Posttranslaéni upravy a targeting proteinu

Jak u baktérii tak u eukaryot jsou nékteré proteiny uréeny pro cytosol, jiné jsou sou¢asti membran a nebo jsou
sekretovdny mimo buriku. V eukaryotickych bunkach jsou nékteré proteiny po dokonceni jejich syntézy poslany do
bunécnych organel, napr. do lysosomd, mitochondrii buné¢ného jadra a u rostlin do chloroplast. Odeslani novych
proteind k mistu jejich uréeni se nazyvé targeting (angl. target = misto urceni, cil).

Signalni sekvence polypeptidu, volné a vazané ribozémy

Cytosolové proteiny jsou syntezovany na volnych cytosolovych ribosomech, zatimco membranové bilkoviny,
proteiny organel a bilkoviny uvoliované mimo bunku se syntezuji na ribosomech vazanych na hrubé
endoplazmatické retikulum (ER). Volné a vdzané ribosomy jsou strukturné a funkcéné zcela stejné, o jejich vazbé na
ER rozhoduje sekvence syntezovaného retézce. Vétsina proteint ur¢enych mimo cytosol ma na N-konci tzv.
signalni sekvenci o 13 - 16 aminokyselindch. | kdyz se tyto sekvence od proteinu k proteinu lisi, zastoupeni
nékolika hydrofobnich aminokyselinovych zbytk{ je zde charakteristické. Sekvence je rozpoznavana éastici SRP
(signal recognition particle), sklddajici se ze Sesti proteinovych podjednotek a 7SL RNA. Navdaze se na signalni
sekvenci syntezovaného proteinu a zastavi translaci v po¢atecni fazi. Membrana ER obsahuje receptory pro SRP.
Jakmile se na né komplex ribosom-SRP navaze, pak za Ucasti dalSich dvou membranovych protein(, riboforinu I a
I, pokracuje proteosyntéza a soucasné petidovy retézec prochazi membranou do cisterny ER. SRP se opét z
receptoru uvolni do cytosolu.

Signélni sekvence je pro translokaci rozhodujici. Je-li genovou manipulaci pfipojena k cytosolovému proteinu, napf.
hemoglobinu, pak je tato bilkovina uvolfnovana mimo bunku. Translokace peptidu je aktivni membranovy proces,
vyZzadujici energii (ATP). Prostup neni pohanén translaci, ribosomem. Teoreticky by mohl probihat i po dokonceni
syntézy retézce na volném ribosomu. V¢asna vazba syntezovaného proteinu a ribosomu na ER je vSak vyhodna a
vétsinou potrebnd, nebot po syntéze na volném ribosomu by protein mohl zaujmout konformaci, kterd by
translokaci pfes membranu znemoznila.

Tésny prostor mezi mistem translace a translokace nedovoli, aby se

retézec konformoval drive nez na druhé strané membrany nebo v ni. s il
Nékteré proteiny zlstanou zakotveny v membrané, coz je dano téz jejich N—{TnT — —C
primarni sekvenci. R
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Membranové proteiny totiz kromé signalni sekvence maji jesté
zakotvujici, stop-transferasovou sekvenci, kterd translokaci pres Signalni peptidaza

membranu ukondi a protein zlstane zakotvenou soucasti membrany.

Signalni sekvence téchto proteind mdze byt i ponékud vzdalena od N-

konce. Nékteré maji takovych sekvenci dokonce nékolik, stridaji se se stop-transferovymi Useky, takze jsou v
membrané zakotveny nékolikerym zplsobem, nékdy i nékolikandsobné (viz obrazek). Signalni sekvence
sekretovanych proteinl byva jesté v pribéhu translokace odstépena membranovou signalasou. Protein pronika
do cisterny ER. Zde a zejména pak v Golgiho aparatu, je kovaletné modifikovan (viz Posttransla¢ni glykosylace
proteind) a potom dopraven na misto své funkce.

Posttranslaéni glykosylace proteinu

Po translokaci do cisteren ER se mnohé proteiny dale upravuji. Odstépi se signalni peptid, vytvari se disulfidové
vazby. Pozdéji se mlze proteolyticky z polypeptidového retézce vystépit urcity Usek, a tim se protein funkcéné
aktivuje (hormon, enzym). Funkce rfady proteini mize byt modifikovana fosforylaci, acetylaci nebo ADP-ribosylaci
(str.000). Mnoho protein( ziskd v ER a v Golgiho aparatu oligosacharidové zbytky, takze se z nich stanou
glykoproteiny. Uvedené zmény hotového peptidového Ffetézce se nazyvaji posttranslaéni upravy proteind,
nebo téz jejich kovalentni modifikace. Toto strukturni a funkéni zrani proteinu je velmi vyznamné pro regulaci
biochemickych pochodd.

