Endomembranovy systém rostlinné bunky

Rostlinna cytologie, Katedra experimentalni biologie rostlin PfF UK



Endomembranovy systéem:

systém vnitfrnich membran eukaryotické bunky

Soucasti je:
-Jaderny obal
-Endoplazmatické retikulum (ER)
-Golgiho aparat (GA)
-Trans-Golgi systém (TGN z angl. trans-Golgi network)
-Endozdm (E), transportni, a endocytotické vacky
-Vakuola (V)
-Peroxizomy
-Plazmaticka membrana (PM)
Vnitini prostor: (fo) lumen (z lat. lumen, prisvit, dutina),

pouzivame tedy lumen, bez lumina... Nebo
nesklonovat a pouzivat jen lumen.



‘Gunnig and Steer 1975
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Kryoelektronova tomografie
https://elifesciences.org/articles/32493



Kompartmentacni pravidla (Schnepf 1965):

Biologické membrany oddéluji protoplazmatické a
neprotoplazmatické faze v burice; membrany maji cytosolickou
(protoplazmatickou) a extracelularni (neprotoplazmatickou) stranu;
membrany jsou strukturné i funkéné asymetricke.

Neprotoplazmatické faze:
Extracelularni prostor, cisterny ER a GA,, mezimembranovy prostor plastidu a
mitochondrii, vnitfek thylakoidUl. vakuoly, perinuklearni prostor
Protoplazmaticke faze:
Cytoplazma, karyoplazma, chondrioplazma (mitoplazma) uvnitf mitochondrii, u
rostlin navic plastidoplazma.

Nukleové kyseliny se vyskytuji vzdy jen v protoplazmatickych fazich.

Mezi protoplazmatickymi a neprotoplazmatickymi kompartmenty probiha
transport pres membranu.

Mezi kompartmenty neprotoplazmatickymi probiha transport pomoci vacku.



Transport mezi slozkami endomembranoveého systému

Mezi kompartmenty neprotoplazmatickymi probiha
transport pomoci vackau.

-Sekretoricka draha: vyména membran a molekul
mezi ER, GA, TGN, endozémy, PM a vakuolou

-Obousmeérny transport

-Endocytoticka draha: internalizace membran a
molekul pomoci endocytozy smérem do endozému

-Vacky



Sekretoricka draha

Minimalni sekretoricka draha:

PM

Traffic 2008; 9: 1599-1612



Sekretoricka draha u rostlin

-prehled rostlinnych specializaci

-GA je (kromé upravy proteint) mistem syntézy vSech
polysacharidii bunééné stény (kromé celulézy a kaldzy)

-V rostlinnych bunkach nebyl detekovan tzv. stredni kompartment

(kompartment mezi ER a GA Zivogisnych bunék)

-GA tvofi samostatné mobilni jednotky — diktyosomy, a béhem
déleni bunky se nerozpada, ale ztuistava funkéni

-Vakuoly se specializovanou funkci

-Primarnim konecnym cilem transportu je plazmaticka membrana.
Béhem déleni rostlinnych bunék se timto mistem vSak stava nové
syntetizovana bunééna deska (dsleni rostlinnych bunék pomoci fuze vagkd,
nikoliv zakrcovanim).




Transport mezi slozkami endomembranoveého systému

-Probiha pomoci transportnich vacku
-Probiha v obou smérech
Anterogradni smér (ER—GA) — transport nove syntetizovanych molekul

Retrogradni smér (GA—ER) — recyklace a protein sorting



Transport pomoci transportnich vacku

Retrogradni smér zajistén COPI vacky

Anterogradni smér zajistén COPII (coat protein Il) vaéky

Endocyt6za a transport z TGN zajistén klathrinovymi vacky

DalSi typy vacku — napf. neobalené vacky, méné prozkoumané

i @)
@ . % O
\o {:5_ -~ / i cis
b = 7
@C e v )@ med
:L: )i A
@C ::(:' j )@— trans
= (g p )
O'\¢ i
S
O
Sclathrin secrelor{ =

Plant Physiology, 2008, 147: 1454-1468,



Transport pomoci transportnich vacku:

Regulace transportu: odkud a kam?

Tvorba a transport vacku zahrnuje:

1. Aktivace obalovych proteinu, regulovana specifickymi malymi
GTPazami, vede k tvorbé obaleného vacku na donorové
membrané. Obalové a adaptorové proteiny vacek téz nakladaiji.

