Hormoni koji ucestvuju u
homeostazi vode, natrijuma,

kalcijuma i fosfata




Voda i elektroliti su u organizmu rasporedeni u 3 odeljka:
infravaskularnom, intersticijalnom i unutarcelijskom.

Nagle promene u sadrzaju vode i elektrolita mogu biti Zivotno
ugrozavajuce, pa postoje efikasni mehanizmi za njihovo
korigovanje.

Hormoni koji ucestvuju u regulisanju ravnoteze vode i elektrolita
su:

Antidiureticni hormon
Atrijalni natriuretski peptid
Angiotenzin I i II
Aldosteron




Promene u [Na+] u E€T aktiviraju mehanizme koji vraéaju nivo
vode i Na+ na fizioloske vrednosti. Aktivira se mehanizam

Zedi, Sto poveéava unos vode, ali i sekrecija ADH, koji dovodi
do zadrzavanja vode na nivou bubrega.

Smanjuje se resorpcije Na+ u bubrezima usled smanjene
produkcije aldosterona (renin-angiotenzin sistem).

Vazokonstriktorno dejstvo angiotenzina IT i ADH i
vazodilatatorni efekat ANP dovode do promena u velicini ili
kapacitetu vaskularnog korita u skladu sa promenama u

intravaskularnom volumenu. Time se obezbeduje odgovarajuc¢a
perfuzija tkiva




Zapremina vode i koncentracija elektrolita se
odrzavaju u veoma uskim granicama. Na njih
uticu faktori koji odrzavaju jonske gradijente
izmedu pojedinih odeljaka - pasivha difuzija
vode i olaksana difuzija jona, kao i njihov
aktivni transport.

Konstantnost Celijskog volumena i osmolaliteta
takode omoguéava i osmolalnost ECT, $to
prevashodno regulise stepen reapsorpcije
vode u bubrezima.




Unos vode je diskontinuiran, sto nameée potrebu
da u regulisanju volumena telesnih teénosti
ucestvuje vise mehanizama:

Ovi mehanizmi prevashodno deluju na tkivo
bubrega i reapsorpciju i izluCivanje ovih
materija, Cime se odrzava konstantnim
volumen i sadrzaj Na* u ECT.




Antidiuretic¢ni hormon (arginin-vazopresin)

Prepro-vasopressin
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Peptid koji sadrzi 9 AK, nastaje u supraoprickim i
paraventrikularnim jedrima hipotalamusa.
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Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

Pakuje se u sekretorne granule, i nakon 12-14h stize do
neurohipofize

Oslobada se kao reakcija na nervni impuls Ca?* zavisnom
egzocitozom. U plazmi je slobodan




Stimulus za oslobadanje je pre svega promena
osmolaliteta plazme (od 282 mOsm/kg na 287
mOsm/kg) sto registruju osmoreceptori
supraoptic¢kog i paraventrikularnog jedra, i,
verovatno, u okviru sistema karotidne arterije.

Pored toga, na oslobadanje ADH uticu i
hemodinamski faktori - pad srednjeg arterijskog
KP ili efektivhog volumena plazme za 10%
(baroreceptori u levoj pretkomori i karotidnom
sinusu)




povelava
permeabilnost sabirnih i distalnih uvijenih tubula bubrega,
omogucavajuéi reapsorpciju vode. Nervni impulsi koji pokreéu
oslobadanje ADH nastaju pod uticajem razli¢itih stimulusa.
Poveéana osmolalnost plazme je primarni fizioloski stimulus.
Promene osmolalnosti plazme se detektuju pomocu
osmoreceptora koji se nalaze u hipotalamusu i baroreceptora u
srcu i drugim delovima vaskularnog sistema. Osim sto uticu na
sekreciju ADH osmoreceptori takode uzrokuju i pojavu osecaja
zedi.
Postoje dva tipa receptora za ADH koji su oznaceni sa V1i V2.
V2
receptor je povezan sa adenilat ciklazom i CAMP i
inhibitori fosfodiesteraze izazivaju iste efekte kao i ADH.
Vezivanje ADH za ove
receptore aktivira fosfolipazu C, koja dovodi do stvaranja IP3 i
diacilglicerola, povecanja koncentracije intracelularnog kalcijuma i
aktivacije protein kinaze C. Glavni efekat stimulacije V1 receptora

je vazokonstrikcija i povelanje perifernog vaskularnog otpora (ovo
delovanje je osnova za drugi naziv ovog hormona (vazopresin).




Efekat: resorpcija vode u distalnom
tubulu bubrega - vezivanje za V,
receptore, preko cAMP-a i PKA
dovodi do povecane sinteze

akvaporina 2, koji gradi kanale za
vodu. Tako reapsor'bovana voda ulazi u
ECT, a potom u cirkulaciju
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Sistem renin-angiotenzin-aldosteron
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Renin - angiotenzin- aldosteron sistem

Gubitak volumena vanéelijske tecnosti

Smanjeni perfuzioni pritisak aff. Arteriola (uz glomerularne
kapilare)

Jukstaglomerularne éelije- RENIN (enzim)

Supstrat za renin je polipeptid ANGIOTENZINOGEN koji
nastaje u jetri

Nastaje ANGIOTENZIN I (10AK) koji je supstrat za
angiotenzin konvertujuéi enzim (ACE) u plu¢ima koji ga prevodi u
ANGIOTENZIN II (8AK).




ANGIOTENZIN II VRSI KOREKCIJU
VOLUMENA VANCELIJSKE TECNOSTT:

. povelana sekrecija aldosterona (dejstvo na nivou distalnih
tubula)

. vazokonstrikcija
. direktna resorpcija Na+ i vode

. Poveéana aktivnost simpatikusa (oslobadanje noradrenalina-
vazokostrikcija)




Hypovolemia with [Na'] i

signals at macula densa
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Angiotenzin II se vezuje za
receptore ne membrani Celija u
zoni glomerulozi, vaskularnih
glatkih misica i dr.

Aktivacija receptora dovodi do
aktivacije fofolipaze C, i
nastaju DAG i IP3, Cime se
aktiviraju Ca?* kanali na
endoplazmatskom retikulumu.
DAG i Ca?* aktiviraju PKC, koja
fosforiliSe ciljne proteine

EFEKTI: sekrecija aldosterona,
vazokonstrikcija




Angintansinogen  Asp-Arg-Val-Tyr-le-His-Pro-Pha-His-Lau-Lau |- 400 maons aming acids)
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globulin, 14AK sa NH2 kraja
sadrzi sekvencu angiotenzina I

ACE: peptidaza, seCe AK sa
COOH kraja angiotenzina I. U
vioj koncentraciji je prisutan
u endotelnim Celijama plucnih
kapilara
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| ancioTENSIMASES

¥

receptore na plazma membrani
glomeruloznih ¢elija, korteksa
nadbubrega, glatkih misi¢nih

Degradation products

éelija kapilara

aktivacija- preko G proteina i

fosfolipaze C- PIP2



& Signalni molekul

1 Receptor povezan
sa G proteinom

Aktivirana Pl 4.5 bisfosfat

fosfolipaza C-

Aktivna

protein
Aktivirana Gao Inozitol 1,4,5 (] kinaza C
subjedinica trifosfat (IP3) . & Ca®

Otvoreni IP3
zavisni Ca++
kanali

Lumen

e | O D,




Kontrola sekrecija aldosterona
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HOLESTEROL Citohrom P450 (unutrasnja mm- odvajanje 6C bo¢nog

lanca, udruzeno sa hidroksilacijom na C22 i C20)- pod
\. kontrolom ACTH
Tranportuje se u

mitohonrije PREGNENOLON

Vraéa se u citosol 3- B hidroksisteroid
dehidrogenaza i A5,4, izomeraza (EPR)

PROGESTERON (Enzim 17,20 liaza u ERP vrsi)

Odvajanje 2C . .
boénOM lHidroksnaciN Hidroksilacija
ha C21 na C21

ANDROSTENDION 11 DEOKSIKORTIKOSTERON 11 DEOKSIKORTIZOL

Ekstrarenglna Hidroksilacija na C11 Unutrasnja mm-
tkiva (redykcija (mitohondrija) hidroksialcija na
na C17) v C11
TESTOSTERON KORTIKOSTERON
Periferna Hidroksilacija na C18 KORTIZOL
tkiva (mitohondrija) Hidroksilacije

| | Cc17,C21iC11
ESTRADIOL 18 HIDROKSIKORTIKOSTERON

Oksidacija na

C18 i nastajanje

aldehidne grupe
ALDOSTERON



Aldosteron
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Aldosterone (C-21) Circulating form

Aldosteron nastaje iz
progesterona
reakcijama
hidroksilacije na C-21
i C-11 a potom i
oksidacijom na CH3
grupe na poziciji C-18

u aldehidnu grupu
(CH=0).
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Strukturne karakteristike bioloski
aktivnog mineralokortikoida

Mnoge empirijske studije su pokazale
da je biolosku aktivnost
mineralokortikoida poseduju jedinjenja
koja imaju:

>?21 ugl jenikov atom

> Sadrze bocni lanac -CO-CH20H vezan
za C-17.

»Poseduju dvogubu vezu izmedu C-4 i
C-5 (nekada se oznacava kao A4)

»Poseduju keto grupu (-C=0) na C-3
prstena A,

»Za mineralokortikoide je specifi¢na

OH grupa ha C-21 a prisustvo OH grupe ALDOSTERONE
na C-11 i C-17 Cije prisustvo smanjuje

aktivnost mineralokortikoida




Receptori za kortizol i aldosteron u bubregu

Koncentracija kortizola u serumu je

oko 100 puta visa od koncentracije

aldosterona ali kortizol normalno ne

intereaguje sa aldosteronskim [
receptorima obzirom da se kortizol ko 'd?lwtl
brzo metabolide u inaktivni kortizon
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Kortizol, prisutan u visku, moze da
saturise aktivnost 11p-OHSD i tada
reaguje sa aldosteronskim
receptorom.




Aldosteron
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ALDOSTERON- Najpotentiji mineralokortikoid
Specifi¢ni receptori u citosolu i u nukleusu
U plazmi, nema specifi¢ni transportni protein vec se vezuje za albumin

Hormon + Re = vezivanje za DNK- aktivacija gena- sinteza proteina koji uticu
na fluks Na+, K+, Mg++ i vode. Moguéi mehanizmi su:

. TEORIJA PERMEAZA- povecana aktivnost Na+ kanala na luminalnojj
membrani distalnih tubula $to vodi poveéanju pasivnog protoka Na+ iz
urina u Celije

. ENERGETSKA TEORIJA- indukuje sintezu enzima (npr. citrat sintaze)

koji povecavaju protok kroz ciklus trikarboksilnih kiselina i poveéavaju
ulaz elektrona u respiratorni lanac, ¢ine se povecava produkcija ATP-a
koji potom omogucava povecanje aktivnog transporta jona

. Novosintetisani proteini u ciljnim ¢elijama poveéavaju aktivnost Na/K
pumpe (na bazolateralnoj membrani éelija distalnih tubula) ili sintezu novih

pumpi

Primarni efekat aldosterona je poveéana aktivnost Na+ kanala na luminalnoj
membrani a poveéana aktivnost Na/K pumpe i produkcija ATP-a su
sekundarni efekti




Receptori za aldosteron:
Tip I, II- veliki afinitet
Tip ITI- manji afinitet

Tip I- za mineralokortikoide
Tip II- za glukokortikoide




Efekti aldosterona u bubregu

Tubular cell
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Proteins
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Ba™
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ATPaze
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Sinteza proteina pod dejstvom aldosterona ukljucuje faktore koji regulisu
luminalne Na+ kanale i komponente Na+/K+ ATPaze.




Kontrola oslobadanja aldosterona iz korteksa nadbubrega

Uloga renin angiotenzin sistema:
Angiotenzin IT stimulide losobadanja aldosterona. Kada se snizi nivo aldosterona u cirkulaciji,
smanjuje se i njegova razgradnja u jetri.

Uloga simpatikusa:
Neuralna kontrola oslobadanja aldosterona obuhvata pritisak karotidne arterije, bol, emocije
(anksioznost, bes) i svaku vrstu stresa.

Uloga baroreceptora:
Poveéanje pritiska unutar karotidne arterije, snizava nivo aldosterona.

Uloga jukstaglomerularnog aparata:

Uloga koncentracije kalijuma u plazmi:
koli¢ina sekretovanog aldosterona se nalazi pod kontrolom nivoa kalijuma u serumu i verovatno je
odredena senzorima u karotidnoj arter:iji.

