Definice a hlavni smeéry transportu
Endoplasmatické retikulum (ER) - drsné a hladké ER, izolace ER
Funkce ER
ER proteiny obsahuji signalni peptid (sp)
Golgiho aparat (GA) - objev, struktura, polarita
Funkce GA
Vakuola - objev, struktura, biogeneze, slozeni
Vacuolar sorting signal
Funkce vakuol
Intracelularni membranovy transport

Sekrecni a endocyticka draha

Vezikularni transport - Rab, SNARE, PIP proteiny
Transport z PM a z BS

Objev a studium transportu



Endomembranovy systém a transport
» Endoplasmatické retikulum (ER) tvori zaklad endomembranového syste

» Endomembranovy systém = membrany a organely (jaderny obal, PM, G |
vakuoly, endosomy...) které si vyménuji molekuly budlateralni diftzi
nebo transportem specializovanych vezikul = endomembrane trafficking
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» ER je také vstupni branou do sekrecni drahy (secretory patif



Endomembranovy systém a transport

» Kortikalni ER je napojeno na PM, prochazi plasmodesmaty (desmotubule

» Vnitrni ER se prochazi transvakuolarnimi kanaly; ER je kontinualni s
jadernym obalem; ER je spojeno s Golgiho aparatem, mltochondrleml
chloroplasty, peroxisomy a olejovymi télisky.
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Hlavni smery endomembranoveho transportu

Exocytosis[ Endocytosis

I Anterograde v

| Sanmpeort Golgi-associated Free trans-Golgi LondoSYIOSIS [ vy itivesicular
trans-Golgi network (TGN) body (MVB)

i [

——— Retrograde
transport

Multivesicular
body (MVB)

> Klasicka sekrecni draha: ER - GA - BS nebo vakuola

» Anterograde transport

» Endocyticka draha

» Retrograte transport



Evoluce a objev endomembranového systému

>
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Eukaryoticka rostlinna bunka je priblizné 1000x vétsi nez pGvodni prekurzor.
» nemozné provadét vsechny pozadované procesy pouze na PM. |

S vyVOJem vetsich bunék, dochazelo k invaginaci PM, odstépeni a vytvoreni
méchyrka (vezikul) vazanych na membranu. .. |

Vsechny vnitrni membrany, souhrnné znamé jako endomembranovy system
(ER, Golgiho aparat, vakuolarni kompartmenty, vesikuly).

» ER se zahrnuje vice nez polovinu vsech membran bunky.

Integrovana studie kombinujici elektronovou mikroskopii a biochemi}
vedla k Nobelové cené udélené George Paladeovi (1975) za objevy
oblasti strukturalni a funkcni organizaci bunky.

ER vidéno
elektronovc
mikroskop
1940th
rezy
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ER je komunikacni sit mezi organelami v bunce

ER je velmi dynamické a méni se béhem vyvoje bunky a v prubéhu
bunécného cyklu

Lze barvit lipofilnim, aniontovym, fluorescencnim barvivem, DiOC,
(C/b obrazek) nebo znacit fluorescencnimi proteiny
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ER je hlavnim zdrojem membranovych fosfolipidd a poskytuje proteiny
dalsi naklad (cargo) pro komponenty endomembranového systému.

ER je mistem syntézy a dodavani lipidi a proteind.

ER se sklada z rozsahlé sité tubull a zplostélych cisteren.

Cortical ER from outside of cell Cell from outside Tubtle triple——— |
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/ Cisterna

polygon\
Nuclear \Xﬁo—nm

envelop'e///? Cytoplasmic, tubule 3D rekonstrukce

/ transvacuolar ER v suspenznich

strands ,
kulturach

Cross-wall 2 ,
Cell from inside between cells tabakOVyCh

Interior ER membranes viewed from the inside bunek

Kortikalni ER tésne pod, mozna pripojené k, PM; pokud je oddeleno, je
Reticulony ~ proteiny, které tvori ER tubuly z membranovych list( |



Drsné a hladké ER (rough and smooth ER)

(A) Rough ER (surface view) (C) Smooth ER (tubules in cross section)
Polyribosome = strings of ribosomes v, '

100 nm

» Drsné ER (rough ER, RER) ma na rozdil od
hladkého ER (smooth, SER) mnoho
membranové vazanych ribozomu

