ENDOMEMBRANOVY SYSTEM ROSTLINNE BUNKY

systém vnitfnich membran eukaryotické buriky

to, co umoznilo a udélalo kompartmentaci

jaderny obal

ER vychozi struktura — souvisi s jadernym obalem

GA + TGN (Trans — Golgi network)

endosom = soubor transport. vackd; endo i exocytické vacky
vakuola a PM

peroxizdémy = mobou vznikat de novo z ER

lumen endomembran je neprotoplazmatického plivodu — jsou zde jiné biochemické podminky
pro reakce; pr. kyselejsi prostredi

viz. obr. — drsné ER s ribozomy

plazmaticka membrana

OBRAZEK : ER, D=golgiho aparét (cis a trans strana); Va = vakuola; MVB = multivesikularni
télisko;

Komunikace:

b)

pres vacky, je to prisné regulovano

sekretoricka draha

- vyména membran a molekul (proteinq, lipidd) mezi ER, GA, TGN, endosomy, PM a vakuolou

- pokud protein vznikly v ER bez specifické lokalizace — dojde az k PM a je sekretovan — u
Zivocisné bunky

- urostlinné b. je moznost Ze protein skonci ve vakuole

- Casti drahy ale projdou veskeré proteiny, syntetizované v ER

- sekretoricka draha je stara struktura, minimalni: PM, endosom, lysosom(vakuola), GA, ER

- primarnim konecnym cilem transportu je plazmatickd membrana; pfi déleni rostlinné
bunky (déleni pomoci fragmoplastu, tedy pomoci ,flze vacka“) se hlavnim cilem
sekretorické drahy stava pravé vznikajici BS ve fragmoplastu

endocytoticka draha

- vlastné opacny smér sekretorické dr.

transport v ramci sekretorické drahy je obousmérny — od ER k PM zahrnuje pohyb nové

syntetizovanych molekul; od PM ke GA zahrnuje recyklaci proteinli z PM ¢i pfijem latek;

k vakuole znamena degradaci (lytické vakuoly) nebo transport zasobnich proteinl (pokud se

jednd o proteinové zasobni vakuoly)

Speciality rostlinné buriky:

GA - vyroba polysacharidi BS (kromé celuldzy a kaldzy; celuldza je syntetizovana na PM
pomoci integralnich membranovych proteinl pfimo do BS, stejné tak kaldza)

stfedni kompartment — u Zivol.b. je to misto komunikace mezi ER a GA, u rostlin tento
membranovy kompartment chybi

GA tvori diktyozomy = mobilni jednotky; a navic ziistavaji funkéni béhem celé mitdzy (u Zb je
GA fuzni struktura u jadra; béhem déleni se GA rozpada)

nové syntetizovana bunécna deska je prechodné primarnim cilem transportu (misto PM)
béhem déleni burky

TRANSPORT

a)

ANTEROGRADNI —smér ER - GA; transport nové syntetizovanych molekul, pfes COP Il va¢ky
(obaleny specidlnim proteinovym komplexem COPII)



b)

RETROGRADNI — smér GA - ER; recyklace a protein sorting; molekuly s cilovou sekvenci napf.
do ER mohou obcas uniknout a projdou drahou dale — existuji proto mechanismy, které protein
rozpoznaji a vrati zpét retrogradni cestou.

- pres COP I vacky (coat protein) — obaleny specifickymi COP | proteiny

endocytdza a transport z TGN pres klathrinové vacky

nicméné i dalsi typy neidentifikovanych vacki

vacky jsou velmi specifické (COP I, COP Il a klathrinové)

Tvorba vacku:

1.

pw

aktivaci GTPazy = jsou to signdlni molekuly tvofici rozsahlé rodiny, funguji jako ,bunécné
vypinace a zapinace” (maji hydrofébni doménu, ktera se pti aktivaci GTPazy zakotvi do zdrojové
membrany); vtéto membrané rekrutuje (vaze ksobé) specifické obalové proteiny (COP,
klathrin)

Obalové proteiny: a) zakfivuji membranu pro tvorbu vacku, a b) specificky ,,nakladaji” vacek.
Zakfiveni membrany a tvorba vacku: polymeraci a zménou konformace membranovych
proteint na membrané dochazi k zakfiveni membrany

Nakladani membranovych proteinti do vacku: pfimo interakci s obalovymi ¢i adaptorovymi
proteiny v membrané vacku. Nakladani rozpustnych proteinl: rozpustné proteiny interaguiji
s transmembranovym receptorem, ktery interaguje s obalovymi ¢i adaptorovymi proteiny.
Odstépeni vacku od membrany a transport cytoplazmou

Oddéleni obalovych protein( a jejich nasledna recyklace na ptvodni (donorovou) membranu
Rozeznani cilové membrany a flze vacku s ni.