Uticaj koncentracije natrijuma u plazmi:
Koli¢ina aldosterona u plazmi je obrnuto proporcionalna koncentraciji natrijuma koja je odredena
veli¢inom osmotskog pritiska. Aldosteron se vise poveéava kod malog unosa natrijuma.

Uticaj ACTH:
ACTH, peptid hipofize, deluje stimulativno na sintezu aldosterona, verovatno stimulisanjem
sinteze DOC, kao prekursora za sintezu aldosterona.

Koncentracija aldosterona se poveéava u uslovima gubitka krvi, trudnoéi, endotoksi¢ nom Soku i
opekotinama.

Povratna sprega aldosterona:
Ima manje efekta na lu¢enje aldosterona u odnosu na uticaj koncentracije elektrolita.




Renin-angiotensin-aldosterone system
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Poremecaji mineralokortikoida

-Hipoaldosteronizam. Uglavnom je udruzen sa deficitom glukokortikoida kao
posledica insuficijencije nadbubrega. Izolovan hiporeninski hipoaldosteronizam
se javlja kod pacijenata sa dijabetes melitusom (oSteéena funkcija bubrega).
Primenjuje se terapija nadoknade, fludrokortizonom.

‘Hiperaldosteronizam. U 99% slu¢ajeva nastaje kao posledica nekog
primarnog uzroka (sekundarni hiperaldosteronizam) a ne kao rezultat poveéane
sinteze aldosterona. Nekada se javlja u sklopu Cushing sy. Povelana produkcija
aldosterona se retko javlja i klinicki nije opisana. Javlja se sistemska
hipertenzija, hipokalijemija i alkaloza.

Primarni hiperaldosteronizam je najcesce posledica adenoma nadbubrega.




ATRIJALNI NATRIURETSKI PEPTID

Polipeptid, 28AK

Preprohormon (126 AK) u kardiomiocitima desne predkomore se
sekretuje kao inaktivni dimer- u plazmi se aktivira u aktivan

monomer- uklanja AK sa C i N kraja i nastaje potentniji peptid od
20 AK

Do povelane sekrecije ANP dolazi kod:

1. Povelanja volumena krvi i centralnog venskog pritiska

2. Povecani pritiska, povecana osmolarnost seruma, brzina sréane
radnje




A’rrijalni natriuretski peptid

Postoje tri natriuretska peptida:
atrijalni (ANP), mozdani (BNP)
HOOC i C-tip (CNP). Sastoje se od
prstena sa 17 AK sa
Hooc Hooc disulfidnim mostom. Proizvodi
m m - su razli¢itih gena.
H;,'p::.m s fHeart ANP se Sin‘l'e1'i§e kao
preprohormon u kardiomiocitima
lkl/ l desne pretkomore, sekretuje
kao dimer i u plazmi prevodi u
aktivni monomer.

|
z
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excracelur Signal za sekreciju je povecanje
= = e cirkulatornog volumena i
neracelubr [ ] centralnog venskog pritiska,

potom 1 KP, 1 osmolaliteta, 1
sréane frekvence, i 1
kateholamina u plazmi.

(,:GMF- Glukokortikoidi takode 1 sintezu
ANP.

regu I aror }rel ment

M Guanylate cyclise se—
catalyde dermain
cGMP !

C-Terminal



Glavna meta za delovanje ANP je bubreg:
. Poveéava tonus eff. A smanjuje tonus aff. Arteriola

. Poveéava ekskreciju Na (natriureza)

. Suprimira aktivnost renina (periferna vazodilatacija,

natriureza)
4. Direktno na proksimalne tubule- natriureza
5. Indirektno- inhibicijom aktivnost aldosterona
6. Inhibirana sinteza ADH




Extracellular side
Guanylate cyclase

MM Plasma membrane

Cytosolic side

Kao i adenilat ciklaza, i guanilat ciklaza je | _ Guanylate cyclase
vezana preko membranskog receptora \
za specifi¢an bioloski signal.
Ekstracelularni domen guanilat
ciklaze ima ulogu receptora za
hormon. On je direktno povezan sa
citosolnim domenom preko
membranskog domena.

Receptor: Protein sa unutrasnjom
guanilat ciklaznom aktivnoséu

Vezivanje ANP za receptor aktivira
guanilat ciklazu, katalise stvaranje
cGMP koji inhibira sintezu
aldosterona direktno i indirekno

(smanjeno formiranje cAMP). Dephosphorylated X
guanylate cyclase -

cGMP +Pj

éHormune
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cGMP inhibira sintezu
preformiranog aldosterona

U ciljnim tkivima, cGMP dovodi do
fosforilacije proteina

Poznate su 3 klase receptora.
ANPa, ANPb i ANPc

Inaktivacija ANP- razgradnjom
peptida delovanjem enzima
neutralne endopeptidaze (NEP)

Efekat NAF- poveéava
glomerularnu filtraciju
inhibira vazokonstrikciju
inhibira sekreciju renina




Zajednicki efekat aldosterona, AVP-a i ANP-a
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Udruzeno dejstvo ANP-a sa drugim hormonima koji
uticu na volumen krvi i krvni pritisak

Sistem stimulise
sekreciju aldosterona, i angiotenzin
IT potencira oslobadanje AVP-a i
stimuliSe oseéaj Zedi.

IavoopvoLurel Sekrecija Je takode
direktno stimulisana osmoreceptorima
u hipotalamusu i receptorima
zapreminu u kardiovaskularnom
sistemu.

se oslobada kao odgovor na
istezanje pretkomora i takode
inhibira sintezu i oslobadanje
aldosterona, i inhibira produkciju
renina i oslobadanje AVP-a.




Hormoni koji regulisu ravnotezu vode i Na+

ADH 1 resorpcija H,0

aldosteron T resorpcija Na+
1 izluCivanje K+

1 izluCivanje Na+

T volumena urina

} renin

| angiotenzin II

| proizvodnja aldosterona

Angiotenzin II 1 proizvodnja aldosterona
T vazokonstrikcija

Angiotenzin III 1 proizvodnja aldosterona

Bubreg

Bubreg, znojne i pljuvacne
zlezde, distalni kolon

Bubreg

Zona glomerulosa

Zona glomerulosa
Otpor perifernih sudova

Zona glomerulosa




BIOHEMIJSKE OSNOVE
ORGANIZACIJE CELIJE



Kompartmentalizacija u celiji

Membrane - lipidne strukture koje razdvajaju sadrzaj odeljka
koji ogranicavaju od njegove okoline.

Celijska (plazma) membrana odvaja ¢eliju od njene okoline.

Organele (jedro, mitohondrije, lizozomi, peroksizomi) - takode
ogranicene membranskim sistemom kO_]I razdvaja
unutrasnjost organele od citosola. Uloga ovih membrana je
da obezbede da se unutar njih prikupe ili koncentruju enzimi
ili drugi molekuli koji obezbeduju odgovarajuce funkcije

unutar jednog odeljka u kojem je sredina uglavnhom
konstantna.

Transporteri i receptori u svakom membranskom sistemu
kontrolisu ovu ograniCenu sredinu, kao i komunikaciju celije
ili njenog odeljka sa okolinom.

Svaka od organela je odgovorna za drugacije funkcije i sadrzi
razlicite enzime.



Kompartmentalizacija obezbeduje da se suprotni
metabolicki putevi odvijaju u razlicitim odeljcima.
Time se sprecava pojava besmislenih (futile) ciklusa.

Celije u ljudskom organizmu se medusobno razlikuju.
Razliciti tipovi Celija se razlikuju u broju pojedinil
organela, ili njihove organele mogu sadrzati razlicite
kollcme nekog enzima, u skladu sa funkcijom te
celije

Npr., mitohondrije fetre sadrze kljucni enzim za sintezu
ketonskih tela, ali im nedostaje enzim koji omogucava
njihovu razgradnJu U mitohondrijama skeletnih
misica situacija je obrnuta. Tako, enzimski sadrzaj

organela se moze razlikovati izmedu razlicitih tipova
celija.



Relativhe zapremine koje zapremaju
pojedini cCelijski odeljci (hepatocit)
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Membrane organela

Mnogi vazni biohemijski procesi se odvajaju u membranama ili
na njihovoj povrsini.

Unutarcelijski membranski sistemi, imaju mnogo znacajniju
uloge od pukog povecavanja povrsine membrana u cellr :
formiraju ogranicene odeljke koji su izdvojeni od citosola,

obezbedujuci funkcionalno specijalizovane delove celije.

Posto je lipidni dvosloj nepropusan za hidrofilne supstance, na
membranama organela moraju postojati membranski
transportni proteini koji su odgovorni za “uvoz” i “izvoz”
pojedinih metabolita.

Membrana svake od organela mora takode imati i mehanizam
za “uvoz”, i inkorporiranje u organelu, specificnih proteina
koji tu Cine organelu jedinstvenom.



Najvazniji unutarcelijski odeljci su:

o Jedro u kojem je sadrzan genetski materijal i mesto
je sinteze DNK i RNK

o Citoplazma se sastoji od citosola i citoplazmatskih
organela.

o Citosol, je mesto sinteze i razgradnje proteina. U
citosolu se odvijaju u mnoge biohemijske reakcije u
kojima se razgraduju mali molekuli ili sintetisu
prekursori za makromolekule).

e Oko 2 ukupne povrsine membtana Cini zatvoren
lavirint endoplazmatskog retikuluma (ER). Na
povrsini ER se nalaze mnogi ribozomi; oni su ukljuceni
u sintezu solubilnih i integralnih proteina membrane,
od kojih je vecina namenjena bilo sekreciji van celije
ili drugim organelama. U ER se takode sintetise
najvaci deo lipida potrebnih ostatku celije i sluzi za
deponovanje Ca4* jona.



ER salje mnoge od SVO]IhCFrOteIna i lipida u Goldzi aparat.
Goldzi aparat se sastoji od organizovanih gomilica razlicitih
odeljaka - Goldzi cisterne; on prihvata lipide i proteine iz ER
i upucuje ih na razlicita odredlsta obi¢no uz istovremenu
kovalentnu modifikaciju.

Mitohondrije proizvode najveci deo ATP-a koji Celije
koriste za odvijanje endergonickih reakcija

Lizozomi sadrze enzime varenja koji razgraduju ostarele
organele kao i makromolekule i Cestice unete iz okoline
endocitozom. Na putu do lizozoma, endocitovan materijal
mora najpre proci kroz niz organela nazvanih endozomi.
Peroksizomi su mali vezikularni odeljci koji sadrze enzime
koji uCestvuku u razliCitim reakcijama oksidacije.

U proseku, odeljci oiviceni membranom zajedno zauzimaju
skoro polovmu zapremine celije, i u njima je sadrzan VE|I{<'
deo membranskog sistema ceI|Je U pogledu povrsime i
mase, celijska membrana sacCinjava manji deo ukupnog
sadrzaJa nEMPERERGERE



Organele Cesto zauzimaju karakteristicne
polozaJe u citosolu
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Proteini se mogu pomerati iz jednog u
drugi odeljak razlicitim nacinima

Sinteza vecine proteina u Celiji zapocCinje na ribozomima u citosolu. Njihova
dalja sudbina zavisi od sekvence AK, koja moze sadrzati signale za
sortitanje koji ih usmeravaju na Iokacue van citosola.

Najvedi broj proteina ne sadrzi ove signale i ostaju u citosolu. Medutim, neki
imaju specificne signale za sortiranje koji ih usmeravaju iz citosola u
jedro, ER, mitohondrije, peroksizome, ili druge destinacije u Celiji.

Postoje tri naCina kako proteini mogu prelaziti iz jednog u drugi odeljak:

1. Kontrolisani (gated) transport, npr. izmedu citosola i jedra.

Kompleksi jedarne pore deluju kao selektivni “filter” i uz to aktivno transportuju specifi¢ne
makromolekule ili nakupine makromolekula, (mali molekulu mogu proci slobodnom
difuzijom).