» Drsné ER - cisternové
» Hladky ER - trubicovité

» Vétsina ER ma schopnost vazat ribozomy,
protoze ER obsahuje translocony (slouzi k
translokaci peptidt skrz membranu)




Isolace ER (RER a SER)

» Homogenizace a poté centrifugace v gradientu hustoty sacharék
» Zahrnuti EDTA k chelataci iont(d MgZ* pomaha izolovat Cisté membréﬁ

» Kontrola ¢istoty pomoci markerové enzymy (asto cytochoromy) napr;
spektrofotometricky, mérenim enzymové aktivity.
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Funkce ER - syntéza proteinu a lipidu
» Prvni krok v biosyntéze membran zacina na ER, kde jsou syntetizovany
» proteiny (RER) |
» lipidy (hlavné SER).

» Strukturalni specializace vyplyva z funkce!

» Syntéza proteinl - proteiny se sp jsou translatovany na ER ribozomec

» Proteiny syntetizované na Rough R (RE

ribozomech pripojenych k ER

» importovany do ER hned
kdyZ jsou syntetizovany =
kotranslacne

» Proteiny syntetizované
cytosolickymi ribozomy
vstupuji do ER
posttranslacne



ER proteiny obsahuji signalni peptid (sp)
» Syntéza proteinll - proteiny se sp jsou translatovany na ER ribozomech

» Signalni peptid je hydrofobni sekvence (18-30aa), zodpovédna za translokac;f\
proteinl do ER; obsahuje specifické misto pro stépeni signalni peptidazou

mRBNA
Ribosome
NH, terminus of nascent protein

%
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Translocon - SRP receptor | —~~__ *

=

ER

» Glinter Blobel ziskal Nobelovu cenu (1999) za fyziologii a medicinu,
kdyz ukadzal, Ze nové syntetizované proteiny maji zabudovany sig

» A signal recognition)
particle (SRP)

» tvorena proteinem a RNA

» vaze se na signalni pepti

a ribozom, ¢imz prerusi
translaci, dokud neni
rozpoznana ER
membranovymi SRP
receptory a translokony,
skrz které je novy protein
provlecen |
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Membranové proteiny maji riznou orientaci
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» Proteiny jsou syntetizovany od amino-konce ke karboxy-konci

» U integrdlnich proteini muze 7-21 nepolarnich aa preklenout me



lipid-linked

ER membrane

» Nez noveé vytvoreny glykoprotein opusti ER, odstépi se 3x glukdzovy (a 1 mannd

Funkce ER - glykosylace proteinu

Mnoho sekretovanych proteint je N-glykosylovanych béhem translokace v ER

Glykosylace probiha v ER, kde je jeden typ oligosacharidu [(N-acetylglukosaﬁﬁ
(glukdza);] pridan k aminoskupine asparaginu (N): sekvence aminokyselin N-X-;

Tak vznikaji N-vazané glykoproteiny - proteiny s kovalentné vazanymi cukern
pomoci enyzmu oligosacharyltransferdzi

oligosaccharyl
transferase
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Funkce ER
» Syntéza lipidu - ER produkuje vétsSinu lipidd potrebnych pro syntézu membl

» tvorba fosfatidylcholinu z molekuly glycerol-3-fosfatu (z cytosolu),
molekuly CDP-cholinu a dvou mastnych kyselin-koenzymu A (z plastidu)

» K syntéze dochazi na cytoplazmatickém strané) membrany ER (hladke,
flippasy (fosfollpldove translokatory specifické pro skupinu ,,hlaw ) je

mohou ,,preklopit* pres membranu (1/100 s)

» Regulace obsahu Ca2*v cytosolu
» ER, stejné jako PM, pomaha ridit iontoveé slozeni cytosolu.

» ER ma Ca?* ATPazu pumpujici Ca?* z cytosolu do lumenu ER

» Calreticulin je protein vazajici Ca?*s nizkou afinitou a vysokou
kapacitou (az 25 molekul vapniku!)

» Syntéza fenylpropanoidil a flavonoidi

» Fenylpropanoidova draha zapojena do syntézy flavonoidii je soucasti rostlinné s
aromaticke drahy s hlavnimi enzymy zabudovanymi v ER.

» Enzymy spojené s cytosolickou stranou membrany ER.
» Syntetizované flavonoidy jsou ulozeny ve vakuole.

