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Osnova

« vyznam kompartmentalizace eukaryontni burnky
o transport proteint jadernymi pory

« translokace protein{l pres membrany

» vezikularni transport a sekrecni draha

« endocytoza




Vyznam kompartmentalizace
eukaryontni bunky

= soustredeéni specifickych aktivit do vzajemné
oddélenych mikroprostredi

= podminka funkce velkych eukaryontnich bunéek




Kompartmenty

eukaryotickych bunek

zivocisné bunky

rostlinné bunky bunky hub
plazmaticka plazmaticka plazmaticka
membrana membrana membrana
glykokalyx bunécna sténa bunécna sténa
jadro jadro jadro
ER ER ER
Golgiho aparat Golgiho aparat Golgiho aparat
lysosomy vakuoly vakuoly
peroxisomy peroxisomy peroxisomy
- glyoxysomy glyoxysomy
mitochodrie mitochodrie mitochodrie
- chloroplasty -

ohraniceni bunky, komunikace s okolim

uchovani a exprese genetické informace, anabolismus

katabolismus

energeticky metabolismus




Vystavba organel

« specificka funkce vyzaduje specificke slozeni
 nutnost zajisteni spravné distribuce nove tvorenych
proteinl — bunécny dopravni systém




Prvni krizovatka - ER

Free ribosomes in cytosol

Membrane-bound ribosomes

Cytosol Cytosol

mRNA’ 5° M 3’
« kotransla¢ni oddéleni proteint pro %

ER, Golgiho aparat, lysosomy, / .
plazmatickou membranu a sekreci s /

mimo buriku ;@ P"@

mRNA 5°

« proteosyntéza probiha na g AT
ribozomech hrubého ER / \ N\ / \ \

- pro transport vyuZita sekreéni T
VeZikUIa’rnll dra,ha [ Mitochondria | [ Chloroplasts | s:ec:é:gy

* pribézné posttranslacni Upravy

membrane-bounded

organelle plasma
/ yesicle  membrane

~-O-

CYTDSOL
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Syntéza proteint
na volnych ribozomech

« konecné umisténi: cytozol, jadro, mitochondrie, chloroplasty, peroxisomy
« translokace probiha posttranslacné
 vyuziti adresovych sekvenci

Tabulka 14-3 Nékteré typické adresové sekvence

Funkce signdlu Priklad adresové sekvence

Import do ER "H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-
Val-Gly-Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Gilu-Ala-
(ilu-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-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-Ile-Arg-
Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-
Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-

Import do jadra -Pro-Pro-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-
Import do peroxisomii -Ser-Lys-Leu-

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

fppt.com e 11



Transport jadernymi pory

« obousmeérny

Jaderny por
« komplex proteint propojujici obé vrstvy jaderné membrany
» aktivni prenos specifickych makromolekul
 volna difuze mensich molekul

fppt.com 12



Transcription and RNA processing

- nwoteus

Proteins needed
Proteins needed tor chromosome
for ranscription replication

Ribosomal
proteins

Protein synthesis

Growing
polypeptide

i ®

—— Completed protein =

fppt.com . 13



NUCLEOPLASM Inner membrane
Nuclear of nuclear envelope
pore complex

«—120 nm—
“Basket”
of fibers

5 Nuclear

b lamina Ring

Juter
membrang

VS Transporter ©f nuclear
oA : envelope

Fiber

Endoplasmic
reticulum

Ribosomes CYTOSOL
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Struktura jaderného poru

« komplex vice nez 100 proteinl

- specifické stavebni podjednotky: prstencova,
sloupcova, luminalni, anularni

- lateralni casti: fibrily (cytoplazma), jaderny kos

o Cytoplasm
Cytoplasmic Filaments
Cytoplasmic Ring E =
S fibrila
Lo ’ s o z
Central Channel anularni vnéjsi jaderna
podjednotka ;mbréna

2058 < “- B b= E ' i Tt L S w2 el S o SR R i
>, Nuclear Envelope Ium!nélru_‘_ .\ M- jaderny
M podj. &% ¢ st A S iy e

- ) < e

sloupcova ;
Nuclear Ring podjednotka jaderna -
lamina vnitini jaderna
| membrana
Nuclear Rod prstencova o & - jaderny ko$
Nucleus podjednotka oo i )
50 nm

Distal Ring
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Energetické naroky translokace

do jadra

« malé molekuly (<20 kDa)
prostupuji porem pasivni difuzi

« makromolekuly jsou prenaseny
selektivneé a vyzaduji dodani
energie

Passive diffusion

Energy-dependent

£ Nuclieus N _ b
O !

