Vnitrobunécné oddily a
transport mezi nimi




Bunécné kompartmenty

Zajisténi separace a podil na organizaci
pribéhu chemickych reakci dvéma zpusoby:

- soustredéni enzymu ke katalyze uréitého
sledu reakci do jednoho proteinového
komplexu (napf. syntéza DNA, RNA,
proteinl)

- soustredéni metabolickych déju do
bunécnych oddilu ohrani¢enych membrdnou




Vyhody kompartmentalizace

* v burikach probiha mnoho pr'o’nchudnych chemickych
procesu, jejich oddéleni zabrani chaosu

- vytvoreni chemického mikroprostredi, které je
vhodné pro dany typ chemickych déji (snizeni difdze
substratu, obsah iontd, pH)

+ oddéleni potencialné nebezpecnych rozkladnych
déju (hydrolytické enzymy - lysozomy, oxidativni
enzymy - peroxizomy)

- délba prace mezi organelami




Organely maji ¢asto monopol na
vykon urcité funkce

+ Endoplazmatické retikulum: syntéza slozek membradn
a lipidu

- Lysozomy: degradace proteind

+ Mitochondrie: vyroba chemické energie

Délba prdce ma mnoho vyhod, ale také zaludnosti,
predevsim z hlediska koordinace, nutnosti biosyntézy
organel, tridéni proteint pro rizné destinace apod.




Sekrecni a endocytické drdhy

» bunééné oddily nejsou autonomni, ale slouzi celé
bunice: integrace, koordinace

+bunka disponuje mechanismy pro transport
materidll mezi oddily a skrze membranu, kterd je
obklopu je

+ funkcni propojeni nekterych organel probiha v
logickém sledu pochodu (drdha, ..pathway")

- sekrecni (exocyticka) draha koordinuj je
biosyntézu organel a zajist'uje vylucovani molekul
do mimobunécného prostoru

+ endocyticka draha se podili na pfijmu a zpracovani
signdlu z vnéjsiho prostredi
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Vezikuldrni transport

+ transport proteint a lipidi mezi organelami

+ zajist'uje spravné umisténi téchto molekul uvnitr
nebo vné bunky




Na transportu a skladani proteinu do
spravné konformace se podileji chaperony

ushadnuji sklddani nové syntetizovanych nebo
denaturovanych proteind

vazou hydrofobni zbytky polypeptidd, brani
agregaci proteind

2 tridy chaperond:
1. Proteiny Hsp70 a jejich reguldtory
2. Vdlcovité chaperoniny




Hsp70

* ..heat-shock proteins”

» tvoreny burikou vystavenou stresu

» stabilizuji ¢dstecné slozené polypeptidy a
napomdhayji jejich sprdvnému slozeni

VdzZou se na:
- chybné posklddané proteiny
- nové vznikajici polypeptidy na ribozomech




Pusobeni chaperonu pri translaci
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Pusobeni chaperonu pri transportu proteinu
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Struktura a funkce bakterialniho
Hsp70 (DnakK)

* N-konec: doména pro vazbu peptidu
» C-konec: doména pro vazbu ATP

Pritomnost ADP na DnaK napomdhd spojeni
DnaK s nesloZzenym peptidem

Vazba ATP napomadhd uvolnéni slozeného peptidu




Funkce podpurnych proteinu
Hsp40 (DnaJ) a Grot

A. DnakK cycle

Dnad: TyTozolicky protein,
prindsi neslozeny polypeptid
k DnaK a stimuluje jeho
vazbu hydrolyzou ATP

GroE: stfimuluje uvolnéni
ADP. Vazany peptidu a GrokE
se uvolni po dalsi vazbé ATP
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Hsp70 u savcu

- existuje rada proteind s doménou J
podobnych DnaJ

» vyhledavayji specifické substraty
* maji vhitrni aktivitu zajist'ujici vymenu

nukleotidl a uvolnéni peptidu (heni treba
ekvivalent GroE)




Hsp90

podil na spravném skladani
dulezitych signdlnich molekul,
napr. receptord pro steroidni
hormony (SHR)

nejdrive se k receptoru vaze
Hsp70 a Hsp90 a vznika
.intermedidrni komplex"

Po vytésnéni Hsp70 vznika
zraly komplex Hsp90 /
receptor, ktery udrzuje
receptor ve sprdvné
.otevrené" konformaci pro
vazbu ligandu

navdzany ligand vytésnuje
Hsp90 a umozni translokaci
komplexu do jadra
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Chaperoniny (Hsp60)

