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Transportni vacky

» dopravni prostredky pri mezimembrdnovém
Transportu

» protein se nakldda do vac ku Z vnitrniho
prostoru organely (sekrecni drdha) nebo z
mimobunécného prostoru (endocy’roza)

* ndklad se pozdeji vyloZi v jinem bunécnem
oddilu splynutim membrany transportniho
vac ku s membranou cilové organely nebo
plazmatickou membranou

+ systém je vyuzivdn membrdnovymi lipidy i
proteiny




Sekreéni draha

rubé ER - Golgiho aparat - sekrecéni vacky - exocytoza

Secretory

Radiolabeled vesicles
protein

Golgi
apparatus

Rough
endoplasmic
reticulum

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




Sekrecéni draha

- vyzivdna nejen proteiny uréenymi k sekreci mimo bunku,
ale také proteiny plazmatické membrany

- ¢ast drdhy vyuZivaji proteiny lysozomu, Golgiho apardtu a
ER

- vstup proteint do ER reprezentuje hlavni kfizovatku v
dopravé proteind uvnitf eukaryotické buriky




Endoplazmatické retikulum

+ cytoplazmaticky systém
membrdnové uzavrenych tubuld a
vacku, ktery je odvozen od
jaderné membrany

* nejvétsi organela vétsiny
eukaryotickych bunék (10%
celkového objemu)

»tvori priblizné polovinu vsech
bunécnych membrdn

Rough ER

Smooth ER

Nuclear

Cisternal
space




Hladke ER

* neni spojeno s ribozomy, (¢ast v metabolizmu
lipidd a uhlovodikovych Fetézcl

- detoxifikaéni reakce

» katabolismus glykogenu

-+ zdasobdrna Ca




Hrubée ER

* na vnéjsim povrchu pokryto ribozomy, které
syntetizuji sekrecni proteiny a proteiny pro
lysozomy, ER, Golgiho aparat a plazmatickou
membradnu




ER se podili na strukture proteinu
a lipida

skldddni proteint
tvorba disulfidickych vazeb
tvorba vicepodjednotkovych proteind

prvotni misto, ve kterém se k proteinim
pripojuji uhlovodikové retézce

misto syntézy membrdanovych lipidu




ER: vstupni brdna pro proteiny Golgiho
apardtu, endozomu, lysozomu a bunééného
povrchu

2 faze transportu:
1. zcytosolu do ER

2. transportnimi vacky od organely k organele,
resp. od organely k plazmatické membrdné




Zpusob prenosu proteinu z
cytosolu do ER

» proteiny rozpustné ve vodé jsou kompletné
prendseny pres membrdnu ER a uvolnény v
lumenu ER (urceny k sekreci nebo pro lumen
nékteré organely)

» budouci membrdnové proteiny se pres
membrdnu ER prendseji jen zEdsti a zlstdvaji
v ni zanoreny (uréeny k lokalizaci v membrdné
ER, membrdné jiné organely nebo v
plazmatické membrdné)




Sekvence AA vznikajiciho proteinu
rozhoduje o vazbé ribozomu na ER

* volné a membranove vazané ribozomy jsou
funkéné nerozlisitelné

y synTeza véech proteinu je zahdjena na
volnych ribozomech

» signdlni sekvence na N-konci vznikajiciho
polypeptidu pritahuje ribozom na ER

* signdlni sekvenci reprezentuje kratky dsek
hydrofobnich AA, ktery se odstépuje
behem prenosu polypep’rldu do lumen ER




Signdlini sekvenci navddéji k membrané
ER nejméné dva faktory

. Signdl rozpoznavajici ¢astice (SRP)
- pritomna v cytozolu
- vaze se k signdlni sekvenci

- sloZena z 6 polypeptidi a malé cytoplazmatické RNA
(7SL RNA)

. SRP-receptor

- zanoren v membradné ER

- afinita k SRP pritahuje komplex ribozom/peptid/SRP
k membrané ER




Mechanismus transportu proteinu do ER

CYTOSOL

pri translaci na ribozomu
vznika polypeptidovy retézec
se signalni sekvenci na N-

konci " (- %/H_

+ signdlni sekvence je o~ P en signa
rozeznana a havazana SRP \} sequence
SR

- vazba SRP dodasné zastavi

pokracovani translace

(1) SRP binds to ER signal
sequence and blocks
translation




Mechanismus transportu proteinu do ER

SRP zajisti prenos komplexu SRP/ribozom/polypeptidovy
retézec na SRP-receptor a tim jej dopravi k hrubému ER

ribozom je vdzadn k translokacnimu komplexu na membrané ER

signdlni sekvence se zacleni do membrdnového kandlku (hutny
GTP)

