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Od DNA do biatka

Informacja dotyczaca |-rzedowej
struktury biatek jest kodowana w
jadrowym DNA (sekwencja
aminokwasow)

Transkrypcja - przepisywanie
informacji z DNA na mRNA

MRNA jest transportowane z jadra na
teren cytoplazmy

Translacja - proces tworzenia biatek
przez rybosomy. Sekwencja kodonow
(po trzy nukleotydy) mRNA jest
ttumaczona na aminokwasy budujace
tancuch polipeptydowy
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Polirybosomy (polisomy)

Wiele rybosomow jednoczesnie
odczytuje jedng nic mMRNA,
syntetyzujac jednoczesnie wiele
czasteczek tego samego biatka




Dwie formy polirybosomow

A Free polyribosomes, whose proteins B Bound polyribosomes, showing protein
remain in the cytoplasm synthesis and segregation into the rough
. O endoplasmic reticulum

« Biatka przeznaczone do o5 ~D

mitochondriow, peroksysomow, jadra A

kom. Sa synt.e’gysoyvane w cytosolu i /H,bosome\

potranslacyjnie kierowane do odp. B

organelli { *

b € & Segregated —

« Transport kotranslacyjny do RE: | s, 9 Soplascls

reticulum

- biatka btonowe - btony komorkowej,
RER, lizosomow, mitochondriow

Free protein in

- biatka rezydujace w $wietle przedziatow 0 9 el
btoniastych - lizosomy

- biatka przeznaczone na eksport



Translacja do RER

Sekwencja sygnatowa dla ER -
aminokwasy hydrofobowe

kierujaca
biatka do ER taczy sie z obecng
w cytozolu czastka
rozpoznajaca sygnat (SRP), a
nastepnie z receptorem SRP w
btonie ER - potaczenie z
kanatem translokacyjnym w
btonie ER.

Biatko przemieszcza sie przez
kanat translokacyjny do
wnetrza ER, SRP odtacza sie,
peptydaza sygnatowa odcina
peptyd sygnatowy

)
Ribosome / mRNA

- )
Signal sequence
emergence /
translational arrest
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Docking with
SRP receptor /
re-initiation of
translation

Polypeptide chain
is synthesised
into the ER lumen
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Biatka transbtonowe RER

Biatka z pojedynczym segmentem
transbtonowym posiadaja sekwencje
stoptransferowa.

Boczne otwarcie translokonu, przemieszczenie
sie polipeptydu.
Odciecie peptydu sygnatowego, sekwencja
stoptransferowa w formie a-helisy kotwiczy
biatko. s _
N-koniec w $wietle RER, karboksylowy w Lo / P Crerminus
CytOSO l u. Signal peptidase
https://cellandmolecularbiology.pressbooks.tru.ca/chapter/3-1/

Biatka wielokrotnie transbtonowe maja
naprzemiennie sekwencje stop- i
starttransferowe
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Sekwencje sygnatowe
15-60 reszt aminokwasowych

Tabela 15-3 Przykiady typowych sekwencji sygnalowych

FUMNKCIA SYGNALL PREYELAD SEKWEMNCIH SYGMAIOWES

Import do ER KDEL *HaN-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-
Gly-lle-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-G L-Ala-Gu-Gln-Leu-
Thr-Ly=s-Cys-Glo-Val-Phe-Gln-

Zatrzymanie w Swietle ER LysetspaGlu-Lew-CO0-

Import do mitochondridw "HaN-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-GIn-Ser-lle-Arg-Phe-
Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-
Tyr-Leu-Leu-

Import do jadra NLS -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

Import do peroksysomaw PTS -Ser-Lyvs-Leu-

Aminokwasy 7 tadunkicm dodatnim zaznaczono kolorem crerwarndiar. 8 uammam — kalararm
¥ ] ¥

e —

Biatka posiadajg sekwencje
aminokwasowg zawierajaca
tzw. sygnat sortujacy, ktory
kieruje biatko do wtasciwej
organelli - biatka rezydentne.

Gunter Blobel - 1999 r. Nagroda
Nobla za sformutowanie
hipotezy sygnatowej.



