Sekrecni draha a endocytoza
(vesikularni transport)
v kvasinkove bunce



Transport latek v burice:

transport malych molekul (ionty, aminokyseliny, monosacharidy)
difuze (v cytoplasme)
molekularni prenasece (pfes membranu)

transport makromolekul (glykoproteiny)
vesikularni transport (sekreCni a endocytické vacky)

Metabolické drahy: exocytdza (sekrece)
endocytoza



Schéma sekrece a endocytozy v zivoCisné bunce
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Jak je kontrolovan postup sekrecniho produktu
po sekre€ni draze ER---GA---SV?

Sekretované makromolekuly (glykoproteiny) jsou v bunce
uzavieny v.membranovych organelach — organelach
sekreCni drany - endoplasmatického retikula (ER),
Golgiho aparatu (GA) a sekre€nich vacku (SV).

Hypotéza:

jednosmérna draha sekre€niho produktu by mohla byt
fizena interakci proteinu, které jsou na povrchu membran
organel sekreCni drahy — ER, GA, SV.



Model: kvasinkova bunka:
- je eukaryoticka, ma rychly metabolizmus, reprodukuje se rychle, snadno se daji
ziskat mutace vétsiny genu. Méla by mit rovnéz sekrecni organely, nebot

Kvasinkova bunka
sekretuje:
glykoproteiny do bunecné stény pupene

glykoproteiny do periplasmatického
prostoru (mezi bunécCnou sténou a
plasmatickou membranou)

endocytdzou pfijima
nadbyteCny membranovymaterial z pupene



V kvasinkoveé bunce jsou organely sekre¢ni drahy malo zfetelné, cisteren ER je
relativné malo, sekre¢ni vesikly jsou nékdy vidét v pupenu, Golgiho cisterny nejsou
pFitomny.



U kvasinek S. cerevisiae byly
detekovany geny, jejichz produkty
jsou potrebné pro prabéh sekrece
a endocytozy.

Mutaci téchto genu je sekrecni
draha resp. endocytdza
blokovana v misté, kde schazi
genovy produkt.

Mutanty genu sekrecni drahy (sec
mutanty) izoloval R. Schekman

Randy Schekman
(Nobelova cena 2013)



Jak se izoluji sec mutanty?
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V kvasinkové bunce je relativné malé mnozstvi sekreCnich organel, nebot proces
sekrece je rychly — béhem 90 min je tfeba nasyntetizovat kompletni novou
bunécnou sténu. Chybi-li vSak néktery z regulacnich proteinim proces sekrece se
na urcitém misté zastavi a nahromadi se posledni funkCni organela.

SekreCni mutanta S. cerevisiae
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SekreCni mutanta S. cerevisiae
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Sekrecni mutanty kvasinek:
tssecl,24°C —> 37°C




Jaky vyznam ma pasaz pres sekrecni
kompartmenty?

Kvasinky secernuji mannanproteiny, které se ukladaji ve sténé. Ty
maji funkci strukturalni nebo katalytickou (napf. invertaza MV 270
000, z toho 55% je mannan

Pri izolaci ER ze sec 18 byla zjisténa invertaza s malym obsahem
mannanu.

Pri izolaci GA ze sec 7 zjisténa invertaza piné glykosylovana.

Proteinova Cast invertazy je tedy syntetizovana v ER, kde je |
castecné glykosylovana. Glykosylace tohoto glykoproteinu je
dokoncena v GA.



Proteiny, potfebneé k exocytdze sekreCniho vacku (post-

Golgi secretory vesicle), definované na zakladé genetické
analyzy sekreCnich mutant

Key:

= SMNARE Protein Post-Golgi

___ SNARE Accessory Secretory
Protein Vesicle

=== Exocyst Subunit




Exocytosa

Molekularni
mechanizmy fuze
membrany
sekrecniho vacku s
plasmatickou
membranou:
interakce
membranovych
proteintl startuje
fuzi membrany
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Endocytdza
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Jak Ize sledovat postup prijimanych molekul
endocytozou:

- radioaktivni polypeptid n. polysacharid
- ferritin (na ultratenkych rezech)
- FITTC - fluorescenci zabarveny substrat
(luciferaza) se objevi nejprve ve frakci
méchyrku - endosomy, pak ve frakci
lyzosomu



Endocytoza: invaginace plasmatické
membrany. Tvorba a odstépeni vacku -
endosomu
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Analyza participace genu (genovych produktu) na
endocytoze u S. cerevisiae (Drubin)

a Endm:yﬂc site initiation Inngnuhnn and scission
I
b Saccharomyces cerevisiae cells

' Clathrin (1-2 min) |
| Slal, Panl. End3, 5la2 (30-40 s) =3

|.w “_G Las17 (3040 s) |

L MyoS.Bbcl (105) :




Plasma membrane

Soucasny model molekular-
niho mechanizmu endocytozy: o

Las17 (WAS) a Myo1 aktivuji protein
2/3(Arp2/3). Tento komplex aktivuje
polymerizaci aktinu, kde hraji tlohu
jesté dalsi proteiny. Soucasné se
organizuje clathrinovy obal
meéchyrku. Polymerizace aktinu vede
K prohlubovani invaginace
plasmatické membrany a oddéleni | ,
méchyFku — endosomu. e e s N P

Figure 4 | Current model for actin-driven endocytic internalization. This schematic
diagram illustrates putative functions of different actin-cytoskeleton proteins during
endocytic internalization in Saccharomyces cerevisiae. Las17 ( Wiskott-Aldrich syndrome
protein (WASP) in mammals) together with the myosins Myo3 (not shown) and Myo5
activate the actin-related protein-2/3 (Arp2/3) complex at the cell surface. Myosins
might also generate force on the actin network or anchor the actin filaments to the
plasma membrane through their motor domains. The activated Arp2/3 complexes form
branched actin filaments that grow through the addition of ATP-actin monomers near
the plasma membrane. Older filaments are capped at their barbed ends by capping
proteins (Cap1/2). The branched filaments are further crosslinked by Sacé.

The crosslinked actin network is linked to the underlying vesicle coat by actin-binding
proteins such as Sla2 and Pan1, which are represented by green hand-like structures.
The growth of the actin network leads to the invagination of the coated membrane.

For further information on the proteins involved, see TABLE 1.




Molekularni mechanismy vzniku hereditarni
hypercholesterolemie

1. Porucha syntéezy
receptorového proteinu na
ER

2. Porucha postranslacni

modifikace proteinu v GA '
Endt?il?zmatibké Gglg%f;o @
retikulum - - apara
3. Porucha vazby
receptorového proteinu s il
||gandOU(LDL - llght denSIty Typ Syntéza Transport Vazba Shlukovani
lipoproteins) mutace 2ERdo | LDL  |v recepto-
; GA : Tové jamce
4. Porucha shlukovani X
komplexu receptor-LDL v -y,

plasmatické membrané
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