2. transport vacku k mistu urCeni (cytoskelet; fuze s blizkou
membranou)

3. oddéleni obalovych proteinu a jejich recyklace zpét
4. rozpoznani cilové membrany

5. zakotveni na cilové membrané (poutaci komplexy), parovani
fuznich komplexi SNARE na povrchu vacku a cilové membrany



Transport pomoci transportnich vacku

Funkcni cyklus malych GTPaz

| Nasme Hu'“ i.'ié

Eftectors

TRENDS in Cell Biology

GAP: GTPase activating protein

GDI: guanine nucleotide dissociation inhibitor
GEF: guanine nucleotide exchange factor
GDF: Rho-GDI displacement factor

Yang Z. The Plant Cell S375-S388 2002



Regulace tvorby COPII a COPI vacku Sar1 a Arf1 GTPazami
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doi: 10.3389/fpls.2014.00411



Regulace tvorby
COPII vacku:

SAR1 GTPazy

Regulace tvorby
COPI vacku:

ARF GTPazy

BIGS/BEN1/MIN7

Cutrent Opinton In Plant Blology

Current Opinion in Plant Biology 2009, 12:660-669
Location of vesicles and accessory proteins in the trafficking pathways. The three major vesicles, COPI, COPII, and CCV, are placed in their trafficking

routes. Accessory and regulatory proteins of the vesicles also are included in association with their respective trafficking pathways. When the
localization of proteins is known only by colocalization with the organellar markers, they are placed to their target organelles. Numbers in RE(1) and

RE(2) are simply to indicate that they are not the same recycling endoesomes. In addition, E(1) and E(2) are endosomes with no defined function. Itis not
known whether they are the same endosome or not. N, nucleus; G, Golgi apparatus; V, vacuole.



Transport pomoci transportnich vacku

Obaloveé proteiny

ER

Coat (complex of coat
and adaptor proteins)

GTP-binding protein

Membrane cargo protein

Membrane cargo-

-
8
R

receptor protein

A Coated vesicle building

Obalové proteiny:

v-SNARE protein
Soluble cargo protein

Cytosol

BMBP str. 176

-Jsou rekrutovany aktivovanymi malymi GTPazami na membranu

Funkce obalovych proteint:

1. Napomahaji vytvoreni zakfiveni membrany a vzniku vacku

2. Zaroven zajistuji specifické nakladani vacku




Transport pomoci transportnich vacku

COPI a COPII
(A) (B)
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Transport pomoci transportnich vacka COPI a CORPII
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Transport pomoci transportnich vacku

AP1/2 Clathrin .
klathrin
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Post-Golgi: TGN to
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Transport pomoci transportnich vacku

SNARE komplexy (Soluble NSF Attachment Protein Receptors)

- Transport vesicle

Complex of
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V-SNARE: téZ synaptobrevin ¢i VAMP (vesicle-associated membrane protein)
T-SNARE: syntaxin 1 a SNAP-25
(54 ruznych SNARE proteint u Arabidopsis)



Transport pomoci transportnich vacku
Poutaci komplexy —

premostuji membranu vacku a cilovou membranu a napomahayji fuzi vacku

Sestaveni SNARE
Priblizeni vacku Zakotveni vacku komplexu Fuze vacku

v-SNARE
t-SNARE

Poutaci komplexy
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ENDOPLAZMATICKE RETIKULUM

Poprvé popsano v 60. letech 20. stoleti (elektronova mikroskopie)

Rozsahly, proménlivy a dynamicky systém membranovych struktur

Tvoreno trojrozmérnou strukturou plochych cisteren a tubul(

Propojeni mezi sousednimi bunkami plasmodesmy
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Rekonstrukce kortikalnich ER dvou sousedicich
meristematickych bunék hrasku

Journal of Integrative Plant Biology, 2015, Volume 57 , Issue 1, pp. 50-62



Statické ostravky v dynamické polygonalni siti — napojeni ER na PM

tzv. ER-PM contact sites (EPCS) s mnohoCetnou funkci

root

vacuole

https://academic.oup.com/pcp/article/58/3/478/2919393



Pohyb endomembran je zavisly na aktinovém cytoskeletu

Biochem. J. (2009) 423, 145-155



Proteiny zajist'ujici remodelaci membran ER

Proteiny RETIKULONY — Proteiny LUNAPARK — ROOT HAIR DEFECTIVES:
formace tubuld ER membran formace cisteren ER a 3-way- ortolog atlastinu,GTPaza,
A op doman Gytosal junctions v ER membrané homotypickd membranova
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Journal of Integrative Plant Biology, 2015, Volume 57, Issue 1, pp. 50—62



Proteiny zajiStujici remodelaci membran ER
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Role endoplazmatického retikula v rostlinné bunce

-syntéza lipidu a lipidickych molekul

-syntéza a modifikace proteini a dalSich molekul, jejichz funkce je vétSinou
spjata s membranami, vakuolou, bunécnou sténou nebo sekretorickou drahou
(cca 18% proteint Arabidopsis thaliana obsahuje signalni peptid pro lokalizaci do ER)

