologickou premenlivosťou, ktorá má tiež niekoľko úrovní. Najvyššou úrovňou je ekosysté​mová úroveň kde je z celosvetových problémov často spomínané ničenie a ústup dažďových pralesov alebo ústup a ničenie lužných lesov a mokraďových spoločenstiev. Hlavnými negatívnymi vplyvmi sú tu špecifické činnosti človeka (vyrubovanie, melioračné práce).  Narušenie určitých ekosystémov vedie k zmenám a narušeniu aj ostatných ekosystémov na planéte. K zložkám životného prostredia patria aj vzájomné vzťahy medzi organizmami. Vzťahy medzi druhmi v ekosystémoch sú narušované tiež pria​mymi zásahmi človeka, odstrelom, trhaním, zošliapavaním a následnou eróziu pôdy. Tieto faktory čin​nosti človeka sú pomerne dobre ovplyvniteľné legislatívou a praktickou ochranou ( strážnou službou a postihmi. 


Ťažšie ovplyvniteľné aj regulovateľné sú ďalšie vplyvy činnosti človeka, hlavne priemyselná výroba a s ňou súvisiace emisie, skládky nebezpečného odpadu i poľnohospodárska výroba. Tu sa do veľkého protikladu dostávajú ekonomické požiadavky a environmentálne snahy. Niekedy a snáď aj väčšinou je riešenie možné len na úrovni určitých kompromisov. Je však dosť ťažké dokázať negatívny vplyv určitých imisií na populáciu druhov. Presnejšie keď jednotlivé druhy začnú znižovať svoju abundanciu (početnosť) bez takých zásahov ako je odstrel, trhanie a pod., teda len vplyvmi ako je zasolenie pôd, kyslosť pôd, prí​tomnosť ťažkých kovov, pesticídy, globálne otepľovanie, vplyv spádu popolčeka je už dosť neskoro. U človeka k rizikovým faktorom patria reziduá pesticídov,  niektoré konzervačné a farbiace látky, výpary lakov, farieb a v neposlednom rade aj liečivá. U živočíchov  a človeka je významným faktorom aj stres z vyrušovania. Všetky tieto vplyvy majú svoju odozvu na najmenšiu elementárnu jednotku živých orga​nizmov, bunku.



Bunka špecificky reaguje na záťaž a má vyvinuté zaujímavé rozmanité obranné reakcie a adaptačné mechanizmy. Pozrime sa ale najskôr na základnú štruktúru bunky. Každá bunka prokaryotická (baktérie), eukaryotická (huby, rastliny, živočíchy, človek) má na svojom povrchu špecifické bariéry (bunkové po​vrchy), ktoré sú prvým miestom kontaktu s okolitým prostredím. Sú to plazmaléma alebo cytoplazmatická membrána a bunková stena u rastlín, baktérií a prvokov a plazmaléma a špecifická tenšia bunková stena – glykokalyx u živočíšnej a ľudskej bunky.


Bunková stena je prvou bariérou pri kontakte so stresovým faktorom i prvým kontaktom buniek me​dzi sebou. U rastlín je jej stavba pomerne komplikovaná tvorená 2 resp. 3 vrstvami z fibríl celulózy, hemi​celolózy, lignínu a jej strednú zložku fragmoplast tvorí hlavne pektín. Táto tzv. extracelulárna matrix je priestorom, v ktorom sa pohybujú roztoky na princípe difúzie (z miesta vyššej koncentrácie na miesto niž​šej koncentrácie). Bunková stena je aj miestom kadiaľ pri biotickom strese preniká patogén - vírus, bakté​ria, nižšie huby (plesne) do bunky a kadiaľ prenikajú aj účinné látky proti patogénovi, ktoré rastlina vytvo​rila ako odpoveď na biotický stres, napr. hormón systemín, ktorý spôsobuje odpoveď aj okolitých bu​niek a chráni ich tak pred infekciou. Odpoveďou rastlinnej bunky je syntéza enzýmov chitináz, galakturo​zidáz, ktoré rozrušujú bunkovú stenu húb alebo zabezpečujú syntézu antireplikačných faktorov vírusov (brániacich ich rozmnožovaniu, replikácii). 