» valcovité Castice zapojené do skladani
proteinu

* umoznuji skladani nove vznikajicim a
denaturovanym pro‘remum tim, Ze jim
poskytuji prostor oddéleny od cytoplazmy

»+ 85% nové tvorenych pro’remu se skldda
spontanne nebo s pomoci Hsp70, zbytek
potrebuje asistenci chaperonind




Hsp70 a Hsp60 se casto uplatnuji postupné
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Chaperoniny GroEL/GroES u E. coli

» podil na post-translac¢ nim skladani vznikajicich
proteind u bakterii

+ struktura: pldst’ vdlce (6roEL) obklopujici dutinu a
.poklicka" (6rokES)

» GroEL tvori dva kruhy sloZzené ze sedmi
podjednotek (obdobnd struktura u mitochondrii -

Hsp60/Hsp10, chloroplasti - Cpn60/Cpnl0,
eukaryotickych chaperonind - TriC)




Funkce chaperoninu GroES/GroEL

neslozené polypeptidy se vdzou k hydrofobnim zbytkum na vniteni
sténe vadlce GroEL

ATP se vdze ke kazdé podjednotce jednoho z kruhu, ktery
obklopUJe polypeptid

zmena konformace vedouci k zvétseni vnitrniho prostoru a k vazbé
GroES

hydrolyza ATP na kruhu obklopujicim polypeptid+ vazba ATP a
GroES na spodni kruh zpusobi disociaci horniho GroES a otevreni
dutiny

slozeny polypeptid dutinu opousti, zatimco nedpliné slozené
intermedidaty mohou znovu vdzat GroEL a proces skldddni opakovaT
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U mitochondrii a chloroplastu se uplatiuji
systémy obdobné GroEL/ GroES

Nové polypeptidy se po translokaci do organely
nejprve asociuji s Hsp40 a Hsp70:

- schopnost sklddani je zachovana
- zajisténi prenosu polypeptidu do chaperoninového
komplexu pro dokonceni procesu skladani




OdliS$nosti ve vyuziti systému skladani
polypeptidu u prokaryot a eukaryot

Eukaryotické bunky:
+ tvori vétsi proteiny, obsahujici ruzné domény

oddélené spojovacimi oblastmi (..hinge-
regions")

+ vyuzivaji predevsim ko-translacniho zplsobu
skladdni proteind s vyuzitim systéma
Hsp70/Hsp40 (dominantni dloha
posttranslaénich mechanismi u prokaryot)
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Tridéni proteinu

+ organely se v eukaryotické bunce zvétsuji a déli

- rust organel je dusledkem pridavani novych molekul
lipidU a proteint (membranovych i rozpustnych)

+ proteiny a lipidy se do organel dostdvaji bud’ primo z
cytozolu (mitochondrie, chloroplasty, peroxisomy,
vhitrek jadra) nebo neprimo pres ER (Golgiho
aparat, lysozomy, endozomy, jaderna membrana)
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Primy vstup proteinu do
membranovych organel z cytosolu

- syntéza proteint ha ribozomech v cytosolu (pouze
maly poet proteint je syntetizovdn na ribozomech
mitochondrii a chloroplasti)

»import do organel je uren pritomnosti adresové
sekvence

+ adresovd sekvence je poradi aminokyselin uvnitr
proteinu, kterd urcuje do jaké organely se protein
ma dopravit

+ absence adresové sekvence znameng, Ze protein
ma zustat v cytosolu




Adresova sekvence

15-60 aminokyselin

pro ER nazyvana signdini sekvence

¢asto (ne vzdy) odstranéna z hotového proteinu
nezbytnd a postacujici podminka pro smérovani
proteinu do prislusné organely

- adresové sekvence pro stejné cilove misto se mou
lisit (Uloha fyzikalnich vlastnosti - hydrofobicita,
umisténi nabitych aminokyselin)

Experimenty:

- odstranénim adresové sekvence z proteinu ER
umistime bilkovinu v cytozolu

- zaZlenénim signdini sekvence do cytozolového
proteinu zpusobime nasmerovani proteinu do ER




Tabulka 14-3 Nékteré typické adresové sekvence

Funkce signdlu

Piiklad adresové sekvence

Import do ER

‘H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-
Val-Gly-Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-
(;lu-Gln-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln-

Zadrzeni v lumen ER -Lys-Asp-Glu-Leu-COO"
Import do mitochondrii *H,N-Met-Leu-5Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-Ile-Arg-

Import do jadra

Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-
Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-

-Pro-Pro-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

Import do peroxisomi -Ser-Lys-Leu-

Kladné nabité aminokyseliny jsou ukaziny cervené, ziporné nabité aminokyseliny jsou vyzna-
teny zelené. Rozsdhly tisek hydrofobnich aminokyselin je uzavien ve Zlutém poli. "H;N zndzor-
fiuje N-konec proteinu (amino-konec), COO™ ukazuje C-konec proteinu (karboxylovy konec).