2. Transmembranski transport,

Odgovaraju¢i membranski translokatori proteina direktno transportuju specificne proteine kroz
membranu iz citosola u drugi odeljak (transport odabranih proteina iz citolola u lumen ER
ili iz citosola u mitohondrije.)
3. Vezikularni transport, iz jednog u drugi odeljak (transfer solubilnih

proteina iz ER u Goldzi aparat)

Svaki od ovih nacina transporta proteina obezbeduju signali za sortiranje na
proteinu koji se prenosi. Te signale prepoznaju receptorski proteini.
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Primeri nekih signalnih sekvenci

FUNCTION OF 5IGNAL SEQUENCE

EXAMPLE OF 5IGNAL SEQUENCE

Import into nucleus
Export from nucleus
Import into mitochondria

Import into plastid
Impaort into peroxisomes
Import into ER

Return to EH

-Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-
-Leu-Ala-Leu-Lys-Leu-Ala-Gly-Leu-Asp-lle-
*HiyN-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-lle-Arg-Phe-Phe- Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-
Leu-Cys-5Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-
*H3N-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-Ala-Ser-Leu-GlIn-5er-5er-Met-5er-5ei- Leu-
Leu-Ser-5er-Asn-5er-Phe-Leu-Gly-Gin-Pro-Leu-Ser-Pro-lle-Thr- Leu-5er-Pro-
Phe-Leu-Gln-Gly
Lys-Leu-COO
*HyN-Met-Met-5er-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val - Gly-lle- Leu-Phe-Trp-Ala- Thr
u-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln-
-Lys-Asp-Glu-Leu-COO

Some characteristic features of the different classes of signal sequences are highlighted in color. Where they are known 1o be important
for the function of the signal sequence, positively charged amino acids are shown in red and negatively charged amino acids are shown

in gregrr. Similarly, important hydrophobic amino acids are shown in peliow and hydroxylated amino acids are shown in e, "HaN
indicates the N-terminus of a protein; COO- indicates the C-terminus.




Vezikularni transport kroz plazma
membranu

Membrana potpuni okruzi Cesticu i “zatvori” je u vezikulu.
Egzocitoza - vezikularni transport iz Celije
Endocitoza - vezikularni transport u celiju

Fagocitoza - vezikula se formira oko Cestice

Pinocitoza - vezikula se formira oko tecnod dela u kojem
se nalaze rastvoreni molekuli

Receptorom posredovana endocitoza - nastajanje
vezikula pokrivenih klatrinom koje ucestvuju u internalizaciji
receptora vezanih za membranu koje su sa unutrasnje
strane porektivene subjedinicama proteina klatrina
(receptori za hormone)

Potocitoza - endocitoza koja se odvija posredstvom
kaveola (malih invaginacija membrane), koje su regioni
membrane sa jedinstvenim lipidnim i proteinskim sastavom
(ukljucCujuci protein kaveolin -1) (unos folata u celiju)



Biohemijska organizacija celijskog jedra

Najveci deo genetskog materijala Celije je smesten u
hromozomima jedra, koji se sastoje od DNK, tezinski
podjednake koliCine malih, pozitivho naelektrisanih
proteina, histona, i ne-histonkih proteina. Ovaj
nukleoproteinski kompleks se zove hromatin.

Jedro je od ostatka celija odvojeno jedarnim
omotacem , koji se sastoji od dve membrane koje su
spojene na nivou jedarnih pora. Unutrasnja jedarna
membrana sadrzi proteine za koje se vezuje hromatin
| proteine za koje se vezuje jedarna lamina, koje
obezbeduje potporu membrani. Spoljasnja membrana
se nastavlja membranom ER, i na njoj se nalaze
ribozomi.

Nukleolus, struktura unutar jedra, je mesto
transkripcije i obrade rRNK, i udruzivanja ribozoma.



Biohemijski dogadaji i jedru se odnose pre svega na
sintezu DNK 1 RNK: replikacija DNK, reparacija
DNK (popravka gresaka), transkripcija DNK itd

Enzimi u jedru su enzimi koji ucestvuju u ovim
procesima:.

DNK polimeraze,

DNK primaza,

DNK ligaza,

helikaza,

fosfodiesteraze,

restrikcione endonukleaze,

topoizomeraze,

telomeraze,

RNK polimeraza I, II i III



Jedarni omotac

Jedarni omotac se sastoji od

unutrasnje i spoljasnje jedarne

membrane.

Spoljasnja membrana je u
kontinuitetu sa membranom
ER membrane, a prostor
izmedu membrana je u
kontinuitetu sa lumenom ER.
Iz jedra se u C|tosol " i

&e se u jedru
udruzuju, " dok se proteini koji
Svoju funkcuu obavljaju u
jedru (

itd.) smtetlsu u
citosolu i potom ™ "u
Jedro

Ovaj ' saobracaﬂ) izmedu jedra i
citosola se obavlja
posredstvom kompleksa
jedarnih pora, koje
obezbeduju direktan prolaz
kroz jedarni omotac.
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Kompleks jedarne pore

Citoplazmatic¢ni prsten
filament i

Priblizno 100 razli¢itih polipeptidnih
spojuvaca (0 DD @ lanaca kompleksa jedarne pore
| prstena S E | sacCinjava skup 8 zubaca vezanih ze
- dva prstena (citoplazmatski prsten t
spoljasnjoj jedarnoj membrani i
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Bd o Wil g 2 jedarni prsten kroz unutrasnju
SR AR membranu) sa transporterskom
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O e Mali molekuli, joni, i proteini mase

Jedama, == manje od 50 kDa pasivno difunduju
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USMEREN TRAN: RNK'i veCina proteina su suvise
veliki za difuziju, i prenose se
aktivnim transportom u procesu koji
zahteva energiju, selektivan je za
transportovani molekul,
jednosmeran je, | podleze regulaciji.



Specificnost i usmerenost putovanja kroz jedarnu poru (uvoz
naspram izvoza) odreduju vezujudi proteini (importin
odnosno ), uz ucesce malog GTP proteina
nazvanog Ran, i lokalizacijom regulatornog proteina,
RanGAP (GTPaza aktivirajuci protein) samo na
citoplazmatskoj strani).

Proteini koji se transportu;u u jedro imaju tzv. signal za
smestanje u jedro (nuclear localization signal, NLS) koH
dovodi da se oni vezuju za jednu od subjedinica citosolnih
proteina nazvanih importini. Druga sub%edlnlca molekula
Importina se vezuju za citoplazmatske filamente vezane za
spoljasnji prsten jedarne pore.

Kad kompleks importin-protein ude u jedro, mali GTP-
vezujuli protein Ran se vezuje za subJedlnlcu importina,
sto uzrokoje oslobadanje transportovanog proteina u
jedro. Ran-importin kompleks se vraca u citosol, gde
Ran-GAP (GTPaza aktivirajuci protein) aktivira hidrolizu
vezanog GTP-a u GDP i fosfat. Energija oslobodena
hidrolizom GTP-a menja konformaciju Ran proteina i
kompleks se razdvaja. Slobodni importin moze da veze
sledeci protein.



Uvoz u jedro

Importin
Protein /
A

Ran

Ran GAP

s
l Importin
.

/

l Jedarna pora

Proteini sa signalom za
lokalizovanje u jedro vezuju se z:
importine, koji in prenose kroz
jedarnu poru u jedro. Monomerni
G protein Ran za koji je vezan
GTP vezuje se za jednu od
subjedinica importina. Ovo
dovodi do disocijacije subjedinice
importina i oslobadanja unetog
proteina.

Ran-importin kompleks izlazi kro:
jedarnu poru. Na citoplasmatskoj
strani, RanGAP (GTPaza
aktivirajuci protein) aktivira
hidrolizu GTP-a u GDP, sto
dovodi do disocijacije kompleksa
RanGDP se potom vraca u jedro
gde pomocni protein aktivira
disocijaciju GDP-a i asocijaciju
GTP-a.



Familija G
proteina
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Nalazi se u citosolu i
jedru



RNK se transportuju iz jedra u citopl

azmu

Kao ribonukleoproteini, koji se namenjuju
za izvoz specificnom se
Kiselina (signal za izvoz iz jedra).
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MITOHONDRIJE

Mitohondrije sadrze vecinu enzima metabolickih puteva u
kojima se oksiduju hranljive materije i oksidativne
fosforilacije i u ovim organelama nastaje najveci deo ATP-a
proizvedenog u celiji.

Broj mitohondrija u tkivu ukazuje na fiziolosku ulogu i
odreduje kapacitet tkiva za proizvodnju energije

Svaku mitohondriju okruzuju dve membrane, spoIJaana
(50% lipidi, 50% proteini) i unutrasnja (80% proteini), |
tako odvaJaJu mitohondrijalni matriks od citosola.

Unutrasnja membrana formira invaginacije - kriste, gde su
smesteni enzimi lanca prenosilaca elektrona i ATP sintaza.
Vecina enzima Krebsovog ciklusa i drugih oksidacija koje se
odvijaju u Celiji smesteni su u mitohondrijalnom matriksu,
odeljku ogranicenim unutrasnjom mitohondrijalnom
membranom.



Organizacija mitohondrija

100 nm




Mitohondrije su ogranicene dvema membranama.

Spoljasnja membrana sadrzi pore koje grade proteini porini i propusna je ze
molekule molekulske mase do oko 5000.

Unutrasnja mitohondrijalna membrana ima visok sadrzaj proteina (70%) i
sadrzi kardiolipin, uz nizak sadrzaj holesterola. Ona je prakticho nepropusna.
Gradijent protona koji nastaje tokom oksidativne fosforilacije je presudan za
sintezu ATP-a iz ADP-a i fosfata.

Transport jona se odvija prevashodno posredstvom specificnih proteina po
tipu sekundarno aktivnog transporta za koji energiju obezbeduje gradijent
protona uspostavljen u lancu prenosilaca elektrona.

Unutrasnja membrana gradi pregradice - kriste

flageilar axoneme

myofibril

CARDIAC MUSCLE SPERM TAIL




Enzimski sastav mitohondrija

NADH:citohrom c reduktaza, acil-CoA sintetaza, MAO, fosfolipaza A,
karnitin:acil transferaza I, nukleozid difosfat kinaza, holin
fosfotransferaza

adenilat kinaza
nukleozid difosfat kinaza

enzimi lanca prenisilaca elektrona i sinteze ATP-a
sukcinat dehidrogenaza

adenin nukleotid translokaza

beta-hidroksi butirat dehidrogenaza,

karnitin palmitoil transferaza II, translokaza
mono-, di- i trikarboksilat translokaza,
glutamat-aspartat translokaza

Mitohondrijalna alfa-glicerofosfat dehidrogenaza

enzimi Krebsovog ciklusa i beta-oksidacije masnih kiselina
aspartat aminotransferaza

glutamat dehidrogenaza

ornitin transkarbamoilaza



Transportni sistemi na unutrasnjoj

membrani mitohondrija
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Mitohondrije se mogu umnozavati deobom, nezavisno
od deobe celije; ipak, vecina njihovih proteina se mora
“uvesti” iz citosola.

Mitohondrije sadrze malu kolic¢inu DNK, koja kodira 13
razlicitih subjedinica proteina ukljucenih u oksidativnu
fosforilaciju.

Vecinu enzima i proteina koji su smesteni i funkcionisu
u mitohodrijama kodira jedarna DNK i suntetisu se na
ribozomima u citosolu.

Oni ulaze u mitohodrije kroz pore na membrani
procesom posredovanim receptorom, sto ukljucuje
neke od proteina iz familije proteina toplotnog soka.



Mitohondrijalna DNK

Mitohondrije poseduju
sopstvenu DNK (mtDNK) -
kruzna, dvolancana DNK
sa 37 gena i oko 16500 bp.

Kod sisara, Cini oko 1%

ukupne DNK

subunits af
ATF synthase
cytochrome oxidase subunits
k1
L

~——____NADH dehydrogenase E.:. = protein-coding regions (13 total) NADH dehydrogenase

- gl nits subunits __
II =

l = tANA gene {22 total)

total length of genome = 16,569 base pairs

165 rRMA, 125 tRMA arigin of replication cytochrome b




Mitohondrija sadrzi vise kopija mtDNK.

Sekvenca humane DNK kodira 37 gena. 13 gena kodira
proteine koji su subjedinice lanca prenosilaca
elektrona. U sastav respiratornog lanca ulaze i
subjedinice kodirane jedarnim genima.

24 gena kodira specificne mitohondrijalne RNK (22tRNK i
2 rRNK)

Mitohondrije poseduju sopstveni aparat za sintezu
proteina — sve enzime za replikaciju mtDNK,
transkripciju, translaciju i sintezu proteina.
Transkripcija mtDNK se vrsi na osnovu specificne RNK
polimeraze mitohondrija, prepisivanjem celokupnog
mt genoma. Zrela RNK nastaje obradom mtRNK
prekursora i nastaju 13 iRNK, 2 rRNK i 22tRNK.
Sinteza proteina na osnovu mt DNK se odvija na
mitohondrijalnim ribozomima. (12S i 16S). Ribozomi
sSu manji
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Poreklo mitohondrijalnih RNK i proteina

mitochondrial DNA
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Peroksizomi

Peroksizomi su citoplazmaticke
organele, slicne veliCine kao
lizozomi, i ukljuceni su u

reakcije oksidacije u kojima “ompaound
ucestvuje molekulski kiseonik.