Bunkové steny živočíšnych i ľudských buniek majú schopnosť rozpoznávať bunky vlastné – toho istého tkaniva. Túto schopnosť však strácajú pri malígnej transformácii a preto majú rakovinové bunky veľkú tendenciu metastázovať aj v iných orgánoch. Bunkové povrchy živočíšnych buniek obsahujú aj tzv. histokompatibilné antigény na základe čoho vedia rozpoznať vlastné bunky a odvrhnúť transplantát darcu, ktorý je geneticky vzdialený. Štúdiu bunkových stien v spojitosti s plazmalémou je venovaná veľká po​zornosť


Plazmaléma, vlastný obal bunky, ktorý vzniká ako prvý po delení bunky je tou najvýznamnejšou regulačnou bariérou pre bunku. Dokáže selektívne prijímať aj vylučovať určité látky podľa ich potreby. Táto vlastnosť sa nazýva selektívna permeabilita, výberová priepustnosť. Výberová priepustnosť je zabez​pečovaná procesmi, do ktorých je začlenená väčšia alebo menšia časť membrány tvoriaca mechúriky (pi​nocytóza) alebo panôžky (fagocytóza). Obidva procesy vyžadujú energiu vo forme adenozíntrifosfátu (ATP) a zabezpečujú príjem látok. Menšie molekuly sa dostávajú do bunky pinocytárnymi vezikulami a pohlcovanie väčších častí, ktorými sú baktérie alebo zrnká pigmentov prebieha procesom fagocy​tózy. Proces pinocytózy je vlastný skoro všetkých bunkám. Fagocytózu vykonávajú špecializované biele krvinky. Proces vylučovania strávených látok z bunkového vnútra je zabezpečovaný exocytózou.  


Štruktúra biologickej membrány je tvorená fosfolipidovou dvojvrstvou - hydrofilnými koncami oriento​vanými k vonkajšiemu i vnútornému povrchu membrány a hydrofóbnymi koncami orientovanými k sebe a stabilizovanými iónmi Ca2+. Fosfor a vápnik sú veľmi dôležité prvky pre život bunky. V tejto fosfolipidovej dvojvrstve, ktorá môže prechádzať od stavu tuhého rôsolu (gélu) do stavu polotekutého až te​kutého (sólu) sú umiestnené  molekuly bielkovín, ktoré celú túto štruktúru jednak stabilizujú a jednak zabezpečujú prenos iónov a látok do bunky aj z bunky. Princíp prenosu látok cez biologické membrány, ktoré sa nachádzajú aj na rôznych štruktúrach v bunke je odlišný ako v bunkovej stene. Riadi sa mecha​nizmom osmózy, t.j. prenikajú ňou prednostne molekuly vody z miesta nižšej koncentrácie na miesto vyš​šej koncentrácie. Niektoré v lipidoch rozpustné látky prenikajú dvojvrstvou fosfolipidov priamo difúziou a to sú práve veľmi nebezpečné látky pre bunku, lebo ich príjem bunka nereguluje. Takto prenikajú nie​ktoré pesticídy, anestetiká, nervovoparalytické jedy, ale aj alkohol a liečivá – farmaká. Predpokladá sa, že jednou z príčin zvýšeného výskytu alergií v ľudskej populácii v poslednom období je práve zvýšenie ten​dencie plazmalémy k tvorbe pinocytárnych vezikúl, ktorými sa potom do  bunky dostávajú makromole​kuly spôsobujúce alergénnu odpoveď organizmu, ktoré za normálnych pomerov plazmaléma neprepustí. Ďalšou formou regulácie bunky a adaptácie na osmotický stres je napr. v zasolených pôdach alebo pôdach so zvýšeným obsahom ťažkých kovov (Al, Cd, Pb) aktívna regulácia príjmu iónov z extracelulárnej matrix alebo z vakuoly a tým zvýšenie koncentrácie vnútorného obsahu bunky (cytosólu). Tým následne nedôjde k plazmolýze (scvrknutiu bunky), čo by mohlo mať za následok smrť bunky. Takto sa rastliny vedia do​časne adaptovať na existenciu na pôdach vysokej osmotickej hodnoty. Dlhodobé stúpnutie koncentrácie iónov Cl-, K+ a Ca2+ v cytosóle má však za následok výraznú zmenu bunkového prostredia a narušenie metabolizmu. Druhým spôsobom, ktorým bunky reagujú na zvýšené osmotické hodnoty prostredia je roz​klad zásobného škrobu (osmoticky neaktívneho) na sacharózu a glukózu (osmoticky aktívne). Takto bunka reaguje aj na podchladenie, ktoré má rovnaký účinok ako sucho. 