Oligosacharidy se vazou bud N-glykosidovou vazbou na asparaginovy

zbytek nebo O-glykosidovou vazbou na serinovy nebo threoninovy zbytek o

proteinu. Prekurzory oligosacharid( se syntezuji na isoprenovém nosici - o Il _ —
dolicholfosfatu, obsazeném v membrané ER. Pokud je jeho fosfatova o—h—®°

skupina na cytosolové strané membrany, navazuji se na ni postupné dva o® N
N-acetylglukézaminy a pét mannos. Dolicholfosfat s timto Vzorec dolicholfosfatu (n = 15 a2 19)

heptasacharidem je pak v membrané orientovan tak, Ze oligosacharid je
na luminarni strané membrany, sméfuje do cisterny ER. Zde se na néj z
jiného dolicholfosfalového prekurzoru prenesou dalsi ¢tyfi mannosy a tfi glukézy (viz obrazek).

Takto aktivovany oligosacharid se prenese na Asn peptidu, fosfatasa odstépi jeden z fosfatd dolicholpyrofosfatu a
regenerovany dolicholfosfat mdze opét vstoupit do reakéniho cyklu. Zminénou fosfatasu blokuje antibiotikum
bacitracin. Pripojeni Glc-NAc na dolicholfosfat je inhibovano antibiotikem tunicamycinem.

JesSté v ER se od N-vazaného oligosacharidu odstépi tfi glukdézy a jedna mannosa. Protein je pak premistén do
Golgiho aparatu (GA). V jeho vaccich se na protein navazuji oligosacharidy téz O-glykosidovou vazbou. N-vdzané
oligosacharidy se dale upravuji. Postupné je odstépeno Sest mannos a pripojeny dalsi GIcNAc, galaktosy, fukosa a
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nakonec sialova kyselina (kys. N-acetylneuraminovd). Tyto Upravy v Golgiho aparatu se nazyvaji terminalni
glykosylace na rozdil od zakladnich glykosylaci (core glycosylations) probihajicich jiz v ER. Oligosacharidy
glykoproteint uréenych pro lysosomy jsou specificky fosforylovany.

Bé&hem vsech procesi po premisténi proteinu do cisteren ER jsou peptidy v membranach orientovany tak, ze
oligosacharidové zbytky jsou na luminalni strané membrany (v cisterné, ve valcich GA, v transportnich vaccich).
Pokud transportni vacky splynou s plazmatickou membranou, oligosacharidy glykoproteinu se dostanou na zevni,
extraceluldmi stranu membrany. Zachovavé se urcitd asymetrie membran.

Ukazalo se, ze oligosacharidy glykoproteind jsou nékdy signalem, jakou si adresou, podle které jsou proteiny z
Golgiho aparatu odeslany na spravné misto své funkce. Existuje mukolipidosa (I-cell disease), jejiz pri¢inou je
genetickd chyba v Upravé oligosacharidovych zbytkd lysosomalnich enzym@. U nemocnych je v nich misto
mannoso-6-fosfatu pouze mannosa. Nasledkem této odchylky lysosomalni enzymy nejsou premistovany do
lysosom, nybrz ven z buriky a lze je zjistit v krevni plazmé. V lysosomech se naopak hromadi nerozlozené
glykosaminy a glykolipidy. Pacient trpi psychomotorickou retardaci a deformitami kostry.

Glykosylace vétsiny proteind véak ma asi jinou funkci neZ opatfit molekulu smérovacim signdlem.
Oligosacharidové zbytky glykoproteind zvysuji jejich rozpustnost a pomahaji orientovat molekulu proteinu smérem
k vodné fazi. Dalsi Glohou oligosacharidi je chranit protein (napf. imunoglobulin) pred G¢inkem proteas. Sacharidy
jsou markerem pro vychytavani a naslednou degradaci plazmatickych glykoproteind v jatrech. Dalsi vyznam je
spatrfovan v tom, Ze kinetika Uprav glykoproteint v ER a GA udava krok v priichodu téchto proteinl bunéénymi
organelami, a tim je zajistén ¢as potrebny k presnému tridéni syntezovanych protein(.