Small .
molecules !

IE CELL, Fourth Edition, Figure 9.6 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc



Transport do jadra (nuclear import) '

1. faze

« bez narokl na energii (ATP/GTP)

 navazani proteint obsahujicich NLS k jadernému poru

« rozpoznani NLS importinem - cytoplazmatickym receptorem,
ktery se vaze k jadernému poru

« importin (karyopherin) — 2 podjednotky:

importin a : vazba na NLS

importin B : vazba k jadernému poru

17



Transport do jadra (nuclear

[ [ [ [ N

. faze

zavisi na dodani energie (ATP/GTP)

vlastni prlichod jadernym pérem

rozdeleni molekuly importinu na podjednotky
uvnitr jadra se k importinu vaze maly G-protein
Ran, ktery vyvola jeho disociaci od nakladu




Transport do jadra (nuclear import

Quter
nuclear
membrane

Translocation

Outer
nuclear
membrane
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Regulace transportu do jadra

= jeden ze zpUlsobl fizeni aktivity jadernych proteint
= transkripcni faktory funguiji jen v jadre, zabranéni importu jim nedovoli
radné fungovat

Transkripcni faktory NFkB ridi expresi gent dllezitych pro imunitu,
zanétlivou odpovéd’, bunécny rlst, apoptdzu, embryonalni vyvoj, atd.

= v cytoplazmé se tyto faktory spojuji s regulacnimi proteiny, ktere jim
pokryji NLS
= za pritomnosti regulacniho proteinu zlstava protein NFkB v cytoplazmé

20



Regulace transportu do jadra

kvasinkovy transkripcni faktor SWI5 se podili na regulaci
bunécného cyklu:

= po vetsinu cyklu je SWI5 udrzovan v cytoplazmeé diky fosforylaci
aminokyseliny, ktera bezprostredné sousedi s NLS

= import do jadra ve specifické fazi bunécného cyklu je provazen
jeho defosforylaci

21




Regulace transportu do jadra

NF-kB
@ IkB
NLS Phosphorylation and

p

roteolysis of 1kB

Cytoplasm

SWI (

Dephosphorylation

L ~ Nucleus
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Transport z jadra (nuclear export

= podminka Uspésné genové exprese u eukaryot
= aktivni proces vyzadujici energii a zavisly na G-proteinu Ran

= RNA se translokuji v komplexu s proteiny (hnRNPs — heterogenous nuclear
ribonucleoproteins)

= alespon jeden z nich obsahuje signal pro export z jadra

= FRNA - sestavovani ribozomovych podjednotek v jadérku, nasledny export
do cytoplazmy pomoci exportniho signalu na ribozomovych proteinech

RNA export
factor returned
to the nucleus

AN

initiation factor for
H protein synthesis

protein
exchange

CYTOSOL

fppt.com — _ 23



Export/import snhRNA

= malé jaderne RNA (snRNAs) urcené pro sestrfih RNA se nejprve
exportuiji z jadra do cytoplazmy

= signal pro export nese protein vazouci cepicku

= vV cytoplazmé se spoji
S proteiny za vzniku

SN RN PS Q Cytoplasm
nasleduje opétny | rotein
. J p y QO Einzling

navrat do jadra
= signal pro import nese
jeden z proteint snRNP




Transport pres membrany

= syntéza na volnych ribosomech v cytoplazmé
(omezena proteosyntéza uvnitf mitochondrii a chloroplasti)

Podminka importu do organel:

= adresova sekvence (délka 15-60 aminokyselin) urcuijici cilovou
organelu pro prislusny protein
= absence adresové/signalni sekvence: protein zlstava v cytoplazmé

25



Proteinove translokatory

= mista zdzeni membrany cilovych organel ur¢ena pro prenos proteinl
= adresovou sekvenci rozeznavaji receptory ve vnéjsi membrané
= prenos zajisti translokatory a chaperonové proteiny

= adresova sekvence je odstépena signalni peptidazou

prenase¢ proteinu

misto kontaktu

vnéj$i membrana
signalni sekvence OZE

S

vnitini membréana

prekursorovy receptorovy \ & &
protein protein

hotovy

} protein

odstépena
signdlni sekvence

26



Konformace a translokace

= zmena konformace prenaseného proteinu je podminkou jeho translokace

= zajisténo chaperony

fppt.com l 217



Chaperony

= zajiSt'uji spravné skladani nove syntetizovanych nebo denaturovanych
protein{l za spotreby energie

= neslozené proteiny jsou pro bunku toxické — snadno tvori agregaty,
které se obtizneé degraduji

= neslozené/agregované proteiny radne neplni svou funkci; nasledkem
jsou patologické stavy jako napr. neurodegenerativni onemocnéni

Hlavni tfidy chaperon(: B s %\ Remaut
= Hsp7/0 \ / e /

= chaperoniny Hsp60 L,S? T

- HSp90 Unfolded Faued

'
fppt.com — 28




Chaperony

= Vvazou hydrofobni ¢asti prave vznikajicich nebo nespravné sbalenych
proteinl

= brani agregacim

= opakovanymi cykly navazani a uvolnéni (za spotreby ATP)
usnadnuji spravné slozeni proteint a jejich translokaci

= stimuluji export proteint z bunék

___— Polypeptide chain

Cytosolic chaperone

/ Folded

protein

~ Mitochondrial chaperone

Folded protein

Chaperone Completed

polypeptide
released c

Mitochondrion

29
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Mitochondrialni genom

= kruhova molekula DNA, nékolik kopii

= rlzna velikost u rznych organisma:
= 16 kb - lidska/ZivociSna mitochondrie
= 80 kb — kvasinkova
= 200 — 2000 kb rostlinna

= Vetsi velikost dana nekoduijicimi sekvencemi

= kdduje jen malou ¢ast proteint pro oxidativni fosforylaci

= koduje rRNA a vétsSinu tRNA pro mitochondrialni translaci

= zadné geny kodujici proteiny replikace, transkripce a translace
= napr. cytochrom c a mt DNA polymeraza se syntetizuji v cytozolu

30




Translokace

'Cyfosq_l

= proteosyntéza na volnych ribozomech
= transport proteinl do mitochondrie

= do matrix: nutnost prekonat vné€jsi i
vnitrni membranu

= navadeéni proteint k mitochondriim
zajistuje presekvence (15-30 AA na
N-konci, kladny naboj) s afinitou k
receptorim na mitochondrialni
membrané

= podminkou translokace je rozvinuti
proteind (Ucast chaperon()




Translokace
do mitochondrialni matrlx

Presequence\ 0 0 : : ‘ : Cytosol

= chaperony Hsp70 udrzuji proteiny
rozvinuté na cytozolické i matrixove
strané membrany a podporuji translokaci

= zaclenéni presekvence do
membranoveho translokacniho komplexu

= translokaci pres vnitrni membranu

)
Cleavage
x%
()

napomaha jeji elektrochemicky e 2
potencial | b Lot i

= vznikd béhem transportu elektrond pri ‘
oxidativni fosforylaci

= negativni naboj na vnitrni strane
- membrany napomaha translokaci kladné
resekvence

Matrix

Folded protein




Translokace

do mitochondrialni m

odstranéni presekvence matrixovou
proteazou

konecCné poskladani proteinu uvnitr
mitochondrie chaperoninem Hsp 60

vazba chaperoninu a poskladani proteinu
vyzaduiji energii ATP




Translokace _
do mezimembranoveého prostoru

Hydrophobic Cytosol

Konzervativhi model: ARt sederiee Faseiiee
= translokace do matrix

= odstranénim presekvence se
zpristupni hydrofobni sekvence, | ———
ktera protein sméruje do B
mezimembranoveho prostoru ('8 Tibar Inermembrane space
(zpét pres vnitrni membranu)