Siateczka srodplazmatyczna
szorstka (RER)

Obfita w komorkach produkujacych biatka na eksport
(trzustka, kom plazmatyczne)

Potranslacyjna modyfikacja biatek

« Glikozylacja - kotranslacyjne przytaczenie
oligosacharydowych tancuchow bocznych - ochrona
przed degradacja, sygnat transportowy (transferaza
oligosacharydowa)

« Wiagzania dwusiarczkowe - stabilizacja lll i IV rz.
struktury biatek (izomeraza dwusiarczkowa)

« Fatdowanie biatek - biatka opiekuncze (chaperones)




Biatka opiekuncze/ biatka szoku [
- s ,@@ a\ﬁ_w,g,..«
cieplnego/hsp/chaperones 5 o e

assembly
- Mgl g &
/ Biatka opiekuncze nadaja/przywracajg prawidtowa konformacije \ @v@ ’
\ - A ~,

/ przestrzenng zle sfatdowanym, rozfatdowanym i
zdenaturowanym biatkom. \

» Wystepuja w cytozolu, RER i mitochondrium J

» ATP-azy, powinowactwo do domen hydrofobowych

Endoplasmlc
« reticulum

/

\

)
2 ROdZ]ny HSP60, HSP70 i HSP90 Proteasomal

"2

degradation "

« Zwiekszona ekspresja w warunkach stresowych dla komorki -
temp, promieniowanie jonizujace, wirusy, jony metali ciezkich apg::g;l;""

» QOdporne na denaturacje &

» Ubikwitynacja nienaprawialnego substratu - degradacja \ [

« Ryzyko- formowanie agregatow zle sfatdowanych biatek - ciatka 7 ’
inkluzyjne - apoptoza )

« Utrzymanie niesfatdowanej formy tancuchow wtransportowanych
do RER i motochondrium Cytoplasm



https://www.nature.com/pr

How Cystic Fibrosis
Affects the Body
AN AN

Mukowiscydoza (1/5tys.) e )| g

Coughing Up ﬂ «as Recurrent
Thick Mucus, or ‘ %,  Sinusitis

Sputum

« Mutacja kanatu chlorkowego - CFTR Miotections @' DX Lossof Appeti
 Zredukowane wydzielanie jonow chlorkowych w sz () Yy
przewodach = “ arearh

. . 7 “ Greasy, Foul- Inability to
« Reabsorpcja jonow sodu i wody smeling scools &8 ) ® .

Gesty, zalegajacy Sluz - infekcje bakteryjne

Mutacje prowadza do: « 80% przypadkow - zatrzymanie biatka CFTR w

. RER w wyniku nieprawidtowego sfatdowania
niepetna dtugosc mRNA, obnizony poziom mRNA,

uposledzone fatdowanie i transport, zdolno$¢ / ngﬁta feléspozycr:]jq mo!:ywé\./vl.re.teqcyjnich .
wiazania i hydrolizy ATP, upos$ledzone rozpoznanie (hy roho ovlzyc 2( umemozcglv;”eme pakowania
substratu, kierowanie do degradacji, obnizony W p€Cherzyki optaszczone

poziom biatka, skrocony okres pottrwania w btonie
plazmatycznej.



Aparat Golgiego

 Stos 6-30 ptaskich, obtonionych cystern - diktiosomow

» Brzegi kazdej cysterny sa rozszerzone i otoczone

przytaczajacymi lub odtaczajacymi sie pecherzykami.

* Mikrotubule - rusztowanie

« 3 poziomy cystern:
- wypukty biegun cis (syntezy) zwrocony w strone RER
- powierzchnia srodkowa

- wklesty biegun trans (dojrzewania) w strone btony
komorkowej

region

Medial
region

]

Cis
region



Komora posrednia ER-
Golgiego

» Endoplasmic reticulum/Golgi
intermediate compartment (ERGIC)
zawiera pecherzyki z biatkami
pochodzace z szorstkiej siateczki
srodplazmatycznej (RER)

» Kluczowa dla formowania sie
autofagosomu w interakcji z ERES (ER -
exit site)

Plasma
membrane




Extracellular space

rough
endoplasmic

Membrane
\ Constitutive

2 retrieval
reticulum

Funkcja aparatu Golgiego

» Biatka btonowe i rozpuszczalne, w
tym osadnicze, przechodzace przez
aparat Golgiego sa modyfikowane,
sortowane i adresowane

» Wydzielanie szlakiem

.d‘
DML
\ 2

konstytutywnym ,l

Do g &

LT L | —',..'"v : :
» (Czesc biatek gromadzi sie w ' “,ga 8
. . . v ," . \ ‘;..}
wyspecjalizowanych ziarnach N e \:&

wydzielniczych - wydzielanie pod
wptywem bodzca - szlak wydzielania
regulowanego



Egzocytoza regulowana i
konstytutywna

Konstytutywna
« Lipidy i biatka rozbudowujacej
sie btony komorkowej

« Biatka stale wydzielane na
zewnatrz (sekrecja)