Targeting nezavisly na glykosylaci proteinu

Sekrecni proteiny a bilkoviny plazmatické membrany nepotrebuji ke spravné lokalizaci oligosacharidovy signal.
Predpokladaji se jiné typy signalizace (konformarce proteinu, urcity trojrozmérny motiv v jeho strukture). Tyto
proteiny mohou byt né&jakym zplsobem ,odeslany” do apikalni nebo bazolateralni ¢asti plazmatické membrany,
nebo jsou tridény pro dvoji typ sekrece: konstitutivni sekrece, ktera je neustdla a rychld, proteiny se v
sekrec¢nich véccich nezahustuji, nebo Fizena sekrece, kdy se proteiny skladuji a koncentruji ve vezikulech a uvolnf{
se z buriky az na hormondlini popud. Pak teprve vacky splynou s cytoplazmatickou membranou a jejich obsah se
uvolni mimo burnku. Prikladem fizené sekrece je uvolfiovani travicich enzym{ z acinarnich bunék pankreatu nebo
uvolnovani peptidovych hormond z endokrinnich bunék.

Targeting mitochondrialnich proteinu

Vétsina mitochondridlnich proteind je syntezovana na volnych cytosolovych ribosomech a postransla¢né
vestavovana do mitochondrii. Nékteré bilkoviny jsou urleny pro zevni, jiné pro vnitfni mitochondridlni membranu,
dalsi pro intermembranovy prostor a pro matrix. O lokalizaci proteinu rozhoduje sekvence N-koncového Useku
fetézce, tzv. mitochondridlni vstupni sekvence, kterd je bohatd na bazické aminokyselinové zbytky a na serin a
threonin. Pokud mé protein zakotvit v zevni mitochondridlni membréané, pak za vstupni sekvenci nasleduje
zakotvujici sekvence a druhy pozitivné nabity Usek.

K prostupu proteinu vnitfni mitochondridlni membranou je treba protonovy transmembranovy gradient. Prostup
zevni membranou tento energeticky zdroj nevyzaduje. Vstupni sekvence byva po priichodu vnitrni (nikoli zevni)
membranou proteolyticky odstépena.

Protein prendseny z cytosolu do matrix se nejdfive navédze svou presekvenci na receptor na zevni mitochondrialni
membrané. V misté prostupu zevni a vnitfni membrana na sebe nalehnou a protein prostupuje obéma najednou. V
matrix je preneseny protein odstépen od membranové zakotvené presekvence.

Intermembranové proteiny (napfr. cytochrom b) se nejdrive zakotvi ve vnitfni mitochondridlni membrané a specielni
proteasa je pak odsStépi z mezimembranového prostoru. Nékteré mezimembranové bilkoviny (cytochrom c)
zlistanou navazany na vnitfni membranu.

Béhem prichodu pres membranu se mitochondridlni proteiny Gplné rozvinou a pak zase obnovi terciarni strukturu.

Také bakterie rozesilaji syntezované proteiny pomoci signdlnich sekvenci. Nékteré jejich proteiny jsou urceny pro
plazmatickou membranu, jiné pro zevni membranu, dalsi pro periplazmaticky prostor, nebo jsou zfidka uvolfiovany
mimo buriku. Translokace je pohanéna protonovym gradientem. Analogie s mitochondridlnim targetingem je tedy
zfejma.

Targeting jadernych proteinu

Jaderné proteiny (histony, polymerasy a j.) jsou syntezovdny na volnych cytosolovych ribosomech. Do jddra pak
vstupuji péry v jaderné membrané. Tyto péry se otviraji na zvlastni signal, jehoZ povaha zatim vétSinou neni
zndma. V pripadé T-antigenu viru SV40 byla objevena mezi 127 a 131 pozici sekvence aminokyselin, kterd je
rozhodujici pro vstup proteinu do jaddra (jaderna lokaliza¢ni sekvence). Zdména jediné aminokyseliny tohoto Useku
znemozni bilkoviné opustit cytosol. Pokud je experimentdlné tato sekvence vioZzena do struktury jiného proteinu,
objevi se tato bilkovina v jadre i kdyz jadernym proteinem neni.

