RIBOZOMI, ENDOPLAZMIN
RETIKULUM I KOMPLEKS
GOLDZI

celiiska membrana

lizozom

egzocitoza

endocitoza

sekretne Goldzi
vezikule kompleks endozom

KOMPARTMENTI CELIJE UKLJUCENI U SINTEZU I OBRADU PROTEINA I LIPIDA




Od DNK do proteina

amino kiselina PROTEINI
Osobine i funkcije proteina

odredeni sekvencom AK koja i
odreduje nacin uvijanja
polipeptidnog lanca i time
alanin determiniSe oblik i hemijske

nukleotid NUKLEINSKE KISELINE osobine

DNK
RNK

polipeptidni lanac

Alfabet od samo 4 slova

(A,T,G,C) = nukleotidi DNK
Raznovrsnost?!

CENTRALNA DOGMA MOLEKULARNE BIOLOGIJE
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1.DNA in nucleus serves as a
template for RNA transcription.

)
G

DNA
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2. mRNA is processed
before leaving the
nucleus.

RNA /

8. tRNA departs and will
soon pick up another
amino acid.

sl

it has codons.

3. When mRNA is formed

mRNA

peptide chain

7. Peptide chain is
transferred from
resident tRNA to
incoming tRNA.
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4. mRNA moves into
cytoplasm and fits
between ribosome
subunits. Translation
occurs at the ribosomes.
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= | 5.1RNA with anticodon
carries amino acid
to mRNA.

anticodon
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6. Anticodon-codon
complementary base
pairing occurs.
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ribosomal subunits




RIBOZOMI

Prokariotski ribozom
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@  Nemembranske organele

‘Eu karietski ribozom  Uloga u sintezi proteina

 Prisutni kod prokariota i eukariota

* Veli¢ina — 25 nm, nevidljivi pod
SM

« Blaga bazofilija u citoplazmi

« TEM - male, tamne, ,slobodne®
(nisu vezane za membrane)
partikule u citoplazmi, matriksu
mitohondrija i stromi hloroplasta.
Male, tamne partikule vezane za
membranu ER i SMNO
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Ribosomal
proteins

citoplazma

605 subunit




rastuci polipeptidni lanac
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4. Recikliranje

subjedinica Start kodon

» Ribozomi se najéesce u ¢Celiji organizuju u poliribozome

* TEM - nit (iRNK) sa malom subjedinicom okrenutom ka
unutrasnjosti

* Broj ribozoma u polizomu zavisi od duzine iRNK, duZine
polu-zivota, potreba celije i drugih faktora

* Forma ,kruga“i ,spirale“ ¢ime se fizicki priblizavaju krajevi
iIRNK

» Dali su poliribozomi ,nasumié¢no® pozicionirani u
citoplazmi ??




uglavnom
proteini
citoplazme i
unutrasnjosti
organela
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,»slobodni“ ribozomi
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Membranski poliribozomi — Slobodni poliribozomi -
KOTRANSLACIONI TRANSPORT POSTTRANSLACIONI TRANSPORT

Kompletiran
polipeptid

Citoplazmatski
proteini
Unos u organele

Sekretorni proteini

Lizozomski enzimi Proteini éel. membrane Mitohondrija Hloroplast




ENDOPLAZMIN RETIKULUM

nukleusni
ovoj

Endoplasmic - “unutar plazme”
Retikulum - mreza

Najveci membranski kompartment

Organizacija - lavirint povezanih tubula i spoljostenih sakula (kesa)
Jedna membrana i unutrasnjost koju zatvara (lumen, cisterna)
Pozicioniranje ER - mikrotubule i njihovi molekulski motori

Na nivou SM, ER se uocava samo pri specijalnim bojenjima

Poreklo

Centralna uloga u sintezi proteina i lipida
Na nivou TEM - dve forme ER:

= Glatki ER

* Granulisani ER

* Prisutnost sve eukariotske Celije (osim eritrocita)
* ViSe od 50% svih membrana u Celiji - tip Celija i potrebe Celija




Granulisani ER — grER

* Poseduje poliribozome na
membrani

» U vidu spljostenih, plocastih,
paralelno naslaganih kesa (sakula)

» U kontinuitetu sa NO

» ER-eksportni domen (tranzicioni
domen) tubulovezikularna forma,
bez polizoma — na mestu odvajanja
vezikula sa ER na kompleksu Goldzi

Glatki ER — glER
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Ne poseduje poliribozome na
membrani

