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Inserce insulinoveho receptoru (a podobnych proteinu)
- vnitini “stop-transfer membrane-anchor” sekvence
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Transmembranové proteiny s vice transmembranovymi doménami
- “multiple topogenic” sekvence
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Post-translaéni modifikace a “kontrola” kvality
proteinu v drsném ER

1. Tvorba disulfidickych mustku drsné ER
2. Spravny “folding” drsné ER
2. Pripojeni a uprava carbohydratu drsné ER + dals

i
3. Specifické proteolytické stépeni drsné ER + dalsi
4. “Assembly” multimernich proteinu drsné ER

1. Tvorba disulfidickych mustku (-S-S-)

ia] Polypeptide

Incorrect disulfide J
bonds

Cnrreﬁt disulfide

bonds
(b)
S D
SH B
BRDIN—S—S —_— PDI é A%
S—8§
SH
Irreversibly
misfolded =

protein



2. Spravny “folding” - zprostredkovan radou proteinu ER

COO Completed

lrf"’ HAL monoemer ”l

NH3* Trimer formation
—_—

Carmﬁydrate

Calnexin

ER lumen

Calreticulin Disulfide
bonds

Kontrola spravné sbalenych proteinu pro transport ER - GA
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# Inner nuclear
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Unfolded
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HaC1 — aktivace exprese ruznych chaperonu

transcription
factor



Mnoho Spatne assemblovanych proteinu je z ER transportovano
do cytosolu a degradovano

- “spatné” sekretorické i membranové proteiny - degradace za 1-2 hod-
- transport zpet do cytoplasmy pres “translokon”

- degradace prostrednictvim ubiquitin/proteasomu

- 2 ubiquitin konjugujici enzymy - lokalisace na cytosolickou stranu ER
-? Mechanismus rozpoznani a transportu ven z ER

Proteiny ER se do ER vraceji zpét z Cis-Golgi cisteren

- “residentni” proteiny ER (Hsc70, PDI ...)
- specificka C-koncova sekvence KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) - nezbytna
a dostacujici pro udrzeni proteinu v ER.

- KDEL receptor -

{1y el H
b g ——— To cis-Golgi zachytava pro'telny S
V4 KDEL sekvenci,
_ Secreted protein lokalisace v membranach
%,_—,—‘__ without KDEL sequence malych transportniCh
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Glykosylace proteinti v ER a GA

N a O glykosylace: velmi odlisné, riizné cukerné zbytky
O-glykosylace: oligosacharidy pfipojeny a) k hydroxylové skupiné Ser neboThr
prostfednictvim N-acetylgalactosaminu nebo b) k hydroxylové skupine

hydroxylysinu pfes galaktosu (kolageny).

- oligosacharidy kratké (1-4 cukerné zbytky)

- biosynthesa: pridavani cukru ,po jednom®, rizné GLYKOSYLTRANSFERASY
N-glykosylace: N-acetylglukosamin je pfipojen k amidoskupiné Asn

- slozité oligosacharidy (manosa, k.sialova, vétveni)

- biosynthesa: pripojovani dlouhych “preformovanych” oligosacharidu (14 cuker-

nych zbytku)

ta) O-linked cligosaccharides

(b} N-linked complex oligosaccharides

Glc MNANA NAMNA MAMA
A1 = 2) (2 = 3) )2 —=3) (2 — 3}
¥ B
Gal Gal Gal Gal
A1 — 4) i1 — 4) (1= 4)
¥ v
Amino ¥ Amino GlecNAc GleNAc \ ; GlcNAc
i e D Bi1=2) Bl #,f;m — 4)
L)
! !
b
Collagen v L
Man Man
a1 —m) w1 — 6]
Man
MLAM A MNAMNA
Bil—4)
o {2 — 3} (2 — )
"
{1 = 3)
gat 2123 canae Glchine
i1 —=4)
{6« 1}
S <= % i
Aminog ¥ Amino
Tacid 98N Tagid T
Glycophorin
s Amino ¥ Amino
e e

MNAMA = N-Acetyineuraminic acid (sialic acid)
GalMNAc = N-Acetylgalactosamine

GlcMAc = N-Acetylglucosamineg (conserved)
GleMNAe = N-Acetylglucosaming

Gal = Galactose
Man = Mannose
Fuc = Fucose
Gle = Glucose

Vetsina cytosolickych a jadernych proteinu neni glykosylovana (vyjimka -
nekteré transkripcni faktory + proteiny lokalisované v komplexu jaderného
poéru).