» Zacina aa fenylalanin, ktery je prekurzorem fytoalexinl (obrannych me
flavonoidy (barvy rostlin); lignin; kumarin (viné Cerstvé posekané tra



Camillo Golgi (1898) vizualizoval sit'ovité retikulum vlaken
v Purkynovych bunkach sovy, nazval to ,internal reticular
apparatus*

GA ma polymorfni vzhled, i mnoho nazvd, napr. v rostlinach
diktyozom (dictyosome)

U obratlovc( se GA obvykle jevi morfologicky jako vlaknita sit,
zatimco u bezobratlych a rostlin se jevi jako samostatné prvky.

Az v 1957 bylo dokazano, pomoci elektronoveho mlkroskopu
ze rostliny maji GA! 5 S

ST RFP

Rostlinna bunka

Golgi, C. (1898)




Golgiho aparat se sklada ze vsech Golgi télisek (Golgi stacks) v bunce!
Architektura GA se lisi od bunky k bunce a v prabéhu zivota bunky:

az 100 Golgiho télisek v Golgiho aparatu (meristémové bunky).
Typicky 4-7 zplostélych cisteren (< 20 pozorovanych) nebo 1-2 u ras a hub
Golgiho télisko je polarni seskupeni cisteren:

cis strana (plossi cisterny) a trans strana (zahrnuje trans Golgi network, TGN).

Elektronova mikroskopie, barveni zinc iodide-osmium 3D tomograficky m




GA je organela, ktera vykazuje polaritu
» cis strana ~ dynamické asociace s ER prostrednictvim vezikul a tubularnich S|
» trans strana ~ TGN z/do riznych destinaci, véetné PM, vakuol
» typicky anterogrddni (anterograde) pohyb cis-to-trans
» také retrogrddni (retrograde) pohyb z trans-to-cis!
» Polarita GA je zachovana,

» prestoze membrany neustale protékaji!

trans Golgi
network (TGN)

trans cisternae

medial
cisternae

cis cisternae

core b oot T cophut
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FreeTGN TGN scaffold

Residual
membrane
fragment with
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Clathrin-coated vesicle Secretory vesicle
with scaffold with scaffold



Funkce GA = tovarna na sacharidy

» GA jsou pohyblivé organely, které vyuzivaji aktomyosinovy system.

» Mnoho bunék rostlin a hub ma specializovany typ polarizovaného rdstu (tip
growth), kde jsou vezikuly odvozené od GA smérovany do jediného mista.

» Golgiho téliska se mohou délit stépenim nebo se mohou vytvaret z ER.
» Jejich pocet reguluje sekreci béhem rustu a diferenciace.

» Rlzné cisterny v jednom Golgiho téle maji rizné enzymy.

» Zpracovavaji polysacharidy pro BS nebo glykoproteiny pro BS a vakuol

» napr. modifikace N-vazanych glykoproteind, glykosylace -OH skupin
hydroxyprolinu, serinu, threoninu a tyrosinu (O-vazané oligosacharidy)

@Glc @GIcNAc [ p1.4-Gal <(al6-Fuc < «l,3-Fuc \
@ Man ONeuac [Op1.3-Gal <JaldFuc < p1,2-Xyl ? ?

ants

Late Golgi
maturations
DPP=—+DPP —> — —
ggb Mammals
ER i g g ; ;

Golgi apparatus
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Glykoproteiny a polysacharidy urcené k sekra@
jsou zpracovavany v GA

» Zpracovani sekretovanych i jinych glykoproteini

> Vysokomannosove glykoproteiny z ER a jejich oligosacharidy jsou dale zpracovavan /
ruznymi glykosylazami za vzniku komplexnich glykoproteina.

» 0-vazané glykosylacni reakce pripojuji cukry k hydroxylové (OH) skupiné Ser nebo
napr. proteiny bohaté na arabinogalaktan v BS

» Napr. enzymy degradujici BS pri abscisi, hydrolazy potrebné pri kliceni a travici enzym
hmyzozravych rostlin

» Syntéza sacharidi a jejich sekrece do BS

» Vrostlinach jsou hlavnimi sekrece produkty témér vsech bunék komplexni
polysacharidy, vcetné pektinti a hemiceluléz, které jsou vylucovany do BS.