U ovim reakcijama nastaje e ———
vodonik peroksid (H,0,), koji __,.-"_' E:E::E[:Tlfﬁigdth“u

se potom moze |skor|st|t| ili
razgraditi unutar peroksizoma
aktivnoscu katalaze i drugih
enzima.

Ucestvuju u oksidaciji masnih
Kiselina veoma dugih lanaca
(20 ili vise C atoma) u MK
kracih lanaca, konverziji
holesterola u Zuéne kiseline, i
sintezi etarskih lipida
plazmalogena. Ograniceni su Creldlzied
jednostrukom membranom. |"|:|r|.'||:u'|u-nn:|

Slicno mitohondrijama,
peroksizomi se mogu
umnozavati deobom. Za
razllku od mitohondrija, ne

“uvoze” proteine i ne sadrze
DNK.
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Endoplazmaticni retikulum

Endoplazmaticni retikulum ?ER) je mreza membranskih kanalica
unutar Celije. Moze biti glatki endoplazmaticni retikulum QEEEK

koji nema ribozome, i zrnasti endoplazmaticni retikulum
kojem se nalaze ribozomi.




Glatki endoplazmaticni retikulum

GER ima mnoge uloge:

Sadrzi enzime za sintezu mnogih lipida (triacilgliceroli i fosfolipidi).

Sadrzi oksidativne enzime citohroma P450 koji su ukljuceni u metabolizam
lekova i Stetnih materija (npr. etanol) i sintezu hidrofobnih molekula (npr.
steroidni hormoni).

Glikogen se skladisti u delovima celija jetre koji su bogati u GER.

rough ER smooth ER
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Zrnasti endoplazmaticni retikulum

ZER je ukljucen u suntezu nekih proteina. Ribozomi vezani za
membrane ZER daju im “zrnast” izgled.

inner nuclear membrane EH membrane
. 'n‘..

nuclaus Y outer nuclear membrane polyribosome

200 nm 400 nm



Proteini koji nastaju na ribozomima ZER ulaze u lumen ZER, dolaze do
Goldzi kompleksa u vezikulama, i potom se sekretuju iz ceI|Je ili
rasporeduju u organele ogranlcene membranom (lizozomi), ili se
rasporeduju u plazma membranu.

-+ ) .3 IRNK

Signalna sekvenca

Translocirajudi

kompleks Signal

peptidaza




Posttranslaciona obrada proteina u ER, éinicijacija N-vezane
glikozilacije, dodavanja GPI sidra), odvija se u ZER. Nasuprot tome,
proteini kodirani u jedru a koji se nadu u citosolu, peroksizomima, i
mitohondrijama se sintetisu na slobodnim ribozomima u citosolu i
retko podlezu modifikaciji dodavanjem oligosaharidnih grupa.
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Goldzi kompleks

Goldzi kompleks ucCestvuje u modifikaciji proteina nastalih u ZER i
u sortiranju u rasporedivanju ovih proteina u lizozome,
sekretorne vezikule, ili plazma membranu.

Narocito je zastupljen u celijama koje su specijalizovane za
sekreciju




Sastoji se od izvijenih naslaganih spljostenih vezikula (cisterni) u
citoplazmi koji se, uopsteno, deli u tri odeljka :

e cis-Goldzi mreza, Cesto konveksna i okrenuta ka jedru;
e medijalni Goldzi slog; i
e trans Goldzi mreza, koja je okrenuta ka plazma membrani.
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Funkcionalna kompartmentalizacija
Goldzi aparata
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Transport proteina u/iz Goldzi kompleksa

Proteini se transportuju u i iz Goldzi kompleksa u najmanje tri vrste
vezikula:

e coatomer-coated COP I vezikule, (vracanje proteina uz Goldzi
aparata u ER)

e coatomer-coated COP II vezikule, (proteini koji dolaze iz ER) i
e klatrinom prekrivene vezikule.

Proteini nastali u ZER putuju u COP II vezikulama do meduodeljka
endoplazmaticni retikulum-Goldzi (ERGIC), a zatim u cis-Goldzi
mrezu, %de ulaze u lumen ove organele. Ovde se modifikuju N-
vezani oligosaharidni lanci (koji su dodati proteinima u ZER), i
dodaju O-vezani oligosacharidi.

COP I vezikule recikliraju materijal iz Goldzi kompleksa ponovo u ER
i, moguce, transportuju materijal iz Goldzi kompleksa na druga
mesta.

Vezikule oslobodene sa trans strane Goldzi kompleksa putuju do
end?(zcl)ma ili Celijske membrane kao klatrinom-prekrivene
vezikule
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Zrnasti ER

Vezikularni transport u i iz Goldzi
kompleksa:

COP Il vezikule nastaju u ZER i
dolaze u Goldzi.

COP | vezikule uopsteno idu od
trans do cis Goldzi strane u ER.

Vezikule koje idu u kasne
endozome (eventualno lizozome)
iz Goldzi aparata ili do plazma
membrane su prekrivene
Klatrinom.

Transport vezikula, kao i transport
organela i sekretornih proteina
odvija se duz mikrotubula
(struktura koje gradi protein
tubulin).
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Lizozomi

Lizozomi su unutarcelijske organele varen&a koje su
ogranicene jednostrukom membranom koja
sprecava oslobadanje digestivnih enzima iz
lizozoma u citosol. One imaju veliki znacaj u
mnogim procesima koji uk|JUCUJU ellmlnaC|Ju
nezeljenog materijala 1 “reciklazu” komponenti
celije, sto ukljucuje unistavanje infektivnih
agenasa, oporavak od ostecenja, remodelovanje
tkiva, InVO|UCI_]u tkiva tokom razvica, i normalan
turnover Celija i organela.
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A. Lizozomalne Hidrolaze

Lizozomalni enzimi varenja

UkljuCuju nukleaze, fosfataze, glikozidaze, esteraze,
kao i proteaze nazvane katepsml

Svi ovi enzimi spadaju u klasu hidrolaza, enzima koji
I’ankIdaJu amidne, estarske, i druge veze uz adiciju
vode

Mnogi od Ermzvoda lizozomalne razgradnje, kao sto
su amino kiseline, vracaju se u citosol. Lizozomi su
tako ukljuceni i u reC|kI|ranJe jedinjenja.

Mnoge od ovih lizozomalnih hidrolaza imaju najvecu
aktivnost pri pH vrednosti od oko 5.5 (pH optimum).
Unutarlizozomalni pH se odrzava oko 5.5 uglavhom
dejstvom v-ATPaze (vezikularna ATPaza), koja aktivho
pumpa protone u lizozom. Citosol i ostali Ode|_]CI Celije
Imaju pH blizi 7.2 i tako su zasticeni od digestije u
slucaju da se lizozomalne hidrolaze nadu van
lizozoma.



B. Endocitoza, fagocitoza i

autofagija
LI|:|-:|r||:I
e Lizozomi nastaju od ' i i
digestivnih vezikula koje :'J}’
zovemo endozomi, koji su J‘fﬁ—mdpn s
ukljuceni u endocitozu : H—n::.lalnnn
posredovanu receptorom.

Oni takode ucestvuju u ~GTP
wie CyTIAMIN

digestiji celija stranih
organizmu preko
fagocitoze, i u digestiji

, :
unutrasnjeg sadrzaja celija
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Mydrolysiz
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ENDOCITOZA POSREDOVANA RECEPTOROM

Lizozomi su ukljuCeni u Sigzeajl edicerjq keje vlese g &200ju kreko
endocitovanih klatrinom-pokrivenih vezikula koje potlc_u od celijske
membrane. Ove vezikule se spajaju sa multivezikularnim telima (rani

endozomi).

r 3 Receptor T

Recikliraju!i

< ) endozom

Kasni )
endozom L|Zozom

| = BHchS |

Rani éndozor;1 '{ 1‘ ﬁ 0

Rani endozomi sazrevaju u kasne endozome, pri Cemu dolazi do recikliranja klatrina,
lipida i drugih komponenata membrane ponovo u ¢elijsku membranu u reC|kI|raJu0|m
endozomima.

Kasni endozomi sazrevaju u lizozome dok istovremenu akumuliraju novosintetisane
kisele hidrolaze i vezikularne protonske pumpe koje do njih stizu u klatrinskim
vezikulama poreklom iz Goldzi aparata. Tako, lizozomi postizu pun kapacitet za
varenje tek posto se odvoje proteini i lipidi kou ce biti reciklirani



« Unutar Goldzi aparata, enzimi se usmeravaju ka
endozomima (i eventualno lizozomima) dodavanjem
manozo- 6-fosfatnih ostataka koji se vezuju za protein
receptor manozo 6-fosfata na Goldzi membrani.

* Receptori za manozo 6-fosfate zahedno sa koselin
hidrolazama koji su za njih vezani se pakuju u klatrinom-
pokrivene Goldzi transportne vezikule. Klatrinski
pokrivacC se uklanja sa transportnih vezikula i dolazo do
spajanja sa membranom kasnog endozoma. Kiselost
endozoma oslobada kisele hidrolaze sa receptora u
lumen vezikule lumen. Receptori se potom vracaju u
Goldzi aparat.



2. FAGOCITOZA | AUTOFAGIJA

Jrdna od najvazniji uloga lizozoma je fagocitoza). Neutrofili i
makrofagi, naJvaznlj fagocntne celije, uklanjaju patogene
mikroorganizme i “Ciste” mrtve Celije i zapaljenski sadrzaj, Cime
dopsrinose zarastanju rane. Posto se bakterije i druge Cestice
obuhvate u klatrinom-oblozena udubljenja na celijskoj membrani,
ove vezikule se odvoje i daju unutarcelijske fagozome. Fagozomi se
spajaju sa lizozomima, gde kiselost sredine i enzimi varenja
unistavaju sadrza;.

Kod autofagije (self-eating), initarCelijske komponente kao Sto su

organele ili Cestice glikogena se okruzuju membranom poreklom od
vezikula ER, i nastaje autofagozom. Autofagozom se spaja sa
lizozomom, i sadrzaj fagolizozoma obicno razgrade lizozomaini
enzimi. Organele se razgraduju i zamenjuju novim mnogo brze od
samih Celija (npr., u Celijama jetre se razgradi otprlike 4 mitohondrije
na sat). Celije kOje su ostecCene, ali su jos uvek zive se delom, mpgu
oporaviti, korisCenjem autofague da bi se uklonile ostecene
komponente.

Ukoliko je nakon zavrsenog procesa digestije u lizozomima ostala

znacajna koliCina nesvarenog materijala, lizozom se naziva
rezidualno telo. Zavosno od tipa celije, rezidualna tela se mogu
izbaciti (egzocitoza) ili ostati u Celiji u obliku granula lipofuscina koje
se sa godinama nagomilavaju.



I el. membrana

o Fagolizozom Rezidualno
- g o - telo ___,,-*

k Granule
L —=AK, MK, |:.. __ lipofuscing

UH .

Fagozom

Mitohondrija

-

Lizozomi

Zrnasti ER Autofagozom Autofagolizozom




Citoskelet

Celije imaju odreden oblik,
odreden stepen
otpornosti na mehanicke
agense i odgovarajucu
unutrasnju strukturu.
Mnoge od njih menjaju
svoj oblik ili menjaju
svoj polozaj.

Da bi ispunila ove
prostorne i mehanicke
zahteve, cCelija ima
unutrasnji sistem
filamenata nazvan
citoskelet




Citoskelet

Struktura celije, oblik povrsine celije, i raspored
subcelijskih organela su organizovani uz pomoc
tri vazne proteinske komponente:

o Aktinskih filamenata (mikrofilamenata)
sastavljenih od aktina, koji grade citoskelet

e mikrotubula koji su izgradeni od tubulina, koji
pomera i rasporeduje organele i vezikule; i

e intermedijernih filamenata izgradenih od
razlicitih fibrilarnih proteina.



small soluble large hlameantous
subunits

such as a
nutriant
source

— '--.DI SASSEMBLY OF
l FILAMENTS AND

RAPID DIFFUSION

Aktin i tubulin, koji su
ukljuceni u Celijsko _
kretanje, su dinamicne
strukture koje
sacinjavaju globularne
subjedinice koje se
stalno povezuju i
razdvajaju.
Intermedijerni
filamenti, kofi imaju
strukturnu ulogu,
sacin[jeni SuU o
stabilnih fibrilarnih

proteina.