CYTOSOL

SRP receptor
Pore protein peptidase
-

LS

Translocon

ER LUMEN




Mechanismus transportu proteinu do ER

SRP se uvolni z komplexu a translace muze pokradovat,
rostouci retézec prochdzi membradnou do ER

signdlni sekvence je odstépena signdlni peptidazou, peptid se
uvolni do lumen ER

‘\ , polypeptide

e




h sekretovanych proteinu do ER

Prenos vznikajicic

3’ mRNA

Signal sequence




Zaclenéni proteinu do membrdny ER

- probihd u membrdnovych proteint ER, Golgiho apardtu,
lysozomu a plazmatické membrany

+ proteiny jsou v membrdnach ukotveny hydrofobnimi
oblastmi, které prostupuji fosfolipidovou dvouvrstvou v
podobé sroubovice o velikosti 20 - 25 AA

- 3roubovice je stabilizovdna vodikovymi mustky mezi
peptidovymi vazbami a interakcemi hydrofobnich AA
zbytkl s membranovymi fosfolipidy

* membrdnové proteiny mohou prochdzet membrdnou v
rdznych orientacich a vicendsobné




Ruzné moZnosti orientace membranovych

peptidu
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membrdné ER b =
vytvorena béhem
jejich syntézy se
udrzuje pri jejich
transportu do
membran Golgiho
aparatu, lysozomt a
plazmaticke
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Syntéza transmembranovych proteinu
s C-konci orientovanymi do cytozolu

N-koncova signdlni sekvence odstépena signdlni peptidazou béhem
translokace do ER

upevnéni v membrdné zajisti transmembradnova Sroubovice ve
stredové Cdsti proteinu (sekvence zastavujici prenos), kterd brani
pokracovadni translokace do ER

uvolnéni ribozomu z translokacniho aparadtu
dokonceni syntézy C-koncové ¢dsti polypeptidového retézce v
cytozolu

CYTOSOL

Stop-transfer
segqueance

' ER signal

ER LUMEN




Syntéza transmembranovych proteinu
s C-konci orientovanymi do cytozolu

Cytosol

Stop-transfer

sequence sequence

Endoplasmic reticulum lumen




Vnitrni signdlni_sekvence

ukotvuji proteiny v ® Cytosol
membrdné ER 57 B P s *  Nocleavage

: .,--..“ ——————— ¢ __’—FN
nejsou $tépeny signdini = §

peptiddzou T
signal
sequence

jsou rozeznany SRP,
pr'OTO mo hOLI ZGJ |ST |T Endoplasmic reticulum lumen
prenos membrdnou -

Cytosol

jejich orientace urcuje,
zda membradnou bude

} No cleavage @'C
( ~

prechdzet N- nebo C-

Konec proteinu

Internal signal
sequence

Endoplasmic reticulum lumen




Vznik proteinu, které prochazeji
membranou nékolikrat

dusledek striddni vnitrnich signdlnich
sekvenci a sekvenci zastavujicich prenos




Cytosol

SRP
receptor

Internal
signal
sequence

Stop-transfer

Endoplasmic reticulum lumen sequence

Reinsertion into membrane

Second
signal
sequence




Hladké ER a syntéza lipidu

* ER je hlavni misto syntézy membrdnovych
lipidu

* chemicka povaha lipidu vyzaduje, aby jejich
syntéza probihala ve spojeni s jiz existujicimi
membranami




Tri_hlavni typy membranovych lipidu

+ fosfolipidy

* glykolipidy
» cholesterol




Fosfolipidy

* hlavni strukturni slozky membrdn

+ syntéza pr'ob|ha na cytozolické strané
membrdny ER

+ odvozeny z glycerolu a mastnych kyselin
nesenych koenzymem A

+ vznikld kyselina fosfatidova se zacleriuje
svymi retézci mastnych kyselin do membrany