= proces dokoncuje odstranéni

hydrofobni sekvence e
| ‘ 0200

Hydrophobic signal
sequence targets to
inner membrane Matrix

34
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Translokace _
do mezimembranoveho prostor

Jiné proteiny pouzivaji alternativni zplsoby:
= [. prima translokace pouze pres vnejSi membranu (cytochrom c)
= II. translokace pres vne€jsi membranu a zaclenéni do vnitrni membrany

= III. prenos vnejSi membranou, zaclenéni do vnitrni membrany a uvolnéni
do mezimembranoveho prostoru

35
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Membrany chloroplastt

= VNEjSi dvojvrstevna membrana
= Vvnitrni membranovy systém — thylakoidni membrana

Membrany v chloroplastech vymezuiji tri prostory:
= mezimembranovy prostor mezi obalovymi membranami
= stroma — uvnitr organely, vné thylakoidni membrany

= |lumen thylakoidu Chioroplast

inner membrane outer membrane

stroma lameliae

granum

intermembrane
space

36
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Translokace do stro_

chloroplastu e 7

= urcCena N-koncovou sekvenci 30-100 AK |
— signalnim peptidem (zajisteni
prechodu obou membran, nasledné
odstepeni)

= Ucast chaperont na obou membranach
podobné jako u mitochondrii

= signalni peptidy nemaiji kladny naboj a
nevyzaduiji elektrochemicky potencial
vnitrni membrany




Translokace do lumen
thyl akoidu .

fppt.com

prenos do stroma standardni cestou |
odstépeni signalniho peptidu,
obnazeni hydrofobni signalni
sekvence

translokace pres thylakoidni
membranu
Hydrophobic signal sequence

odstépeni hydrofobni signalni argets 10 yiakd membrane
sekvence uvnitr lumen thylakoidu

Stroma

Thylakoid
lumen




Identifikace sekrec¢ni drahy

e 60. léta 20. stol.

 George Palade (1912-2008) rgm

 prvni nositel Nobelovy ceny
narozeny v Rumunsku



Identifikace sekrecni dra

sledovani osudu nové syntetizovanych proteinli v burikach sleziny
sekretujicich rozkladné enzymy do malého streva

oznaceni nove syntetizovanych protein{ radioaktivnimi aminokyselinami
autoradigrafie

Secretory
Radiolabeled vesicles
protein /|
e /@
o &9 |
O O O O Golgi
O O apparatus

Rough
endoplasmic
reticulum

3-minute label 7-minute chase 120-minute chase




Translokace do
endoplazmatického retikula

 tyka se sekrecnich proteind, proteinli ER, Golgiho aparatu, lysosomu a
plazmatické membrany

- translokace probiha zaroven se syntézou na ribozomech vazanych na ER

« proteosyntéza zahajena na volnych ribozomech v cytozolu

e presun na membranu ER nastava po dokonceni syntézy signalni
sekvence na N-konci

41



Dukaz signalni sekvence

David Sabatini a Gunter Blobel (1971)
translace mRNA kodujicich sekrecni proteiny na volny ribozomech

fppt.com

/n vitro

vysledek: protein s vysSi molekulovou hmotnosti nez protein

vznikly v bunécném systému

Translation on free ribosomes

mMRNA

Signal
sequence —

Protein containing
signal sequence

42



Duikaz signalni sekvence

 po pridani mikrozomi se protein prenesl do jejich vnitfniho prostoru
a stépenim se zmensil na obvyklou velikost

« mikrozom: preparat hrubého ER ziskany z bunécnych extraktl
centrifugaci v hustotnim gradientu s st pechr

« potvrzeni signalni hypotézy: e T
N-koncova sekvence rozhoduje o ’ ?’ "
umisténi proteinu na ER a je odstépena
mikrozomalni proteazou

