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Az eukariodta sejt belso terel... s a kompartmentalizacio ara
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A riboszoman szintetizalodo feheérje sorsa:
- Marad a citoplazmaban

- A sejtmagba importalodik
- Sejtszervecskekbe szallitodik
- mitokondriumokba

- kloroplasztokba
- peroxiszomakba

- Az endoplazmatikus retikulumba jut
(szekrécios ut)



Topologiailag ekvivalens és nem-ekvivalens terek a sejtben
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Evoluciés magyarazat: az endomembran rendszer eredete

sejthartya endoplazmatikus

_ retikulum _ sejtmag-
citoplazma sejtmag  hartya

osi prokariota sejt maghartvaval
es belso membran-
rendszerrel



A fehérjeforgalom attekinto térkepe
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.gated” (kapuzo) transzport:
vizes poruson Keresztll —
ekvivalens terek kozott!

Transzmembran transzport:
Integrans fehérje-transzlokator
altal alkotott csatornan
keresztul

Vezikularis transzport:
membran-hatarolt vezikulakba
csomagolva — ekvivalens terek
kGzOott!

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



A protein-szortirozas (sorting) felfedezoje

Elettani és orvosi Nobel-dij, 1999

"for the discovery that proteins have intrinsic
signals that govern their transport and
localization in the cell".

A molekularis sejtbioldégia modszereinek egyik

kidolgozoja, a szignalelmelet megalapozoja

Glnter Blobel
- A fehérje integrans részét képezo szignalpeptidek biztositjak a
megfeleld sejtszervecskebe jutast

- Létezik olyan szallitdapparatus, amely felismeri ezt a jelet, és
biztositja a célbaerest.



A sejtmagl transzportfolyamatok



CYTOSOL

Sejtmagi transzport ) L

Il

GOLG |

Il

SECRETORY
VESICLES

-Mely molekulédk kozlekednek a sejtmag és a |
citoplazma kozott?

LATE ENDOSOME

-Milyen struktiran kereszttl?

| EARLY ENDOSOME |
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-Mi biztositja a szelektivitast (szignal, receptor)? [ csmo

-Mi biztositja a transzport iranyat?

Mi szolgéltatja az energiat?




Mely molekulak kdzlekednek a sejtmag és a citoplazma

kdzOtt?

Citoplazma — sejtmag:
fehérjék:

hisztonok

DNS/RNS polimerazok

genszabalyozo feherjék

RNS-processzalo fehérjek

riboszomafehérjek
nukleinsavak:

SNRNS-ek (sSnRNP-kben),

virusgenom

sejtmag — citoplazma :

fehérjek:
riboszoma-alegysegek
Ingazo fehérjék
nukleinsavak:
MRNS,
tRNS,(rRNS)
SNRNS, mIRNS
virusgenom




Milyen struktaran keresztil zajlik a sejtmagi transzport?

Traffic 2009; 10: 1414-1428



Néehany adat:
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125 nm

- 125000 kDa = ~ 30 X riboszoma mérete

- ~30 kiilonb6z6 alegység - nucleoporinok, de tébbszords kopiaban
- atlagosan 3000-4000 db egy emlds sejt maghartyajaban

- 500 makromolekula/sec egy NPC-n keresztil

- Egyszerre mindkét iranyban folyhat transzport

- Dinamikusan valtozé porusmeret: ~9-30 nm



A nuklearis porus komplex (NPC )
szerkezete |

- oktagonalis szimmetria

- felepités:
gyuruk ¢s kiillok

citoplazmatikus fibrillumok
sejtmagi oldal: kosarszerii halo
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A nuklearis porus komplex (NPC ) szerkezete I
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Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



Hogyan juthatnak at a makromolekulak az NPC-n?

- kisméretli molekuldk passziv diffuzioval
< 5 kDa: szabadon atjarhato az NPC
5 kDa < 60 kDa: merettol fiiggden egyre lassabban

- nagyméreti molekulak (100-200 kDa) aktiv transzporttal,
receptorok segitsegevel

Fenilalaninban és glicinben gazdag (FG-) régiok
a nukleoporinok nem strukturalt részein

CYTOSOL / \1

A A . o
V Q¥
NUCLEUS g size of molecules size of macromolecules
: that enter nucleus that enter nucleus
by free diffusion by active transport

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



Milyen szignal, receptor biztositja a
szelektivitast? Mi biztositja a transzport iranyat?
Mi szolgaltatja az energiat?