» komplexni polysacharidy: rozvétvené, slozené z > 12 riznych monosacharidud, coz
naznacuje, ze mohou byt potreba stovky specifickych glykosyltransferaz

» enzymy jsou lokalizovany oddélené v riiznych cisternach a vezikulach GA

» Napr. pektiny jsou iniciovany a prodluzovany v cis-Golgiho cisternach, methyl esterifi
medialnich Golgiho cisternach a postranni retézce jsou pridany v trans-Golgiho cis

» Transport cukrl z cytosolu

» GA obsahuji transportéry (dolicholy nebo proteiny), které prenaseji
cukry (schopné Ucastnit se glykosylacnich reakci) dolumenu GA 4



Kontraktilni vakuoly (,,stars“) byly poprvé pozorovany u prvokl v 18. stoleti.

Matthias Schleiden (1842) pozoroval, ze vétsina rostlinnych bunék obsahuje
napadnou centralni oblast, ktera se ve svételném mikroskopu jevi jako prazdna,
z latiny vacuole = ,prdzdna“

Vakuolarni stava (vacuolar sap) (voda a rozpusténé latky) uzavrena
propustnou vakuolarni membranou (tonoplast).

Hugo de Vries (1880) pozoroval epidermalni bunky Tradescantia a vsiml si,
Ze bunécné stény se vyboulily, kdyz byly bunky umistény do Cisté vody.

chloroplasts

vacuole




Vakuolarni systém = vsechny vakuoly obsazené v bunce béhem vyvoje.

Vakuoly se lisi velikosti a vzhledem, napr. jedna centralni vakuola vs. mnoho
malych vakuol v meristematickych bunkach

Golgi TGN

vy . , Vakuolarni systém korenovych bunék jéém
Vetsina vakuol se tvori z membran TGN. zbarvenych neutralni Eerven (neutral rec

Nové vytvorené vakuoly se spoji (MVB, multi-vesicular bodies) a vytvori vétsi vaku@
Provakuola (nebo fagofor) se mlze tvorit de novo z PM napr. béhem fagocyto

Minimalnim poZadavkem je syntéza tonoplastu (vakuolarni membrany
obsahuje transportéry nezbytné ke zvyseni osmotického tlaku v lum

Vakuoly se mohou tvorit také primo z ER, tzv. protein-body ER, dava
vakuolam pro ukladani proteina.



Nespecifické hydrolytické enzymy, které maji typicky kyselé pH optimum,

napr. proteazy, esterazy (napr. fosfataza), fosfodiesterazy (napr. RNaza a
DNaza) a acylesterazy (napr. lipaza).

a—mannosidaza se pouziva jako marker

Lipidy vakuolarni membrany jsou
podobné, ale ne totozné, s
ostatnimi membranami.

Amino
podobna funkce bariér acid

Transport pres vakuolarni

membrdnu
Proton-translokacni pumpy H < ( | |
(V-ATAaza, H*-PPaza ) Na* ke | Pade

ABC transportéry (neboli
transportni ATPazy)

Anthocyanin

Vakuolarni kanaly
; L, v .. ADP + P;
Vakuolarni prenaseci



Vacuolar sorting signals (VSS)

>

VSS (zluty box) - odstranén z pro-peptidu post-translacné, kdyz je:'y
dopraven do vakuoly. \

MizZe byt N-terminalni (ntVSS), C-terminalni (ctVSS) nebo interni VSS.
Nékdy VSS neni odstranén (unremoved VSS), potom je exponovan na. |
povrchu slozeného proteinu a muze byt tvoren ruznymi castmi polypept

[sP ] ntvss

[ sP | ctVSS
- internal VSS
[ sp |

» Signal peptide (sp) - u vsech sekreCnich proteint nezavisle na fina’lhi’ lo
» odstranén co-translacne!!

» nemad vliv na vacuolar sorting
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funkce

Role v expanzi bunék ~ az 95 % celkového objemu bunék, typlcky >60 %

umoznuje rostliné dosahnout velké rozmérd s minimalni
investici do energeticky narocnych sloucenin (celuldza,
nebo proteiny), misto toho je vakuola naplnéna vodou

velka centralni vakuola vytlacuje cytoplazmu do stran,
kde je vzdalenost od atmosféry (0,, CO,) k chloroplastu
nebo mitochondriim minimalni

Role v generaci turgoru

V disledku pritomnosti rozpusténych latek v bunce,
rozdilné permeability PM a tuhosti BS, voda vstupuje
do bunék a vytvari turgorovy tlak:

je hnaci silou pro dalsi expanzi a formovani bunék.