Obalové proteiny

jejich fce je vytvaret zakfiveni membrany a umoznit tak tvorbu vacku, a vazat membranové
vazané proteiny pro transport + vazba dalsich rozpustnych I.

aktivovdny malou GTPazou — po vazbé GTP se aktivuje — zakotvi na membrané a aktivuje
obalové proteiny (pfimo ¢i pfes adaptorové proteiny), které nasledné vazou specifické proteiny
pro transport + rozpustné |. — jejich navdzani zajiSténo receptorovymi proteiny (= ty interaguji
s rozpusténymi latkami i obalem)

COP | - 7 podjednotek; tvorba regulovdna ARF GTPazami

COP Il - 5 podjednotek ; tvorba regulovana SAR GTPazami (vic z obr. netfeba znat)

kazda draha tvorby vacku je pak regulovana jinymi faktory

klathrin — molekula obsahuje tézky a lehky fetézec — 3 molekuly tvoti klathrinovy triskelion, ty
se pak nasledné prikladaji k sobé a vytvareji charakteristickou strukturu klathrinového vacku

- urostlin Ucast klathrinu i v TGN a pfi endocytdze

Clathrin Triskelion Clathrin Coated Vessicle

Malé GTPazy a jejich funkce:

Funkéni cyklus malych GTPaz — stav vypnuto (vazba GDP)/zapnuto (vazba GTP) musi byt ovlivnén
nékym jinym, nebot hydrolyzovat GTP na GDP, pfipadné vyménit GDP za GTP, umi sama mala GTPaza
jen velmi pomalu.

Aby k efektivni hydrolyze doslo, je nutnd pfitomnost faktorl = GAP (GTPase activating protein) —
hydrolyzou GTP dojde k vykonani ,prace” a nasledné deaktivaci GTPazy, neboli pfeméné na GDP

formu.



Aby doslo k vyméné GDP za GTP (aby se GTPaza mohla znovu aktivovat), je nutnda pritomnost dalSich
faktor( = GEF (GTPase Exchange Factor)> umoZiuji GTPaze vyménit GDP za GTP a zapnout se tak do
aktivniho stavu.
Tyto regulacni proteiny jsou nutné k vypinani a zapinani malé GTPazy. Pokud v burice je lokalné vyssi
koncentrace GAP — GTP4zy predevsim v neaktivni formé (GDP); pokud vyssi koncentrace GEF — GTPazy
predevsim v aktivni formé (GTP). Dle vyskytu a aktivity pomocnych protein( a tedy koncentrace aktivni
¢i neaktivni GTPazy se tak mlzZe ustanovit polarita b.
Dalsi regulujici faktory: cyklus malych GTPaz je regulovan spoustou dalSich faktorl, coZz napomaha
presnéjsi regulaci GTP4z, napt.
GDI — kdyZ navdzano GDP na GTP4zu, blokuje jeho vyménu za GTP, i kdyz by byl pfitomen GEF
GDF - GDI displacement factor: reguluje interaci GDI a GTPazy.

GTPase Activating Proteins

GAPs
1 f ;
“active™ GTP GDP “inactive”
< /v\
GDP GTP
GTP Exchange Factors
GEFs

(Dbl-homology proteins)
Fuze vacku:

synaptic

synaptobrevin core SNARE complex

SNARE komplexy —v membrdané zakotvené proteiny

V- SNARE v membrané vackil (synaptobrevin)

T- SNARE v cilové (targetové) membrané (syntaxin 1 a SNAP-25)

jen nékteré spolu mohou interagovat = musi byt kompatibilni, to zajistuje specifitu

- tvorba komplexu V/T SNARE — zména konformace, nasledné ptiblizeni membrany vackd a té
cilové — fuze membran