O-glykosylace

Prekursory: nucleoside di-P nebo mono-P cukry

0

OH H

CMP-N-acetylneuraminic acid
(CMP-sialic acid)

CH,OH CH,OH

1 ‘ﬁ" 8

OH o] II:*—O—II’—O— Guanosine
H H o- o
GDP-mannose

i°
CH,

UDP-N-acetylglucosamine

Glykosyltransferasy: integralni membranové proteiny, specifické - donor / akceptor
Nucleotid-cukr: - syntéza v cytosolu z NTP a cukr-fostatu.
- import do ER a GA - specifické antiportrové proteiny (nukleotidy
ven, UMP, CMP, GMP)

UMP
Golgi membrane

UDF;;G';:!NAE UDP-Gal = UDP-gaIaktosa
,. ntiporter UDP-GalNAc = UDP- N-acetyl-
galaktosamine

transferase
k AL | Newly

madea
protein

~GalNAC

b

UDP-Gal

,

" Antiporter * Gal transferase



N-glykosylace

Biosynthesa N-oligosacharidu zacina v drsném ER pfipojenim dlouhého

prekursoru - vazan na DOLICHOL= polyisoprenoid lipid (79-95 C) v membrané

ER “prenasec oligosacharidu”.

Dolichol pyrophosphoryl oligosacharid - tvorba na ER membrane. Oligosa-
charid - orientovan smerem do lumen ER.

%" Dolicholfosfat: silne

Dzi_c_ hydrofobni, 4-5 x pres
& membranu

2
Dolichol I

CH,

CHCH

CHLC ={.‘HCH,~[L‘. H,C=CHCH sz :le;
&, '

CH; 15-18

Blocked
by tunicamyzin

uDr -
UDF '. LUMP % DR

Struktura prekursoru:

stejna u rostlin, zivoCichu,
jednobunecnych eukaryot

3 x Glc, 9 x Man, 2 x N-acetyl-

glucosamine 1

Dolichol fosfat

B = N-Acetylglucosamine .@ ‘w - Prenos z dolicholu
e s na Asn zbytek
S B8, scor nascentniho
)f: polypeptidu
t B scor@
Hotovy Asn-X-Ser nebo
prekursor- . Asn-X-Thr
prenos na v
proteiny oligosacharide - protein
- I'® transferase:
ER AN ® - 3 podjednotky
[ Wi - 1 a 2 podjednotka - Ribophorins
Ortosol (integralni membranové proteiny
Konservované 3ucF¥ 3 uop ER, cytosolické domény se vazi
zbytky s velkou podjednotkou ribosomu)

- 3. podjednotka - uvnitr ER -
vlastni prenos

Ne v8echny sekvence Asn-X-Ser nebo Asn-X-Thr glykosylovany



Dol = Dalichol & = Mannose
P ® = N-Acetylglucosamine & = Glucose
Drsné ER

P (3 (3) (4) To
4 =" —T ——> —r 2 Cig
€ e Golgi
(3a) - e
Dol — ot

"
S o

{Man)g(GlcNAc),

(GlechziMan)iglGleMNAc),
oligosacharide - protein
transferase

3 Glc + 1 Man jsou odstraneny
Glc zbytky - ? signal, ze oligosacharid je pripravenk prenosu na protein
Glucosyltransferasa - lumen ER - znovu pridava 1 Glc zbytek
- glukosylace spatne sbalenych proteinu (ne nativnich)
Calnexin, Calreticulin: selektivni vazba na re-glukosylované oligosacharidy,
zabrani “sbaleni” sousednich AA segmentu, po uvolneni deglukosylace.