Aktinski filamenti

Aktinski filamenti (mikrofilamenti) su dvolancani
polimeri proteina aktina. U obliku su tankih, savitljivih
niti, promera 5-9 nm koje grade mrezu . Ova mreza
odrzava oblik celije i omogucava pokrete povrsine
celije, tako omogucavajuci celijama da se krecu, dele,
uvlace Cestice i da se kontrahuju.

ktin se nalazi u svim celijama. Aktinski polimer, F-
ktin, se sasoji od helikalno rasporedenih globularnih
ugjedinica G-aktina. Unutar polimera, svaka G-
ktinska subjedijica sadrzi vezan ATP ili ADP koji
pezbeduje zatvorenu konformaciju.

ktinski polimer je dinamican. Nove subjedinice G-
ktina koje sadrze ATP se stalno kombinuju sa
organizovanim F-aktinskim polimerom na plus kraju.

Usmereno produzavanje ovog polimera moze biti u
osnovi nekih tipova kretanja celija i promene oblika:
nastajanje pseudopodija, migracija celija tokom
razvica i1li kretanie letikocita kro7 tkiva

v o>

0> 0N



Aktinski polimeri grade tanke
filamente (mikrofilamente)
u Celiji koji su organizovani
u kompaktne uredene
snopove ili labave nizove
kao mreze unakrsnim
povezivanjem proteina.

U Celijama misic¢a, dugi
aktinski filamenti se
kombinuju sa debelim
filamentima, izgradenim od
proteina miozina, da bi
doslo do misicne
kontrakcije.
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=~ Subjedinica G-aktina

Aktinski filamenti

Polimer F-aktina se organizuje od
sugjedinica G-aktina za koje je
vezan ATP.

Dok je vezan, ATP polako
hidrolizuje u ADP. Konformaciona
promena pomera ravnotezu tako
da je povoljna disocijacija
subjedinica G-aktina na minus
kraju polimera. Kad se razdvoje,
subjedinice aktina razmene ADP
za ATP, koji moze ponovo da se
udruzi sa aktinskim polimerom.
Na plus kraju molekula,
asocijacija je povoljnija od
disocijacije.



Mikrotubuli

Mikrotubuli su du%e suplje cilindricne cevcice
sastavljene od subjedinica tubulina. SpoILasn i precnik
im je 25 nm, i mnogo su cvrsci od aktins ilamenata

Prisutni su u svim celijama koje imaju jedro i u
trombocitima.

Odgovorni su za rasEoredlvanJe organela u citoplazmi
celije i kretanje vezikula, ukljucujuci fagocitne vezikule,
egzocitoticne vezikule i transportne vezikule, izmedu
ER, Goldzi aparata, i endozoma.

Izgraduju deobno vreteno tokom deobe c’:elije

Mreza mikrotubula (tzv. minus kraj pocm u jedru
kao centriol (centar organizacije mi rotku ula) i Siri se
upolje do plazma membrane 8ob|cno plus kraj).

Proteini udruzeni sa mikrotubulima (microtubule-

associated proteins, MAPs) vezuju mikrotubule za

druge komponente u Celiji, i mogu odredivati oblik
Celije i polarnost.



Mikrotubuli sastavljeni od
heterodimera tubulina. MAP,
microtubule-associated
protein. Ovi proteini se
pruzaju upolje da bi vezali
mikrotubule za druge
komponente Celije.

CA=) Mikrotubuli se produzavaju
PO dodavanjem dimera koji
t-'_(j}'_‘i"‘,'_\ inei sadrze vezan GTP za plus kraj
LN ' Kinezin i dvneini

o o [ SEERDES polimera. Kinezin i dyneini su
‘E{:’t&‘. e motorni proteini koji prenose
gif}us I_4'nTI teret (tj., vezikule) duz

i - mikrotubula.

Hetero dimer_|: L

tubulina




Motorni protein kinezini i
citoplazmatski dineini koriste
energiju ATP-a da pomeraju teret
duz mikrotubula.

Kinezini pomeraju molekule, vezikule, iy foritiad Flcranbules
i organele ka plus kraju o N
mikrotubula, obicno prema plazma
membrani.

Citoplazmatski dineini su veliki proteini
koji pomeraju vezikule i organele ka
minus kraju, uopsteno ka jedru.

Mikrotubuli se sastoje od
polimerizovanih nizoba o i
tubulinskih dimera koji grade 13
protoﬁlamenata organizovanih oko
supljeg jezgra. y- tubulin se nalazi
samo u centrozomu Tubulinski
dimeri sastavljeni od jedne o i jedne
B subjedinice vezuju GTP, sto
dovodi do konformacione promene
u dimeru koja favorizuje dodavanje
dimera na tubulinski polimer.




T
2
=
B
o
.-
&
]
£
3
2
=

(= microtubule subunit)

protofilament

microtubule

a-tubulin




TG ENEIN ERELGE

Intermedijerni filamenti (IF) su vlakna nalik kanapu sa
precnikom od oko 10 nm. Izgradeni od polimera
fibrilarnih proteina i obezbeduju strukturnu potporu
membranama celija i oslonac za vezivanje drugih
komponenti celije.

Svaka subjedinica IF se sastoji od dugackog, stapu nalik,

helikoidnig jezgra sa globularnim razdvajajucim
domenima,

Postoji oko 50 razlicitih tipova ovih filamenata koji se
sastoje od razlicitih proteina.

Nako od ovih filamenata, kao sto su jedarna lamina,
zajednicki su za sve tipove celija. Drugi su specificni za
tip celije (npr., epiteli imaju citokeratine, a neuroni
neurofilamente). Oni obezbeduju unutrasnju mrezu

koja pomaze odrzanje oblika i povecava otpornost
celije.



Neki tipovi intermedijernih filamenata
Tip Protein Lokalizacija

TipI Kiseli keratin RazliCite epitelne celije sadrze
razliCite keratine. Svaki tip ima
poseban kiseli i poseban bazni

Tip II Bazni keratin Keratin

Tip III Vimentinu-sli¢ni Celije mezenhimalnog porekla
Vimentin Dezmin Misic
GFAP Celije glije

Tip IV Neurofilamenti Neuroni, posebno dugi motorni
(NF-L, NF-M, aksoni

NF-H)
Tip V  Nuklearni lamini Jedarna lamina (unutrasnija
A, BiC potpora jedarnog omotaca)

Tiop VI Nestin Stem celiie CNS-a



Nastajanje citokeratinskog filamenta

Centralno vlakno keratinskog monomera je uobicajeno a-
helikoidalne strukture. Specificni kiseli keratinski monomer se
udruzuje sa specificnim baznim keratinskom monomerom i
dobija se uvijeni heterodimer.

Dva dimera u antiparalelnoj organizaciji formiraju tetramer, a
tetrameri se organizuju u smeru glava-rep i daju
protofilamente. Otprilike 8 protofilamenata daje filament.

Filament je deblji od aktinskog vlakna , ali tanji od mikrotubula
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HEMIJSKI SASTAV
BIOLOSKIH MEMBRANA



Biohemijski sastav i organizacija plazma membrane

Molekuli i molekulski mehanizmi ukljuéeni u procese endocitoze i
egzocitoze

Celijski kompartmani

- Morfoloske i funkcionalne ,jedinice" (organela vs. sistem, primer:
endoplazmatski retikulum kao mesto simnteze proteina vs. celokupni
sistem egzocitoze proteina = endoplazmatski retikulum + Goldzi
aparat + egzocitozne vakuole)

- Biohemijske specifi¢nosti éelijskih kompartmana (proteini, enzimi,

pH...)
Jedarna membrana

Spoljasnja i unutrasnja membrana mitohondrija

Patofizioloski i patoloski procesi kao posledice ostelenja Celijskih
membrana

- Poremecaji u prenosu signala
* Nervne Celije (npr. poremeclaji provodljivosti)
* Nedostatak ili neodgovarajuéa funkcija receptora (npr.
hiposenzitivnost insulinski recep’rord‘)
- Ostecenje membrane i éelijska smrt
- Nekroza

- Apoptoza (membranski ,receptori signala za smrt" - TNFalfa,
Fas; ostecenje unutrasnje mitohondrijalne membrane i
pokretanje procesa apoptoze zbog izlaska malih molekula -
citohrom ¢, AIF)

- Autofagija



Celijske membrane odvajaju unutrasnjost éelije
(unutarcelijski prostor) od njenog okruzenja (vancelijski
prostor). Izgradene su od kontinuiranog lipidnog dvosloja
u koji su ugradeni proteini.

Membrane celijskih organela (endoplazmatski retikulum,
Goldzi aparat, mitohondrije i druge membranom
definisane organele) omoguéavaju i garantuju odrzavanje
razlike u sastavu sadrzaja same organele i citoplazme.

U svim Celijama, proteini deluju kao "senzori” koji su
prisutni na plazma membrani. Oni primaju i odgovaraju
na signale iz okoline;ovi proteini imaju ulogu u prenosu
informacija ili signala kroz membranu.



Sve membrane imaju slicnu strukturu svaka se sastoji iz
tankog lipidnog dvosloja (fosfolipidi i holesterol) i proteina
koji su uronjeni u ovaj dvosloj. Strukture koje Cine
membranu su medusobno povezane sa ne-kovalentnim
vezama.

éelijske membrane su dinamicne, fluidne, strukture (fluidni
mozaik), obzirom da su izgradene od mozaika lipida i
proteina koji uglavnhom mogu da se krecu u planarnoj ravni
same memrane.

Lipidni molekuli izgraduju kontinuirani lipidni dvoslij, debljine
oko 5 nm. Ovaj lipidni dvosloj formira osnovu fluidne
strukture membrane i deluje kao relativno nepropustljiva
barijera za vecinu hidrosolubilnih molekula.



Molekuli proteina u membrani su odgovorni za njene
specificne uloge: oni predstavljaju transportere za
specificne molekule, mogu biti katalizatori (sinteza
ATP-a), imaju ulogu u povezivanju sa komponentama
citoskeleta i vancéelijskog matriksa ili susednih éelija,
imaju funkciju receptora koji detektuju i prenose
hemijske signale iz okoline...

Da bi mogli da vrse sve ove uloge, potrebno je mnogo
medusobno razlicitih proteina. Procenjeno je da je oko
30% genoma ukljucenog u sintezu proteina aktivno u
sintezi membranskih proteina.



PROCENAT LIPIDA I PROTEINA U RAZLICITIM
BIOLOSKIM MEMBRANAMA

LIPIDI y E prOTEINI
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LIPIDI U CELITSKIM
MEMBRANAMA

Osnovnu cCelijskih membrana cine slozeni lipidi - fosfolipidi.
To su amfipaticni molekuli koji su izgradeni od 2 lanca
mashih kiselina (hidrofoban deo molekula) povezanih sa
polarnom glavom (hidrofilan deo molekula) koja sadrzi
fosfat.

Oblik molekula Pakovanje molekula
lipida . lipida
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Lipidi ¢ine priblizno oko 50% mase vecine celijskih membrana,
iako ovaj udeo zavisi od tipa membrane. Plazma membrane na
primer sadrze priblizno oko 50% lipida i 50% proteina.
Unutrasnja membrana mitohondrija sadrzi visoki udeo (oko
75%) proteina sto odrazava znacaj proteinskih kompleksa koji
cine elektron transportni lanac i koji su ukljuceni u oksidativnu
fosforilaciju.

Sastav lipida izmedu razli¢itih membrana takode varira.

Plazma membrane sisara su slozene, i sadrze cCetiri glavna
fosfolipida - fosfatidilholin, fosfatidilserin,
fosfatidiletanolamin i sfingomijelin koji ine oko 50 do 60%
ukupnih membranskih lipida.



Struktura glicerofosfolipida

Osnowvu strukture Cini glicerol koji
je esterifikovan sa fosfornom
kiselinom na Ca dok su ostali C
atomi esterifikovani sa dve
dugolancane masne kiseline.

Esterifikacija Ca sa fosfornom

kiselinom c¢ini molekul asimetricnim.

