Molekularni biologie pro
informatiky - 7

Molekularni struktura
eukaryotické bunky



Eukaryoticka bunka

_— karyoplazma
endoplazmatické retikulum : ,//— jadérko
hrubé hladké R ¢ _~ jadro (blana jaderna)
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Struktura bunky bieik

* povrch bunky (CM, BS) 74 '

* zakladni cytoplazma cent,ozém\‘&, |

 jadro Py

* semiautonomni organely cytozom | —> ribozémy

* endomembranovy systém (GA, ER) 4
Golgiho aparat

* CYtOSke|Et " cytoplazmatickd membrana

X w/ " mitochondrie

lyzozom

mikrofilamenty /
/
mikrotubuly,”

Bunécné kompartmenty
* oddéleni a organizace chemickych reakci
* soustrfedéni enzym( pro sled reakci do jednoho kompartmentu
* metabolickych déje oddéleny od zbytku bunky
» vyhody - protichlidné chemické procesy, mikroprostiedi chemické reakce
- oddéleni nebezpecnych rozkladnych déjt, délba prace mezi organelami
* nevyhody - koordinace proces(l, biosyntéza organel, tfidéni proteind



Jadro

funkce geneticka, metabolicka, regulacni
razny tvar, vyjimecné chybi (napf. erytrocyty)
hmota uvnitf jadra = chromatin

jaderna membrana
- dvé biomembrany (Sitka 7-8nm)

- Lymfocyty Neutrofil

- perinuklearni prostor (Sifka 20-40 nm) navazuje na lumen ER

- vnéjsi membrana navazuje na membranu ER

- jaderné pory skrz obé membrany - dopn Mebréna } ot

lamina membrana

* jaderna lamina Jadérko membrana L

- vyztuZeni vnitini membrany, vazba chromatinu chromatin oo

- lamin A, B, C; proteiny asociované s membranou Ribozomy
* jadérko
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lamin B
lamin A

Jadgrné
pory

chromatinové vlakno

Hrubé ER
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BlIOL2060/BIOL2060-18/CB18.html
http://xarquon.jcu.cz/edu/zbb/prednasky/07cytoskeleton/077nuclearskeleton/skelet_jaderny.htm
https://en.wikipedia.org/wiki/White_blood_cell#/media/File:Blausen_0909_WhiteBloodCells.png
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Chromatin

» dsDNA, histony a proteiny nehistonové povahy 60-nm chromatinové viakno

* dvousroubovice DNA - nukleozomovy retézec - 30-nm chrom.
vldkno - 600-nm chrom. vlakno - mitoticky chromozom

* euchromatin, heterochromatin

Mitoticky chromozom

30-nm chromatinové vlakno

Chromozom

* vinterfaznim jadre rozprostren v chromozomovém teritoriu
* pri mitdze ve formé mitotického chromozomu
* dany pocet u kazdého druhu organizm

haploidni sada chromozom( v pohlavnich burnkach
- jeden soubor chromozomu s kompletni genetickou informaci

diploidni sada chromozom{l v somatickych burikach
- dvé kompletni sady chromozom
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Transport pres jaderny por

Jaderny por

* 3000 - 4000 podru v jadre savéich bunék, pridmér 120 nm, vyska 200 nm

* komplex cca 100 rGznych proteinG (nukleoporin(i), osmicetna symetrie

* cytoplazmaticka strana - kruh s vlakny

* nukleoplazmaticka strana - kruh v jaderné laminég, struktura ve tvaru kose

* transport molekul mezi jddrem a cytoplazmou

* pasivni transport - volna difuze mensich molekul rozpusténych ve vodé

* aktivni transport - selektivni transport molekul s tridicimi signaly
- naloZeni prenasené molekuly na importiny/exportiny, vazba k jadernému péru, translokace
- jednostranny transport zajiStuje Ran: Ran-GTP v jadie, Ran-GDP v cytoplazmé

Nucleus
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Transport pres jaderny por

NUCLEUS (GDP)
Transport do jadra (import) e N
 jadernad lokaliza¢ni sekvence (NLS) X
* NLS rozeznana importinem - vazba k péru - import do jadra @

vazba Ran-GTP na importin - vytésnéni prenaseného proteinu
export Ran-GTP/importin z jadra
RanGAP stimuluje hydrolyzu GTP na GDP Prenten

protein

disociace Ran-GDP/importin p ii

NUCLEUS
Cargo
protein-RNA m

Transport z jadra (export)

* jaderna exportni sekvence (NEL)
* vazba Ran-GTP k exportinu - nalozeni exportovaného proteinu
* vazba k jadernému poéru - export z jadra

* hydrolyza GTP na GDP - uvolnéni prenasené molekuly

CYTOSOL (5]
* mRNA exportovana ve formé hnRNP e
* spojeni rRNA s importovanymi ribozomalnimi proteiny, export o
podjednotek ribozom . 3
Ci released
m i 3! ol



Jadérko

Syntéza molekul rRNA, sestaveni ribozomalnich podjednotek

Organizator jadérka (NOR, Nucleolus Organizer Region)

» kratka raménka akrocentrickych chromozom( 13, 14, 15, 21, 22
* tandemové repetice rDNA (13,7 kb; geny pro rRNA)

* prepis rDNA do 45S pre-rRNA (RNA Pol |)