Regulácia príjmu iónov a molekúl sa cez plazmalému uskutočňuje 3 mechanizmami spojenými s naviazaním sa na špecifickú bielkovinu membrány – receptor. Receptory zabezpečujú prijatie signálu – hormónu, elicitoru, svetelného impulzu a jeho prenos do bunky, kde dôjde k rade biochemických reakcií, výsledkom čoho je aktivácia špecifických génov zodpovedných za adekvátnu odpoveď organizmu – vy​volanie morfogénnych a metabolických zmien. 


Prvým transportným mechanizmom sú tzv. pumpy (  membránové enzýmy katalizujúce prenos iónov a menších molekúl cez membrány s využitím voľnej energie získanej pri štiepení adenozíntrifosfátu (ATP) na  adenozíndifosfát (ADP). Pumpy sú evolučne veľmi staré transportné mechanizmy a môžu mať 2 kon​formácie (priestorové usporiadania). Jedna sa vyznačuje vysokou afinitou k ATP a k prenášanému iónu alebo molekule a druhá naopak nízkou afinitou. Po prechode membránou v dôsledku zmeny prvej na druhú konformáciu dôjde k uvoľneniu iónu alebo molekuly do vnútorného obsahu bunky – cytosólu. Pumpy regulujú transport mnohých katiónov (H+, Ca2+, Cu2+, Mo2+, Mn2+, Zn2+, Cd2+, Ag+) i fosfolipidov a iných látok. Pumpy pracujú rýchlosťou transportu 500 iónov za sekundu. Špecifické GS-X rastlinné pumpy prenášajú po spojení s glutatiónom toxické xenobiotiká – pesticídy, ťažké kovy, produkty oxidač​ného stresu, katabolické produkty senescencie do vakuoly rastliny. V živočíšnych bunkách sú tieto depo​nované v lyzozómoch.


Druhým mechanizmom transportu regulujúcim príjem a výdaj látok sú transportéry. Rýchlosť trans​portu pomocou týchto prenášačov je 102 – 104 iónov za sekundu. Na transport iónov a molekúl využívajú gradient iného iónu a preto sa označujú aj ako kotransportéry. Prenášajú nasledovné anióny NO-3, PO3-4, SO2-4 aminokyseliny, cukry a antibiotiká. Sú to integrálne membránové bielkoviny, tvorené z viacerých úsekov (domén). Sú tiež evolučne veľmi staré a veľmi podobné u všetkých organizmov. 


Tretím mechanizmom transportu regulujúcim príjem a výdaj látok sú kanály. Rýchlosť transportu cez kanály je 106 – 108 iónov za sekundu a transportným mechanizmom je difúzia. Stav kanálu otvorený a zatvorený je tiež daný zmenou konformácie molekúl kanálu. Kanály sa významne podieľajú na vedení signálov (Ca2+ kanál, Cl- kanál). 


Rýchlosť transportu látok do bunky a z bunky teda sprostredkujú v závislosti od akútnosti potreby a prítomnosti energie tieto 3 typy transportných mechanizmov, ktoré umožňujú bunke odpovedať na zmeny environmentu.


 Odpoveďou bunky na stres vplyvom biotických a abiotických faktorov životného prostredia je nie​koľko fáz v dôsledku príjmu signálu. Jeho vedenie je v bunke zabezpečené pomocou sekundárnych po​slov, čím dôjde k aktivácii génov a syntéze špecifických bielkovín – stresových proteínov. Do tejto sku​piny patria bielkoviny, ktorých syntéza u rastlín je vyvolaná rozmanitými vplyvmi environmentu. 