U vidu tubularnih, nepravilno
rasporedenih kesa i vezikula

Sve Celije poseduju oba tipa ER — razlic¢it odnos, zavisno od funkcije ¢elije




hepatocit

¢. ovarijuma

Koli¢ina
grER i
glER zavisi
od potreba
celije:

prelazak
jedne
forme u
druge
podrazu-
meva
ugradnju
specifiénih
proteina
kao i
strukturne




grER i glER su u kontinuitetu
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Funkcije glER:

Sinteza membranskih lipida

Sinteza lipidnih tela

Sinteza steroida — holesterol (jetra) i steroidni hormoni (steroidogene celije)
Detoksikacija (u jetri) — barbiturati, policikli¢ni ugljovodonici

Metabolizam ugljenih hidrata — razgradnja glikogena (jetra, bubrezi, creva)
Deponovanje jona kalcijuma — sarkoplazmin retikulum (miSi¢ne celije)




Funkcije glER:

o Sinteza lipidnih tela

C

* Sinteza membranskih lipida

C
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FOSFOLIPIDI
GLIKOLIPIDI
HOLESTEROL

Imajuci u vidu prirodu lipidnih
molekula, u kom delu glER
ocekujete njihovu sintezu?




Funkcije glER:
* Sinteza membranskih lipida

* Sinteza lipidnih tela @

citoplazma Sinteza od prekursora u citoplazmi
Transport MK omogucen je proteinima koji vezuju MK
Sinteza na citoplazmatskoj strani glER

Nastanak intermedijera i ugradnja u spoljasnji monosloj ER
@c..,-T,_m; ke Dodavanje polarnih grupa
H,~CH~-CH.
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§ % : Sinteza holesterola i ceramida W
# b A% (ceramidi u glikolipide i Lumen
Diacytglycerol Fhosptaticy bl SﬁngOIipide u KG) lm.m,.holip.d synthesis

B glER je zasluzan za
sintezu naveceg
dela lipida u ¢eliji

ER lumen .0,
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Funkcije glER:

* Sinteza membranskih lipida

e Sinteza lipidnih tela @

LT mogu ostati u ¢eliji (adipocit)
ili biti sekretovana (epitel ml. Zlezde)

o' fosfolipidni
jednosloj

-----------

lipidnatela « 44
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Funkcije glER:
Sinteza steroida — holesterol (jetra) i
steroidni hormoni (steroidoge lije)

Hepatociti )
(lipoproteini)

Celije ovarijuma i testisa koje
sintetiSu steroidne hormone
(sinteza iz holesterola)
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Funkcije glER:

* Detoksikacija (u jetri) — barbiturati, policikli¢ni ugljovodonici

* Metabolizam ugljenih hidrata — razgr@a glikogena (jetra, bubrezi, creva)

\
Hepatociti jetre
Enzimi koji prevode toksi¢na jedinjenja
u formu koja je lako rastvorljiva u vodi,
omogucavajuéi eliminaciju iz
organizma urinarnim sistemom

W

Hepatociti jetre
Razgradnja glikogena




Funkcije glER:

Deponovanje jona kalcijuma

9,

* Deponovanje jona kalcijuma za brojne signalne procese u ¢elijama
Brojne membranske pumbe za kalcijum i kalcijum-vezujuci proteini u lumenu ER

sarkolema aktinski

miozinski
(celijska membrana) filamenti  fiamenti

* sarkoplazmin
retikulum
(misiéna Celija)




Funkcije gI‘ER - mesto sinteze i obrade proteina

O

* Sinteza membranskih i solubilnih proteina na membrani grER

* Obrada proteina - dodavanje i obrada oligosaharidnih grupa glikoproteina
savijanje polipeptida
sortiranje proteina

* Uklanjanje lose savijenih ili sklopljenih proteina

* Sklapanje multimernih proteina

TRANSMEMBRANSKI
(proteini membrana
ERidrugih organela)

ER
signalna

sekvenca

SOLUBILNI
(proteini lumena ER i
drugih organela,
proteini za sekreciju)




Funkciie grER - mesto sinteze i obrade proteina

= S.l nteza svih UG poél-nJe 2. Signalna sekvenca ce u citoplazmi
na cito plazmatskm} r1bozom1rga. biti prepoznata od strane SRP partikule
UkOIﬂ.(.O,Rl.\IK l.<od1ra i) , Sto dovodi do trenutnog zastoja u
koji ée Ly ER,51gnalnu o sintezi proteina. Celija dobija vreme da
sekvencu , ribozom ¢e se zakaciti privuée ribozom do membrane ali i
el [ sprecava nepozeljne interakcije.