-zasobni funkce (sférozomy a proteinova téliska)

-zasobarna Ca?* iontu

-propojuje bunky v plazmodesmech

-specializované agregaty membran ER jsou pfitomny ve statocytech v kolumele
kofenové SpiCky, zfejmé se podileji na detekci gravitropického signalu

-béhem cytokineze prochazi reorganizaci a podili se na tvorbé

écné desky

- signalizace (etylén, auxin)

- metabolomy (napf. biosyntéza kutinu, auxinu)

https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2006.03.003



Zasobni olejova téliska - sférozomy

(A) ()

3nm

5nm

Y Proteins Phospholipids

Struktura oleosinu v jednolipidové
vrstvé obalujici
sférozom/oleozém/oil body

Oil body Oleosin Endoplasmic

reticulum



Zasobni proteinova téliska

(prolaminy, napf. zeiny, gluteny (lepek)...)

-

PB — protein bodies



Syntéza a uprava proteind v ER

Signalni sekvence na N-konci budouciho proteinu (16-30 AK).

ZacCatek syntézy proteinu na ribozomu v cytoplazmé —

— po prelozeni prvnich cca 70 AK signalni sekvence rozeznana Castici SRP (signal recognition particle)
— zastaveni translace a navazani komplexu SRP-ribozom na SRP receptor v membrané ER

— oddéleni SRP od ribozému a pfipojeni ribozému na translokaéni komplex

— translace proteinu a translokace do lumina ER

— po dokonceni translace a sbaleni proteinu signalni sekvence odstépena
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Syntéza a uprava proteint v ER

rezidentni enzymy a specifické prostfedi kompartmentu
sekretoripczléé drahy

PVC ! Vacuoles
>

\ pH=5.2

Okyselovani
endomembranovych
kompartmentu: V-ATPaza

N - pH=6.3

Lumen

Biochimica et Biophysica Acta 1744 (2005) 93 — 107



Syntéza a uprava proteind v ER

- modifikace nékterych aminokyselin (napf. prolinu na hydroxyprolin)
- formovani disulfidickych mustku

- pfidavani sacharidovych zbytku na N-skupiny proteint (N-
glykoproteiny)

-ER protein quality control (kontrola kvality proteint syntetizovanych
v ER) zahrnuje:

-Sbalovani proteinu

-ZadrZeni nespravné sbalenych proteinu v prostoru ER

-Degradace nespravné sbalenych proteinu



Syntéza a uprava proteint v ER: pfiklady rezidentnich proteinu

Signalni peptidaza: odstranuje
signalni sekvenci

N-glykosylace

BiP (Binding Protein; HSP70
chaperone): vaze nové syntetizované
peptidy, ATPaza

Calnexin a calreticulin (CNX/CRT):
Ca?* vazajici chaperony v luminu ER.
Zajistuji spravné sbaleni proteinu

Foldazy PDI a PPI:

PDI (Protein Disulfide Izomerase):
katalyzuje formaci S-S mustku

PPI (Peptidyl-Prolyl Izomerase;
immunophilins) katalyzuji izomerizaci
peptidoveé vazby pred prolinem.
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ER exit sites (ERES)

ERES: specializované domény v membrané ER v savCich a kvasinkovych
bunikach, kde dochazi k vytvareni COPII vacku (ER vystupni mista).

Stredni kompartment (intermediate compartment): Casto tvofen na
rozhrani ER a GA. GFP-HDEL + ST-RFP

A jak je to v rostlinach?

Rostlinné bunky vyuzivaji v transportu
COPII vacky a kéduji vétsinu proteind,
podilejicich se na tvorbé savCich ERES

Stfedni kompartment se nevytvafri (cori
vacky vznikajici na ER jsou vzdalené od cis-GA max 300 nm)

GA tvofi mobilni jednotky (diktyosomy)
pohybujici se v blizkosti ER podél aktinu

Pro vyménu vacku dochazi k doasnym
zakotvenim GA u membran ER (coiled-coil
proteiny pro doCasné zakotveni a vymeénu
vacku).

< ——

10.3389/fpls.2020.609516



Jaderny obal
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INM: kotveni chromatinu, komunikace jadro-cytosol. )

Perinuklearni prostor: kontinualni s luminem ER

NPC: komplex jaderneho poéru



Golgiho aparat

Poprvé popsan italskym lékarem Camillo Golgi v roce 1897 é b

Soubor plochych cisteren, TGN (trans-Golgi network) a
Golgiho matrix

Diktyozém

Polarizace GA: cis-GA a trans-GA Camille Golg
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Funkce GA

-centralni pozice v sekretorické draze, krizovatka
transportovanych molekul

-syntéza vS§ech neceluléznich polysacharidu pro stavbu
bunécné steny

-syntéza a uprava cukernych retézcu u glykoproteinu (O-
glykoproteiny)