Podľa stresového faktora indikujúceho syntézu proteínov rozoznávame napr. u rastlín syntézu: 

· proteínov indukovaných vysokou teplotou (hsp, heat shock proteins)

· bielkoviny indukované chladom alebo nízkou teplotou (cs, cold alebo chilling stress proteins)

· proteíny indukované suchom (dehydríny)

· proteíny indukované nedostatkom kyslíka (asp anaerobic stress proteins)


Na osmotický stres zo zasolenia príp. výskytu ťažkých kovov a sucha reaguje bunka už spomenutým znížením vodného potenciálu (zvýšenie koncentrácie cytosólu).


Bunka vplyvom stresu syntetizuje 3 skupiny proteínov: 

1. chaperony, bielkoviny stabilizujúce konformáciu pôvodných bielkovín, ktorá zabezpečuje ich funkčný stav 

2. ubikvitíny, bielkoviny označujúce poškodené bielkoviny, ktoré chaperony nestihli stabilizovať (bielko​viny – markery), 

3. proteázy, bielkoviny rozkladajúce označené poškodené bielkoviny.


Bunka po vystavení stresovému faktoru reaguje fázou poplachu, kedy prebieha príjem signálu, jeho vedenie a adekvátna odpoveď na úrovni aktivácie génov. Po nej nastupuje fáza rezistencie, kedy sa bunka zdanlivo vyrovnáva so stresom, navonok funguje normálne, ale vnútorne je to sprevádzané vysokou funk​čnou aktivitou a syntézou stresových proteínov. Po tejto fáze zdanlivej adaptácie nastupuje fáza vyčerpa​nia a nakoniec pri dlhodobom pôsobení stresového faktora vysokej účinnosti aj smrť bunky.


Ukazovateľom poškodenia bunky, ktoré môžeme identifikovať cytologicky sú všetky formy poškode​nia jadra, hyperchromatóza, pyknóza, karyorexia, karyolýza, t.j. zníženie aktivity, fragmentácia až úplný rozpad jadra. Ďalším ukazovateľom patológie bunky je rozpad jadierka, ktoré zabezpečuje syntézu zložiek ribozómov, na ktorých prebieha syntéza bielkovín. Stres indukuje v bunke dilatáciu vnútromembránových systémov endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu, ktoré zabezpečujú syntézu, úpravu a transport všetkých látok v bunke. Silný a dlhodobý vplyv stresového faktora môže viesť k narušeniu integrity mem​brán a integrity vnútornej kostry bunky, cytoskeletu. To má ďalekosiahle následky na pohyb bunkových štruktúr, delenie bunky, metabolizmus a vedenie vzruchov. Dochádza k zastaveniu polymerizácie dimérov tubulínu, tvoriaceho štruktúrne útvary vnútornej kostry bunky. Aj dilatácia perinukleárnej cisterny je uka​zovateľom patológie bunky.


Ďalšie morfologické zmeny bunky v dôsledku patológie bunky sú endematózne zdurenie mitochon​drií, energetických centier buky. Zlyhávanie ich metabolizmu vedie k zníženiu biologickej oxidácie a zníženiu tvorby ATP, potrebného ako zdroja energie pre pumpovanie vody z mitochondrie. Táto napu​čiava až praskne. Vonkajšie vplyvy environmentu napr. zvýšenie účinnosti žiarenia sú pozorovateľné aj na deštrukcii lamelárneho systému chloroplastov rastlín, čo vedie k zastaveniu fotosyntézy. 


Cytologické ukazovatele, ku ktorým patria aj chromozomálne zmeny ako polyploidia, zlomy chromozómov vedúce k tvorbe mostíkov, kruhových chromozómov alebo acentrických fragmentov, sú dôležitým a prvým ukazovateľom zmien v bunke vyvolaných vplyvom environmentu. Zmeny ako rých​losť transportu a syntéza špecifických bielkovín sú ďalšími sprievodnými javmi pri reakcii bunky a sú tiež jedným z prvých ukazovateľov nepriaznivého vplyvu environmentu na bunku. Na úrovni celých organiz​mov sa tieto zmeny prejavujú oveľa neskôr. 
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