* enzymy na cytozolické strane membrany ER
zajisti dalsi konverze fosfatidové kyselmy







Translokace fosfolipidu pres
membrdnu ER

* nové fosfolipidy se zaclenuji jen do
cytozolické poloviny membrdny ER

* pro zajisteni stability membrany musi dojit
k presunu nekterych fosfolipidu do druhé
poloviny membrdny ER smérujici k lumenu

+ transport je energeticky nevyhodny (nutny
prechod poldrnich hlavicek membranou),
neprobihd spontdnné

- U¢ast specidlnich enzymu (flipazy)




Translokace
novych fosfolipidu
membranou ER




Vezikularni transport z ER

+ do Golgiho apardtu, lysozomd, plazmatické
membrany, mimo bunku

probiha nepretfrzité pucenim a fuzi transportnich
vacku, které nesou prepravované proteiny nebo
lipidy

» komunikace s vnéjsim prostredim

* prepravované proteiny a lipidy jsou chemicky

upravovany (glykosylace, vytvareni disulfidovych
mustku)




lyzosom @

plasmaticka
membrana

o

jaldernir ocbal \1’\ :rﬂ:;i r;:'jm
('.A
“ndﬂpiasmaﬂcké
retikulum
| | N
O O Eiﬁw‘i?ﬁ . B,
\ DB
d O
9 _.©
}\J O \5 Q transportni vacky
5 —~ C{

Golgiho aparat

CYTOSOL

/

EXTRACELULARNI
PROSTOR




Transport proteind z ER do Golgiho
apardtu

Rough ;
endoplasmic 28
reticulum

Vesicle budding:

Transport
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Existuji ale také proteiny, které jsou
specifické pro ER (chaperony, signdlni
peptiddza, atd.)

+ opoustéji sekrecni drdhu na 1. kriZovatce

* na C-konci nesou adresovou sekvenci Lys-Asp-
Glu-Leu (KDEL) pro lumen ER

- odstranéni sekvence KDEL zplsobi, Ze protein
pokracuje sekrecni drahou do Golgiho aparatu
a posléze je vyloucen z bunky




Proteiny ER se docasné objevuji v Golgiho
aparatu

adresovad sekvence
KDEL nezabrani
transportu proteind z
ER do Golgiho aparatu

oznacené proteiny z
Golgiho apardtu putuji
zpet do ER




Golgiho aparat

organela, ve které se zpracovdvaji, tridi a modifikuji proteiny
prijaté z ER

glykosylace proteint (tj. priddni uhlovodikovych retézct)
syntéza glykolipidu a sfingomyelinu

u rostlinnych bunék misto syntézy polysacharidu bunééné stény
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g
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Golgi
apparatus
cis face
(“receiving” side of
Golgi t
Cisternae Glot apparus)

trans face ~
(“shipping” side
of Golgi g i ) :

o, el ; Transport vesicle 1 pm
AppAratHE) @ - - from the Golgi
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cis Golgi
network

Golgi
stack

Transport
vesicles

trans Golgi
network

Plasma membrane. seeretion, lysosomes




Transport z Golgiho aparatu

+ zajistén systémem puceni vackd

» oznacené proteiny sméruji pres lysozomy
ven z bunky nebo se vraceji do ER

» proteiny Golgiho apardtu jej kratce
opoustéji a zpét se do néj vraceji
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Rizena sekrece z bunky

zajist'uje uvolnéni prendsené
molekuly z bunky jen pro
prijeti urcitého signdlu

transportni vacky se méni na
vetsi sekrecni vacky,

obsahu i||ci prendsenou
molekulu

prijeti signdlu vyvold
exocytozu

bézné u zlaznatych bunék

konstitutivni sekrece

v v v

probihd prubézné (bez
zavislosti na signdlu)




nove

syntetizovane

rozpustne proteiny

pro konstitutivni noveé syntetizované
sekreci lipidy plasmatické membrany

Ve KONSTITUTIVNI
\ SEKRECE

/-" neregulovana

membranova
flze

: - : plasmaticka membrana
nove syntetizovany

protein plasmatické mmbrany

CYTOSOL
hormon

trans- nebo nervovy
Golgiho — mediator
aparat e

transdukce

signalu
RIZENA
@ regulovana

; membranova

sekrecni vacek
obsahujici sekreéni
proteiny

Golgiho aparat fuze




Principy specifického vezikularniho
transportu

- vdcek musi naklddat jen proteiny urcené
pro prislusnou cilovou stanici

- vacek musi fdzovat jen s vhodnou cilovou
membranou

- existence ruznych typu transportnich
vacku pro transport specifického ndkladu,
které vykondvaji kyvadlovou dopravu mezi
organelami