v Pfechod do GA - Cinka :
dalSi modifikace ,
(ruzné enzymy v cis, medial cis ki)u__,,__,b
a trans GA) =t :?ﬁ

iabili A ifi (Manjy{GlcNAc)
- variabilita - nekteré modifikace anly{GleNAch,

probehnou, jiné ne

(Man)<(GlocNAC)

x rada sekretorickych proteinu se sl

s GDP-
“sbali” spravne a je transportovana - Rfmmmnm;m:gc.|cm,mz. fﬁ :
i bez gykosylace. iMan)z(GleNAC), ,
- rozdily ve stabilite - glykosylované
obvykle stabilnejsi nez neglykosylované

Oligosacharidy: , . s
Ve V4 LA = 9 2 b -
- nekdy nutné pro spravny “folding”, S j — i L—‘UDP 55

ke
W

Trans

m = N-acetylglucosamine o = Galactose
& = Mannose & = Fucosa
& = Glucose # = N-acetylneuraminic acid



Nekteré N-oligosacharidy - smerovani lysosomalnich enzymu do lysosomu

- pridani a pocatecni processing oligosacharidovych prekursoru v drsném ER je
stejny pro membranové, sekrretorické | lysosomalni enzymy.

- v cis-Golgi - manosoveé zbytky (1-vice) FOSFORYLACE - 2 kroky:
a) pripojeni N-acetyl-glucosamin phosphatu (GIcNAc phosphotransferasa)
b) odstraneni N-acetyl-glucosaminu fosfodiesterasou - zustava mannosa-6P

UDP- Lysosomal enzyme
GleMAC ™ P Br
P e o ir £
i F'hu$ phr:rdueglerd
"'-,_ UMP I-'I , Signal seque nces

GlcMAG phosphotransferase Catalytic site  Recognition site

mannosa-6P - vazba mannosa 6-P receptory - v trans Golgi
- VESIKLY obsahujici M6P receptory - “puceni” z trans Golgi a fuse s
organelami “late endosomy” (vnitrni pH 5.5).
M6P vaze M6P-receptory pfi pH > 6, M6P se uvolni v endosomech
+ fosfatasa uvnitr endosomu - defosforylace lysosomalnich enzymu

Plasma mambrana

o ua Secretad
f{ﬂ‘ Q) 7 lysosomal
Rough ER ¥ o TE:- anzymea
Exomytosis
Secretory . ) /"‘? Clathrin- H,lr_:
protein Cis Gﬂlgl = coatad pit L . MaP
| t-
¥, Trans-Golgi EX L /"\;ﬁ receptor
— B reticulum Enduﬂy‘tnslsi e
QY EC
7 1—<Z B = Clathrin-coated
P ! \:, = hq vesicle %“. Lysasome
Lysnls'nmal A . ¢
ENZYMe _% ecycling o Early
o M&P -eceptor endosame -.!
P ¥
Phosphorylated
lysosamal enzyme
,r&g\ \
P eors ey /
ARk EEERE Clathrin-cnate:\‘ j
pit <
I 140 et B
Clathrin-coatad Transport vesicle
vesicle Uncnated Lata endasomae

“4 - transport  {low pH)
M vesicle

Clathrin triskelions
[suburnits)

Z “late endosomu” - puci 2 typy vesiklu. 1) obsahuji lysosomalni enzymy, ale
nikoli M6P receptor - fusuji nasledné s LYSOSOMY:; 2) recykluji M6P-receptory
(zpet do trans-Golgi nebo na bunecny povrch)

M6P-receptor- prenasi neaktivni lysosomalni proenzymy, aktivace v “late
endosomu” nebo lysosomu



Protein “sorting” a “processing” - Golgi a post-Golgi

Golgi-enzymy: inserce do membrany drsného ER, pohyb transportnimi vesikly
do GA. Ruzné GA-lokalisované enzymy (napr. glykosylacni) - podobna struktura:
N-terminalni doména (cytosol), 1 x transmembranovy alpha-helix (dtlezity
pro lokalisaci v Golgi, zabrani transportu dale, ? mechanismus),

C-koncova domeéna (GA-lumen) s katalytickym mistem

e Kontinualni versus regulovana (reakce na stimul) sekrece proteinu

Sorting do regulované drahy - kontrola selektivni agregaci proteina.