Nasledné potvrzeno rekombinantni DNA:
pridani signalni sekvence navozuje
translokaci do hrubého ER

%
C\
\/ Protein incorporated

into microsomes

Microsome
membrane

fppt.com



Struktura

a vyuziti signalni sekvence

délka 20 AK, bohate zastoupeny
hydrofobni AK, umisténi na N-konci
rozeznavana castici SRP (signal-
recognition particle)

SRP obsahuje 6 polypeptidli a malé
RNA (7S RNA)

navazani SRP na signalni sekvenci
pozastavi translaci a navede
komplex SRP/ribozomy/vznikajici
peptid na receptor pro SRP

~ v membrané ER

PROTEIN IMPORT INTO ER
MRNA—

Ribosome—2 3
ER 5| nal
5eqp nce

CYTOPLASM €

&

S

e K o Transjocon

open

=
N ””% Y

Translocon
ER LUMEN Signal peptldase enzyme

Tr. b
, ) \N\f/ sngﬂf pggtlransee
o Cha grone
insa

Fn protein fo 1? ficf




Translokace volnych
proteini membranou ER

« po vazbé na receptor se uvoliuje SRP
 receptor se vaze na proteinovy translokacni komplex (translokon)

o signélnl' sekvence otevira PROTEIN IMPORT INTO ER
transmembranovy kanalek mRAA™
] Ribosome—2
- translace se obnovuje ggﬁie%,&
« rostouci polypeptid pronika do s:P Al QB

lumen ER %
- signalni sekvence odstépena CriopLASM €3
G Trans|ocon|

] 1 4 r ] V 4 o
signalni peptidazou | 4\ — . “open
« translokovany protein se sklada ‘
za pomoci chaperond SRP receptor

V4 V4 . (o) v 4 \
. Wka S€ |:_)rote|nu UI’C?HXC") N Translocon  Signal peptidase enzyme \\Qe
ok sekreci nebo k umisteni v lumen Transmenprane
elgiho aparatu, lysosom(l SP o A< Plandlpepuidaze

0 Chaperone
ro m@a?':‘ié?t
n protein folding




Translokace ukotvenych
proteini membranou ER

netranslokuji se Uplné, ale zlstavaji soucasti membrany
urceny k umisténi v membranach ER, Golgiho aparatu, lysosomu

nebo plasmatické membrany

do konecné destinace unaseny podobné jako proteiny rozpustné

sekrecni drahou

ukotveni v membraneé zajist'uje hydrofobni doména interaguijici

s membranovymi fosfolipidy

ukotvujici doménu tvori 20-25 hydrofobnich AK usporadanych

do alfa Sroubovice

SINGLE AND MULTIPASS MEMBRANE

|PROTEINS

AP Biology

Multi-pass

Single-pass protein  Hydrophilic

Lipid
bilayer

: region
protein f 9 Alpha-helical
"\ /configuration

Hydrophobic
region

g o e



Orientace
membranovych proteinti

 rlzna, do cytozolu mlze smérovat C-konec i N-konec
« nékteré proteiny maji vétsi pocet hydrofobnich domén
a membranou prostupuji nekolikrat

fppt.com a7




Orientace

 ustanovena béhem translokace
rostouciho retézce

- nemeni se (ER, Golgi, lysosom,
plasmaticka membrana)

« lumen ER topologicky odpovida
mimobunécnému prostoru

fppt.com



Synteza transmembranoveh“
proteinu s C-koncem v cytozolu

« N-koncova signalni sekvence odstépena signalni peptidazou

- zakotveni v membraneé vnitrni sekvenci zastavujici prenos -
zablokovani dalsi translokace

 ribozom se uvolnuje od translokacniho aparatu

« syntéza C-koncové oblasti proteinu dokoncena v cytozolu

Cytosol

Endoplasmic reticulum lumen

49



Vnitrni signalni sekvence

» rozeznavana SRP
e umisténa uvnitr proteinu
 kotvi protein v membrane
 neni stépena signalni peptidazou
* mozné obe orientace proteinu
- orientace proteinu zavisi

na orientaci signalni sekvence

fppt.com

Internal
signal
sequence

Endoplasmic reticulum lumen

(B)