* Stépenina 18S, 5.8S a 28S rRNA (snoRNP)

jadérko jaderna membrana

5S rRNA prepisovana mimo jadérko (RNA Pol Il1)
Import ribozomalnich protein( - sestaveni ribozomalnich podjednotek - export podjednotek

185 5.8S5 285

synthesis of
ribosomal proteins

chromozomy podilejici se svoji
rDNA na tvorbé jadérka

ribosomal proteins

@ \

. ) jadérko @ < cytoplasmic
jaderna membrana & — @» [ maturation
1
Cytoplasm m«taousre m:(')lge
http://www.pha.jhu.edu/~ghzheng/old/webct/note6_4.html https://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMNucleolus.html

http://cryoem.berkeley.edu/~bgreber/website/pages/biogenesis.html



Ribozomy

15 - 25 pum, 80S, bez membrany
volné v cytoplazmé, vazané na ER

L1 L2 L2
%/288
+
~5.85

(4300 boses 160 bases) (120bses)  (owk g0l as
slozené ze dvou podjednotek s s2 53
- vznik v jadérku, spojeni v cytoplazmé '
. o 185 )
- 60S: 55, 5.8S, 28S rRNA; 50 L proteinu (1900 bases) fTotal: 33)

- 40S: 18S rRNA; 30 S protein(

syntéza proteinl na zakladé genetické informace ulozené v mRNA
polyribozom: fada ribozomu pripojenych na jedinou molekulu mRNA

Cytoplazma

Endoplazmatické retikulum

Volné ribozomy kodon \

Vazané ribozomy

Velka podjednotka
(60S)

Mala podjednotka
(40S)

Polypeptidovy
fetézec :

Iniciacni
kodon

PolyA vazebny
protein

100 nm

|

T 1000m




Semiautonomni organely

* energeticka centra bunky
* vlastni genom a proteosynteticky aparat

 (¢3st proteind fizena jadernymi geny [ &b
* endosymbioticka teorie

Fotosyntetizujici  Moderni fotosyntetizujici
bakterie eukaryoticka burika

Proto-eukaryoticka .
burika Aerobni

bakterie

Moderni heterotrofni

MitOChOhd rie eukaryoticka burika

* 0,1-10 um, organely bunécného dychani, zisk ATP

dvé biomembrany - vnéjsi hladka, vnitini zvrasnéna (kristy)

dva kompartmenty - mezi membranami, matrix mitochondrie mezi kristami
enzymy oxidativni fosforylace a dychaciho retézce na vnitfni membrané

v matrix umistény enzymy Krebsova cyklu a katabolismu MK

vnéjsi mitochondridlni membréna
vnitfni mitochondriéinf membréna

\

ATP syntiza

Vnéjsi membrana

Vnitini membrana

ouT ATP
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Semiautomni organely

Chloroplasty

* thylakoidy - systém plochych vak( vzniklych vychlipenim a odskrcenim od vnitfni membrany
- navrstveny do tzv. gran, fotosyntetické pigmenty (zeleny chlorofyl)
* tfi kompartmenty - prostor mezi dvojitou biomembranou obalu, lumen thylakoid(
- stroma (matrix): vnitini zakladni hmota, obsahuje DNA, ribozomy a inkluze

Granum

chloroplast

lumen

thylakoid

stroma

Tylakoid

Vnitini dvojvrstevna
membréna \
Vnéjsi dvojvrstevna uy
membrana

* oxygenni fotosyntéza 6CO, +6H,0 — CgH1,0g + 60,
i) svételna faze (thylakoidy)
- pfeména svételné energie na chemickou, vznik ATP a NADPH, vedlejsim produktem je O,

ii) temnostni faze (stroma)
- uloZeni chemické energie fixaci CO, do sacharidQ, tvorba glukdzy a zasobnich latek (Skrob)

http://clashtalk.kinja.com/take-a-minute-to-appreciate-photosynthesis-1742386609; http://www.biologydiscussion.com/chloroplasts/chemical-composition-of-chloroplasts-
600-words-biology/788:; http://www.shmoop.com/photosynthesis/inputs-architecture.html



Cytoplazmaticka membrana

Funkce

* soudrznost bunky, ochrana pred vnéjsimi vlivy
* tvar bunky, ukotveni cytoskeletu

* regulovany transport latek (semipermeabilita)
* podil na adhezi bunék a bunécéné signalizaci

Slozeni

i) lipidy
e amfifilni dvojvrstva
 fosfolipidy, glykolipidy, cholesterol

ii) proteiny
* integralni, ukotvené s lipidy, periferni

hydrofobni (nepolarni)
konec fosfolipidu

vnéjsi povrch hydrofilni (polarni)
-0 FEBaE hlavi¢ka fosfolipidu
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O cholesterol

vnitini proteiny vnéjsi protein

vnitfni povrch

* funkce: receptory, signalizace, transport latek, mezibunécny kontakt, kontakt cytoskeletu

iii) sacharidy

 glykolipidy a glykoproteiny, glykokalyx na vnéjsi strané bunky
* funkce: mechanickd, informacni, vazebna mista pro patogeny

Model tekuté mozaiky

* molekuly lipid( i proteint v neustalém pohybu, pohyb proteint v ramci fosfolipidové dvojvrstvy



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Sekrecni a endocytické drahy

* spoluprace bunécnych organel, transport materidlll mezi organelami
* propojeni nékterych organel funkénim sledem pochodu (draha)

» sekrecni (exocyticka) draha
- biosyntéza organel
- vyluCovani molekul do me-
zibunécného prostoru