- po fuzise membranové komplexy vraciis vackem zpét (V SNARE = recyklovany zpét na plvodni
membranu); T SNARE zlstavaji

- obalové proteiny se samoziejmé rozpadaji pfed samotnou fuzi

N



ENDOPLASMATICKE RETIKULUM ER

-poprvé poptano az v 60. letech 20. st (elektronova mikroskopie)

3D struktura prochazejici celou cytoplazmou; tubuly dynamicky vznikaji a zanikaji; rozsahlé,

proménlivé a dynamické; déleno na : ploché cisterny a tubuly

hladké vs. drsné — obaleno ribozomy
4 - jejich pomér se lisi dle typu bunky; ty pro

& vice drsného
1y - obr. vlevo dole - A = Ilumen ER
| (neprotoplazmat. prostor) —dle lokalizace ribozomy,
protoZe ty jsou vZdy na cytosolické strané membrany
TR ok A SER Fu M- bila barva mx:"é _
na obr. vpravo — misto, kde struktura zlstala staticka po Fetiafum “==3g
celou dobu monitorovani; zde pravdépodobné interaguje
s kortikalni vrstvou PM
pohyb je zavisly na aktinovém cytoskeletu; depolymeraci
aktinu dojde k zastaveni pohybu, nicméné tvar zlstava =,
za tvar zodpovédné proteiny retikulony (vytvari tubularni Sl
Utvary ER, a tvofi trubicky i in vitro) ondoplecmetické
ER a GA ko-lokalizuji s aktinovym cytoskeletem

Obr. Struktura endoplazmatického retikula

FUNKCE ER

syntéza lipidQ a lipidickych molekul

modifikace hydrofébniho charakteru — pro fungovani v membranach

zasobni fce: lipidy do sférozom(; hydrofébni proteiny do proteinovych télisek
zésoba Ca?*iontl — pro signalizaci

propojeni bunék v plasmodesmech — podil na protoplazmatickém propojeni bunék
podil na tvorbé bunééné desky

molekuldrni mechanismus percepce gravitace nezname, ale ¢ast ER se podili

Zasobarna:

1.

2.

zasobni oleje triacylglyceridy) v semenech

ukladani mezi lipidickou 2vrstvu (hydrofébni) = sférozomy

zasobni proteiny — semena trav a obilovin (napf. lepek)

ukladani do vackd obalenych jednotkovou membranou; télisko obaleno membranou
s ribozomy

Syntéza a Uprava protein(:

po rozpoznani signalni sekvence na N-konci proteinu syntetizovaného na ribozému -
nasednutim SRP, které sekvenci poznd a navaZe se, a pozastaveni translace

vazba a zakotveni ribozomu na SRP-receptor v membrané ER

pfipojeni ribozdmu na transloka¢ni komplex — kanal, kterym probiha translace do lumina ER
(kotranslacni prenos; umoziniuje okamizité sbalovani syntetizovaného proteinu v cilovém
kompartmentu (ER), kde jsou jiné biochemické podminky neZ v cytosolu, napf. v cytosolu je
redukujici prostredi, v endomembr. organelach spise oxidujici)

probihaji glykosylace proteinti — na N skupiné — N-glykosylace

degradace nespravné sbhalenych proteini

proteiny podilejici se na sbalovani a tpravé proteini ER:

- BiP (Binding Protein; vdZe nové syntetizované peptidy a brani vjejich nespravném
samovolném sbaleni); signalni peptidaza (odstépuje od proteinl signalni peptid); PDI (Protein
Disulfid 1zomerase, katalyzuje formaci S-S mustka); PPl (Peptidyl-Propyl 1zomerase, katalyzuji
izomerizaci peptidové vazby pfed prolinem); Calnexin a calreticulin (Ca?* vazajici chaperony



v luminu ER; zajistuji spravné sbaleni protein(, vazi proteiny na jejich cukernych zbytcich a
zabranuji tak jejich agregaci béhem dalSich Uprav proteint)

od ER k vakuole se postupné sniZuje pH v lumen endomembranovych kompartmentl = zvysuje se
kyselost

ER exit site = ERES — dobte odliSené domény v Zivocisné burice, kde dochazi k interakci ER a GA.
U rostlin nejsou ERES tak zfejmé, ale hlavni proteiny podilejici se na tvorbé ERES u Zivocich(
jsou kdédovany téz u rostlin.

stfedni kompartment: tubulo-vesikularni kompartment na rozhrani ER/GA — v savéich b.