Tri mechanismy importu proteinu
do membranovych organel

membrdna neni pro hydrofilni molekuly propustna
nutny prisun energie

pouziti jadernych péri (transport pfes jadernou
membranu)

pouziti proteinovych translokatord (fransport do
ER, mitochondrii, chloroplastt, peroxisomu)

pouziti transportnich vacku (transport z ER)




Hlavni mechanismy importu proteinu do organel
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Transport jadernymi pory
+ por prostupuje vnéjsi i vnitrni jadernou membranou

+ funguje jako selektivni branka, kterd aktivné prendsi
specifické makromolekuly a zdrover umoZniuje volnou
difuzi mensich molekul

» transport péry je obousmérny:
- z cytozolu prichdzeji proteiny uréené jadru

- Z jadra cestuji molekuly RNA a ribozomdlni podjednotky
skladané v jadre

+ molekuly mRNA, které nedokoncily sestrih nejsou
exportovany (konTroIa kvality)




Struktura jaderného poru

- komplexni, tvoFi jej vice nez 100 proteind

- obsahuje jeden nebo vice kandll naplnénych vodou
(umoznéni volného pruchodu pro malé molekuly
rozpustné ve vode)

» vetsi molekuly (RNA, proteiny) a makromolekularni
komplexy nemohou pory prechazet bez zvlgstniho
tridiciho signdlu (tzv. jaderny lokalizaéni signal)
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Transport do jadra probiha ve
dvou krocich

1. krok:
*  nevyzaduje ATP/GTP

proteiny obsahujici jadernou adresovou sekvenci se
vdzou k jadernému péru, ale neprochdzeji jim

adresovad sekvence je rozezndna cytosolickym
receptorem (prototypovy receptor - importin),
ktery se vdze k jadernému péru

Importin ma 2 podjednotky:

- o importin vdze jadernou adresovou sekvenci

- B importin zajist'uje spojeni s komplexem péru




Transport do jadra probiha ve
dvou krocich

2. krok:

+ vyzaduje ATP nebo GTP

+ vlastni translokace jadernym porem

+importin a je translokovadn spoleé¢né se substrdtem
- importin B se v prubéhu translokace oddéluje
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Regulace importu do jadra

- jeden ze zplsobl Fizeni aktivity jadernych proteind
» transkripéni faktory funguji jen v jadre, zabrdnéni
importu jim nedovoli vykondvat svou funkci

Jeden z mechanismu:

+ v cytoplazmé se tyto faktory spojuji s regulaénimi
proteiny, které jim pokryji jadernou adresovou
sekvenci

- protein zUstdvad v cytoplazmé, dokud neni regulacni
protein odstranén




Regulace NF«xB

» transkripéni faktor

- aktivuje transkripci gent pro lehké retézce k
imunoglobulind v B lymfocytech

» v nestimulovanych burikach je NFkB vdzan v
komplexu s inhibiénim IxB, v této formé nemiize
byt translokovan (zamaskovani adresové sekvence)

+ ve stimulovanych bunkdch se IkB fosforyluje a
ndsledné degraduje proteolyzou
(ubiquitin/proteazom), NF«xB je translokovdn do
jadra, aktivace transkripce




Regulace SWI5

»transkripcni faktor u kvasinek
» translokace je primo rizena fosforylaci

+ SWI5 je translokovdn do jadra jen v urcité fazi cyklu,
kdy je defosforylovdn

- po zbytek cyklu zlistdva v cytoplazmé ve fosforylované
forme

» fosforylace nastdva na aminokyselinovych zbytcich v
tésné blizkosti adresové sekvence







Export RNA z jadra

+ rRNA, t1RNA, mRNA vznika v jadre, ale pro
expresi genetické informace je nutnd jejich
pritomnost cytoplazmé

v/ K / / o
* vyuziva jadernych poru

» translokace membrdnou probihd v komplexu s
proteiny

* nutnd energie




Export RNA z jadra

+ pre-mRNA a mRNA se spojuje s alespon dvacefi
proteiny (vznikd hnRNP)