- Nematurované vesikly (pucici z trans-Golgi) - zabalené do CLATHRINU, obsahuji
core tvorené agregovanym sekretorickym proteinem (k agregaci zrejme dochazi
pfed inkorporaci do vesiklu).

- Regulované sekretorické vesikly (savci bunky) obsahuji 2 proteiny
CHROMOGRANIN B a SECRETOGRANIN Il (agreguiji pfi inkubaci pfi pH 6.5
a Ca) jsou | v trans-Golgi. Agregaty se netvori pfi neutralnim pH (v ER)

? Selektivni agregace regulovanych proteinu - sorting do regulovanych vesiklu

¢ Proteolyticky “processing” pro-proteinu

- nekteré proteiny plasmatické membrany a vetsina sekretovanych proteinu -
syntéza jako inaktivni prekursory (“proproteiny”) (albumin, insulin ...)

- vetsinou probiha v sekretorickych vesiklech odvozenych z trans-Golgi

Endoproteasy:

Stepi za sekvencemi Arg-Arg nebo Lys-Arg (kvasinkovy homolog KEX2)
savci bunky : Furin, PC3, PC2

P B) Regulovana sekrece
A) Konstitutivni sekrece ) Reg
Proinsulin
] S S
Proalbumin 55—} 5
0
jLFurin endoprotease 8 L S-S A
PC3 endoprotease b PCZ endoprotease
h
wiy [Agag] N oo N Lys Avg]

Albumin

3 5
s— s
NH,* Arg Arg COO-
A E
B 5-5 A
Carboxypeptidase J}

e

5 5

s— 5
i Insulin

B S-S5 A




e Sorting proteinu z GA do apikalni nebo basolaterarni membrany

- Plasmaticka membrana polarisovanych epithelialnich bunek - 2 domény -
apikalni a basolaterarni - ruzné proteiny - specificky sorting (rada mechanismu)

- sorting v trans-Golgi - proteiny, které finalne lokalisuji na ruznych mistech, v
trans-Golgi nalezeny na stejné membrane. - 2 typy vesiklu “puci” z trans-Golgi
1 typ - fusuje s apikalni membranou, 2 typ fusuje s basolaterarni membranou.
Vesikly obsahuje specifické Rab a V-SNARE proteiny - role v lokalisaci do
spravného mista.

- napr. proteiny s GPI (glycosylphosphatidyl inositol) kotvou - v ruznych typech
bunek specificke lokalisace

- krome GPI kotvy nebyly identifikovany unikatni sekvence pro specificky
targeting, ? Mnohonasobné sekvence

- Hepatocyty: vsechny proteiny nejprve z trans-Golgi do basolaterarni membrany,
poté jak basolaterarni tak apikalni proteiny - endocytosa to vesiklu - drahy se
odlisi, basolaterarni se vrati zpet, apikalni se prostrednictvim transportnich
vesiklu dostanou do apikalni membrany - TRANSCYTOSA

- role cytoskeletu

Baso- ) APIKALNi
LATERARNI Influenza virus

HA glycoprotein

Chripkovy

Direct apu:al .
Apical Exocytosis sorting HA glykoprotem
protein on
basolateral
r'r'leml:.'rrdne -qt,\ Basolateral

sorting

ndun-,rtusns
Trans-Golgi
VSV VSV G retn::ulum __’-)
glycoprotain Transcytosis
——___ Apical
—-l‘:— —
Clathrin- Hecv[:hng @

coated pit

Apical
Basolateral e Tight pll;s ma
plasma junction membrane

membrane
( {
—

Infekce bunek VSV virem a chripkovym virem




Receptorem zprostredkovana endocytosa, sorting
internalisovanych proteinu

- Internalisace materialu z okoli - fagocytosa (zavisla na aktinu, pouze
specialisované bunky) a endocytosa (tvorba membranovych vesiklu o velikosti
0.05 - 0.1 um; vetsina eukaryotickych bunek)

Endocytosa:

-pinocytosa (nespecificka, prijem “kapek” z okoli)

-receptor-mediated endocytosis: specificky receptor na bunecném povrchu -
vazba na extracelularni makromolekulu (ligand) - endocytosa, receptor -
ligand komplex - inkorporace do intracelularniho transportniho vesiklu