- urostlin nikdy nebyl pozorovan

- nicméné ER a GA jsou v rostlinnych b. vidy v tésné blizkosti; cis-Golgi vidy natoceno k ER
- uRbje tedy Uspésny transport mezi ER/GA zajistén predevsim blizkosti struktur

GOLGIHO APARAT GA

Transfer
vesicles

Cisterns

Transport
vesicle from
rough ER

(@) {b) B

= soubor plochych cisteren, TGN (tubulo-vesikularni struktura) vidy na trans strané

- kaZda cast GA je polarizovdna na cis- a trans-stranu

- trans-strana casto vyklenuta k TGN; membrany jsou silnéjsi, obsah trans-str. tmavsi na EM
snimcich

- cis strana = komunikuje s ER pomoci COP Il vacka; je tenci neZ trans; barveni je zde slabsi

- trans strana komunikuje s TGN systémem (zde se vytvareji klathrinové vacky)

- cisteren byva 5-8ks; TGN = *rozpadem posledni stény GA = Golgiho matrix!

diktyozém = jednotka GA, ktera je mobilni a samostatné funkcni

FUNKCE

krizovatka sekretorické drahy, sekretovanych molekul — misto tfidéni

tovarna na polysacharidy BS (hemiceluldzy a pektiny)

Uprava cukernych fetézcl — O-glykosylace a vznik O-glykoprotein(

produkce glykolipidQ

tridéni smérl transportu latek a membran

cisterny jsou na okrajich vyboulené — z kraja puceni vackt — hlavné COP | pro retrogradni

transport k ER = na cis-strané a pro transport mezi cisternami

na tran-strané puceni klathrinovych vacku

viz. obr. — matrix GA — fce: udrZeni cisteren GA pohromadé; vacky retrogradniho sméru jsou

zde ,uzavieny”, aby se ,neztratily” a dosly tam kam maiji.

- tésné kolem GA; nejsou tam ribozomy; jemna sitovita struktura — tvofena proteiny Golginy
(maji domény pro protein-protein interakce)

obr. Zb. vs. rostlinna b. — jednotlivé kuli¢ky jsou diktyozomy



- obr. zelené je ER, cervené diktyozomy — pohyb zavisly na aktinu, typu ,,stop and go“ = rychle
prebihaji a mezitim maji pozorovatelné zastavky (teorie: ve chvili, kdy stoji, dochazi k intenzivni
vyméneé vackd mezi ER a GA)

- v misté asociace ER a GA — se nasledné formuji COP Il vacky

- U bunék fas, prvokl a rostlin pozorovano déleni GA (diktyozom() — zacinda na cis-strané

- pfistresu rozpad GA v bunkach — nasledné obnoveni z ER

Cis strana GA trans strana GA

TGN

Strukturni a funkéni odliSeni:
- Rb obsahuje velkou vakuolu délici cytoplazmu na vice ¢asti — mobilni diktyozomy tak zajisti
rovnomérnou distribuci latek v burice
- kazda cisterna ma jiny obsah enzymu (zalezi na typu buriky) — moZzno pozorovat na syntéze
slozitych molekul (xyloglukan a pektiny = sloZité polysacharidy BS)

TEORIE FUNGOVANI
https://www.youtube.com/watch?v=WCc57iFPwjk

A. Hypotéza maturace cisteren

- kazda cisterna prochdazi maturaci, tedy ma své specifické sloZeni, které je stdle obnovovano
vackovym transportem v retrogradnim sméru

- syntetizovany produkt tak zlstdva v cisterné, ve které se postupné méni slozeni enzym a ktera
se v Golgi souboru cisteren stale posunuje smérem k trans strané

- retrogradni transport — vraci specifické enzymy do jednotlivych cisteren

- tato teorie upfednostfiovana

B. hypotéza kyvadlového pohybu vacka

- Cisterny jsou stabilni se stabilnim enzymatickym sloZenim

- Produkt je po syntéze/upravé posunut do dalsi cisterny vackovym transportem

C. Hypotéza prechodnych tubuldrnich propojeni mezi cisternami