A sejtmagba iranyitott fehérjek nuklearis lokalizacios
szignalt (NLS) tartalmaznak

Az NLS barhol Iehet a fehérjén beliil. Jelenléte sziikséges. ..

Typical MLSs (A) LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING ~ (B) LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING
ITS NORMAL NUCLEAR IMPORT SIGNAL A MUTATED NUCLEAR IMPORT SIGNAL
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Az els6 NLS felfedezése: .

az SV40 virus mutans “large Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008
T antigén”-je nem kerdlt be a

sejtmagba Fusion of a nuclear localization signal (NLS) to a cytoplasmic

protein causes the protein to enter the cell nucleus.

es elégseges a ’

sejtmagba jutashoz. “ ? 0
‘ K -

Lodish: Molecular Cell Biology, 2003




Milyen citoplazma-komponensek sziikségesek az NLS-
tartalmu fehérjek sejtmagi importjahoz?

-Hel a sejteket digitoninnal permeabilizaltak, igy a plazmamembran
atjarhato lesz, mig a sejtmaghartya és az NPC intakt marad.

-SV40 “large T antigén-bol szarmazo NLS-peptidet fluoreszcens
festekkel jeloltek, €s a permeabilizalt sejteket ezzel és kiilonbozo
Osszetétel citoszol-lizatummal inkubaltak (1993).

Ha a lizatumban jelen voltak az

Importhoz sziikseges komponensek: Négy fehérjét izolaltak:
- lizatum + lizatum : :
- Importin a
- importin 8
- Ran
- NTF2

Lodish: Molecular Cell Biology, 2003



Az azonositott komponensek jellemzoi

- importin a: ez a molekula kepes kotni a klasszikus NLS-t
hordozo fehérjeét - adaptor funkcié. Importin § hianyaban
csOkken az affinitasa a cargohoz.

- importin B: koti az importin o-t, és felismeri az FG-
nukleoporinokat (és egyes struktur nukleoporinokat is). Ha
RanGTP kapcsolodik hozza, elengedi az importin a—cargo
komplexet.

- Ran: monomer GTP-az (kis G-fehérje). A RanGAP (GTPase
activating protein) hatasara a kotott GTP-t GDP-vé hidrolizalja.
A RanGEF (guanine exchange factor) hatasara pedig elengedi a
kotott GDP-t es GTP-t kot helyette.

- NTF2: Specifikusan a RanGDP-t kot transzport fehérje,
szinten FG-nukleoporinok segitségével kdzlekedik.



A klasszikus sejtmagi import folyamata

Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 Mar;8(3):195-208.



Sejtmagi transzport folyamatok: A

RanGTP/RanGDP gradiens szerepe ,;/ g @

Ran GAP1

- Az importin komplex az FG-régiokhoz NPC-hez kotott, 4

A
kapcsolddva kozlekedik a porus c L |
belsejeben. A mozgasnak nincs : |
.

iranvultsaea. és nem energiafiieeO. v
’ GDoP

- A cargo transzportjanak iranya attol Ran . k\
fiigg, hogy a komplex hol talalkozik | R
RanGDP-vel illetve RanGTP-vel. m L
kromatinhoz kotott
- Az NPC sejtmagi oldalan a RanGTP, a citoplazma felé nézo oldalan
a RanGDP koncentracidja magas.

- ARanGDP/RanGTP gradienst a sejtmagi lokalizacioju RanGEF és a
citoplazmatikus RanGAP hozza leétre.

- A sejtmagi transzportnak ez a fazisa (a GDP-GTP-csere)
energlafiiggd!



A klasszikus sejmagi export folyamata

Késobb kidertilt, hogy a Mig az exportinl a addig az exportin2
magbdl Ujra kijutd fehérjék ‘ﬂg%s_zt'faﬁ;fm“g'zg'gf"z"ag specifikusan az
egy része konzervalt, feheérjéket szallitja ki, Importina. ,.exportdre”
leucinban gazdag nuklearis Q
export szignalt (NES) (=
tartalmaz. H‘——\H@
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MAPKK (32-44)  A|L QKKL EEL EL DE
PKIa.(37-46) | ALKLAGLDI  coeimmmme.
Rev (73-83) | 1. PPLERLTL

NES nelkil nem
jut ki a fehérje a
maghbal.