Rozhodovaci mechanismus k destrukci nefunkénich proteinu
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Také proteiny urc¢ené k destrukci a odstranéni z buniky podléhaji specifickému targetingu. Biologicky polocas
cytosolovych proteinl je velice rlizny, od nékolika minut az po vice nez dvaceti hodin. O délce existence téchto
bilkovin rozhoduje jejich N-koncova aminokyselina. Met, Gly, Ala, Ser, Thr a Val je aminokyselina ¢.1 stabilnéjsich
proteind (poloc¢as delsi nez 20 hod). N-koncovy lle nebo Glu signalizuji asi pllhodinové preZiti peptidu. Pro, Leu,
Phe, Asp, Lys a Arg zajisti polo¢as pouze nékolika minut. Takovy kratky polocas je vyznamny u regulacnich peptidd,
napr. hormond, aby zmény v regulaci byly dostate¢né rychlé. Tato signalizace vznikala v ¢asné fazi vyvoje Zivota,
nebot je zndma u baktérii, kvasinek i savcl. Mechanismus popsaného targetingu neni zcela objasnén. DileZitou
Ulohu hraje protein ubiquitin (Mr=8500), ktery je ve vSech eukaryotickych burnkdach. C-koncovy Gly ubiquitinu je
kovalentné navazovan na e-NH, lysinu bilkoviny uréené k degradaci. Je zajimavé, Ze ubigitin je nejdfive aktivovan
pomoci ATP a tfi enzym( a je pfi tom navazovan na jejich skupiny -SH. Tato aktivace tedy pfipomina aktivaci
mastnych kyselin nebo syntézu aa-tRNA (aktivaci aminokyselin), coz je jeden z prikladl obecného principu, s jakymi
se v biochemii setkdme Castéji.

Receptorem zprostredkovana endocytoza

Predchozi kapitoly se zabyvaly targetingem vnitrobunéénych protein{. Princip usmérnovani se vsak uplatiuje téz
pfi prijmu proteinl z mimobunécéného prostoru endocytézou, ktera je zprostredkovana interakci proteinu s
membranovym receptorem na povrchu bunky.

Receptor

Zminénym receptorem je glykoprotein, nachazejici se na specielnich mistech membrany, tzv. potazenych jamach
(coated pits). Na cytosolové strané téchto mist je plast z klathrinu. Klathrin diky své trojramenné strukture je
schopen vytvéret sitovity plast kolem jamek membrany nebo kolem rliznych cytoplazmatickych vezikuld, vakuol.
Po dodani ATP mUze byt klathrinova sit enzymové rozrusena a klathrin vyuzit k dalsim interakcim.

Po navazani pohlcovaného proteinu na receptor se jamka prohloubi, a klathrin nakonec vytvori uzavrenou sit, takze
se z membrany do cytoplazmy uvolni oplastény méchyrek (coated vesicle). Ten pak rychle ztrati klathrinovy
plast a méni se na endozom neboli receptozom. Obvykle se zvétsuje tim, Ze splyva s jinymi endozomy. Funkce
téchto organel spociva v tom, Ze se v nich rozhodne, kam ma byt pohlceny protein dopraven. Dllezitym
mechanismem pfi tom je okyseleni obsahu endozomu. Stane se tak ¢innosti ATP-zavislé H*/K* - pumpy v
membrané endosomu.

Pohlceny transferin v kyselejsim prostredi uvolni Fe a predd ho do cytosolu na ferritin.
Endosom pak splyne s cytoplazmatickou membranou. Komplex receptoru s apotransferinem
se objevi na povrchu buriky, v prostredi s vyssim pH, ve kterém se apotransferin uvolni k
novému pouZiti.,

Proteiny po pohlceni

Jiné proteiny pohlcené receptorem rizenou endocytézou ¢ekd v endozomech jiny osud. LDL-apoprotein,
prendsejici cholesterol, je po navdzani na membranovy receptor a po endocytéze predan do lysozomu. Zde je
odbouran lyzozomalnimi protedzami, zatimco receptor je znovu pouzit na povrchu buriky. Imunokomplexy,
inzulin nebo nékteré ristové faktory jsou v lysozomech odbourdny i se svymi receptory. To je pfiklad modulace
Gc¢inku proteinovych hormond(, nebot timto zplsobem se snizi jejich koncentrace v krvi i pocet receptord v cilovych
burikach.