Internal signal
sequence

Endoplasmic reticulum lumen
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Proteiny prochazejici
membranou opakovane

fppt.com

stridavy vyskyt vnitrni signalni sekvence a sekvence zastavujici prenos

Cytosol

Internal
signal
sequence

receptor

Stop-transfer
sequence

Endoplasmic reticulum lumen
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Proteiny prochazejici
membranou opakovane




Sekre €ni draha

« transport proteint uréenych k
sekreci mimo buriku a proteinu
plazmatické membrany

e Vyuziti i pro transport proteinu
ER, GA a lysosomu

Vezikularni transport
,kyvadlova doprava“ mezi
organelami zajistovana ruznymi Y
typy vacku (specificky protein

Sekrecni draha a
vezikularni transport

(b) THE SECRETORY PATHWAY: A MODEL
RNA

Rough ERL_L

cis face of
Golgi apparatus.

trans face of
Golgi apparatus

pro specifickou organelu)

“_x:_:-""-—"—_'—\_h\.__\_\____‘\__\\_\__

— .
e
R
e === m—

Plasma membrane
e~

1. Secreted proteins
enter ER as they are
being synthesized by

' ribosome.

2. Protein exits ER
in vesicle.

3. Protein travels
through the cisternae
of the Golgi apparatus.

a secretory vesicle
that fuses with cell
membrane.

=

.,—'—"-""H-:r
—_'—',—T'—'—_'__"-_'_ﬁ_'_ﬁ_’

5. Protein is secreted
from cell.
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Transportni vacky

e drobné méchyrky vymezené membranou, které zajistuji intracelularni
transport membranovych lipidd a proteinu
o zakladem je fuze membran vacku a organely

fppt.com . o4



Konstitutivni a regulovana sekre

fppt.com

nove
syntetizované
rozpustné proteiny
pro konstitutivni
sekreci

nové syntetizované
lipidy plasmatické membrany

/. / KONSTITUTIVNI
G SEKRECE
y neregulovana
membranova \
fuze g :
DoV eTntetiovanT °_- plasmatickd membrana
protein plasmatické mmbrany
CYTOSOL .ﬁ.
hormon
trans- <@ — nebo nervovy
Golgiho — < mediator
) aparat /
, transdukce
' , signalu o
2 o o
\ %%/ - \ % . RIZENA
i) - T~ | - ~ SEKRECE
| wes regulovana ®
sekretni vagek ~ Membranova

Golgiho aparat obsahujici sekregni UZ€
proteiny
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Pocatek sekrecni drahy: E

» skladani translokovanych protein{l (chaperony)

 nespravneé slozené proteiny zUstavaji v komplexu s
chaperony a jsou zadrzovany v ER nebo degradovany

 spravneé slozené proteiny uvolnény z chaperond a
pripraveny k transportu sekrecni drahou

Endoplasmic reticulum lumen




Modifikace proteint v ER

« skladani a sestavovani protein{ v ER je doprovazeno tvorbou
disulfidickych mUstkd mezi zbytky cysteinu

« mustky se netvori v redukujicim prostredi cytozolu

 reakci usnadnuje enzym disulfid izomeraza pritomny v lumen ER

~

HS

Synthesis Folding

« =
== =]
=

» dalSi modifikace: pripojeni oligosacharidu k asparaginu rostouciho
B polypeptidu oligosacharyltransferazou
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» zprostredkovan
vacky pucicimi z

membrany

fuze s membranou

Golgiho aparatu

umisténi v lumen
nebo membranée se

zachovava

endoplasmic
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Zadrzovani proteinti v ER

fppt.com

chaperony, signalni peptidaza, disulfid izomeraza jsou potrebné v ER
retenci v lumen ER zajistuje adresova sekvence KDEL Lys-Asp-Glu-Leu
na C-konci

pokud je sekvence KDEL odstranéna,
protein je transportovan do GA

a vyloucen mimo bunku

KDEL nebrani transportu z ER do GA
z GA se ale proteiny oznacené KDEL
do ER vraci