* endocytickd draha
- pfijem a zpracovani signalu
a materidlu z wvnéjsiho
prostredi

 vezikularni transport
- transport proteint a lipidU
mezi organelami
- spravné umisténi molekul
uvnitr a vné bunky

Endoplazmatlcke

Pozdni endozom
Lysozom
—
L
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CYTOPLAZMA
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Golgiho aparat



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Chaperony

» podporuji sbalovani proteind, brani agregaci protein(
* vazba na hydrofobni aminokyseliny, konformace proteinu vytvorena az po syntéze celé molekuly
* proteinové rodiny - Hsp70, Hsp90, valcovité chaperoniny

Hsp70 a jejich regulatory

» vazba na nové vznikajici proteiny na ribozomu, stabilizace ¢aste¢né slozenych polypeptidi
* ve stresovych podminkach - vazba na chybné poskladané proteiny, sbaleni protein po denaturaci
* pUlsobi pri transportu protein(

* DnaK: bakterialni Hsp70, podplirné proteiny Dnal a GrpE

Vazba Dnal k nesloZzenému peptidu 2P,

Vazba komplexu k DnaK-ATP

DnaK vaze ATP
Uvolnéni slozeného proteinu

(J e ¢ sﬁ b«
Unfolded L atp =
protein
ToGroEL __[¢ Partially
system 9% _gf folded
/ protein !
) ‘
&2 ATP
e 1
Folded f—_/rf ] ¢ e
protein W o

(native )
conformation) &7 ADP + GrpE (+ Dnal ?)
3 ER

ATP e

Dnal stimuluje hydrolyzu ATP
DnaK-ADP pevné vaze nesloZeny protein

GrpE stimuluje uvolnéni ADP



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Hsp70 u savcu

* Hsc73 (cytosol), BiP (ER), mHsp70 (mitochondrie), ctHsp70 (chloroplasty)
* Hsp40 - proteiny podobné Dnal, vyhledavaiji specifické substraty
* ekvivalent GroE neni tfeba, Hsp70 si samy zajistuji vyménu ADP/ATP a uvolnéni peptidu

Hsp90
* spravné skladani a funkce receptort pro steroidni hormony (kortizol, estrogen, progesteron, aj.)

* napr. glukokortikoidovy receptor (GR) - kortizol

hormone e

* v klidovém stavu vazba s imunofilinem 51 a Hsp90,
které udrzuji GR ve spravné konformaci pro vazbu
lignadu

* vazba kortizolu vyvola konformacni zménu, po které
se vymeéni imunofilin 51 za 52

* imunofilin 52 vadze dynein (Dyn), ktery pfipojuje
komplex k cytoskeletu a zajistuje jeho traslokaci
do jadra

* v jadre se pomocné proteiny uvolni, GR dimerizuje a
spousti expresi cilovych gen(




Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Hsp60, chaperoniny

* valcovité Castice s prostorem oddélenym od cytoplazmy
» sklddani novych i denaturovanych proteint
* Hsp70 a Hsp60 se Casto uplatiuji postupné

Chaperoniny GroEL a GroES u E. coli

* GroEL - 2 kruhy ze 7 podjednotek tvori valec

* GroES - poklicka valce

* vazba neslozeného proteinu na vnitfni sténu kruhu
GroEL valce, ktery neni blokovan GroES

* vazba ATP k obsazenému kruhu
* hydrolyza ATP, uvolnéni ADP a GroES

* vazba ATP a GroES k obsazenému kruhu
» skladani proteinu v ohrani¢eném prostoru
* hydrolyza ATP, uvolnéni GroES a slozeného proteinu

Obdobné struktury u eukaryot

* mitochondrie Hsp60 a Hsp10
* chloroplasty Cpn60 a Cpn10
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* po translokaci proteinu do mitochondrii a chloroplastl s nim nejdrive asociuji Hsp40 a Hsp70, které
zachovaji jeho schopnost skladani a prenesou ho do chaperoninu, kde je skldadani dokonceno



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Tridéni proteint
* proteiny pro jadro, mitochondrie, chloroplasty a peroxizomy transportovany primo z cytoplazmy
pro Golgiho aparat, lysozomy, endozomy, extracelularni prostor prichazi z ER

Adresova sekvence

» sekvence v proteinu urcujici do jaké organely ma jit, protein bez této sekvence zUstava v cytosolu

* poradi 15 - 60 aminokyselin

* presné sekvence pro jednotlivé organely se mohou lisit, vliv
hydrofobnich, kladné nabitych a zaporné nabitych aminokyselin

nucleus

®
Funkce signalu Priklad adresové sekvence o.
*H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- l
Import do ER lle-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-Glu-GiIn-Leu-Thr-Lys- ]
Cys-Glu-Val-Phe-GIn-
Zadrzeni v lumen ER -Lys-Asp-Glu-Leu-COO-

*H,N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-GIn-Ser-lle-Arg-Phe-Phe- °

Import do mitochondrii  Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu- chloroplast :.:::
Leu- — ‘ v e®
@ﬁ ,L%a? proteins
Import do jadra -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val- LS e
Import do peroxizomti -Ser-Lys-Leu- mitochondrion cytosol
peroxisome

Tfi mechanismy importu proteinll do membranovych organel
1. transport jadernym pdérem
2. proteinové translokatory (ER, mitochondrie, chloroplasty)
3. transportni vacky (sekrec¢ni drdha z ER)