CAVEOLAE (invaginace plasmatické membrany) obsahuji membranovy protein
caveolin, obsahuji nekteré receptorové proteiny - specificky typ endocytosy

X nejcastejsi receptor-endocytosa CLATHRINOVE VESIKLY (clathrin coated
pits) - tvori asi 2 % povrchu nékterych bunek (napr. hepatocyty a fibroblasty)

(a)
A Clathrin-coated pit

0.2 pm

LDL-ferritin

Clathrin-coated pit

()

(b)
LDL particles
- " (low-density-lipoprotein)
- - savci bunky
Ve -
Ferritin
LDL-ferritin
(d)



LDL (low-density lipoprotein) - PARTIKULE

- pfenaseji cholesterol v krvi

- 20-25 nm v prumeru (a)

- vetsina savcich bunek
produkuje povrchovy Phospholipid
receptor, ktery vaze a ~ Monolayer
internalisuje LDL partikule

- po endocytose, LDL
transport do lysosomu
hydrolasy stepi ApoB na
aminokyseliny a cholesterol-

estery na cholesterol a

ApoB protein

Unesterified
cholesterol

Cholesterol esters
{1500 molecules)

LDL particle

“LATE ENDOSOMES” - acidické pH

- fibroblasty - internalisace cca 50 % povrchovych proteinu / hod.

- vetsina povrchovych receptoru - opakovane “umisti” ligand uvnitr
bunky a vrati se do membrany.

- napr. LDL receptory - cyklus za 10-20 min

X nekteré receptory (napr. insulin, rustové faktory) - cyklus jen 2-3 x
a poté degradovany v lysosomech (- snizeni citlivosti bunky k
hormonalni signalisaci)

- disociace receptoru a ligandu - obvykle v “late endosomech”

“late endosomy”: obvykle blizko bunecného povrchu
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_ Cholesterol esters

grpeen f LD BEEE LDL partikule

Apo-B protein

_— LDL receptor
\‘ Plasma
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Coated vesicle
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Sarting vesicle

i
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! Separace LDL partikule

f od receptoru pri
Recycling izké
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@ Transport vesicle
Degradation i
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Lysosome - degradace LDL na AK,
cholesterol, mastné kyseliny
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Transport Fe

Transferrin = majoritni glykoprotein krve, transportuje zelezo do bunek
Apotransferrin - vaze dva Fe3+ ionty a tvofi ferrotransferrin
Transferrinovy receptor - vaze ferrotransferrin pfi neutralnim pH -

endocytosa

Ferrotransferrin Apotransferrin se uvolni

Transferrinovy y Z vt.ransfel:rm'ovemu receptoru
‘ pfri neutralnim pH

receptor .
Exterior
{Fa ipH 7.0)

| Apotransferrin is
recycled to

,::' cell surface

»

Pfi pH <6, Fe3+
disociuji z ferro-
transferrinu

Apotransferrin zustane
vazan k transferrinovému
receptoru pri nizkém pH

Apotransferrin
Fed" Fadt
Late endosome
Fe* Fe?

Low pH causes release of Fe2*
from ligand; ligand remains
bound to receptor

To cytosol




Transcytosa: pohyb ligand bunkou

Import extracellularniho ligandu na jedne strané bunky, transport
cytoplasmou a export z druhé strany

Bloodand  Polarizované epithelialni bunky Intestinal
interstitial lumen
fluid \ (pH -6)

(pH -7}
2 Fc receptor -

_< vazba ba Fc

PH oH 7 l\‘ oblast IgG
Fip - il A \ i pH 6
uvolneni >3 @ ~ prip

z receptoru :)_ s Yh
naosome

H@ |gG
E’**is/(: F. region
Basal o~

membrane \ .
Luminal
membrane

F. receptor

Tight junction

Molekularni mechanismy transportu pomoci vesiklu

3 typy “coated” vesiklu (maji proteinovy “obal” na cytosolickém povrchu)

- transport proteinu ze “zdrojové” organely do “cilové” organely

- béhem tvorby vesiklu - subjednotky @

“obaloveho” proteinu - polymerace membrana O
okolo vznikajiciho vesiklu —~GTP-vazebny protein