Rostliny rostouci v prostredi s vysokym osmotickym
tlakem (dany pritomnosti soli) musi produkovat
dostatecny osmoticky tlak ve svych bunkach, aby
umoznily prijem vody nezbytné pro Zivot a rust.

V zavislosti na bunce glycerol, trehaldza, betainy a prolin §
mohou zvysSovat osmoticky tlak cytosolu nebo organely.  §
Osmoticky tlak vakuoly a cytoplazmy musi byt stejny.

Slozky, které obvykle nejvice prispivaji k osmotickému
tlaku vakuoly, jsou Na*, K* a Cl-
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funkce

Proteolyza a recyklace
Lytické vakuoly ~ role v preméné protein( na aa, které jsou recyklovany.

Autofagozomy -~ specializované lytické vakuoly spojené s programovanou
bunécnou smrti (autofagie pri hladovéni, bunky recykluji vlastni protoplazmu).

Selektivni autofagie umoznuje recyklaci dysfunkénich proteint a organel
(jako jsou chloroplasty poskozene UV svétlem nebo peroxisomy H,0,).

Skladovaci prostor a homeostaze
udrzovani bunécné homeostazy (ionty, voda a aminokyseliny)
udrzuji hladiny organickych a anorganickych molekul (mohou byt toxické) |
udrzuji rovnovahu vody s cytosolem, aby mohly probihat enzymatické reakc‘e
Vakuoly jsou typicky kyselé (pH 5), zasobarna H* |
pro regulaci pH mohou byt zasadité (vyména Na*/H*)
Skladovani zivin (PO,, ionty, aa, cukry, malat)
sekundarnich metabolitu (alkaloidy)
pigmentud (anthokyaniny)

bilkovin = protein bodies v semenech



Break




Intracelularni membranovy provoz

CYTOSOL

I

NUCLEUS l l
PLASTIDS PERDXISOMES
MITOCHONDRIA |

ENDDPLASMIC RETICULUM

GOLGI

I SECRETORY

LATE ENDOSOME VESICLES

I

|

EARLY ENDOSOME

CELL EXTERIOR

KEY: lll = gated transport
I = transmembrane transport

[ =vesicular transport

Vesicular trafficking

» Transportni vezikuly
vyrazi z jednoho
oddéleni (donor) a spoji
se s druhym (target).

» Vezikuly prenaseji

material (cargo) z
lumenu, stejné tak

jako membranu z
darcovského do cilového
oddéleni
(compartment).

» Procesy puceni

(budding) a faze.

» Proteiny i lipidy si

zachovavaji svou
orientaci!!!

lipid bilayer

membrane protein
lumenal contents

DONOR

budding vesicle
with contents
selected for
transport

transport vesicle
in cytoplasm

FUSION l

TARGET
COMPARTMENT
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Sekrecni a endocyticka draha “cestovni mapa”
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cisternae

Golgi apparatus

secretory
vesicle
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» Sekrecni draha (secretory pathway) cervené sipky
» Endocyticka draha (endocytic pathway) zelené Sipky

» Zpétny tok komponentu (retrieval) modré Sipky

Fusion vs
Fission ~ nova

membrana se
muze oddélit
od stavajici

membrany!!!




» Anterogate transport (COPII)

Vesikularni prenos je zprostredkovany | ... .ce transport (cOP)
3 typy ObaIOVyCh proteinﬁ (Coat) » Membrane recycling (clathrin)

» clathrin-coated vesicles

-

COPI-coated vesicles

_—

COPIl-co

'
- 2

ated

The assembly and disassembly of a clathrin coat § e N

N
» | Fission! ( 4 ('\(. ﬂ‘
Vel

coated vesicle
membrane

clathrin triskelion

donor cargo adaptor protein

membrane receptor

naked transport

rotein :
P vesicle

CYTOSOL

® V/ membrane-bending and
cargo molecules fission proteins Prior to fusion
COAT ASSEMBLY BUD VESICLE

AND CARGO SELECTION FORMATION FORMATION UNEDATING




1. COPIll-coated vesicles bud
from the ER and are trans-
ported to the cis face of the
Golgi apparatus.

2. Cisternae progress through
the Golgi stack in the antero-
grade direction, carrying their
cargo with them.

3. Retrograde movement of
COPI-coated vesicles maintains
the correct distribution of
enzymes in the cis, medial, and
trans cisternae of the stack.