Kada je fosforna komponenta
fosfatidne kiseline esterifikovana
sa nekim molekulom koji sadrzi OH
grupu (serin, etanolamin, holin,
glicerol i inozitol- uz formiranje
fosfodiestarske veze) nastaju
odgovarajuci glicerofosfolipidi.
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MASNE KISELINE KOJE ULAZE VU
STRUKTURU GLICEROFOSFOLIPIDA

NajceSce su to:

Palmitinska kiselina; C16,

Palmitoleinska kiselina;C16, nezasicena (cis 9)

Stearinska kiselina; C18

Oleinska kiselina; C18, nezasiéena (cis 9)

Linoleinska kiselina; C18, nezasic¢ena (cis, cis 9, 12)
Linolenska kiselina; C18, nezasicena (cis, cis, cis 9,12 15)
Arahidonska kiselina; C20 (cis, cis, cis, cis, 5, 8 12, 14
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“CH3 | Struktura glavnih
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Jedan od dva glavna glicerofosfolipida
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Dugacak alifaticni lanac
FOSFATIDILHOLINA




Drugi od dva glavna glicerofosfolipida

O—CH2 CH2 - NH3
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Dugaéak alifati€ni lanac
FOSFATIDILETANOLAMINA




Fosfatidilglicerol -fosfoglicerid

Sadrzi dve fosfatidne
kiseline koje su
povezane glicerolom.

Prisutan je gotovo
iskljuCivo u unutrasnjoj
membrani mitohondrija i
membrani bakterija.

(kardiolipin)

OCH2-CHOH-CH20

—04%0 OP O-
o
CH2—-CH-CH2 CH2 —CH- CH2
-0 -0 E—o
H2 CH2 H2 CH2
N \p \_ \ J
Dugacki alifati¢ni Dugacki alifati¢ni
lanci lanci




Fosfatidil inozitol

Inozitol-heksahidroksilni alkohol koji je esterifikovan
fosfornom kiselinom.

4 fosfo i 4,5 bisfosfoinozitol glicerofosfolipidi se nalaze
u plazma membranama.

Diacilglicerol, sekundarni glasnik koji je ukljucen u prenos
unutaréelijskih signala, moze da bude izvor inozitol
trifosfata.



NAELEKTRISANJE
GLICEROFOSFOLIPIDA

Na fiziolosSkom pH, polarna glava glicerofosfolipida je
naelektrisana negativno, obzirom na jonizaciju fosfatne grupe i
naelektrisnje grupa koje su njome esterifikovane.

Holin i etanolamin glicerofosfolipidi su zwitterjoni zbog negativnog
naelektrisanja fosfata i pozitivnog naelektrisanja azota.

Fosfatidilserin ima dve negativne grupe-fosfatnu i COOH grupu
serina i jednu pozitivnu - NH, grupa serina

Suprotno, glicerofosfolipidi koji sadrze inozitol ili glicerol imaju
samo jedno negativno naelektrisanje-fosfatnu grupu.

‘U sastav razli¢itih membrana ulaze razliciti glicerofosfolipidi

‘U membrana razlicitih tkiva je razlicit sastav masnih kiselina u
sastavu glicerofosfolipida



Struktura sfinfozina i dihidrosfingozina

Amino alkoholi sfingozin i
dihidrosfingozin su osnova
sledeée grupe membranskih
lipida- SFINGOLIPIDA
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Struktura ceramida

Ceramid je sfingozin koji
sadrzi zasicene ili nezasicene
masne kiseline vezane
amidnom vezom za amino
grupu sfingozina. Ima 2
nepolarna repa. OH grupa na
polozaju C1 moze biti
supstituisana sa razlicitim
grupama.
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Ceramid + fosfatidilholin

SFINGOMIJELIN- je ceramid koji .
esterifikovan na C1 sa CH2
fosfatidilholinom. "
Sfingomijelin je amfipatican molekul, °=E_°-
sa naelektrisanom polarnom glavom. H_EHE "
Sfingomijelin i glicerofosfolipidi se ”fé”” Eria
klasifikuju kao FOSFOLIPIDI. tu EH;
H H
& bz
sz sz
Sfingomijelin koji ulazi u sastav g:; E:i
mijelina sadrzi uglavnom duze masne EHz  bn
kiseline (C24). gz CH
H2  CHz
Kao i kod glicerofosfolipida, postoji g2 o
razli¢iti sadrzaj masnih kiselina u CH2  CHp
sfingomijelinu, zavisno od tkiva. E:E ﬁ“z
3 H2
sz
CH3




Galaktocerebrozid -sadrzi
masnu kiselinu C24

H_~ OH
G6LIKOSFINGOLIPIDI ne W
sadrze fosfat ali imaju Seéer "
koji je p-glikozidnom vezom HE OH boo
vezan za OH grupu C1 ne fg:i
ceramida. tHa Gy
EH: EHz
U njih spadaju CEREBROZIDI gz Cha
(glukoza ili galaktoza vezane za ﬁ:g E:;
ceramid). Galaktocerebrozidi se g:i t:z
uglavnom nalaze u mozqu i b2 CHa
. sz sz
nervnom tkivu. CHz  CHa
5 CH2  CH2
Cerebrozidi uglavnom sadrze CHa oo
masne kiseine sa C26. gHz
egﬂﬁ
iﬂi
Ehy




U GLIKOSFONGOLIPIDE
spadaju i SULFATIDI.
To su cerebrozidi koji
sadrze sulfatnu grupu na
poloZaju C3 Secerne
komponente.

Najslozeniju grupu
glikosfingolipida Cine
GANGLIOZIDI koji sadrze
oligosaharidnu polarnu grupu sa
jednom ili viSe molekula sijalinske
kiseline. To su lipidi membrana
mozga, amfipatic¢ni molekuli sa
negativnim naelektrisanjem na
fizioloSkom pH.

Struktura sulfatida
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ZAJ FOSFOLIPIDA U CELITSKOJ




LIPIDNI DVOSLOJ JE
DVODIMENZIONALNI FLUID
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Pored glicerofosfolipida i

sfingolipida u sastav
membrana ulazi i
holesterol. Prema svojoj
strukturi, to je rigidan,
kompaktan, hidrofoban
molekul.

Struktura holesterola

H3C_ CH2




{A)

HOLESTEROL I FLUIDNOST MEMBRANE

Rigidna
steroidna
struktura

’_\ | Polarna glava
)
L

Bl

Nepolarni
ugljenovodoniéni

rep

nim

(Ch

Polarna
glava

Holesterolom
bogat region

Fluidniji
region



UGRADIVANJE HOLESTEROLA U

MEMBRANU
Polarna glava Polarna
fosfolipida OH Holesterol

grupa
Lanci masnih'
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POLOZAJ LIPIDA U CELITSKOJ
MEMBRANI

Vancelle  ggnaomijelin Glikolipid Fosfatidilholin ~ Holesterol

I
D55

Citosol Fosfatidilserin Fosfatidilinozitol Fosfatidiletanolamin
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SPECIFICNOSTI SASTAVA
MEMBRANA

Razlicite membrane- Kvalitativno razli¢iti sastav

Sastva unutaréelijskih membrana specificnog tkiva se gotovo
ne razlikuje izmedu razlicitih vrsta.

Najvele razlike u sastavu membrana izmedu razlic¢itih vrsta su
plazma membrane i to zbog sadrzaja holesterola-zavisno od
unosa

Plazma membrane imaju najveéi sadrzaj neutralnih lipida i
sfingolipida

Unutarcelijske membrane uglavnom sadrze glicerofosfolipide i
malo sfiingolipida i holesterola



SADRZAJ POJEDINIH LIPIDA U RAZLICITIM
MEMBRANAMA (JETRA PACOVA)

[ Glicerofosfolipidi [ ] Holesterol
] Sfingolipidi [ ] Ostali
%
MEMBRANA 0 Sadrzaj lipida 100
Plazma .
Goldzi

Granulirani EPR

Jedro

Spoljasnja mitohondrijalna

Unutrasnja mitohondrijalna




SADRZAJ POJEDINIH FOSFOLIPIDA U
RAZLICITIM MEMBRANAMA (JETRA PACOVA)

B Fosfatidilholin 1 Fosfatidilserin
B Sfingomijelin [ 1 Fosfatidilinozitol
T Fosfatidiletanolamin ] Kardiolipin
MEMBRANA %
0 fosfolipida 100
Plazma
Goldzi
Granulirani EPR
Jedro

Spoljasnja mitohondrijalna

Unutrasnja mitohondrijalna i |




UGLJENI HIDRATI U MEMBRANAMA

Ugljeni hidrati u membrani su uglavnom oligosaharidi koji mogu
biti kovalentno vezani za proteine membrane (glikoproteini) ili u
manjoj meri za lipide (glikolipidi). Celijski omotaé (glikokaliks) &ine
oligosaharidni bocni lanci glikoproteina i polisaharidi integralnih
proteoglikana. Ovaj omotac stiti ¢eliju od mehanickog i
hhemijskog oStecenja. Pored tpga, ostaci ugljenih hidrata imaju
ulogu u prepoznavanju celija.

Seceri koji ulaze u sastav glikoproteina u glikolipida su glukoza,
galaktoza, manoza, fukoza, N-acetil glukozamin, N-acetil
galaktozamin i sijalinska kiselina.

Ugljeni hidrati se nalaze na spoljasnjoj strani plazma membrane
ili na luminalnoj strani ER.

Njihove uloge su adhezija éelije, prepoznavanje Celije sa celijom i
uloga receptora.



MEMBRANSKI PROTEINI

Dele se prema lakoCi kojom se uklanjaju iz membrane

PERIFERNI PROTEINI - uglavnom su enzimi i ne sadrze
lipidnu komponentu. Labavo vezani za membranu i mogu se
odvojiti procedurama u kojima se ne narusava lipidni dvosloj

INTEGRALNI PROTEINI - uglavnom sadrze lipidnu
komponentu. Integralni proteini imaju hidrofobnu sekvencu AK
koja formira hidrofobni domen na nivou tercijerne strukture.
Ovi hidrofobni regioni reaguju sa hidrofobnim ugljovodoni¢nim
delovima lipida i stabilizuju kompleks lipid-protein. Cvrsto su
vezani za lipide membrane ili druge membranske proteine i
tesko se izdvajaju iz membrane.

Uloge membrasnkih proteina: enzimi, receptori, transporteri,
odrZavanje oblika Celije (eritrociti), prepoznavanje drugih
¢elija



INTERAKCIJE MEMBRANSKIH PROTEINA SA
LIPIDINIM DVOSLOJEM

Integralni membranski proteini Periferni membranski proteini
Vancelijska Vezan kratkom :?dzar; ktl;atkom
. idrofobnom
strana Pojedinacni hlirofobnon;K sekvencom AK
transmembranski sexvencom
segment Vezan za integralni
E protein
é Vezan
elektrostatskim
Unutarcelijska Mu|t.p|. silama za
strana transmembranski lipidni dvosloj

segment




PERIFERNI PROTEINI

Neki su vezani za integralne Protein usidren u
proteine membranu preko

: e veze sa masnom
Neki preko fosfatidilinozitola kiselinom

koji ima ulogu sidra
Njihov polozaj u membrani nije
slucajan.

Amidna veza izmedu
_ NH2 grupe amino
H—N .~ Kiseline i COOH

CITOPLAZMA  C =0 grupe masne kiseline

Lipidni ==
dvosloj



INTEGRALNI MEMBRANSKI PROTEINI

Helikoidne transmembranske sekvence

Imaju specificne domene, za vezivanje liganda, kataliticku
aktivnost, vezivanje ugljenih hidrata ili lipida.

Mnogima je neophodno prisustvo membranskog lipida da bi
ispoljili svoju aktivnost (npr jonske pumpe-prisustvo
holesterola)

Ugljeni hidrati Van
celije

Glikoforin



LIPIDNI DVOSLOJ

lipidni
(| dvosloj
\ (5 nm)
(A) 2
\
| molekul _1 molekul
J lipida proteina
molekul (C)

lipida molekuli brdteina



Fluidno mozaicni model bioloskih membrana-
asimetri¢na raspodela i lipida i proteina
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Fluidno mozaiéni model bioloskih membrana
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MEMBRANA PREDSTAVLIA DINAMICNU
STRUKTURU

Predstavljena je fluidnoS¢u koja nastaje kao rezultat kretanja i
lipida i proteina.

Fluidnost (pokretljivost i lipida i proteina) zavisi od
temperature. Na nizoj temperaturi je ogranicena pokretljivost
lipida.