-produkce glykolipidu



Golgiho aparat

(A)

N— Transport vesicle

/ Golgi matrix
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TGN (rrans-
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Golgiho aparat

proteiny golginy

Matrix
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Plant Physiology, August 2008, Vol. 147, pp. 1454-1468



Golgiho aparat

Pohyb a distribuce Diktyozom

Golgi apparatus,

Krysi bunka Tabakova bunka

Molecular Biology of the Cell 17, 525-538 2006 New Phytologist 2005 165: 29-44

GA v blizkosti jadra ankéni,jednotkou GAJ’e diktyozém )

GA se rozpada b&hem mitozy a je X  Diktyozomy se pohybuji v cytoplazme

rekonstruovano po mitéze Béhem mitozy zustava GA plné
funkéni a nedochazi k rozpadu




Golgiho aparat
Pohyb a distribuce, diktyozom
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Golgiho aparat
Pocet diktyosom( zavisi na bunééném typu a funkci:

Korenova SpicCka cibule: 400, apik. meristem vrbovky: 20

Biochimica et Biophysica Acta 1744 (2005) 93 — 107



Golgiho aparat
Pohyb a distribuce
Pohyb stop-and-go



Golgiho aparat GFP-HDEL + ST-RFP

Pohyb a distribuce

-

’ ' ‘
" ‘hl‘ ’ ’_

ER l". .\ | . 10.1111/jmi. 12909
R b ~ copi

!

- |

VétSina COPII vacku vznikajicich na membranach ER jsou
vzdalené od cis-GA max 300 nm

Plant Physiology, August 2008, Vol. 147, pp. 1454-1468



Vznik GA:
- Biogeneze z ER membran

- Déleni GA (pozorovano u rostlin, fas a prvoku)

Golgi/TGN
matrix




Strukturni a funkéni odliSeni cisteren GA

Jednotlivé cisterny GA jsou strukturné a funkcné odliSeny; kazda obsahuje jiny
soubor enzymu, které zajistuji specifické procesy probihajici v cisterné
(rezidentni enzymy).

cis-GA:;

-Zfrejmeé tvori specializovany kompartment pro interakci s ER (GECCO: Golgi
entry core compartment), podilejici se i na formaci GA z ER membran

-Ptijem vackld z ER (COPII)

-Recyklace molekul z ER retrogradnim transporte
trans-GA: en
-Kysely charakter

-Tlust§i membrana (obsah sterol()
TGN:

- Baleni syntetizovanych proteint a polysacharidd do transportnich vacku a
jejich dalsi transport k cilovym mistiim

‘Product Transformmonlaggmgaﬂon (glycosylation,

Biochimica et Biophysica Acta 1744 (2005) 93 — 107



Strukturni a funkéni odliSeni cisteren GA
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Strukturni a funkéni odliSeni cisteren GA

Detekce manosidazy | (zprostfedkovava prvni reakce
glykosylace proteinti) pomoci imunolokalizace:

-/\medial

Plant Physiology, August 2008, Vol. 147, pp. 1454-1468



Strukturni a funkéni odliSeni cisteren GA

A. Hypotéza maturace cisteren: cisterny GA maturuji a postupuji od cis k trans
strané, nové cisterny jsou tvofeny na cis-strané fuzi vacku z ER. Charakteristické
enzymatickeé slozeni cisteren je zajiSténo retrogradnim transportem vackua mezi
cisternami.

B. Hypotéza kyvadlového pohybu vacku: cisterny GA jsou statické a proteiny a
syntetizované latky se pohybuji mezi cisternami pomoci ods$tépovani a fuze vacka.
Vackovy transport retrogradnim smérem kompenzuje ztratu membrany.

C. Hypotéza prechodnych tubularnich propojeni mezi cisternami: transport
skrze prechodné membranové kanaly tvorené mezi cisternami.

www.youtube.com/watch?v=WCc57IFPwjk




Syntéza polysacharidovych Supin v GA zelené fasy Scherffelia dubia

XG0 s i il N SN
Fig. 3. Golgi stack in the alga Scherffelia dubia. A membranous scale reticulum (SCR). and secretory vesicles containing scales (arrow-
heads) are seen near the rrans side of the Golgi body. Vesicles not containing scales (small arrows) are closely associated with the Gol-
gi stack. Large arrows indicate clathrincoated membrane profiles. ER. endoplasmic reticulum: M, mitochondrion: P, plastid: V. con-
tractile vacuole. Bar equals 0.5 pm. Micrograph courtesy of Prof. B. Becker. Modified with permission from [84].

P. Dupree, D.J. Sherrier! Biochimica et Biophysica Acta 1404 (1998 ) 259-270
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