- nékteré subjednotky “obalovych”
proteinu nebo s nimi asociovanych
adapterovych proteinu - role v selekci
prenasenych proteinu (cargo proteiny)

- cargo proteiny - maji specifické solubilni —©
sekvence, které je sméruji do cargo p. O
specifického vesiklu QO

- Role GTP-vazebného proteinu
regulujiciho ucinnost tvorby vesiklu

membranovy
receptorovy protein

membranovy cargo
protein

o ai

obalové a adapterové
proteiny
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integralni proteiny “vyloucené”
z transportniho vesiklu

—*{j;:ﬁ /:_-_-;:E‘_‘jﬂ”“““ face  Triskelion - vazba k tzc. “assembly
e N [ i e particle” - obsahuje adapterové
| .'l Cytosolic face oroteiny
orowe “assembly
e p particle” - vazba i k membranovym proteinum -

urceni, které budou zahrnuty do
“puciciho” transportniho vesiklu

3 typy “assembly” partikuli - AP1, AP2, AP3
- ruzné adapterové proteiny

—DYNAMIN - nezbytny pro tvorbu “clathrin-coated pit”

- vazba a hydrolysa GTP - ? regulace
kontrakce a “odskrceni” vesiklu

- inkubace b.extraktu s derivatem GTP,
ktery nemuze byt hydrolysovan -
akumulace “clathrin-coated pits” s
prodlouzenymi “krcky” s polymerovanym

‘ dynaminem - neuvolni se

D A o

b S
L

CLATHRIN-COATED
VESICLE

DalSi dva proteiny - nezbytné pro tvorbu clathrinovych vesiklu:
AMPHYPHYSIN - vazba na dynamin a “assembly particle”
SYNAPTOJANIN - vazba na amphyphysin a dynamin

Depolymerace clathrinovych vesiklu:

clathrinové vesikly - stabilni pfi pH a iontovém slozeni cytosolu X ztraci
clathrinovy obal rychle po vzniku - asi role cytosolického Hsc70 (a dalsich
chaperonu) - clathrin - recirkulace na dalSi vesikly



2. COPI VESIKLY

~ COPI vesikly - tvoreny z cytosolic-
kych komplexu “coatomers”
obsahujicich 7 polypeptidovych
podjednotek

- polymerace na povrchu “pucicich”
vesiklu a disociuji pryc rychle po

! jejich uvolneni

- nekteré podjednotky - spojka mezi

membranovym proteinem a obalem -

specificka inkorporace proteinu

Golgi cisterna ] ] _
ARF = maly GTP-vazebny protein

Exopiasmic | | cyosore  (@P)asr  hladina ARF-GTP - regulace podle
face face o potreby
integralni ) ;\ ARF-GTP - vazba na
proteiny -
o’/ ARF L= ap \\u Coatomer ARF-receptor
z transp. X receptor| - \| COPI coatomer - vazba na ARF a
vesiklu _ dalSi proteiny cytosolické
" | I'a_ D;Lheri integral stranv GA
Soluble - = fnc?é?pr::l-srated y
CArgo into vesiclas

protain || |

l Fatty acyl CoA - nutny pro uvolneni a maturaci
vesiklu - ? mechanismus

Pi T

o _.5;9
/ =" | Depolymerace obalu - ? ridi hydrolysa GTP
g GoP

£ : GTP analog - nedojde k hydrolyse ani k

E{“x ARF @ @ depolymeraci
O‘H I * “Retrograde” transport - KDEL sekvence
- vzba k COPa a B podjednotkam

Coatomer II"-.,
= Kvasinkové sec mutanty



3. COPII VESIKLY (transport z ER do GA)

Cis-Golgi

f

- tvorba podobna jakoCOPI (analog Arf proteinu je Sar1)
- sorting signal - Asp-X-Glu
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Specifické fuse vesiklu