Regulowana

« W komorkach wydzielniczych
syntetyzujacych hormony, sluz,
enzymy trawienne

nowo powstale biatka nowo powstale lipidy

rezpuszezalne przeznaczene do blony

preeznaczone do sekeji  komérkowe)

kenstytutywne) ™~
pecherzyk
transportujgcy

nowo powstate biatko
przeznaczene do blony
komorkowe)

CYTOZOL

siec
trans -—
Golgiego o
przekazanie
sygnalu

@

o pecherzyk sekrecyjny [1uz
aparat Golgiego magazynujacy biatka
sekrecyjne

. 2 2 / T YTt g e

S  SEKRECJA

/\\\ 7 KONSTYTUTYWNA.

® - blona kemérkowa

syanal, np. hormon
“ap—— 'ub neuroprzekaZznik




Modyfikacje biatek

* Modyfikacje: zmiany
kowalencyjne biatek,
proteoglikanow, glikoprotein.

« Modyfikacja oligosacharydow, O-
glikozylacja reszt serynowych i
treoninowych, dodawanie grup
siarczanowych, fosforylacja

exiracellular space

cell membrane

incorporation of special cell
new cell membrane | | vesicles (lysosomes)
(1]
o9

—

protein proteclysis, lipid and protein
sorting. addition of sugar residues

N-acetyloglukozamina

Fosforylacja mannozy

ewly made
specific
membrane

protein and lipid synthesis




. Clathrin

Plasma membrane

Zaleznie od miejsca przeznaczenia, pecherzyki :&?ﬁ;&%
transportujace biatka sa odpowiednio
znakowane biatkami optaszczajacymi.

Eariy endosome

»x"

Late endosome

« Koatomer Il (COPII) - pecherzyki pomiedzy
RER a biegunem cis (anterograde transport)

» Klatryna - pecherzyki odpaczkowujace od
bieguna trans

« Koatomer | (COP 1) - pecherzyki powracajace
Z bieguna trans - transport wsteczny
(retrograde transport)

« Retromer - recyklowane receptory btonowe z
endosomow do sieci trans aparatu Golgiego
(trans-Golgi network - TGN) - odzyskiwanie
receptorow dla M6P




Pecherzyki optaszczone

Endocytoza zalezna od receptorow

D’ESZCZl Aty nowy
FORMOWANIE ‘ L

PECHERZYKA

s adaptyna
|

Polimeryzacja klatryny
czasteczki fadunku triskeliony/wgtebienie okryte




Biatka SNARE

Swoistosc transportu pecherzykowego jest
mozliwa dzieki obecnosci swoistych znacznikow
na powierzchni pecherzykow, przedziatow
macierzystych i docelowych.

GTP-azy Rab (ca 60) specyficznie znakuja rézne
przedziaty kom. Wiaza sie z btong i z
efektorowymi biatkami cytoplazmatycznymi np.
motorowymi

Specyficzne biatka v-SNARE pecherzykow sa
rozpoznawane przez komplementarne biatka t-
SNARE na cytozolowej powierzchni btony
docelowej.

Etapy transportu: paczkowanie, cumowanie

(RAB), dokowanie, fuzja (regulowana przez m.in.

Rab)

PRZEDZIAL A
BIALKA 1-SNARE N

receptor
ladunku

7 -l

ladunek @ glar kA v SNARE  DOKOWANIE

fadunek b

] &
A
I/ A
¢ ——
T—
_.-

BIALKA t-SNARE

PRZEDZIAL B

Fig.15-20 Alberts i wsp., Podstawy Biologii Komaorki, 2005



Transport pecherzykowy

lizosom

szlak endocytozy

ctoczka |gdrowa

L,
T

retikulum
endoplazmatyczne

\

aparat Golgiego

szlak sekrecyjny

endosom
0\ PoZny

endosom
WCZESNY

pgcherzyki transportujgce

@ —_ 2,

CYTOZOL [
&

PRZESTRZEN

ZEWNATRZKOMORKOWWA

Alberts i wsp., Podstawy Biologii Komérki, 2005
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Endocytoza - system endosomow i lizosomow

. Phagocytosis B. Clathrm
y ediated
% uptake
Pl(s&.s:-r;v:. RAnee o Pi(4 \pti Sane sp
\ Macropmosome
T, \

lysosome

Early
/ endosome

Multivesicular

Pi(3

\.