Golgiho aparat

» zpracovani, tfidéni a modifikace proteint z ER (glykosylace)
 syntéza glykolipidt a sfingomyelinu

o rostlinné bunky: syntéza polysacharidli bunécné stény

« morfologie: systém membranami ohranic¢enych vack{ (cisteren)
 rozliSeni na oblast cis (vstup) a trans (vystup)

c/s face

transport
oie vesicle
Golgi

network

/s
cisterna
meaiel
cisterna

rens
cisterna

trens
Golgi
network

-/A (B) I |

(A) trens tace 200 nm
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Migration through the Golgi complex

|  for N-linked glycosylation ¢
/’/ . Attachment of core oligosacchari

to serine or threonine

@ Attachment of N-acotylgalactosa

* Removal of mannose
* Second step of phosphorylation
N\ Of lysosomal protouns

. Flemoval of manno ?
1
cisternaely  _°* Attachment of N-aeetylglucosamine

+“Addition of galactose
Admon of sialic acid
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PROCESS: PROTEIN SORTING AND VESICLE TRANSPORT

Lumen of
Golgi apparatus

ST
[< R\
B (i 2]
| @@ To plasma membrane ,-
1 | %’ @ ; for secretion Tansport f"
i vesicles “

1. Proteins are
tagged.

2. Proteins are
sorted.

3. Vesicles bud.

4. Proteins interact
with receptors.

5. Delivery.

\
. © 2011 Pearson Education, Inc.

fppt.com
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Export z Golgiho aparatu

- tridéni proteint do rliznych transportnich vackul
podle signalnich sekvenci
 puceni z membran GA v oblasti trans
« absence signalni sekvence: transport |
hlavnim tokem sekrecni drahy
k plazmatické membrané
» regulovana sekrece z bunéek zlaz
(hormony, nervoveé prenasece,
travici enzymy) v reakci na specifické | -
podnéty i 2 g . _
 transportni vacky se zvetsuji na i e
sekretni vatky LT g =
signal je zachycen receptorem
a vyvola exocytozu

o
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Mechanismus
vezikularniho transportu

klicova je specifita vezikularniho transportu

specifita nakladu a specifita cilové membrany

specifita membran je dana typickym zastoupenim proteinl
oplasténé vacky: proteinovy obal vné membrany

clathrin + adaptin 1. transport z GA do lysosomU

clathrin + adaptin 2: transport z plazmatické membrany do endozom(
proteiny COP: z ER do GA, z GA do GA, z GA do ER (nutna pritomnost
faktoru ARF)

Funkce plasteé:

 puceni vacku (tvarovani membrany)
_+ zajisténi specifity nakladu

64



Klathrinove vacky

fppt.com

VESICLE
FORMATION

cargo adaptin
receptor '

cargo molecules

coated
vesicle

.

—— adaptin

‘l

\
naked transport
vesicle

CYTOSOL
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NaloZeni lysosomalnich proteinti

do klathrinového vacku

proteiny urcené pro lysosomy znacené manoso-6P

vazba manoso-6P na receptory specifické lokalizované

v membraneé oblasti trans GA

receptory slouzi jako vazebna mista pro adaptiny

adaptiny pritahuji klathrin

vznik komplexu: receptor pro manoso-6P — adaptin 1 — klathrin
klathrin vytvari prostorovou sit/, formuje vacek s nakladem
lysosomalniho proteinu
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Nalozeni lysosomalnich pro
do klathrinového vacku

Lysosomal
protein

Lumen of Golgi
Mannose-

trans Golgi 6-phosphate
network
Mannose-
6-phosphate
receptor
Adaptin
Cytosolic side
Clathrin

Clathrin-coated
vesicle

Free clathrin
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Vacky COP

zapojen maly G-protein
ARF

ARF s vazanym GTP vaze
membrany trans GA a je
podminkou vazby dalSich
slozek plaste: indukuje
vznik vacku

hydrolyza GTP na GDP:
rozpad plasté (podminka
fuze s cilovou membranou)
opetnou vazbu GDP na
ARF zajistuje membranovy
_ protein GA

