Sekrecni draha a endocytoza
(vesikularni transport)



Charakteristika pojmu
endocytoza
pinocytoza
fagocytdza
exocytdza
sekrece
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Polarizovana sekre¢ni bunka

SekreCni organely — ER, GA a sekrecni vacky - jsou
usporadany polarné€ a sekret je uvolnovan do lumina zlazy

Pt1 sekreci se plocha PM
zveétsuje o plochu membran
sekre¢nich vacku (u
sekrecnich bunék pankreatu
az 0 140% za 1 hod). Plocha
PM se tedy musi redukovat, a
to endocytozou.




Kompartmenty sekrecCni drahy:

ER - GA - vesikly

Kompartmenty endocytozové drahy:
endosomy — lysosomy (vakuoly v

rostlinnych bunkach a v bunkach hub)

Jak byla objevena sekrecCni draha?

- ve zlazovych bunkach jsou tyto sekrecni
kompartmenty abundantni

- izotopové techniky prokazaly ze po pulse-chase

je radoaktivita nejprve nad ER, pak GA a pak u povrchu

v zymogenich granulich



Védecké problemy k feseni:

1. Jak je kontrolovan postup sekre¢niho produktu po sekreéni draze?
2. Jaky je molekularni mechanizmus spusténi endocytdézy a exocytdzy?
3. Jak jsou funkéné svazany procesy endocytdzy a exocytozy?

U kvasinek S.cerevisiae byly
detekovany geny, jejichz produkty
jsou potifebne pro prubeh sekrece.
Mutaci téchto genu je blokovana
sekre¢ni draha v misté, kde schazi
genovy produkt

Randy Schekman

, a
,Za objevy stroju regulujicich pohyb vezikul, hlavniho transportniho systému v nasich
bunkach” (Nobelova cena za medicinu a fyziologii 2013).



Geny kontrolujici prubéh sekre¢ni drahy v kvasinkové burce
— termosensitivni mutanty, zastavujici sekrecni drahu na vyznacCenych
mistech z divodu termolability proteinu
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SekreCni mutanta S. cerevisiae

sec 18, transfer 25 °C do 37 °C
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SekreCni mutanta S. cerevisiae

sec '/

Transfer z 25 °C do 37 °C
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SekreCni mutanty kvasinek:
ts sec 1, 24 °C — 37 °C




Jak jsou geny (genove produkty)serazeny
podél sekrecCni drahy

kfizeni: asec18 x Bsec7 - blok ER
sec 18 -blok ER
sec 7 -blok GA

kfizeni:asec7 x Bsec1 - blok GA
sec 1-blok VES
sec 7- blok GA

Produkty genti zasahuji do _
sekreCni drahy v poradi: 2 i
sec 18 - sec 7 - secl

22,23




Jaky vyznam ma pasaz pres sekrecni
kompartmenty?

Kvasinky secernuji mannanproteiny, které se ukladaji ve sténe,
napr. 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, potfebné k exocytoze 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

w (3TPase




Jak se izoluji sec mutanty?

Jestlize syntéza bilkovin pokracuje, ale sekrece je zastavena, vzrusta

specificka hmotnost bunék a v hustotnim gradientu jsou tézsi.

Z frakce tézsich bunék se pfipadné izoluji teplotné senzitivni mutanty: v
pokojové teploté 25°C probiha sekrece proteind normalné, avsak pfi zvyseni
kultivacni teploty na 37°C je sekrece zastavena na tom misté, kde schazi
teploté denaturovany protein.

Golgi secretory
ER apparatus  vesicles

7

protein destined
for secretion normal cell secretory mutant A secretory mutant B

protein accumulates protein accumulates

protein secreted in ER in Golgi apparatus

Figure 15-30 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



Exocytosa

Molekularni
mechanizmy fuze
membrany
sekrecniho vacku s
plasmatickou
membranou:
interakce
membranovych
proteintl startuje
fuzi membrany
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Endocytoza: invaginace plasmatick€ membrany.
Tvorba a odStépeni vacku - endosomu
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Ucast nékterych protein(i na vytvareni
(assembly) endocytotického méchyrku

coated
vesicle

clathrin coat

28

UMCOAT ING

).

WESICLE
FORMATION

cargo adaptin
|

receptor ——— adaptin

naked trénspurt
vesicle

CY¥TOsSaL

cargo molecules

11995 GARLAHD PUEBLIZHING



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.




Mnozina proteinu, ktera se podili
na kontrole polymerace aktinu
PIK patch
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Molekularni mechanismy vzniku hereditarni
hypercholesterolemie
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1.Porucha syntézy
receptorového proteinu na ER

2.Porucha postransla¢ni
modifikace proteinu v GA
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3.Porucha vazby receptorového Endoplazma ticke Golgiho g‘:@
. . . retikulum - aparat

proteinu s ligandou (LDL — light :
density lipoproteins) i
4. Porucha shlukovani komplexu Typ Gtz Transport | Vazba | Shlukovédni
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