¥ iIRNK
5 signalna sekvenca

SRP

KORAK 2 KORAK 3

5. Signalna sekvenca ¢e u
lumenu biti ise¢ena
signalnom peptidazom a

rastuci polipeptid upada u
lumen grER.

KORAK 4

KORAK 1
3. SRP partikula je \

prepoznata od SRP receptora,
$to dovodi do odvajanja SRP

partikule i signalne sekvence.
Signalna sekvenca je sada

dostupna za novo
prepoznavanje — sa

translokonom receptor

Signalna
peptidaza

translokon

4.Signalna sekvenca ce u
» kontaktu sa translokonom
Da li je translokon stalno otvoren? dovesti do otvaranja.
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neaktivan i aktivan

“i ER LUMEN
signalna '\ NH>

NH2  cytosoL

translokon peptidaza COOH

Solubilni o
polipeptidni

lanac
n START sekvenca
STOP
sekvencalll &2
CYTOSOL

ER LUMEN

protein membrane
ER

Postoji nekoliko nacina prolaska
proteina kroz translokon, u
zavisnosti od toga da li je protein
membranski ili solubilni, kao i da
li ée membranski protein prolaziti
jednom, dva ili viSe puta kroz
membranu.

Translokon moze da se otvara na
dva mesta: formiranjem pore ka
lumenu i lateralno u lipidni
dvosloj (,,lateralni izlaz*
translokona.

Sekvence kojima ¢e protein biti
ukotvljen u membranu.

COOH

CYTOSOL

NH, LUMEN




F unkciie grER - mesto sinteze i obrade proteina

O

* Sklapanje multimernih proteina

* Sinteza membranskih i solubilnih proteina na membrani grER

* Obrada proteina - dodavanje i obrada oligosaharidnih grupa glikoproteina
savijanje polipeptida i kontrola kvaliteta
sortiranje proteina

* Uklanjanje lose savijenih ili sklopljenih proteina

KEY

O = glukoza
‘ = manoza
O = N-acetilglukozamin l
C I
18 [ | :
i 5 [ |

rastuci
polipeptidni lanac

Oligosaharil
transferaza

GLIKOZILACIJA PROTEINA
Srzni oligosaharid: 2NAG+9MAN+3GLU

| Proteini sintetisani
| na citoplazmatskim
| ribozomima se
takode glikoziluju ali
U mnogo manjoj
| meri i na drugi na¢in
(dodaje se samo N-
acetilglukozamin,
I enzimima u
| citoplazmi).

—_——— e —— —— ]

Uvijanje (foldovanje)
polipeptidnog lanca u 3D
konformaciju (funkcionalna
konformacija)

3D konformacija je determinisana
sekvencom AK (uglavnom)

Proteini SAPERONI katalizuju
foldovanje, vezuju se za
polipeptidni lanac u toku sinteze,
stabiliSu ga i ne dozvoljavaju
formiranje agregata. Sintetisan
polipeptidni lanac se oslobada sa
ribozoma i sklapa u 3D
konformaciju

Saperoni uéestvuju u stabilizaciji
polipeptidnog lanca tokom
transporta do drugog
kompartmenta (npr citoplazma
do mitohondrija)

Veliki broj proteina (Hsp7o,
Saperonini i drugi)




OBRADA POLIPEPTIDA u grER — kontrola kvaliteta

-

sortiranje proteina

* Sklapanje multimernih proteina

* Sinteza membranskih i solubilnih pMna na membrani grER
* Obrada proteina - dodavanje i obrada oligosaharidnih grupa glikoproteina
savijanje polipeptida i kontrola kvaliteta

* Uklanjanje loSe savijenih ili sklopljenih proteina

NEKOMPLETNO'

NESAVIJEN SAVIJEN NORMALNO SAVIJEN
1IZLAZ
/ §)— 1z
up grER
> glukoza glukoza
ubpP
lsecan]e glukozil
- glukoze transferaza

OOX_ o
oligosaharid

glukozidaza

kalneksin
Cisterna ER

Citoplazma

Membrana ER

o U grER prisutni su Saperoni : kalneksin na membrani
ER a u lumenu kalretikulin .Pored ovih, postoji jos
nekoliko proteina koji uéestvuju u pravilnom savijanju
novosintetisanih glikoproteina.