Proteinovy obal vaéku napomdaha puéeni

* vacky, ktere puci z membrany, maji na sve
cytozolové strané Casto specificky
proteinovy pldast’ (opldsténé vacky)

+ po ukonceni puceni je plast’ odstranen

(membrdna vacku muze fuzovat s cilovou
membranou)

- existuje nékolik druht opldsténych vacka s
typickymi proteinovymi obaly




Funkce proteinového obalu vaéku

» Ucast na tvarovdni membrdny do podoby vac ku
(puceni)
» Ucast na zachyceni specifickych molekul

Tabulka 14-4 Nékteré typy oplasténych vacki

Typ vacku

Proteiny plasté

Pavod

Cilova stanice

Klathrinovy

Klathrinovy

COP

klathrin + adaptin 1

klathrin + adaptin 2

proteiny COP

Golgiho aparat

plasmaticka
membrana

ER

cisterna Golgiho
aparatu

Golgiho aparat

lyzosom
(pfes endosomy)

EI]L‘lDSUIﬂ}’

Golgiho aparat
cisterna Golgiho
daparatu

ER




Selektivni transport klathrinovymi vacky

z membrany se vacek zacind oddélovat jako jamka s klathrinovym pldstém
vazbu klathrinu k membréné zajist'uji adaptiny

adaptiny spolu s receptory zodpovidaji za typ solekul, které maji byt do
vaéka zaélenény

oplagtény
vatek

klathringfy plast

adaptin !

receptor

nakladu = adaptin

holy transportni
vacek

i,

— dynamin
CYTOSO0L

moalekuly nakladu




Selektivni transport klathrinovymi vacky

* molekuly klathrinu se na cytozolové strané membradny skladaji do sité
podobné kosi - zacatek tvorby vacku

* kolem dsti vacku se objevuje maly GTP-vazajici protein dynamin

» dynamin hydrolyzuje GTP, ¢imz se stdhne a odskrti vac£k od membrdny

oplagtény
vatek

klathrinovy plast

té

receptor adaplt!n

nakladu =" adaptin

—Y | 4 B holy transportni
XV vacek

CYTOSOL

moalekuly nakladu




Zaclenéni specifickych proteinu
do klathrinovych vacku

+ proteiny urcené pro transport z Golgiho apardtu do
lysozomu jsou oznaéeny pritomnosti manoso-6P

+ prostrednictvim manoso-6P se tyto proteiny vazou k
receptorim pro manoso-6P, které prochdzeji
membradnou v oblasti trans Golgiho apardtu

-k receptortim pro manoso-6P se vazou cytozolické
adaptiny, ke kterym se vaze klathrin

- klathriny se skladaji ze 3 polypetidovych retézct
- spojenim téchto retézcl vznika sit’, kterd narusuje
membradnu a zahajuje puceni




Mannose-
En-phmphatu
receplor,

Lumnen of Golgi

trans Golgi
network

Cytosolic side

Clathrin-coated
vesicle

Mannose-
G-phosphate

Lyvsosomal proteins

Budding

Lysosomal
protein

Mannose-
f-phosphate

ol — Mannose-
B-phosphate
rec:eptnr

Adaptin

Clathrin

Free clathrin




Vacky COP

+ COP = ,coat protein”

» zapojeny do prepravy molekul mezi ER a
Golgiho apardtem a mezi jednotlivymi ¢astmi
Golgiho aparatu

» pro puceni nutnd ucast proteinu ARF




* ADP-ribosylation factor

ARF

vaze GTP nebo GDP

komplex ARF-GTP se
spojuje s membranou
Golgiho apardtu, je nutny
pro vazbu COP a podili se
ha tvorbé vaéki

komplex ARF-GDP
zpusobuje rozlozeni COP po
dokonceni puceni a pred
fdzi s cilovou membranou




Fuze vacku

* transportni vacky maji na svém povrchu
molekuldrni znacky, které svéd¢i o plvodu
vacku a jeho nakladu