4. Uncoated vesicles bud from
the trans Golgi membrane and
fuse with the plasma
membrane.

5. Endocytotic clathrin-coated
vesicles fuse with the
prevacuolar compartment.

6. Uncoated vesicles bud off
from the prevacuolar
compartment and carry their
cargo to a lytic vacuole.

7. Proteins destined for lytic
vacuoles are secreted from the
trans Golgi to the prevacuolar
compartment via clathrin-
coated vesicles, and then
repackaged for delivery to the
lytic vacuole.

8. Endocytic clathrin-coated
vesicles can also uncoat and
recycle via the early recycling
endosome. Vesicles produced

Cytoplasm

Plasma membrane ! B
-
\m U;Early recycling endosome : '\‘:\
o © ) ~9-Q.

= (Clathrin
> ®
trans Golgi =D
network @—& N — ©) @
w /

trans Golgi 3‘ @
y

\

@ !
: : ~
medial Golgi i) I~ @)
. =%
] COPI prevacuolar
t \

compartment
=
cis Golgi 4 N (@)

Jd. ©0O
SN @

cis Golgi network \
Lytic vacuole

A -
COPII
N
i -"“"_7 subunits

Rough
endoplasmic
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N\

Anterogate transport (COPII)
Retrograte transport (COPI)

Membrane recycling (clathrin)
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Transport uvnitf endomembranového systém

» Sekrece proteinl z bunék zac¢ina v hrubém ER, v ERES (ER exit sites).

» Pohyb vpred (anterograte) z ER, do Golgiho, od cis k trans pres cisternam,
zranim (cisternal maturation), k PM nebo prevakuolarnim strukturam.

» Existuje klesajici pH gradient organel ER (pH7,5) vakuoly (pH 6).
» Nékteré rezidentni proteiny v lumenu ER maji K/HDEL /Q-hci.ﬁi'i‘;l’;ﬁ’;‘iiﬂ
sekvenci, proteiny vazané na membranu maji KK nebo KXK. - )
» Tyto 3 sekvence jsou rozpoznavany receptorovymi proteiny v cis- & = @
Golgi, vazba na néj umoznuje retrogradni transport zpét do ER. s
» Né&které proteiny nikdy neopousti GA (nevi se jak). Grema newiolk  sedrioyveside  seaetoy
v - ; ; O —
» Zpétny pohyb (retrograde) recyklace membranovych . CARGO CONCENTRATION
vezikul z PM, z trans do cis membrany GA, nebo z GA do ER. .

vesicular tubular cluster

vesicular

vesicular tubular cluster

or Golgi apparatus secretory | tubular
protein a" cluster
soluble ER
resident protein
"‘-‘__‘___r
y
- KDEL —
-';.f KDEL receptor
i

empty
KDEL
receptor

RETRIEVAL

soiubles PATHWAY

ER resident
protein

(A)

(B) Golgi trans Golgi Golgi
network cisternae network

| e 3 § / 3 1
cis cis, medial, and trans ‘ ER
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Rabs navadeji transportni vezikuly k jejich cilové

» Rab proteiny a Rab efektory nasméruji vezikuly do specifickych mist
na spravné cilové membrane.
—cargo receptor

» RAB, je GTP vazajici protein s
isoprenoidni kotvou, ktera se vlozi do
membrany vezikuly s danym v-SNARE

V-SNARE a poté se vaze na specificky receptor

v cilové membrané s danym t-SNARE.
Rab-GTP
° QTHER'NG » Rabs jsou malé GTPase (A.t. cca 96)
ze superrodiny Ras, ktera zahrnuje

take Arf, Ran, Ras & Rho.

Rab-GDP

\-)/ GDI
! FUSION ;

trans-SNARE
target membrane complex

Rab effector
(tethering protein)

t-SNARE

¥ i
| N |

CYTOSOL
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Rabs navadéji transportni vezikuly k jejich cilové} embiféné

oooooo

dovy:'c

Ke specifickému cileni dochazi, protoze kazda vezikula ma specificky
a kazda cilova membrana (target) ma 3 specifické t-SNARE, které um:
dodani na spravné misto a ve spravny cas.

v-SNARE Qtsmnz
h ﬁ

STEP 1 STEP 2

homotypic
membrane
fusion
—_—

» Po spojeni v-SNARE a t-SNARE se vezikula spoji s cilovou mem_brén'ou,
» GTP je hydrolyzovan Rab-GTPazou na GDP

» dojde k uvolnéni Rabu...
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Fosfoinositidy (phosphoinositides) oznacuji
organely a membranové domény

» Ackoli inositol-fosfolipidy tvori méné nez
10 % celkovych fosfolipidd v membrané,
maji dilezitou regulacni funkci.