V praxi u ¢lovéka

Receptorem zprostfedkovanou endocytézou jsou transportovdny IgG z materského mléka stfevnimi enterocyty
novorozence. Na opacné strané buriky, sousedici s kapildrou endozom prendasejici komplex IgG-receptor splyne s
cytoplazmatickou membranou a protildtka se uvolni do krevniho obéhu ditéte i s fragmentem receptoru zvanym
sekrecni slozka.

V praxi u vira

Popsana receptorem zprostiedkovana endocytdza se uplatiuje téZ pfi vstupu nékterych virti do hostitelské
bunky. Po flizi endozomu s lysosomem kyselé prostredi vede ke splynuti virionového obalu s lysozomalni
membranou, ¢imz se nukleokapsid s virovou nukleovou kyselinou uvolni do cytosolu.

V konecné fazi virové reprodukce se naopak nové syntezované virové nukleokapsidy uvolni z bunky tim, ze z ni
vypuci, pti Cemz se obali plazmatickou membranou.

= Také bakteridlni toxiny (diftericky a cholerovy toxin) vstupuji do bufiky receptorem zprostfedkovanou
endocytézou.

Odkazy
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Dalsi kapitoly z knihy STIPEK, S.: Strucna biochemie uchovani a exprese genetické informace:

Struktura nukleovych kyselin: Zdkladni slozky nukleovych kyselin ¢ Primarni struktura nukleovych kyselin
Retézec nukleové kyseliny Ize $té&pit neenzymovou nebo enzymovou hydrolyzou « Metody sekvencovani ¢
Sekundarni a vyssi struktura nukleovych kyselin: Sekundarni struktura DNA ¢ Denaturace a reasociace
retézcl nukleovych kyselin, molekuldrni hybridizace » Sekundarni struktura RNA « Topologie DNA; ¢ Interakce

DNA s proteiny, struktura chromosomu ¢ Bakteridlni chromosom ¢ Eukaryotické chromosomy ¢ DNA mitochondrii
Biosyntéza nukleovych kyselin: Replikace DNA ¢ Transkripce

Biosyntéza polypeptidového retézce - translace: Transferové RNA (tRNA) ¢ Aktivace aminokyselin, syntéza
aminoacyl-tRNA ¢ Funkce ribozém{ v translaci « Translace u prokaryotl ¢ Struktura ribozém( ¢ Iniciace translace
* Elongace peptidl ¢ Terminace translace ¢ Inhibitory bakteridIni translace * Translace u eukaryotl ¢ Struktura
ribozoma ¢ Iniciace eukaryotické translace ¢ Elongace eukaryotické translace » Terminace eukaryotické translace
* Inhibitory eukaryotické translace

Geneticky kéd

Biosyntéza nukleovych kyselin a proteosyntéza v mitochondriich: Replikace mitochondridlni DNA ¢
Mitochondridlni transkripce ¢ Mitochondridlni translace

Rizeni genové exprese a proteosyntézy: Rizeni genové exprese a proteosyntézy u prokaryot « Regulace na
Grovni transkripce ¢ Regulace sigma-faktory ¢ Jacoblv-Monod@v operonovy model « Regula¢ni vyznam cAMP u
bakterii * Variace operonového fizeni genll * Tryptofanovy a arabinosovy operon * Rizeni terminace transkripce *
Regulace bakteridlni proteosyntézy na Urovni translace * Rizeni genové exprese a proteosyntézy u eukaryot
Regulace na Urovni usporadani genll » Regulace na Urovni transkripce « Regulace posttranskrip¢nich Gprav pre-
mRNA « Regulace na Grovni translace * Rizeni rychlosti degradace mRNA « Regulace funkce proteinu
kotransla¢nimi a posttransla¢nimi Upravami

Posttranslaéni Upravy a targeting proteini: Signaini sekvence polypeptidu, volné a vézané ribozémy ¢
Posttranslac¢ni glykosylace proteinl ¢ Targeting nezavisly na glykosylaci proteinl ¢ Targeting mitochondriélnich
proteind « Targeting jadernych proteind ¢ Rozhodovaci mechanismus k destrukci nefunkénich proteind ¢
Receptorem zprostredkovana endocytéza

Biochemie virt: Reprodukce DNA vir(l « Reprodukce RNA vir(l ¢ Interferony

Biochemie genového inzenyrstvi: Stépeni DNA na definovaném misté Fetézce « U&inné déleni fragmentd DNA
elektroforézou e Identifikace restrik¢nich fragmentt « Syntéza umélé DNA  Pomnozeni a exprese izolovaného
nebo umeélého genu v hostitelské burice
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