* tyto znacky musi byt rozezndny receptory
na cilovych membrdndch

- specifita navddéni vacka k cilim zdvisi na
proteinech SNARE




Proteiny SNARE

+ Soluble N-ethylmaleimid-sensitive fusion-protein
attachment-protein receptor

- SNARE proteiny na povrchu vaéku (v-SNARE) jsou
specificky rozeznany proteiny SNARE na povrchu
cilovych membran (+-SNARE)

- kazdd organela a kazdy typ transportnich vacék
nese unikatni proteiny SNARE

+ interakce mezi komplementdrnimi proteiny SNARE
zajist'uji specifickou vazbu vacku s cilovymi
membranami

- za vlastni fuzi zodpovida interakce proteini NSF a
SNAP







Lysozomy

- organely, které obsahuji enzymy schopné rozlozit
véechny typy biologickych makromolekul (proteiny,
nukleové kyseliny, uhlovodiky, lipidy)

» funguji jako bunécny trdvici systém

+ rozklddaji materidl prijaty z vnéjSiho prostredi i
vlastni nitrobunécne struktury urcené k rozkladu

- velka variabilita ve velikosti (dusledek pritomnosti
ruznorodého traveného materialu)




Lysozomdlni enzymy

+ asi B0 ruznych enzymu, které funqujijako kyselé
hydrolazy s optimem pH cca 5

+ kyselé pH uvnitr lysozomu zajist'uji ATP-dependentni
H* pumpy

» produkty rozkladu jsou prendseny do cytozolu

je znamo vice nez 30 r'uznych genetickych chorob
Clovéka, které jsou dusledkem mutaci v genech
Iysozomalmch enzymu nerozlozeny materidl se v
lysozomech hromadi
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Gaucherova nemoc

dusledek mutace v genu kédujicim lysozomalni enzym, ktery
je nutny pro rozklad glykolipidu (glukocerebrosiddza)

zvétseni velikosti a poltu lysozomu s nedegradovanym

materidalem

terapie je zalozena na poddvani chybéjiciho enzymu

kandiddt pro genovou terapii (zaélenéni cDNA kddujici dany
enzym do kostni drené)




Gaucherova nemoc - projevy

Typ I:

* neni zasazen nervovy systém

- zvétseni sleziny, jater, poruchy struktury kosti

* heohrozuje Zivot ¢lovéka

Typ II:

* nervovy systém je zasazen, poruchy jsou zrejmé
od raného détstvi, pacienti umiraji velmi brzy

Typ III:

* nervovy systém je zasazen (demence), poruchy se
za¢nou projevovat priblizné od 10. roku véku




Tvorba lysozomu

- fdzi transportnich vacku vzniklych puéenim z Golgiho
apardtu s pozdnimi endozomy, tj. vacky vzniklé
endocytdzou plazmatické membrany

* enzymy jsou syntetizovany ribozomy hrubého ER a
do lysozomi se prenddeji pres Golgiho apardt

w4 Ve

drahou a endocytickou drahou




Zrdani lysozomu

endocytdzou vznika vacek,
ktery fluzuje s ranym
endozomem

recyklace slozek plazmaticke
membrany

rany endozom zraje do podoby
pozdniho endozomu

fuzi pozdniho endozomu s
transportnimi vacky z Golgiho
aparatu (nesou kyselé
hydroldzy) vznika aktivni
Iysozom

pri zrani lysozomu dochazi k
snizovdni pH az na droven 5,5




VSechny lysozomdlini enzymy jsou
kyselé hydrolazy

+ jsou aktivni jen pri kyselém pH (v lysozomech) a ne pFi
neutrdlnich podminkach (zbytek cytoplazmy) -
ochrana pred nezddoucim rozkladem vlastnich
struktur

+ kyselé pH v lysozomech udrzuji membrdnové
protonové ATPazy, které do lysozomu prendseji
protony z cytozolu za spotreby energie ATP

+ vétsina proteini lysozomdlni membrany je znacné
glykosylovana: ochrana pred natravenim lysozomdlnimi
proteazami
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Endocytické drdhy

- zplsob prijmu kapaliny spolu s molekulami z
vhéjsiho prostredi

» pro malé molekuly vyuzivaji vSechny
eukaryotické bunky

+ prijem velkych €dstic nebo celych bunék
zajist'uji specializované fagocytické burky