Fuse - poté co depolymeruji obaly

- vyzaduji "konservované skupiny proteinu nutné pro privedeni

vesiklu k cilovému “partnerovi” a poté pro fusi
e D Depolymerace - odkryje specifické integralni
N membranové proteiny V-SNARE (inkorporované
-e VTR Hﬁ“ pfi “puceni”) - pro kazdy typ vesiklu - privedou
bl vesikly k cili
l'. I, i Membrany vsech typu obsahuiji protein pro fusi
WA [ [P (SNAP25) a 1-vice integralnich membranovych
\ . ,_/”’/’/;" \ proteinu T-SNARE - kooperativni specificka
o e vazba V-SNARE
V-SNARE



= Transport vesicls

V-SNARE, T-SNARE a SNAP25

— Rab protein , —v
@ - dostatecné pro zprostredkovani
Komplex .~ V-SNARE fuse (liposomy) - pomalu
T-SNARE 26h - X
ANAPZEN /' Akceptorova membréna Xv buvr’lkach - fuse béhem sekund
: e - dalSi proteiny
L 1 vSNaRE S NSF - tetramer, vaze a

sl hydrolysuje ATP
o, B ay- SNAPs (soluble NSF
attachment proteins) -
vazba NSF k membrane

@

T

2 NSF,,B,y-SNAPs J 2 vesiklu
- C—T.SNARE i .
Prefusion @D GTP-vazebné Rab proteiny -
complex #m. Pridrze|’1ivesiklu u regulatory pohybu vesiklu
Pler[~——"" Membrany -struktura podobna Ras
]] 3 - GTP hydrolysa - ? Regulace

frekvence fuse
- regulace pomeru
d Rab-GTP : Rab-GDP

= W-SNARE/T-SMARE/
SMNAPZS complex

(4 =
? NSF, /iy SNAP . IGDP

s

Vesikly nesouci V-SNARE
- navrat k puvodni membrane

SYNTHESA A TARGETING DO MITOCHONDRIi A
CHLOROPLASTU

Mitochondrie a chloroplasty strukturne podobné

- dve membrany, chloroplasty navic interni membranovy kompartment - thylakoidy

- vyuzivaji proton-motivni silu a F-ATPasy pro generovani ATP

- podobné elektron transportni proteiny

- vetsina proteinu syntetisovana na cytosolickych ribosomech, které nejsou vazany
na drsné ER - “uptake-targeting sequences”

- “prijem” proteinu vetsinou vyzaduje energii a zavisi na integralnich proteinech
organel



Mitochondrie

- prekursoroveé proteiny - syntéza v bezbunecném systému, pak pridani
mitochondrii -inkorporace prekursoru do organel + odstrizeni (vetsinou)
sekvence

A) Transport do mitochondrialni matrix

Nascentni prekursorovy Chaperon - energie z ATP  Hsc70
protein MSF (mitochondrial-import

Mascent precursor — Cytosolic

| pratein Hsc70 stimulating factor)
g‘ ﬁ_ﬁ#—-‘é"”&'—--ﬁ%ﬁ {:Tp - zabrani spatnému sbaleni
coo St 1b E ADP+ P,  aagregaci prekursoru
Matrix-targeting ATP
MSSFF _._ % sequence Q
Y. ADP + P,
§1a
T [' 3b
rf"-()'\- Transport pnmoa
fﬁ% na Tom20/22 /
ATP  ADP+P, 'g%
"ak : MSF se Tom40 = kanal vnejsi membrany
1 uvolni Tom 40 Tom 40
\ 3a 4 (\ &
Tom 70 - :
i 2SF e &

e f
Tom 20 // Tim44 kanal vnitrni membrany | Contact
Tom receptory Tom 22 Tim 44 e site
presun z 70/37 na 20/22 H vt I ariws

'I'|m 23Mm 17 ——

/ L S P | - Matrix
Proton-motive ATFE Hsc70
force 6-2

ADF +

chaperon
(a0® Translokace do matrix vyzaduje

jot
w proton motivni silu vnitrni membrany 5 sig
-a:ﬂ- Active
protem
Active Rl
Matrix protein A L HscGO

Proteasa odstepi N-koncovou
matrix-targeting sekvenci

Intermembirane
space

""‘TP ADP + P,
Nekteré proteiny potrebuji matrixovy
chaperonin Hsc60



Hlavni charakteristiky importu do mitochondri

1) informace pro targeting do matrix je v N-terminalni targeting sekvenci
(fusni proteiny - experimenty)