Import proteini pomoci proteinovych translokatoru

* vstup do mitochondrii a chloroplastu
- proteinové translokatory v mistech kontaktu obou membran obalu organel
- adresova sekvence na N-konci transportovaného proteinu
- béhem prenosu je protein rozvinut a odstranéna adresova sekvence
- po transportu pfres membrany je protein opétovné slozen

Import do mitochondrii
* do mezimembranového prostoru, do matrix Gytnsolic D R

oL vi = . Tomd, I + O
i prubeh Importu do matrlx Presequence $ 00 /Orn C |
. ’ . ’ . ytOSO
- cytosolické Hsp70 rozvinou transportovany protein
) ) Toma0—+1 Outer membrane
- receptor rozezna adresovou sekvenci > 204 X
v v ;s . , , e > © [Tom7
- smérovani proteinu do poéru translokatoru Tom22 o
) ) ©, Tom6 Tom70 |ntermembrane
- translokace proteinu vnéjsi membranou (TOM) 1 _ space
L, , Tim23 Tim17
vnitini membranou (TIM) © 00000 f v/~ 0 0 0 0 o
- odsStépeni adresové sekvence matrixovou proteazou Timnd ey emoene
v . . / . e e e © & o\ © © © © Matrix
- mHsp70 dokoncuje translokaci a sbaleni proteinu
N
- translokace vnitfni membranou vyzaduje elektroche- +©,D/ s
Mitochondrial
micky gradientu Hsp70

- prichod vnéjsi i vnitini membranou vyzaduje ATP M\Q/% N

THE CELL, Fourth Edition, Figure 11.4 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Import proteini pomoci proteinovych translokatoru

inner membrane

oM protein

Import do mitochondrii oqosoL
* translokace do mezimembranového prostoru i
i) translokace do matrix, odstranéni adresové sekvence, odhaleni o oo \c.@
s . vv . v v e v 7 7 sequence second
sekvence, ktera protein sméruje zpét pres vnitfni membranu do g s/
. , , WAL MITOCHONDRIAL
mezimembranového prostoru (komplex OXA) @ ERCTENGININESS,

inner
membrane
protein

ii) sekvence zastavujici pfenos prerusi translokaci vnitfni membranou
odstépeni proteinu do mezimembranového prostoru

iii) translokace vnéjsi membranou, vazba faktorl, které protein zadrzi v
mezimembranovém prostoru sighal optransie

sequence sequence

MATRIX
(B)

Import do chloroplastu

obdoba transportu do mitochondrii
* komplex TOC ve vnéjsi, TIC ve vnitfni membrané
* adresova sekvence 30 - 100 aminokyselin
* netreba elektrochemicky gradient
* proteiny uréené do lumen tylakoidu maji dvé
adresové sekvence postupné za sebou B membrane
e (&ast ctHsp70 a Cpn60/10 na spravném sbaleni o o
translokovaného proteinu

CYTOSOL

CYTOSOL

Receptor

Outer
membrane

Inner




Sekrecni draha

cesta proteinu pres hrubé endoplazmatické retikulum - endoplazmatické retikulum - Golgiho aparat -
- sekrecCni vacky - extracelularni prostor

pouZivana pro proteiny smérujici do endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu, lysozomu,
plazmatické membrany a vné bunky

sekrecni vacky - dopravni prostredky obsahujici proteiny z vnitrnich organel
- proteiny vylozeny po splynuti membrany vacku s membranou cilové organely

poprvé pozorovana u bunék zlazového epitelu pomoci radioaktivné znacenych aminokyselin

. Rough ERE K

Sekrecni
vacky

Radioaktivni lei
protein Go gll’w
aparat

{im:wi'm O't @
olgi apparatus
* 3 minuty 7 minut 120 minut
— (I’); Plasma membrane_ (endoplazmatické (Golgiho aparat) (extracelularni
= retikulum) prostor)




Sekrecni draha

Endoplazmatické retikulum (ER)

systém plochych vackl a kanalkd, ndvaznost na jaderny obal a perinukledrni prostor

dava vzniknout Golgiho aparatu, lysozomuim, plazmatické membrané

funkce: biosyntéza proteind a lipidQ, preprava latek transportnimi vacky, reakce na podnéty z vnéjsi-
ho prostredi (Ca?* signalizace), skladovani bunéénych produkt(

drsné - s ribozomy, syntéza protein(

hladké - bez ribozomu, metabolismus lipidd a polysacharidd, detoxifikacni reakce, zasobarna Ca?*

Hladké ER
PRI A

Cytoplazmaticky ER protein s odstranénou
protein signalni sekvenci

Import proteind do ER

* adresova sekvence pro ER = signalni sekvence

* odstranéni signalnis. z proteinu ER umisti protein do cytosolu

* zaclenéni signdlni s. do cytoplazmatického proteinu zpUsobi
jeho nasmérovani do ER

ER prbtein Signalni Cytoplazmaiicky’ protein
sekvence se signalni sekvenci

NORMALNI STAV UPRAVA SIGNALNi SEKVENCE



Sekrecni draha

Syntéza proteinu v drsném ER

» kromé vlastni syntézy protein( v ER probiha sbalovani protein(, tvorba disulfidickych vazeb,
sestavovani oligomernich proteind, prvotni misto glykosylace

* ER je hlavni kfizovatka v dopravé proteint po bunce

i) volné proteiny jsou uvolnény do lumen ER - proteiny z lumen organel, sekretované ven z bunky
ii) membrdnové proteiny z(stdvaji zanofeny v membrdné ER - proteiny vyskytujici se v membranach

organel, plazmatické membrané

Proteiny lumen ER

3’ mRNA [
5 é‘%/&gnal sequence

g ¥ .