Hogyan lehetséges, hogy az exportalo receptorok a RanGTP
hatasara nem elengedik, hanem megfogjak a cargot?
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A RanGTP kotes hatasa az importin 3 szerkezetére

kék: az importin B konformacioja RanGTP-kotés nelkil
<rco-az importin B konformécioja RanGTP-kotés eseteben

Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 Mar;8(3):195-208.



A RanGTP kotés hatasa az exportinok szerkezetére

Az exportinl és exportin2 szerkezete hasonlo az importin 3-éhoz, de
vele ellentétben a RanGTP hatasara bekovetkezo konformacio-
valtozas hatasara éppen alkalmasak lesznek a cargo kotésére.
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Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 Mar;8(3):195-208.



Példak transzkripcids regulatorok
lokalizacidjanak szabalyozasara |I:
a szignalhoz ferés gatolt

Az NLS akkor keril a felszinre, ha:

- konformaéciovaltozas kovetkezik be
- gatlo faktorok kapcsolodnak le
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Példak transzkripcios regulatorok lokalizaciojanak
szabalyozasara I1: immobilizalas
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Az ER-ben lokalizalodé SREBP (steroid responsible element binding protein) transz-

membran doménjei “kikotik a fehérjét. Koleszterin-hiany esetében a SREBP vezikularis
transzporttal a Golgi-késziiléekbe kertil, ahol Golgi-specifikus enzimek levagjak az NLS-t
is tartalmazo citoszolikus domént — a magba jut Lodish: Molecular Cell Bioloav. 2003
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https://sites.google.com/site/sspatel/nuclearporecomplex



https://sites.google.com/site/sspatel/nuclearporecomplex

Transzport az endoplazmatikus
retikulumba
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Alberts: Molecular Bioloav of the Cell. 2008



Fehérjeimport az ER lumenebe

In vitro proteinszintezis
mikroszomak nélkul

nincs rajta! résszel

N-terminalis kész fehérjék,
rész, normalisan rajtuk az N- -
a kész fehérjén  terminalis A fehérjék nem Jutnak

mikroszémak
hozzaadasa

e e T
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be a mikroszémakba,

és rajtuk maradt az N-

terminalis rész

in vitro proteinszintézis mikroszomak

jelenlétében
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e
A fehérjék a transzlacio Kesz feherjek
kozben a mikroszémaba N-terminalis
resz néelkul

jutnak, és levagodik az
N-terminalis rész

- Maximum kb. 70 aminosav szintetizalodhat meg szabad
riboszoman, hogy az ER lumenebe kertilhessen a fehérje - ebbdl ~
30 a ,,csatornaban”, a tobb1 ~ 40 hozzaférhetd — ez tartalmazza a

szignalt

|

kotranszlacios transzlokacio
Maga a szignal: 8< hidrofob aminosav. Levagodik!

Lodish: Molecular Cell Biology, 2003



Az ER-szignalt az SRP komplex ismeri fel, majd membran-
receptorahoz szallitja
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large ribosomal
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/
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translocator 'n rough ER membrane Alberts: Molecular Biologys#ft the Cell, 2008



A transzlokator csatorna (Sec61 komplex) szerkezete
(feltiinézet)

L CLOSED

growing
polypeptide
chain

displaced
plug

(A)

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



Az ER lumenébe torténd fehérjeimport vazlata

- free ribosomal ,
subunits

£ CYTOSOL
L4

cleaved signal
: closed
peptide transiocator

mature
polypeptide chain

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



Az mMRNS akar folyamatosan az ER membranhoz kotve
maradhat egy poliriboszoma komplex részeként

ER membrane polyribosome
mRNA encoding a oytosolic protein
remains free in cytosol free polyribosome ; - ~ :

&“)
N
/41'/

-
SRP CYCLE
MEMBRANE-BOUND RIBOSOME CYCLE
¥
s |
.
ER \_‘ :

signal —_— ¥

commion pool of ribosomal
subunits in cytosol

mRMNA encoding a protein

polyribosome bound to ER
targeted to ER remains membrane by multiple
membrane-bound nascent polypeptide chains

(A) ER membrane

Csak a riboszomak reciklizalédnak

400 nm
Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



Membranfehérjek importja az ER-be

- Az ER-membranba épiilt fehérjék orientaciéja megmarad a
vezikularis transzport soran is. (ER lumen — extracellularis tér;
citoszol — citoszol)

-A membranba éplilés orientacioja nincs kddolva a fehérjeben,
csak az hatarozza meg, hogy a citoszol felol keriil a membranba.