)P

Late

C. Macropmocytosis

Lysosome

i‘i‘é‘.‘
carrier body endosome Lo "4
LSV Lysosome
‘ Aiia 61.p

Endosomy - btoniaste struktury
cytoplazmatyczne biorace udziat w
endocytozie, segregacji oraz
transporcie czasteczek.

Lizosomy - degradacja



Endosomy

 Endosomy wczesne - okolice btony
komorkowej, endocytowany materiat po kilku
minutach

 Ciata wielopecherzykowe - formy posrednie.
Liczne wgtobienia formujace pecherzyki.

 Endosomy po6zne - okolice jadra, Nature Roviews | Molecular Col Biology
endocytowany materiat po 20 minutach



LDL—Q,, receptory LDL
\ / o

ENDOCYTOZA
pecherzyk
oplaszczony
klatryng

ZDJECIE PLASZCZA

o

FUZJAZ
ENDOSOMEM

WwWol ny
cholesterol

blona komdrkowa

Endocytoza - losy biatek receptorowych

mw

endosom

/ POWROT
@ RECEPTOROW

LDL DO BLONY

KOMORKOWEJ
ODPACZKOWANIE PECHE
RZYKA TRANSPORTUJACEGO

PRZENIESIENIE
DO LIZOSGmMU

lizosom

Alberts i wsp., Podstawy Biologii Komérki, 2005



Endosomy

lysosomal hydrolase

RECEPTOR-DEPENDENT

» Btony endosomow zawieraja
ATP-zalezne pompy H*, ktore
aktywnie pompuja jony do ? =

wnetrza pecherzyka. . 7

MGP receptor in

 Endosomy zapewniajg ; ) Remporracyeling M
odpowiednie srodowisko do -
sortowania czasteczek zanim
Zzostang strawione przez
lizosomy.

Mannozo-6-fosforan (M6P)




Lysosome Structure

Lizosomy g

« Zawierajg aktywne kwasne
hydrolazy: lipazy, proteazy,
fosfatazy, nukleazy, sulfatazy i
glikozydazy

Enzyme .
Com&exes Figure 1

« Pompa protonowa - pH 5.0 HLE
« Btona przepuszczalna dla produktow enzynes.

Varuolar AT Pase

L
ATP H' ADFP+P
LE-" sOs0me

hydrolaz




Funkcja lizosomow

o Fagocytoza - wirusy i bakterie

. . Ph is  Autoph Receptor-mediated
o Autofagia - nadliczbowe albo uszkodzone organelle, RS S aidoaytoss.

agregaty biatkowe - ubikwityna Cell or particle =~ Damaged Macromolecules

organelle

o Endocytoza zalezna od receptorow - duze czasteczki

o Proteoliza duzych, dtugo zyjacych nierozpuszczalnych
biatek

Early endosome
(fusing with
Lysosome Late vesicle from
endosome Golgi)

Figure 7-14 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.




Ubikwitynacja biatek

Adresowanie i sortowanie biatek bywa zalezne od
swoistych etykiet adresowych np. ubikwityny i
biatek ubikwitynopodobnych UBL (np. SUMO)

Monoubikwitynacja, multiubikwitynacja,
poliubikwitynacja

Wiazanie do dowolnej lizyny substratu

Enzym aktywujacy ubikwityne (E1x2),
koniugujacy ubikwityne (E2 >10), ligaza
ubikwityny (E3>100)

Hierarchiczny system ubikwitynacji - precyzja i
specyficznosc

"

e



Ubikwitynacja biatek

 Przyktady

- poliU-lizyna48 - proteasom

- poliU -lizyna63 - endocytoza, naprawa DNA
- Mono- i multiU - przedziaty endosomalne

- SUMO (biatko ubikwitynopodobne) - pory jadrowe, centrosomy,
blokowanie ubikwitynacji



Proteasomy

Saq kompleksami biatkowymi 45nm
Wystepuja w jadrze i cytoplazmie

Odpowiedzialne za proteolize niepotrzebnych i
uszkodzonych, zle sfatdowaneych biatek,
biatek wirusowych

Degraduje biatka o krotkim okresie pottrwania
(regulatorowe) i bardziej stabilne strukturalne

Proteasomy 20S - krotkie peptydy i
niesfatdowane biatka

Proteasomy 265 (205+czapeczka11S) -
poliubikwitynowana, sfatdowane biatka

Subunit a < . > Subunit B

Proteasome 20S

Wy
Regulatory
complex 195

Proteasome 20S Proteasome 26S (30S)