o Odcecanje glukoza i foldovanje i provera kvaliteta

o Ukoliko je lose savijen, protein ¢e biti obelezen (1
glukoza ), Sto omogucava specificno prepoznavanje
proteina i kalneksina, odnosno kalretikulina. Ovako
obelezZeni protein ¢ée biti ponovo podvrgnuti foldovanju.

o Ukoliko je protein pravilno foldovan odseca se i treci
molekul glukoze i protein se upucéuje u kompleks
Goldzi. Ukoliko ne, dodaje se jedna glukoza . Na taj
nacin nepravilo savijeni polipetidni lanci podlezu
cikli¢cnim promenama — odsecanje glukoze i dodavanje
glukoze ,odrzavajudi afinitet za kalneksin i kalretikulin.
Ukoliko se ciklus zavrsi povoljno, protein napusta ovaj
ciklus.

o Odsecanje manoza ireverzibilno dovodi do napustanja
ciklusa i ovo prepoznavanje vodi ka degradativnom
putu (proteazomima).




Pravilno sintetisan i delimi¢no obraden protein se Salje u kompleks GoldZi na finalnu obradu

Deo ER sa kojeg polaze vezikule ka KG nema ribozome - prelazni ER
Prelazne vezikule sa proteinima ogrtacima

——— ~ kasni endozom rani

(Q - endozo
/ ~ Q/

-
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O trans TVR
. | vezikula

kompleks Goldzi
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Elektronska mikroskopija

specifi¢no “bojenje”
impregnacija solima srebra

1898. Camillo Golgi
Sunutrasnji mrezasti aparat*

Fluorescentna
mikroskopija




TEM

trans-TVR

_trans-kese

Lokalizacija - perinukleusno
Broj 3-5

| i prelazne
Serija paralelno naslaganih, spljostenih kesa (sakula) |diskoidalnog™ - Ilezills(gl)e
Sa

Obhka 0.5 um

Prosecno 3 - 8 sakula po KG
Dinamicna struktura okruzena brojnim transportnim vezikulama
Mikrotubule i citoplazmatski matriksni proteini - go/dZini
Dve strane u odnosu na poloZaj ER:
* (is-strana - blize ER
* Trans-strana
* STRUKTURNO - tri vrste kesa (cis, med i trans kese), dve tubulo-
vezikulo-retikularne oblasti (TVR cis i trans strane) kao i tri vrste
vezukula (prelazne, bocne i sekretne vezikule).



Funkciono-biohemijska polarnost KG

ER prelazne
""""""" : 3 "‘ A T e 'i: "
NI e Ok ‘ ; :

vezikule

é

k“ "( § g
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7 Specificne metode

8 omogucavaju

~] detekciju specifi¢nih

enzima i na taj nacin,

obelezavanje cis, med
ili trans kese

’
»
-
4

sekretne
boéne vezikule
vezikule

Svaki kompartemnt — specifi¢ni receptori i enzimi




Nukleusni %=

. Anterogradni
ovoj

transport

Transport sa ER do
GoldZijevog
kompleksa ka
¢elijskoj membrani se
naziva anterogradni
transport.

Odrzavanje balansa
omoguceno je
retrogradnim
transportom, odnosno
vezikulama koje se
yvracaju“sa
GoldZijevog
kompleksa ka ER, $to
je posebno vazno sa
aspekta proteina koji
su specificni za ER 0 o

Egzocitoza

Sekretne
vezikule

o Prelazne
vezikule

Nukleus

Y Endocitoza

endozom

Celijska
membrana

) Retrogradni
transport




Najveci deo obrade GLIKOZILACIJA

Nastavak i zavrsetak glikozilacije zavisi od mnogo

faktora, koji, sa druge strane determiniSu koliko i kojih

mono/disaharida ¢e biti uklonjeno/dodato

Mnostvo enzima - stotine razli¢itih enzima koji sintetisu
oligosaharide od monosaharida i dodaju ugljene hidrate

na proteine

o Vezikule - obrada proteina u sakulama u kojima se nalaze

enzimi i odgovarajuci receptori. Kada se zavrsi obrada u
jednoj sakuli, receptori membrane prepoznaju i specifi¢no
vezuju tako obraden protein, i pomeraju se lateralno ka
stranama sakula.

Sa boc¢nih strana sakula pupe bo¢ne vezikule koje ce se sada
pridruziti sledeéoj sakuli u nizu na dalju obradu. Na taj
nacin, neprestanim odvajanjem vezikula i njihovom fuzijom
transportuju se proteini kroz odeljke KG i postepeno
obraduju.