Fluidnost zavisi od sastava membrane:

Glicerofosfolipidi (kratki lanci MK) kao i nezasicene masne
kiseline poveéavaju fluidnost

Holesterol (rigidna prstenasta struktura) smanjuje fluidnost

Fluidnost se razlikuje u razlic¢itim delovima iste membrane



Pokretljivost lipida u membrani

Brza rotacija-difuzija

A
Membrane sadrze — —@

proteine koji
katalizuju ovo - Veoma spora
kretanje: O———=—=<) transferzalna (flip-flop)
\“‘“—“"/f izmena

1. VU praveu "
koncentraciono
gradijenta- J O O Brza lateralna difuzija
FLIPAZE i (Levo-desno)

2. Nasuprot (——"—=0 Brzo pomeranje
gradijentu ugljenovodonicénih

koncentracije lanaca
TRANSLOKAZE g = 2




POKRETLJIVOST LIPIDA U MEMBRANI

Bo¢na difuzija

nn ﬂﬂ “*.Flip-ﬂqp
i1

fleksija rotacija

Lipidni dvosloj

T e
Nezasiceni
ugljovodoniéni lanci Zasiceni
sa cis dvogubom ugljovodoniéni lanci

vezom



Struktura lipidnog dvesloja
iznad tranzicione
temperature

Struktura lipidnog dvosloja
ispod tranzicione
temperature

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc. Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.



~ PERMEABILNOST

CELITSKE MEMBRANE I
RAZLICITI NACINI

TRANSPORA MOLEKULA



ULOGA MEMBRANE U TRANSPORTU
MOLEKULA

Jedna od osnovnih uloga membrane jeste odrzavanje
konstantnog sastava unutaréelijske sredine :

- Restrikcija nespecificnog ulaska i izlaska molekula

- Omogucavanje ulaska malim polarnim molekulima koji su
esencijalni za funkciju Celije (npr glukoza) kao i izlazak
molekula Cija bi akumulacija u Celiji narusila njenu
homeostazu (npr. Na*, Ca?*)



JONSKI GRADIJENT NA PLAZMA
MEMBRANTI




MEHANIZMI TRANSPORTA
MOLEKULA KROZ MEMBRANU

Transfer molekula kroz membranu obuhvata sledece
mehanizme:

* Prostu (slobodnu) difuziju (direktan prolaz kroz lipidni
dvosloj)

* Transport koji se odigrava pomocu membranskih
proteina:

olaksana difuzija (u smeru koncentracionog
gradijenta, ne zahteva energiju)

aktivan transport (suprotno elektrohemijskom
ili koncentracionom gradijentu, zahteva energiju)

- Jonski kanali
- Endocitoza



Karakteristike Prosta Olaksana | Aktivni
difuzija difuzija transport

Transportovani molekul Primeri
Mali nepolarni O, Da Ne Ne
Veliki nepolarni Masne kiseline Da Ne Ne
Mali polarni Voda Da Ne Ne
Veliki polarni Glukoza Ne Da Da
joni Na*, K*, CI- Ne Da Da
Termodinamicke osobine
Zavisnost smera od elektrohemijskog U pravcu U Nasuprot
gradijenta 0 pravcu
Efekat na entropiju Ne 0 l
Potrebna metaboli¢ka energija Ne Da
Usmerenost Ne

Ne Da
Kinetski parametri
Posredovana proteinima membrane Ne Da Da
Saturaciona kinetika Ne Da* Da
Kompetitivna inhibicija Ne Da Da




PERMEABILNOST FOSFOLIPIDNOG
DVOSLOJA
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PROSTA DIFUZIJA

‘U smeru koncentracionog gradijenta, bez potrebnih proteinskih transportera
i bez utroska energije

Vecéina gasova (O,, CO,) i liposolubilnih molekula (npr steroidni hormoni)

- Brzina proste difuzije lipofilnog molekula je direktno proporcionalna njegovoj
liposolubilnosti i difuzionom koeficijentu za lipide (odreden je oblikom i
veli¢inom molekula)

‘Voda difunduje kroz posebne delove membrane (kanale/ pore) ili oko proteina
koji su uronjeni u lipidni dvosloj. Neke celije poseduju velike proteinske pore
(akvaporine) koji omoguéavaju znacajan transport molekula vode.

* Ukoliko je molekul hidratisan (okruzen molekulima vode) pre transporta mora
da se oslobodi vodenog okruzenja

‘Proteini/kanali - obrazuju hidrofilne kanale u membrani koji omoguéavaju
transport molekula a bez promene konformacije proteina (pore, porini, jonski
kanali). Tercijerna i kvatenerna struktura membranskih proteina formira
vodeni tunel koji omoguéava kretanje molekula kroz membranu u oba smera ali
uvek u smeru koncentracionog gradijenta. Za razliku od transportnih proteina,
proteini kanala ne vezuju za sebe supstrat koji se transferuje.



Difuzija rastvorljivog molekula kroz membranu
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Kinetika kretanja rastvorenog
molekula kroz membranu

Nosacima
posredovan transport
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MEMBRANSKI KANALI I
PORE

Kanali se razlikuju od pora po afinitetu prema supstratu.

Kanali su selektivni prema odredenim neorganskim jonima
dok pore nisu selektivne i omoguéavaju transport i organskih
i neorganskih molekula.

Ova razlika moze da bude uzrokovana razlikom u velicini
vodene sredine koju formiraju proteinske strukture kao i
amino kiseline koje se nalaze uz lumen kanala.

Na* kanali omogucavaju transport jona na 10 puta brze
nego jona K*.

Otvaranje i zatvaranje kanala je kontrolisano-
transmembranskim potencijalom (voltaz zavisni kanali),
nekim agonistom (nikotin-acetilholin receptor)



Membranski kanal- aranZman
proteinskih subjedinica ili domena
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Moguéi model Na* kanala
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Pore kao pukotinaste veze (gap junctions) i
jedarne pore

Pukotinaste veze plazma membrane i pore
jedarne membrane su relativno veliki vodeni
prostori u membrani koje formiraju

specifi¢ni proteini.

Pukotinaste veze su oblaci membranskih
kanala ko je ograni¢avaju proteini koji
prolaze kroz dve plazma membrane i tako
formiraju vodenu komunikaciju izmedu dve
éelije (precnik 12-20 A). Koneksin je protein
pukotinaste veze koji gradi ovaj kanal. 12
ovakvih monomera, po 6 sa svake éelije Véincelijski prostor
formira heksamernu strukturu u obe
membrane. Ovi kanali se otvaraju pri
povec’anju unu’rar'éelijske koncentracije Ca++ | Citosolna strana
, promenama metabolizma, padu
transmembranskog potencijala.

.......

Pore jedarne membrane takode obuhvataju

dve membrane i formiraju vodeni kanal.
Precnik pore je velik, oko 90 A.



OLAKSANA DIFUZIJA

Transportni proteini - membranski proteini koji specificno
prepoznaju odgovarajuéi molekul i omoguéavaju ili ubrzavaju
njihov transfer kroz membranu. Tokom ovog procesa desavaju
se reverzibilne konformacione promene membranskih proteina.

Transportni proteini su:
Specificni
Mogu biti inhibirani
Podlezu saturacionoj kinetici
Transportuju molekul u smeru koncentracionog gradijenta
Nema utroska energije



Kinetika kretanja rastvorenog
molekula kroz membranu

Nosadima \

posredovan transport >
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Difuzija

Brzina kretanja kroz
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Model transporta pomoéu nosaca u
bioloskim membranama (4 koraka)

Strana 1 Strana 2
1. Prepoznavanje @ S1— @ %
e
2. Transport ®

3. Odpustanje — — S1
(Bez promene Km) oo

4. Vra¢anje u
prvobitno stanje




Uniport, simport i antiport
mehanizmi za translokaciju molekula

Strana 1 Strana 2

Transporter

S1—— S2 Uniport
S1 _ - S2
s'1.- S0 S ,2 Simport
S1 ........... Sg Antiport
S’1 S’'2




Pasivni antiport mehanizam za transport
anjona Cl- i HCO;- na membrani
eritrocita

Strana 1 Strana 2







Reprezentativni anjonski transportni sistemi na
membrani mitohondrija hepatocita

Strana 1 | . Strana 2

ADP3=<

ATP4-
OH- OH-
HPO42- HPO42-

HPO42- — I
Aspartat = T = Aspartat -

ADP3-
ATP4-

Glutamatat Glutamatat




AKTIVAN TRANSPORT

Ima sve osobine olaksane difuzije samo se odigrava suprotno
koncentracionom gradijentu i zahteva potrosnju energije.

Aktivni transporteri se mogu podeliti na :

Primarno aktivne trnasportere-direktno koriste ATP (ATP-
aze i to tip P (fosforilisane/defosforilisane), tip V (za
vakuole u membrani lizozoma, endozoma, vezikula Goldzi
aparata i sekretornih vezikula) i tip F u mitohondrijama i
hloroplastima a zaduzen je za sintezu ATP-a)

Sekundarno aktivni transporteri- koriste transmembranski
hemijski gradijent Na* ili H*. Za njihovo funkcionisanje je
neophodno odrzavanje gradijenta jona Sto se postize
potrosnjom ATP-a.



Aktivni transportni sistemi - potrosnja
metabolicke energije ATP-a

Strana 1 Strana 2

S1 S2

ADP  + Pj

ATP-om omogucen
~ transport

S1 ATP
Na*-om omoguéen S2
- transport
P Na+t Na+
Na+t Na+t

Koncentracija Na* se
odrzava ATP-om




Shematski prikaz Na*, K* ATP-aze na plazma
membrani (primarno aktivan transport)

Vanéelijska = = Unutaréelijska
strana () () strana
() ()
‘ (&) @
of ¢
Aktivatori- : oL
kardiotonici-digitalis
Inhibitori- ouabain
(vezivanje za B) oL




Hipoteticki model o kretanju Na* i K* (antiport)
kroz plazma membranu aktivnoséu Na*, K* ATP-aze




Vezno mesto kalmodulina za jon Ca**
(primarno aktivan transport)

Koncentracija jona Ca** je u €eliji 10X niZa nego van celije. Ca** je
znacajan kao unutarcelijski glasnik.

Ca** - ATP-aza na sarkoplazmatskom retikulumu ima 10
transmembranskih heliksa i fosforiliSe se u toku prenosa jona Ca**. Za
svaka dva jona Ca** se trosi jedan ATP kojim se Ca** transportuje
suprotno svom koncentracionom gradijentu

Ca** transporter na plazma membrani

ima ulogu u transportu Ca** izvan E

¢elije kada se njegova koncentracija Ca2+ Heliks

u Celiji povecava. Taj Ca** u Celiji se

vezuje za kalmodulin kojim se F
transportuje do plazma membrane Heliks

(kontrolisanje koncentracije
unutarcelijskog slobodnog kalcijuma).
Kalmodulin ima 4 vezna mesta za Ca**

EF
Ru!(_

é!l)




Transport glukoze kroz plazma membranu
- kotransport (simport) sa Na*
(sekundarno aktivan transport)

Vancelijska Unutarcelijska
strana strana

Glukoza Glukoza

Nat
3 Nat

Nat
3 Nat

5 K+ __:.._“_H 5 K+




Na isti nacin kao i kotransport glukoze sa Na+ se
desava i kotransport amino kiselina sa Na+. U
pitanju je transport-SIMPORT.

Intestinal lumen

Ciuitside of cell

Hemijski mehanizam High Na*  Low glucose
simportnog kretanja e e e
molekula a koriS¢enjem
gradijenta Na+
podrazumeva
kooperativno vezivanje
Na+ i molekula koji se
transportuje za
transportni protein

Inside of cell Insicle of cell
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GRUPNA TRANSLOKACIJA

Ima sve osobine aktivnog transporta ali ispoljava Siru-
grupnu specificnost.

Sve amino kiseline osim prolina mogu da se transportuju
grupnom translokacijom - y Glutamilski ciklus



v Glutamilski ciklus

Znacajan u GIT-u i
bubreznim epitelnim
Celijama

lutation
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y-glutamil transferaza

i E g ADP + P
Cisteinil glicin

cistein @

glutamin

i

oksoprolin

Mo

T
ALK

4
=@
=
i
™



v Glutamilski ciklus

Amino
kiselina
y -Glutamil = 'Glutation
transpeptidaza .
CisteinilGlicin
}.-l'_
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OstecCenje membrane i
Celijska smrt

Nekroza

Apoptoza (membranski .receptori
signala za smrt" - TNFalfa, Fas:;
ostelenje unutrasnje mitohondrijalne
membrane i pokretanje procesa
apoptoze zbog izlaska malih molekula
- citohrom ¢, AIF)

Autofagija



Programirana celijska smrt (apoptoza) ima izuzetno
znac¢ajnu ulogu u razvicu i odrzavanju mnogih tkiva

Svim Celijama su potrebni troficki faktori kako bi se
sprecio proces apoptoze i obezbedilo prezivljavanje

éelija. U odsustvu ovih faktora, Celije izvrse
samoubistvo.