»
Endoplasmx
reticulum

receptor
lumen Translocon

Signal
peptidase

zaCatek syntézy proteinu na volnych ribozomech
vazba SRP k signalni sekvenci, pozastaveni translace

SRP receptor pfitahuje komplex ribozom/peptid/
/SRP

vazba ribozomu k transloka¢nimu komplexu

vazba GTP, zaclenéni signalni sekvence do membra-
nového kanalku

hydrolyza GTP, uvolnéni SRP, spusténi translace
rostouci peptid prochazi membranou ER
odstépeni signalni sekvence signalni peptidazou
uvolnéni peptidu do lumen ER

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2005 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.



Sekrecni draha

Cytosol c
Zaclenéni proteinu do membrany ER N
(e
* rGzné orientace proteinu a pocet jeho prichod( pfes membranu Erdac 3

* sekvence zastavujici prenos, vnitrni signalni sekvence
- a-Sroubovice, 20 - 25 aminokyselin, interakce s fosfolipidy ol -
- vnitrni s.s. rozeznana pomoci SRP, neStépena signalni peptidazou
- jejich orientace urcuji orientaci proteinu v membrané

Cytosol

* rdzné orientace proteinu

Stop-transfer
sequence

Signal
sequence

Cytosol Cytosol
& = N ) ] =) : Endoplasmic reticulum lumen
5 3 I , 0 5 3 5 3" No cleavage
_— cleavage C — —
N [ D), —_— N N N
2
>4 <
>
3 S
. \ Internal
i signal
Internal signal sequence
sequence (@
y . N N
Endoplasmic reticulum lumen Endoplasmic reticulum lumen

» protein prochazejici membranou nékolikrat - stfidani vnitrnich s.s. a sekvenci zastavujicich pfenos

Cytosol
5. 3 50 3 5 5 3
=3'SRP_5 e st .
N N
] C
<
B N
€ \‘ v ) C
SRP Internal \~Stop-transfer Second
receptor S Seence -
Endoplasmic reticulum lumen ~ S€4uence sequence

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2005 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.



Sekrecni draha

Sbalovani a uprava proteinti v ER
* sbalovani - chaperony rodin Hsp70 (BiP) a Hsp90 (Grp94)

* Stépeni - odstranéni nékterych AK po translaci
- vzdy odstranéni iniciacniho Met a signalni sekvence, u nékterych protein( i jiné sekvence

- napt. inzulin: syntetizovan jako preproinzulin, do lumen ER uvolfuje proinzulin
vystépeni a degradace interni sekvence
spojeni 2 vyslednych polypeptid( disulfidickou vazbou = inzulin

* tvorba disulfidickych vazeb - disulfid izomeraza, stabilizace proteinu

* glykosylace - pfipojeni oligosacharidu

Preproinsulin

B A
N ¢ PDI
Signalni Spojujici
sekvence peptid ! @35 1
St l @B-s—
Stépeni signalni sekvence 71 3
Tvorba disulfidickych vazeb Vyitépent spojujiciho ) ! 2 35 . - m Y . M . . (\4—) 5
peptidu
g . Dolichol
= - Chybna disulfidicka vazba —_— [:zﬂnjﬂ W —
ss
B — p ‘jé
—
] 1 Asn — Asn— Asn
o8- ss N—acetylglucosamine{
- 2 2
3 ] 3
H H Mannose
Proinsulin Insulin 4 ‘_@ 4

Spravna disulfidicka vazba
Glucose {

Endoplasmic reticulum

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2005 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.



Sekrecni draha

Hladké endoplazmatické retikulum

* syntéza membranovych lipidQ (fosfolipidy, glykolipidy, cholesterol)

* syntéza na cytosolické strané membrany ER

* syntéza fosfolipid
- vznik kyseliny fosfatidové z glycerol-3-fosfatu a mastnych kyselin nesenych CoA
- zaClenéni kyseliny fosfatidové do membrany a jeji dalsi konverze
- translokace fosfolipid(i pfes membranu, flipazy

Cytosol

Membrana ER

chﬂﬁ il

Nové lipidy pfipojeny
jen na cytosolickou
polovinu dvojvrstvy

U | Ruist obou stran
fosfolipidové

Iy ===

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2005 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.



Sekrecni draha

Vezikularni transport z ER

* sméruje do Golgiho aparatu, lysozomu, plazmatické membrany, extracelularniho prostoru
* proteiny a lipidy po cesté upravovany (glykosylace, tvorba disulfidickych vazeb)

* ndklad vacka je specificky, dany receptory v membrané vacku

* proteiny uréené pro lumen ER maji na C-konci adresovou sekvenci Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL)

Golgiho aparat (GA)

» systém plochych nadrizi (cisteren) a kandlkd

* funkce: zpracovani, tfizeni a modifikace protein( z ER (glykosylace proteint), syntéza glykolipid(l
e cis strana - vznik novych cisteren fuzi vacku z ER

* trans strana - puceni vackad, které sméruji zpét do ER, zpét do GA, ven z bunky; vznik lysozém{