2) Pouze “nesbalené” proteiny mohou byt importovany

3) Translokace probiha pouze v mistech, kde jsou vnitrni a vnejsi membana
v blizkosti

Transport do mitochondrii vyzaduje energii
3 zdroje energie
1) ATP hydrolysa v cytosolu - chaperony - udrzeni proteinu v nesbaleném stavu
2) proton-motivni sila na vnitrni membrane - pro translokaci, ne pro vazbu na
receptor
transmembranovy potencial (200 mV, matrix negativni)
3) ATP hydrolysa v mitochondrialni matrix

B) Transport do dalsich mitochondrialnich kompartmentu
Mezimembranovy prostor, (vnitrni membrana, vnejsi membrana)
- rizné drahy, Casto dalsi sekvence

Intermembrane space-targeting sequence (2.sekvence)

Precursor Matrix-targeting sequence
00C -

Tom 22 —— , Tom 40
Cytosol Tom 20 —+ ' /

Duter membrane |

Odstepeni 2.sekvence rJE
| Transport
Intermembrane space Tirm 44 | channels
N 5 /@8
E—— e
—— Tim 23/Tim 17 _ \
Matrix .
Hsc70 Ay
¥ ) i
| .ci'"'".f}"*. Receptor
Cleaved ” y da) /€2 +kanal
matrix-targeting AN P
SEeqUence - v S, A
Matrix T 2 CM . .
Nekonservatlvnl' Cesta (proteln se Konservatlvr“ CeSta (prOteIn ZUStane

“chyti” 2 sekvenci ve vnitrni membrane) Nnesbalen, vazba chaperonu)

Proteiny vnitrni a vnejsi membrany - inkorporace pomoci kotevnich sekvenci



Transport do chloroplastu
-N-koncova targeting sekvence, odstepena pfi transportu do stroma

- vyzaduje energii
A) Transport do stroma chloroplastu

Rubisco S Stromal |mport_sequence

subunit

precursor %:{ /NH3+

Prekursor-
vazba chaperonu

COo0 Ty
COC @ "\

Toc34 GTP II

Cytosol \

Toc kanal - vazba GTP asi
dulezita pro otevreni kanalu

guter chio

Intermembrane

B
NH,'

RN

ATP ADP+p, Hsc70 stromal chaperon

Stroma @%\ Odstepeni sekvence
- Proteiny pravdepodobne importovany
nesbalené 0 {
- neni proton-motivni sila - asi role ATP v, NH_*
pro translokaci : NH,*
®
7\ ”
Rubisco L
subunit Chaperonin ATP  ADP +P; Assembled
IHscB0) rubisco

A) Transport do thylakoidu

- dalsi sekvence

- 4 thylakoid import systemy

- nekteré vyuzivaji pH gradient na membrane



SYNTHESA A TARGETING DO PEROXISOMU

Peroxisomy:
- malé rganely 0.2 - 1 um
- jedna membrana

- vsechny proteiny syntetizovany v cytoplasme - volné ribosomy, inkorporace
do peroxisomu

- proteiny se v cytoplasme sbali do maturované konformace pred importem
- import vyzaduje ATP hydrolysu, nevyzaduje elektrochemicky gradient
- targeting sekvence SKL (Ser-Lys-Leu) na C-konci (katalasa)

N ;/SKL uptake targeting sequence

Py s i

(-l coo Hon .~ Apo catalase
& coc -
% ' N e L L)

% Heme

bt

'

- rjg;,E:’:..l Catalase tetramer

g,
" PTSIF PTSIR = solubilni receptor v cytosolu
rﬂ %’%@%
{ A\
» | \
|[ PTSIR
Komplex ©' .
_Fa) a
TP\
o
.: ""__,i:-:'-" f;
Pex14 receptor ~§ ek ; e
Cytosol ,f—f":’ "'aﬁ s i’i
- et 8 ) JI, Jiné proteiny -
e I / signalni sekvence
f 3 T na N-konci (thiolasa)
Lumen of % po transportu je
i @ tepen
porovisome {40 SKL sekvence odstepena
Bl

. 15 ek B .
e~ se neodstepi
=7 Catalase
= tetramer