Life 2025, 15(3), 413; https://doi.org/10.3390/life15030413



https://doi.org/10.3390/life15030413

] PROTEIN

UNIT

Struktura proteasomu o |

- UNFOLDED
%('):1'_5 - o PROTEIN
Cylindryczny kompleks ztozony z czterech pierscieni tworzacych |

kanat centralny REGULATOR

Kazdy pierscien sktada sie z siedmiu podjednostek "PROTEN

Dwa wewnetrzne pierscienie sktadaja sie z siedmu podjednostek
beta - na wewnetrznej powierzchni miejsca aktywne proteazy. B

Biatko docelowe musi przedostac sie do kanatu centralnego aby
ulec degradacji o o

particle
Gated pore

Dwa zewnetrzne pierscienie zawieraja podjednostki alfa, ktore - )
stanowia ”furtke”, przez ktora biatka wchodza do proteasomu - . | o

Active sites — b particle

Aktywator - ATPaza, wigzanie, rozfatdowanie biatka, otwarcie RN
kanatu, wprowadzenie biatka do kanatu, odtaczenie ubikwityny R ...

particle

Proteasom zawiera centralny cylinder (20S) z
aktywnymi proteazami (czerwone kropki)




Produkty proteasomow

» Peptydy 8-15 aminokwasow

1. Ulegaja degradacji przez endo- i egzopeptydazy
plazmatyczne

2. Peptydy sa transportowane do RER i
prezentowane w kontekscie MHC klasy | na
powierzchni komorki - rozpoznanie wtasnych
komorek oraz zarazonych wirusem

» Uposledzona proteoliza - agregaty np. Choroba
Parkinsona, Alzheimera

 Inhibitory proteasomow - szerokie zastosowanie
w onkologii (szpiczak mnogi) - zahamowanie
degradacji cyklin

THE UBIQUITIN - PROTEASOME PATHWAY

Ubiquitin
E1, E2, E3

Protein

Antigen
Presentation

26S Proteasome

Chemistry & Biology 8 (2001) 739-758
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Import biatek do organelli

Orov
yq =

- wymiana bton
1 btony komorkowej

0 Jqdra komorkowego

/ "”"?’ lokaZ

tochondnow peroksysomow




Transport przez pory jadrowe

Dwukierunkowy

. _IID_iFattka do jadra - b. rybosomow, polimerazy, histony,

« RNAi podjednostki rybosomowe z jadra
 bez zmiany konformacji biatek (bez rozfatdowania)

* przy udziale karioferyn - importyn/eksportyn i GTP-
azy Ran

Sekwencje sygnatowe

NLS (nuclear localisation signal) bogate w lizyne
i arginine

NOS (nucleolar targeting signal)

NES (nuclear export signal) bogate w leucyne

\ ‘ / Cytoplasmic filaments

FG Nups layer : \ ‘
\ |
Scaffold layer »
), ol oo WL Cytoplasmic Ring

Membrane layer

Nuclear ring
Nuclear envelope

Nuclear basket

Nuclear filaments


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0081741

Transport przez pory jadrowe

The nuclear pore complex becomes alive: new insights into its dynamics and involvement in different cellular processes

Joachim Koser*, Bohumil Maco*, Ueli Aebi, and Birthe Fahrenkrog
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Transport do peroksysomow
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/ /

bksyna 5 i 7 tworzg kompleks
: //
piatek z cytoplazmy (ATP)






Transport biatek do mitochondrium -
TOM i TIM (Translocase of the
Outer/Inner Membrane)

» Mitochondria - wtasny genom, rybosomy, tRNA
« 5% biatek mitochondriow powstaje na ich terenie

« Sekwencja sygnatowa MTS (mitochondrial
targeting sequence)

« Biatka sa transportowane za pomoca translokaz
biatkowych

« Kompleksy TOM - btona zewnetrzna; kompleksy
TIM - btona wewnetrzna

» Chaperony utrzymuja biatko w stanie
rozfatdowanym, odtaczane po zwigzaniu z TOM.
Po translokacji odciecie MTS.

« Chaperony - biatka opiekuncze zwiazane z TIM
hydrolizujg ATP

translokaza (kompleks TOM)

miejsce kontaktowe
btona zewnetrzna

sekwencja sygnatowa o*?UZJA biona wewnetrzna

MATRIKS MITOCHONDRIALNA

biatko receptor
prekursorowe

kompleks Tl M\ & T &

dojrzate

} biatko

odcieta sekwencja
sygnatowa



Dziekuje za uwage
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