Anterograde
transport

2 @) Exocytosis cis
A \ =
= 1.5;, : \ strana

@ Transition

) Endocytosis cisterna

v
09
f trans
i strana
/—Plasma

Figure 15-26a Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

© Rough ER = © Retrograde
transport

£ 2012 Pewson Eacasen e



Sekrecni draha

Transportni vacky

* rGzné typy vackl pro transport specifického nakladu
kyvadlova dopravu mezi organelami

Membrane Lumenal
(en)
80. Qprotelns\cg e proteins o S <

* oplasténé vacky - proteinovy obal na cytosolické strané vackl napo-
maha tvarovat membranu do podoby vacku a podili se na zachyceni
specifickych molekul

- po odskrceni vacku plast odstranén a vacek fazuje s cilovou mem. Vgt
Typ vacku Proteiny plasté Vychozi organela Cilov4 organela
Klathrinovy klathrin + adaptin 1 GA lysozom
Klathrinovy klathrin + adaptin 2 plazmalema endozom
coP proteiny Coat ER GA
cisterna GA cisterna GA © > : ’s' ® @
SN ° ) P )
GA ER
Klathrinové vacky ﬁ a \
* nakladana molekula - receptor - adaptin - klathrin 5::': ’
* zesitovani molekul klathrinu, ktery naruuje membranu, )\
postupné vznika jamka a vacek s klathrinovym plastém . \ @
e dynamin se vaze kolem usti vacku a za hydrolyzy GTP se ::Z:m '/Wm - -

stahne a odskrti vacek od membrany

EXTRACELLULAR SPACE

cargo molecules

Figure 15-20 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



Sekrecni draha

Lysozomalni
Manéza-6- proteiny
Receptor pro fosfat

Klathrinové vacky mantza-6 ostat —— Lysozomaln

* proteiny uréené pro transport z GA do lysozomd e _ | pramers
oznaceny pritomnosti mandza-6-fosfat e R — b o

* receptor pro mandza-6-fosfat v membrané na pdaptn
trans strané GA O rana

* pres cytosolické adaptiny se k receptoru vazi 1odsmem ﬂ | Kiathrin

klatriny, které spoji svoje retézce v sit a zahajuiji
puceni vacku

Klathrinovy
véacek

Volny
klathrin

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.36 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.

Coat copP Vééky
e » preprava molekul mezi ER a GA, v ramci GA
ARF-GDP * plastovy protein Coat, pomocny protein ARF (GTPaza)
5 * ARF-GTP se spojuje s membranou GA, je nutny pro vazbu Coat
ARF-GTP protein( a podili se na tvorbé vack
il * po vytvoreni a odskrceni vacku hydrolyza ARF-GTP na ARF-GDP
GEF * rozlozeni COP, fuze vacku s cilovou membranou

vyména GDP/GTP vazba Coat
aktivace ARF

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2006 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.



Sekrecni draha

Doruéeni vacku

* navadéni vacku k cili zavisi na proteinech SNARE

* v-SNARE na povrchu vacka, t-SNARE na povrchu cilovych membran "G"OE

* unikatni SNARE pro kazdou organelu a typ transportnich vagkd s gy —

* interakce proteind NSF a SNAP zodpovida za fuzi vacku s cilovou -»G-»Oc\ B
membranou i

\_Vesicle

Exocytosis cell e @
f—membrane  yangport vesicle @ U
4

Sekrece molekul z buriky [
v, , . , . , J, proteins :/ "1\*4_ =
i) fizena sekrece molekul po pfijeti signalu g/:Amrg/m e 8

~\\ fusion cell membrane %

* transportni vacky splyvaji a tvori vétsi vacek f i

* po prijeti signalu jeho exocytdza R A |
o Ce ’ v s v y () W N |
 sekrece specifickych molekul u zlaznatych bunék mgu.a;;’-{,__;:\!:f'f QC
3 ) ) , secretion @ r:neer:bartane R secret'ory
ii) konstitutivni ‘0 = /" ia
receptor ‘. ’,’
» sekrece prib&ind, bez signalu NN o
/3/ transduction 3 o
ligand \ Golgi apparatus

© 2008 Encyclopaedia Britannica, Inc.



Sekrecni draha

Lysozomy

* funkce: nitrobunécéné traveni, rozklad materialu z nitra i vnéjSku buriky

* uzavrené vacky s cca 50 typy kyselych hydrolaz na rozklad vSech organickych slozek buriky
* hydrolazy funguji pri pH ~ 5, kyselé pH udrzuji ATP dependentni H* pumpy

* proteiny v membrané lysozomu chranény glykosylaci

* primarni lysozom vnika odskrcenim od GA - po splynuti s endozomem vznika sekundarni (aktivni)
lysozom - tercidlni lysozom s nestravitelnymi zbytky odstranovanymi exocytézou

* pres 30 genetickych chorob ¢lovéka s mutantnimi geny pro lysozomalni enzymy
- napt. Gaucherova nemoc: glukocerebrosidaza na rozklad glykolipid(, I1é¢ba aplikaci enzymu

exocytosis and
elimination

o
e

- AN

synthesized and " "
rbohydrate is added. endoplasmic reticulurn

cell mernbrane \
a ]
/ (,.‘

cytoplasm

Lysosome

(o)
o O © o
Acid hydrolases

Golgi
apparatus

| phosphorylated by
sequential activity
of two >

ko]
8) QS o 13

pH5 © ©

o
Qo

digestive
vacuole
food particles

endocytosis
food vacuole

uuuuuuuuuuuuuuu

dissociation of enzyme © 2003 Encyclopadia Britannica, Inc.
nd receptor.