» Mohou podstoupit rychlé cykly fosforylace
a defosforylace v polohach 3', 4'a 5'

¥
o @
jejich hlavovych skupin inositol-cukrl za

\ phagocytosis
vzniku rdznych typu fosfoinositid( 7N
(fosfatidylinositol-fosfati nebo PIP). ,_ - y ,-O\

» Vzajemna konverze fosfatidylinositolu (Pl)

——
a PIP je vysoce kompartmentalizovana:
. o, . endocytosis
» ruzne organely v endocytickeé a sekrecni
draze maji odli$né sady PI a PIP kinaz a PIP —_— O —

fosfataz. :
regulated exocytosis

_‘\QU

constitutive exocytosis

KEY: PI(3)P PI(4)P PI(4,5)P, PI(3,5)P, PI(3,4,5)P;




Transport z PM do endomembrany

» Endocytéza ~ bunky pohlti malé objemy vnéjsiho média a internalizuji PM
(napr. fagocytoza, pinocytoza atd.),

» prebytecna nebo PM stara membrana je bud’ recyklovana odeslanim zpét do PM,
GA, nebo je znehodnocena odeslanim do vakuoly. \

plasma membrane Endosome maturation
recycling
- O’/\ endosome
“‘*-O vacuole
O multivesicular intralumenal vesicle @)
5 &\
O USION
O O

MICROTUBULE-MEDIATED

TRANSPORT O¥e
late O

early f endosome prevacuolar compartment
endosome \ . R ‘_

00 Q O
CYTOSOL
e
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Transport makromolekul do rostlinnych

bunék riznymi mechanismy
» Fluid-Phase Endocytosis

» Klasickd cesta: PM - klatrinové vezikuly - rané » Exocytoza

plasma membrane

endozomy - multivezikularni téliska (MVB) - vakuola ° o

» Kdyz je rostlinna bunka napadena patogenem, MVB ve . /-L““.)\
se slouci zpét s PM a uvolni vezikuly, znamé jako EEICHOL ‘
exozémy, do BS (bioticke a abiotické proteiny, » Endocytéza _

odezvy na stres, nemaji signalni peptid!)

» Mnoho symbiont( a patogent vstupuje do bunky ”'Lj\

endocytozou. o

» Receptor-Mediated Endocytosis

» vazba extracelularnich ligandui (napr. hormona, lektind,
protilatek) na receptory v mikrodoménach PM, poté je ligand
a jeho receptor endocytovan do bunky.

» Piggyback Endocytosis

» vitaminy rozpustné ve vodé, jako je biotin, maji receptory v
PM a makromolekuly pripojené k biotinu (biotinylace) mohou
pronikat PM.




V roce 1870 Rudolf Heidenhain studoval sekrecni
proces v exokrinnich bunkach slinivky brisni savca.

Pokroku bylo dosazeno v 50. letech diky technikam
elektronové mikroskopie a bunécné frakcionace.

V letech 1980-90 Schekman pouzil kvasinkové bunky,
které vylucuji radu enzymu, napr. osetrili je
chromanem a nasli mnoho sekre¢nich mutantu.

&N

Rostliny maji vysoce vyvinuté sekrecni systémy, nékdy esmmms s -
ve velice specializovanych bunkach napr. nektar, zahave bunky kopriv, masozravky...

U rostlin biochemickeé, morfologické a farmakologické studie identifikovaly homology
genl zapojenych do membranového transportu nalezenych u kvasinek a savcu.

Rostliny maji mnohem vice izoforem nékterych sekrecnich gend nez kvasink
Rostlinné geny zapojené do sekrecni drahy byly zmutovany, navazany na FP...
Najit specificky inhibitor zapojeny do specifické drahy je obtizné...

napr. Brefeldin A Bretecsn A Mock BFA BFA
-L treated treated (6 hrs) washout (4 hrs)
] @

Gobg l

Rowugh ER

sFit1-V5