-Szignaljukat — amely a legtébb esetben nem a lumenbe keriild
fehérjek N-terminalis szignalja - ugyanugy az SRP ismeri fel és
szallitja receptorahoz



A transzmembran fehérjeket egy (vagy tébb) hidrofob jel
megakasztja az ER membranjaban

A hidrofob szakasz orientaciojat a csatornaban az

NH
: hatarozza meg, hogy a szakasz melyik oldalan van
pozitiv toltéstobblet — a csatornafehérje citoszolikus
oldalan ugyanis negativ toltési aminosavak vannak.
+

COOH

% CYTOSOL

~ ERLUMEN

NH,

mature transmembrane
Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008 prateininERmembrane



A membrant tobbszor atéro fehérjekben elsdsorban az elso
hidrofob szakasz (szignal) korali toltések hatarozzak meg a

topologiat

COOH NH,

/,

NH,

2. hidrofdb szakasz

1. hidroféb szakasz

CYTOSOL

ER LUMEN

mature transmembrane
protein in ER membrane

Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



A membrant tobbszor atéro feherjékben elsdsorban az elso
hidrofob szakasz korili téltesek hatarozzak meg a topologiat

CITOSZOL
MRNS
H2
(i
S@ NH, ‘ ,
— — g
ot
ER LUMENE Romolex 1. hidrofob 2. hidrofeb
szakasz szakasz
CITOSZOL
NH, NH, o0H NH,
' +) ) o
—_ | — —
ER LUMENE 3. hidroféb 4. hidrofob
szakasz szakasz

Az elsd kivételével az egymas utan kovetkezd transzmembran domeének

cr 7



A transzmembran fehérjek elhelyezkedése josolhato
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A membrant tobbszor atéro feherjékben elsdsorban az elso
hidrofob szakasz (szignal) korali toltések hatarozzak meg a

topologiat
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Lodish: Molecular Cell Biology, 2003 (mddositva)



Az ER lumeneben specialis folyamatok zajlanak

’.SQ-/E:
Reduced
substrate
protein
[// ~SH
| t
3 m ,‘]\S"t_\‘ 3 2‘- l
s s
M
s
] Oxidized
- oy Az ER-be kerilt fehérjék felveszik
I i megfeleld térszerkezetiket
Oligoszacchari _ L dajkafehérjék (chaperonok)
»facska” keril }?jﬁrZ]:Iifllgt-rzldak segitségével. Az ER-ben mingség-
bizonyos Asn-okra ellendrzés is zajlik




Min0Oség-ellendrzés: a nem megfeleld szerkezetii fehérjék
visszakerilnek a citoszolba, és lebomlanak
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L
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i
proteasome
i

ubiguitin ?
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ER LUMEN ER protein translocator

J with accessory proteins
‘ I misfolded protein

chaperone
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Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008
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http://biochem.web.utah.edu/iwasa/projects/translocation.html



http://biochem.web.utah.edu/iwasa/projects/translocation.html
http://biochem.web.utah.edu/iwasa/projects/translocation.html

A feherjék atja a
mitokondrium matrixaba



A mitokondrium matrixaba iranyito jel
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- A szignal (,,presequence”) egy N-terminalis amfipatikus (pozitiv/
hidrofob) hélix. Nem annyira a pontos aminosav-6sszetéetel, hanem az
elrendezeés fontos.

-Szlikséges es elégséges a mitokondrium matrixaba juttatashoz

-Hidrofob oldala illeszkedik a receptor megfeleld arkaba
Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



,,Klasszikus mitokondrialis transzport: a matrixba
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A mitokondriumba iranyitd szignalt tartalmazo fehérjét
membran-receptor koti meg és iranyitja a csatornaba

prekurzor fehérje
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Alberts: Molecular Biology of the Cell, 2008



A mitokondrialis transzport energiaigénye
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