Endocyticka draha

Endocytdza

* prijem castic, molekul a kapaliny z vnéjSiho prostredi

* malé molekuly pfijimany u vSech bunék, velké Castice pfijimany fagocytujicimi bunkami

* pohlcovany material obklopen plazmalemou - puceni dovnitr bunky - odSkrceni endocytického vacku
- fuze s lysozomem

i) pinocytdza
* pohlceni kapaliny a malych molekul
* vyuziti klathrinovych jamek a vack
* neutralni, nerozliSuje pfijimany material

FAGOCYTOZA
PINOCYTOZA

Endocyticky
Fagozom vadek

oF ©

s

(9

“ Primarni

lysozom

ii) fagocytdza
* pohlceni velkych castic pomoci fagozom?
* vazba ¢3stice k povrchovym receptorim -
tvorba pseudopodii obklopujicich ¢astici - *-

18 )r/’\ o
tvorba fago-zomu - fuze s lysozomem - L Ph S?,k:,,";:,a,;m\\
fagolysozom Vyuiit s
e

iii) autofagie
* rozklad vlastnich struktur
* staré organely, hladovéjici bunky Plmatcks

.:.°.
* uzavreni organely v membrané z ER - tvorba i \d* N
xocytéza degradovaného materialu
autofagozomomu - fuze s lysozomem

lysozom

a kyselych hydrolaz



Endocyticka draha ~&

V4 v V4 (¢ ,‘
Endocytdza pres povrchové receptory e
* selektivni zvySeni koncentrace latek v burice \ o
* vazba molekul k pfislusSnym receptorim - uzavieni komplexu receptor/ Sl ;iﬁi’@“’;g@ )
. . s 7 v o v s 7 v s . - g & °° e
ligand do klathrinovych vacku - odstranéni obalu vacku - fuze s lysozomem CZAASY |
- zpracovani pohlceného materialu, recyklace receptoru el

* napt. cholesterol

Cholesterol

* nezbytny pro tvorbu membran

v krvi vazadn na proteinovém nosici (lipoprotein)

* nizkodenzitni lipoprotein (LDL) vznikd v jatrech
a dopravuje cholesterol k burikam

e vazba LDL s cholesterolem na LDLR - klathrinova

LDL —(23) LDL receptory Plazmatickd membrana

Endocytdza

yarsres
endocytdza - fuze s lysozomem - uvolnéni LDL od ) C“°”""”"M
\

/Recyklace LDLR

> \ Odskrceni
= 7 transportniho vatku

LDLR v kyselém prostredi lysozomu - recyklace

receptord - rozloZeni LDL - uvolnéni cholesterolu do

cytoplazmy et
e porucha LDLR receptoru: hromadéni cholesterolu

v krvi, vyvoj aterosklerdzy, srdecni infarkty v raném

veku

Volny
cholesterol
.

Kyselé hydrolazy



Cytoskelet

Struktura

Monomery

Polarita

Funkce

Mikrotubuly

10 um
A

aB-tubulinové heterodimery

Duty valec, sténa z 13 protofilament

a-tubulin
B-tubulin

(+) a (-) konce

Organizace a udrZeni tvaru
a polarity buriky

Pohyb chromozoma
Intraceluldrni transport
Pohyb organel

Pohyblivost bunék (axonema)

Mikrofilamenta Intermedialni filamenta
10 um 5pum
s pEm,

Monomery G-aktinu

Dva propletené fetézce F-aktinu
G-aktin

(+) a (-) konce

Kontrakce svalQ

Pohyb bunék, cytokineze
Proudéni cytoplazmy

Udrzeni tvaru buriky

Intraceluldrni transport

8-12nm

5
=

Dimery intermedialnich filament

8 protofilament

Cytokeratin, vimentin, desmin,
neurofilamenta, nestin, laminy

Podpora bunécnych struktur
UdrzZeni tvaru buriky

Tvorba jaderné laminy a leSeni
Zesileni axonl nervovych bunék

Organizace svalovych vldken

Mikrotubuly

|

Mikrofilamenta

ST SO
Kyiedesy
BEET ARG




Spoje bunék

* struktury zajistujici trvalé spojeni sousednich bunék a spojeni bunék s extracelularni matrix (ECM)
» ddllezité pro morfologii a funkci epitell s tésnym usporadanim bunék

* vyzaduji napojeni na cytoskelet
Tésné vazby Sy
* brani praniku molekul a tekutiny i
Adherentnl’ vazby Aktln—\ /—— ADHERENTNIVéZBV
. . es . . ’ v \':. ! ‘:
propojuji mikrofilamenta sousednich bunék \) ;QE \) 3:’?’::.1

DESMOZOMY

Desmozomy
* propojuji intermedialni filamenta sousednich bunék Baléln“amina_wﬂli_\_hw‘_

Mezerové spoje
* spojuji cytoplazmy sousednich bunék 1 >

Hemidesmozomy
 pripojuji intermedialni filamenta k bazalni laminé e
ECM

S

g

s
_Mitininini

he
Vi

e e e w

Polarita epitelialnich bunék

 apikalni povrch - mikroklky a rasinky
- pohyb hlent v dychaci trubici, vajicka ve vejcovodu, umisténi receptord