Svaki od ovih tipova vezikula poseduje specifican
koatomerni protein koji usmerava njihov transport do
odredene destinacije.

G

Pocetak u grER (srzni oligosaharid) - provera kvaliteta

\-—————————

Goldzi

SORTIRANJE
- fosforilacija

< - uklanjanje MAN
- uklanjanje MAN
- dodavanje NAG
- dodavanje GAL
- dodavanje NANA _._

- sulfacija

U Q\S

SORTIRANJE

/ \
/b
celijska sekretorna

Lizozom o ombrana vezikula

ds TVR

cis
cisterna

medial
cisterna

trans
cisterna

trans ‘TVR




2 modela transporta materijala kroz KG:

9,

MODEL STACIONARNIH CISTERNI MODEL MATURACIJE CISTERNI
« Svaki kompartment je stabilan » Kese postepeno sazrevaju i prelaze iz cis- u
» Transport se vrsi vezikulama med- pa u trans-kese

« Enzimi se vracaju u kese u kojima su
potrebni




FUNKCIJE
GOLDZI KOMPLEKSA

1. OBRADA PROTEINA | LIPIDA -
glikozilacija

2. SORTIRANJE

3. UPUCIVANJE KA FINALNIM
DESTINACIJAMA

U zavisnosti od sudbine proteina, oni Ce se
kroz sakule specificno obradivati i zadobiti
marker grupe, odnosno specificne grupe na
osnovu kojih Ce se izvrSiti sortiranje ka
finalnim destinacijama. Neke od destinacija
su:

1)Vracanje ER-specifi¢nih proteina.
2)Specifi¢ni proteini GoldZijevog kompleksa
imaju sekvence za zadrZavanje.

3)Obrada lizozomskih enzima
4)Sekretorni proteini se pakuju u
sekretorne vezikule.

TEM

trans-TVR |.

| _trans-kese

Al
e 1N
= med-kese

cis-kese

prelazne
vezikule
(sa ER)




* Obrada lizozomskih enzima (primer finalnih destinacija)

FUNKCIJE GOLDZI KOMPLEKSA

prekursor lizozomskog

enzima

\ OTKRIVANJE

M6P SIGNALA
DODAVANJE \J.ﬂ.

NAG-P @ L

manoza
izER

cis

trans

VEZIVANJE

ZA M6P RECEPTO
/ \

prelazna retromer

klatrin vezikula ety
rekursor
\ -— lizozomskog
enzima
‘endozom
RECIKLIRANJE RECEPTORA Mo receptor

Kompleks Goldsi

Prekursori
lizozomskih enzima
se konvalentno
modifikuju
dodavanjem
MANOZO-6-
FOSFATA
Formiranje
klatrinske resetke
sa M6P receptorom
Kasni endozom -
nizak PH,
oslobadanje kiselih
hidrolaza sa M6P
receptora
Recikliranje
receptora




FUNKCIJE
GOLDZI KOMPLEKSA

1. OBRADA PROTEINA | LIPIDA -
glikozilacija

2. SORTIRANJE

3. UPUCIVANJE KA FINALNIM
DESTINACIJAMA

Goldzijev kompleks je takode mesto sinteze
kompleksnih polisaharida ukljucujuci
glikozaminoglikanske lance proteoglikana, a
kod biljnih ¢elija mesto sinteze pektina i
hemiceluloze celijskog zida.

Pored uloge u obradi i sortiranju proteina,
Goldzijev kompleks ucestvuje u
metabolizmu lipida - glikolipida i
sfingomijelina koji, sa druge strane, nastaju
u GoldZijevom kompleksu od ceramida.

Ceramidi se, poput glicerofosfolipida i
holesterola sintetiSu na nivou ER.

TEM

prelazne
vezikule
(sa ER)




Sortiranje i1 obrada sekretornih proteina

trans TVR

unutarcéelijski
si¢fnalni put

@
; regulisana

koncentrisanje fuzija
sekretornih

proteina

kompleks GoldzZi

KONSTITUTIVNA

SEKRECIJA

REGULISANA
SEKRECIJA




Konstitutuvna sekrecija

g

Nezavisna od specificnih signala:
npr, oslobadanje mukusa - epitel creva




Regulisana sekrecija

Zam\\

Klatrin

Goldzi Trans- Nezrela Zrela
TVR sekretorna sekretorna
vezikula vezikula

KONCENTRIS.:




nukleus

grER
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prelazne

vezikule

primarni
lizozom glER
_ kompleks
Goldzi

sekretne vezikule

endocitoza egzocitoza