[SEmEe,
e

s : Er e R O x
T P o Vg - A0

trans Golgi network

Coatomer

e SRR

Coatomer

Target membrane



Fuze vacku s cilovou membranou

1. rozeznani spravné cilové membrany
« zprostredkovano interakci specifickych membranovych protein
SNARE: Soluble N-ethylmaleimid-sensitive Fusion-protein Attachment-

protein Receptor
v-SNARE (vesikularni) ma afinitu k t-SNARE (target) cilové organely

2. vlastni fuze:
« komplex proteind SNARE pritahuje proteiny indukuijici fizi membran

(NSF a SNAP)
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Fuze vacku s cilovou

membr

| DONOR ORGANELLE |

coated
vesicle

v-SNAREs

_.G_.

1. Rozpoznani

docked
transport

CYTOSOL vesicle

| TARGET ORGANELLES |

COMPARTMENT
A

t-SNAREs

COMPARTMENT

fusion proteins

docked *

transport

cargo vesicle

molecules

2. Flze

CYTOSOL

t-SNARE v-SNARE

ASSEMBLY OF
FUSION COMPLEX

N

MEMBRANE
FUSION
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Fuze vacku s cilovou membranou
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Endocytoza

pohlceni mimobunécného materialu a
jeho prenos do lysosomu

odskrceni membrany - vznik
endocytického vacku (endosomu)
transport endocytovaneho materialu do
lysosomu, degradace

(o]

lysosomy vznikaji z transportnich vacku
vytvorenych pucenim z trans GA:
krizovatka mezi sekrecni a endocytickou
drahou




Pinocitoza

 prijem kapalin a malych molekul, vacky < 150 nm
 pribézné vytvareni pinocytickych vackd a jejich recyklace
« velmi rychly priibéh

« nejde o selektivni proces

« makrofag pohlti cca 3% své membrany za minutu

PINOCYTOSIS

Plasma
membrane F S RENTATINE Pinocytosis vesicles
o forming (arrows) in
a cell lining a small
blood vessel (TEM)
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Fagocytoza

vazba cizorodé pevné cCastice k povrchu fagocytujici bunky
aktivace povrchového receptoru

vytvareni pseudopodii (polymerace aktinu)

fuze koncovych casti pseudopodii: fagosom

fagosom + lysosom: fagolysosom (degradace fagocytovaného
materialu hydrolazami)

74




fppt.com

bacterium—

phagocytic 1 wm
white blood cell

| pseudopod

| plasma

membrane

bakterie
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Autofagie

 rozklad vlastnich komponent bunkou
 obklopeni castice/organely membranami ER: autofagosom -
autolysosom | Auvroruacy

Endoplasmic reticulum

Phagosome

Mitochondrion

Autophagosome
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Endocytoza
zprostredkovana receptory

 vazba endocytovanych molekul na prislusné receptory na povrchu
bunky

« komplexy molekula/receptor vstupuji do bunky v membranovych
vaccich obalenych klathrinem

« napr: cholesterol — vazba na LDL (low-density lipoproteins)

« vazba LDL na membranoveé receptory

« komplexy LDL s receptory jsou pohlceny endocytozou a dodany
endosomdim

 uvolnéni LDL z receptoru (nizké pH)

« recyklace receptor(l zpét do plazmatické membrany (transportni

vacky)
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Priklad endocytozy: LDL

LDL—@. LOL receptors plo/sma membrane
CYTOSOL *K,_k
\ ENDOCYTOSIS RETURROETON
clathrin- RECEPTORS TO
coated UNCOATING PLASMA
vesicle endosome MEMBRANE
\
BUDDING OFF
OF TRANSPORT VESICLES
FUSION WITH
ENDOSOME
TRANSFER TO
LYSOSOME
free
cholesterol

......
oo,.....
SO

hydrolytic
gnzymes

lysosome
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