* lateralni povrch - adherentni, mezerové a tésné vazby a desmozomy
- spojeni bunék pres specialni ligandy a cytoskelet
* bazalni povrch - hemidesmozomy a adhezivni plaky, ukotveni bunék v bazalni laminé



Spoje bunék

Adherentni spoje, desmozomy a hemidesmozomy obsahuji plaky

 desticky nahromadénych adaptorovych proteinli na cytosolické strané plazmatické membrany
* ukotveni transmembranovych spojovacich protein(, které vadzi ECM ¢&i proteiny sousedni bunky
* vazba cytoskeletu

Adherentni vazby

 kadheriny - spojovaci proteiny, homofilni vazby v pfitomnosti Ca?*

- svymi extracelularnimi doménami premostuji mezibunécény prostor
» adaptorové proteiny - kateniny (a, B, p120), vinkulin
* interakce s mikrofilamenty (F-aktin)

Protein linking
[-catenin to

e &== : =R cytoskeleton
Actin filament 2 Cadherin &8 (e.g., o-catenin)

Plaky z adaptorovych
proteinQ

Plazmaticka membréna

Vldkna cytoskeletu

o-actinin

b e b
PeRCRRRRRH 2l loaad b

B-catenin

&

Signals transmitted
to cytoplasm

Spojovaci
proteiny \ 5
Mezibunéény p120 catenin
prostor




Spoje bunék

Desmozomy

* silnd adheze bunék (stfevni epitel, kGize, srdce)
* spojovaci proteiny - specidlni kadheriny desmocolin a desmoglein
* adaptorové proteiny tvofi silné plaky - plakofilin, plakoglobin, desmoplakin

* Pemphigus vulgaris - autoimuitni onemocnéni kliZze, tvorba protilatek proti desmogleinu
- naru$ena adheze epitelu, mezi bunky pronika télni tekutina, tvorba puchyf

Pemphigus vulgaris (kize)

/

Hemidesmozomy

* propojeni bunék s bazalni laminou a tim ECM
* podobnost s desmozomy, avsak misto kadherinl pouzZivaji jako spojovaci proteiny integriny, které se
vazi k laminim bazalni membrany



Spoje bunék

Tésné vazby

* spojovaci proteiny - claudin, ocludin, JAM (junction adhesion molecules)
- tésné usporadani, homofilni interakce s proteiny sousedni burky

podil na polarizaci bunék, brani lateralnimi pohybu membranovych molekul

rozhoduji o prlichodu molekul transbunécénou ¢i parabunéénou drahou

transport glukdzy pres strevni epitel
- vstup do bunky na apikalni strané pres Na*/glukéza synportni protein
- export glukdzovym transportérem na bazolateralnim povrchu

Apikalni povrch Tésné vazby

a - ‘ ) a ‘n\ A
Spojovaci proteiny LM |\ )\ [ A {

- 4 L VAR
- b m & \
) LHEA ===
NS ; A 6) ' / ol
Tésné vazby ‘ . Flaudln — «occludin ') - s 1
9\ @ e & oKD
}|; \\ —
Plazmatické membrany 5 //\";f U \‘S—A\M Ao ;
sousednich bunék »\g\/ \_/‘j / U eplthellal
(v;‘;’\ — a1 oD cells
Spojovaci proteiny \_‘\ /\/, b ‘
! : /,'( A\ 4
O ( ) Bazolateralni povrch
b A 4 A4
Transcelularni draha: Paracelularni dréha:
pfes membrany bunék pres tésné vazby

prekdzka pro prichod tekutin a molekul pres vrstvu bunék, oddéleni télnich dutin

Inside cell

Transport glukdzy ve stievech

LUMEN/Apical Glucose ., Na*
STight | Glucose’ !Na+
junction ! |

"~ Basolateral
membrane

(

BASAL

N
:
LAMINA - Glucose *y| & Glucose

|
“Glucose _3Na
¥
22

+

3Na*

TISSUE SPACE exchangeable with blood

Glucose




Spoje bunék

Mezerové spoje

* 6 molekul membranového proteinu konexinu usporadanych

do kruhu tvofi duty valec konexon

* konexony dvou sousednich bunék tvofi hydrofilni kanal,
ktery propojuje cytoplazmy bunék

* prima chemickd a elektrochemicka komunikace bunék

* tok malych molekul mezi bufikami (ionty, cukry, cCAMP)

Spojeni bunék s ECM

» fokalni adheze a hemidesmozomy, integriny

* rozdil v napojeni na cytosklelet - fokalni adheze vazi mikrofilamenta
- hemidesmozomy vazi intermedialni filamenta

Integrin

Vazebné misto pro proteiny ECM

Extracelularni
strana
membrany

Plazmaticka
membrana

Cytosolicka strana
membrany

Vazebné misto pro adaptorové proteiny

Fokalni adheze

a-actinin

Actin—

filament ‘ - ¢ Cytoplazma

Vinculin
Talin

Integrins

ECM

=—_F
Matrix © =

5 s
Plazmaticka
~ membrana

Plazmatické membrany
sousednich bunék

Cytosolicka strana
membrany

Extracelularni strana
membrany

Hydrofilni kanal
Konexiny uspofadané
do konexonii

prostor
Burika 2

Hemidesmozom

Intermedialni
filamenta
Cytoplazma

Plazmaticka

A Adaptorové proteiny
membréana

tvorici plak

Integrin

(agBy)

Bazalni lamina

=—Laminin

A

Kolagenova
vlakna

Kolagenové fibrily