Prubéh endocytozy

» obklopeni pohlcovaného materidlu
plazmatickou membranou

» puceni membrdny dovnitr bufiky spolu s
pohlcovanym materidlem

» odskrceni membradny a vznik vnitrobunécného
endocytického vacku

- predani pohlceného materidlu lysozomim, kde
je strdven




Dvy typy endocytozy

* Pinocytdza (bunécné piti): pohlcovani
kapaliny a molekul prostrednictvim malych
vackd (max. pramér 150 nm)

» Fagocytoza (bunééné pojidani): trdveni
velkych ¢dstic, napt. mikroorganismt a
zbytku bunék prostrednictvim velkych
vacku zvanych fagozomy (primér obvykle
vetsi nez 250 nm)




Prubéh fagocytdzy

» vazba cizorodé ¢astice k povrchu fagocytické buriky
- aktivace povrchového receptoru

+ vytvdreni listovitych vybéZzkii plazmatické membrany -
pseudopodia (U¢ast aktinovych slozek cytoskeletu)

+ vybéZky Cdstici obklopi a fuzi koncovych Casti
membran vznika fagozom

* uvnitf buriky fagozom fuzuje s lysozomem za vzniku
fagolysozomu, ve kterych je pohlceny material
rozlozen kyselymi lysozomalnimi hydrolazami




AUTOPHAGY - Bacterium

Endoplasmic reticulum

Mitochondrion

Autophagosome




Autofagie

- postupny rozklad vlastnich sloZzek buriky

+ patrna v hladovéjicich burikach (zoufaly pokus
ziskat energii potrebnou pro zbytek bunky)

+ Cdstice urcend k rozkladu je nejdrive uzavrena v
membrané vychlipené z ER - vznikd autofagozom

+ autofagozom fuzuje s lysozomem a Cdstice je
rozlozena




AUTOPHAGY

Endoplasmic reticulum

Mitochondrion

Autophagosome

- Phagosome




Pinocytoza

pribézné pohlcovani ¢dasti plazmatické membrany

+ tvorba pinocytotickych vac Cku, které jsou pozdéji
vrdceny k bunécnému povrchu

makrofdg pohlcuje 3% své plazmatické membrany
kazdou minutu (celou béhem pul hodiny)

- vyuziva klathrinovych jamek a vacku, které flzuji s
endozomy

+ je neutrdlni, nerozliduje prijimané materidly




Endocytdéza zprostredkovana receptory

+ mechanismus pro selektivni zvysovani koncentrace
urcitych latek v bunce

+ prijimané molekuly se vdZou k pFislusnym receptordm
na bunécném povrchu

komplexy molekula/receptor vstupuji do buriky v
klathrinovych vaccich

+ prikladem je prijem cholesterolu




Endocytéza cholesterolu

Cholesterol

nutny pro tvorbu membrdn

VVVVV

proteinovymi nosici (lipoproteiny s nizkou hustotou, LDL)
LDL se vazou na receptory umisténé na povrchu bunék

komplexy LDL s receptory jsou pohlceny klathrinovou
endocytézou a doddny endozomim

+ v kyselém prostredni se LDL uvolni z receptoru

receptory jsou transportnimi vacky dodany zpét do
plazmatické membrany




+ LDL jsou rozlozeny v lysozomech

»uvolnény cholesterol prechazi do cytozolu, kde se
vyuzije pro syntézu novych membran

plasmatickda membréana

LDL-receptory
CYTOSOL

ENDOCYTOZA / i

klathrinovy AEN LDL-RECEPTORU
Y e Y DO PLASMATICKE
MEMBRANY

vacek
endosom /
I 5 ODDELENI

TRANSPORTNICH VACKU

fuze

pfenos
do lyzosomu

volny
cholesterol

hydrolytické
enzymy

lyzosom
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+ dusledek poruchy struktury LDL-receptoru
» bunky neprijimaji cholesterol

» cholesterol se hromadi v krvi a predurcuje
postizené jedince k vyvinu atherosklerdzy

+ vétsina pacientl umird v raném véku na
srdeni zdachvat (dusledek ucpdni tepen
zdsobujicich srdce)
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Poruchy prijmu cholesterolu
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