Programirana Celijska smrt (apoptoza) ukljucuje niz
morfoloskih promena - skupljanje i kondenzacija
Celija, nakon ¢ega sledi fragmentacija i oslobadaju se

membranom okruzena apoptotska tela koja podlel?zu
fagocitozi

Ne dolazi do oslobadanja sastojaka Eelije u vancelijsku
sredinu, gde bi mogli da utocu na druge celije.




Pravilnost u odvijanju apoptoze je nagovestilo da je ovaj tip
Celijske smrti pod kontrolom preciznog programa. Ovaj
program r|e od presudnog znacaja tokom embrionalnog i
postnatalhog razvi¢a i omogulava odrzanje broja éelija i

njihov sastav.

Geni ukljuceni u kontrolu programirane Celijske smrti nose
w;formacu\;u za sintezu proteina koji imaju tri razlicite
uloge :

m "Killer” - proteini "ubice”, neophodni za otpolinjanja
apoptotskog procesa.

m Proteini razgradnje koji razgraduju molekule npr. DNK u
umiruéoj Celiji.

m “,Ollqjuiujuéi" proteini - neophodni za fagocitozu apoptoticne
Celije.

Nasuprot apoptozi, ¢elije koje umiru usled odgovora ha
osteCenje tkiva pokazuju sasvim razlicite morfoloske

_ promene, koje se oznacavaju kao nekroza

Celije koje umiru nekrozom bubre i potom pucaju, i njihov
unutarcelijski sadrzaj se oslobada u vanéelirjski prostor, i
moze dovesti do ostecenja okolnih celija i sledstvenog
zapal jenja.



a)

Chromatin compaction
and margination

Mild convolution
Condensatlon of cytoplasm

Nuclear fragmentation
Biebbing

Breakup of nuclear envelope
Cell fragmentation
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[ Phagocytosls

— Apoptotic body T Vi o
Apoptotic cell

~ Phagocytic cell

Shematski prikaz ko ji
ilustruje razvoj mortoloskih
promena ko je se desavaju kod
¢elija u apoptozi. U ranoj fazi
apoptoze, dolazi do
kondenzacije hromozoma uz
per'ifer'g'u jedra. Celijsko telo
se takode smanjuje
(“skuplf'a"), iako je velina
organela heostecena.

U kasnijoj fazi apoptotoze
dolazi do fragmentacije i
jedraiicitoplazme, i stvaraju
se apoptotska tela, koja
fagocituju okolne celije.

niramlnu éeliju (gore) i ¢eliju
u apoptozi (do/e). Kide éelije u
aﬁop’rozi se janso vide guste
okrugle nakupine kompaktnog
hromatina kada pocinje
fragmentacija jedra.

Fotomikrograf ié)g koja_ poredi



U jednom od apoptotskih puteva ucestvuje
niz proteina - kaspaza

Klju€ni podaci o molekulskim mehanizmima koji reguulisu
proces programnirane celCIJekse smrti dobijeni su u
genetskim studijama ha C. elegans.

Od ukupno 947 somatskih Celija koje nastaju tokom razvica
do odraslog crva, 131 ¢elija podledr prograniranoj Celijskoj
smrti.

Idetifikovanje specifi¢nih mutacija je omogucilo
identifikovanje gena koji kodiraju proteine koji imaju
odlucujuu ulogu u kontroli progranmirane Celijske smrti
tokom razvica C. elegans

Sli€nost genetskih studija uradenih kod € E/e_iansi sdudija
uradsenih na humanim malignim Celijama su ukazale da je
put koji dovodi do apoptoze evolutivno konzerviran.

Prvi apoptoski 1gen kloniran kod |judi, 6¢/-2, izolovan je iz
humanog limfoma. Izmenjena forma gena, koja se javlja u
celijama lymfoma usled hromozomskog rearanzmana, deluje
kao onkogen koji pospezuje prezivaljavanje Celije umesto
celiiske smrti.



Efektorski proteini u procesu apoptoze kod kicmenjaka su enzimi kaspaze
(caspases), koji sadrze kljucni cisteinski oststak u kataliti¢kom centru
| selektivno vrse hidrlozu proteina na mestima C-terminalno u odnosu
na aspartatske ostatke.

Kod C. elegans najvaznija efektorska kaspaza je CED-3 kaspaza.
Kod ljudi ima 15 razli¢itih kaspaza, koje se sintetise kao prokaspaze.

Inicijatorske kaspaze (npr., kaspaza-9) su aktivisane autoproteolizom
indukovanom drugim fipovima proteina, koji pomazu inicijatorima da
stvore agregate. Aktivisane inicijatorne kaspaze cepaju efektorsle
kaspaze%npr'., kaspaza-3) i na taj hacin dolazi do brzog pojacavanja
ukupnoh nivoa kaspazne aktivnosti u umirucoj Celiji.

Razli¢ite efektorske kaspaze prepoznaju i cepaju kratke sekvence AK u
mmnogom ciljnij proteinima. Razlikuju se po ciljnoj sekvenci koju
prepoznaju.

Unutraéelijski ciljni proteini ukljucuju proteine jedarne lamine i
citoskeleta.



Regulator  Adapter Effector

C. eegans CED-8— CED-4 —» CED-Z —» Death

Yerebrates Bod-2 — Apaf-1 —» Caspg — Casp3d —» [eath

Kaspaze imaju kljuénu ulogu u mnogl(im apoptotskim dogadajima, ali
postoji i apoptoza nezavisna od kaspaza. Faktor koji indukuje
apoptozu (Apoptosis- inducing factor - AIF: flavoprotein) i
endonukleaza G su dva proteina koji dovode do smrti Celije kada

se oslobode iz mitohondrija.

S’ruci]i/je na kulturama Celija su dale gnaéa[]ne podatke i grupi
adaptornih ﬁr'ofe/na koji koordinisu delovanje regulatora i

efektora u kontroli apoptoze.



Cellular stress Dva glavna puta koja vode

(lenizing radiation,

Death-receptor cytokine deprivation, apo pTO Zi zavis nOJ od
stimulation chemoth@rap;gtfm drugs) ka Sp aza.

Spoljasnji put - stimulacija
superfamilije receptora za

~TrADD Bl FADD ] DISC

RIPO g e BH3-only proteins

it TNF (CD95/Fas, TNFR ili
BID() () DNA . :
Lysosomal stress — () NOoXA -' ::’: darnage TRAILR - PCCCPTOPI Smr""l).
~ e .. %JJF ) PUMA
QRO ' Unutradnji put karakteride
Lysosomes  BAX/BAK permeabilizacija spoljasnje
LMP channels o2 4| h -+ hondriia i
! 5008 s RAIDDEﬂPlDDJ , membrane mitohondrija i
CathepsinB ___ -1—-“ Y. 3 Piddosome lobadani
ik 0o / osiobadanje
e \ L mitohondrijalnog citohroma
Omi  ¢8 I—BCLE B T v J 9 .
Endc%L "85 Cytochrome ¢, $to dovodi do sklapanja
| L8 ‘ kompleksa koji aktivira
i o s . .
Generalized ®oo0 5 J\. s kaspaze izmedu kaspaze-9 i
proteolysis il MNuclear Apoptosome ﬁ 65:
ltranalcca‘rion &? Effector APAF1 (GPOPTOZOW\)-
Chromatin condensation S STimU!GCiJG r'e.cep.’r.or'a smrti
ROS production dovodi do aktivacije
DMNA damage
Proteclysis kClSpClZC"8

Caspase-independent death Caspase-dependent death



Pro-apoptotski regulatori omogucavaju
aktivaciju kaspaza i odsustvu trofickih
faktora

Prvi identifikovani pro-apoptotski regulator, Bax, bio je udruzen sa Bcl-2 u
uzorcima Celija sa visokim hivoima Bcl-2. pretrana sinfeza Bax indukuje Celijsku
smrt (a ne stiti Celiju od apoptoze, za razliku od Bcl-2). Tako ova familija
regulatornih proteina ukljucuje i anti-apoptotske lanove (ngr'., CED-9, Bcl-2) i
pro-apoptotske Clanove (npr., Bax). Svi Clanovi ove familije Bcl-2 familije, su
transmembranski proteini imogu da u¢estvuju u oligomernim interakcijama.

Kod sisara, sest Clanova Bcl-2 familije sprecava apoptozu a devet je ]Pospggu'e.
Tako sudbina Celije —prezivljavanje ili smrt—odrazava koje ¢lanove tamilije Bcl-
2 Celija sintetise, kao i unutaréelijske signalne puteve izmedu njih.

Neki lanovi Bcl-2 familije Cuvaju ili razbijaju integritet membrane o
mi‘rohhondr'ija, ¢ime kontrolisu oslobadanje mitohondrijalnih proteina kao sto je
citohrome c.

U Celijama koje udu u apoptozu, citohrom ¢ se oslobada u cytosol. Ovo )
oslobadanje se moze blokirati povelanom sintezom Bcl-2; shodno fome povecana
sinteza Bax pospesuje oslobasanje citohroma ¢ u citosol i apoptozu.

Kada se citohrom ¢ nade u citosolu, vezuje se za adaptorni protein Apaf-1
(homolog CED-4) i dovodi do aktivacije kaspazne kaskade koja dovodi do smrti
celije. Bax moze prouzrokovati smrt ¢ekije u preko drugog mehanizma kojji

pokrece dusfunkciju mi’rohondr'ir]a nezavisno od aktivnosti kaspaza, za sta je u
odredenoj meri odgovorna depolarozacoja mitohondrija.



Prikaz unutaréelijskih puteva koji dovode do smrti
¢elije apoptozom ili do prezivljavanja usled
delovanja trofickih faktira

{a) Absence of trophlc factor: Caspase activation

= Trophic factor recaphor
Plasrna nossmnbrars
Ceath

Clesvage of substrates

7
rerasaspase | — 3 TN

|EI‘!| Presence af 'ﬂ"ﬂ-ﬁ'l'lt facior: InRlEton of Caspase actlvatlon
Trophi: factor




" Genetske studije u C. elegans su definisale
avolutivho konzerirane apoptotske puteve koji
imaju 3 glavne komponente : regulatorne
proteine, adaptorne proteine, i efektorske
proteaze koji se kod ki¢menjaka zovu kaspaze.

" Jednom aktivisane, apoptofske proteaze

cepaju specifiche unutaréeli jske supstrate sto
vodi smrti Celije.

= Adaptorni proteini (npr., Apaf-1), koji vezuju o
regulatorne proteine i kaspaze, heophodni su
za aktivaciju kaspaza.



m Pro-apoptotski regulatorni proteini (npr., Bax, Bad) ospeéui'u
aktivaciju kaspaza, dok anti-apoptotski regulatori &pr‘., Bcl-2)
spr'ecava‘j(q aktivaciju. Direktne interakcije izmedu pro-
apoptotskih i avn’rl-a]Pop’roTskuh proteina vode smrti cel:c]ev u
odsustvu trofi¢kih taktora. Vezivanje vancelijskih trofickih
faktora mode da dovede do promena u ovim interakcijama, sto
rezuctira prezivljavanjem celije.

m Bcl-2 famili‘j(a sadrzi i pro-apoptotske i antiapoptotske proteine.
Bcl-2 molekuli uéestvuju u kontroli oslobadanja citohroma c iz
mitohondrija, ¢ime se pokrece Celijska smrt.

m Vezivanje vancelijskih signala smrti, kao 3to je faktor nekroze
tumora (tumor necrosis factor) i Fas ligand, za odgovarajuce
receptore aktivise pridruzeni protein (FADD) koji pokrece
kaspaznu kaskadu koji vodi smrti Celije.



Autofagija

Rapamycin

Chloroquine,
NAQ: Atgh, bafilomycin Al
tgl0, Atgl2 RNAi: Lamp?2

3-methyladenine
RMNAI: Becnl, Vips34

J- / 6 Vesicle breakdown
1 Isolation membrane 3 Autophagosome 5 Docking and fusmn and degradation
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Autofagija -proces u kojem se deo citoplazme obavije membranom i nakon
toga podvrgne digestiji lizozomalnim enzimima.

Autofagija pocinje postepenom okruzivanjem ciplazmatskog materijala
(citosola i/ili organela) membranom (fagoforom) koja materijal odvaja u
vezikule autofagozome (autofagne vakuole).
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