- alespofi 1 z téchto proteinl obsahuje adresovou
sekvenci pro export z jadra

- v jadérku vytvari rRNA spolu s ribozomadlnimi
proteiny komplexy

+ do cytoplazmy jsou transportovdny intaktni
ribozomalni podjednotky




Transport snRNA

» funguje v jddre

- Uéast na sestrihu

* transport z jadra do cytoplazmy

* spojeni s prislusnymi proteiny (vznik funkcnich
komplexu)

* ndvrat do jddra




Transport snRNA




Proteinové translokatory

* umistény v membrdné, kde slouzi pro
prenos proteind

* prendseny protein se musi rozvinout, aby se
mohl protdhnout membrdnou

» funguji i u bakterii




Vstup proteinu do mitochondrii a

chloroplastu

- obé organely zaméF'eny na syntézu ATP

* vnitPni a vnéjSi membrana je u obou organel,
chloroplasty maji navic thylakoidni membranu

+ vstup do organel uréuje adresova sekvence na N-konci
Tr'anspor"rovaneho proteinu

presun pres membradnu probiha ve zvldstnich mistech,
ve kterych jsou vnitfni a vnéjsi membrany ve
vza Jemnem kontaktu

béhem prenosu je protein rozvinut a adresova
sekvence odstranéna

+ transportu pres obé membrany a opétnému slozeni
uvnitr organely napomdhaji chaperony




Import proteinud do mitochondrii

* nutny, protoze mitochondridlni genom nekdduje
proteiny pro replikaci DNA, transkripci nebo
translaci ani pro oxidativni fosforylaci

» tyto proteiny se dostdvaji do mitochondrii jako uplné
polypeptidové retézce

» probiha bud’ pres jednu membranu do
mezimembranového prostoru nebo do mitochondridlni
matrix pres obé membrany




Transport do mitochondrialni matrix

- protein je nhasmérovan do mitochondrii N-koncovou
sekvenci 15 - 35 AA (presekvence)

+ presekvence se proteolyticky odstranuje po
dokonceni transportu do mitochondrie




Prubéh translokace do mitochondrii

1. rozezndni adresovych sekvenci (presekvenci) receptory, které
proteiny nasméruji k povrchu mitochondrii

2. zaclenéni presekvenci do proteinoveho komplexu, ktery ridi
translokaci vné jsi membranou

3. alespori édsteéné rozbaleni proteint (G¢ast cytosolickych
chaperont rodiny Hsp70)

4. rozbalené retézce prochdzeji vnéjsi i vnitrni membradnou v mistech
jejich tésného kontaktu

5. translokace vnitrni membrdnou vyzaduje pritomnost
elektrochemického gradientu

6. odstépeni adresové sekvence (presekvence) matrixovou protedzou

7. mitochondrialni Hsp70 vdze translokujici retézec na vnitrni strané
membrany a napomaha dokonceni translokace

8. mitochondridloni Hsp60 napomdha slozeni polypeptidového retézce
uvnitr mitochondrie

9. Prachod vnési i vnitfni membrdnou vyzaduje ATP







Translokace do mezimembranového
prostoru (konzervativni model)
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Translokace do mezimembranového prostoru
(nekonzervativni modely)

Nedochadzi k importu do matrix
3 mozné mechanismy:

1.
2.

3.

Primd translokace vné jsi membrdnou do mezimembrdnového prostoru
(cytochrom c)

Primd translokace vné jSi membrdnou ndsledovand zaclenénim
proteinu do vnitrni membradany

Prostrednictvim sekvence zastavujici prenos (.stop-transfer
sequence") je translokace vnitrni membrdnou zastavena a protein je
odstépen do mezimembrdnového prostoru
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Transport do
chloroplastu

vétsina chloroplastovych
proteinu je syntetizovdna
v cytoplazmé a ndsledne
transportovdna do
chlor'oplasTu v podobe
hotovych polypeptidu

adresovou sekvenci tvori
30-100 AA na N-konci,
které jsou odstépeny po
dokonceni translokace

pozadavek rozvinuti _
peptidu (dcast chaperonu
na obou strandch
membrany a energie)
adresové sekvence nejsou
posmvne nabité

neni pozadovan elektricky
potencidl napric
membranou
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Import proteinu do
lumenu thylakoidu

1. import do stromatu

2. odstépeni adresové
sekvence: obnazeni
hydrofobni signdlni
sekvence

3.translokace pres
thylakoidni membranu

Hydrophobic Cytosol
signal sequence
____Transit peptide
Hsp70 \
( Quter membrane
@

Hydrophobic signal sequence

targets to thylakoid membrane

> a Thylakoid membrane
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Folded protein w
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