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Reticulul endoplasmic

 Ce este? - definitia
e Cum este? — descrierea
 De ce este? - funcitiile

Evidentiere
histochimica
(structura)

Ergastoplasma — celule acinare pancreatice

N
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Evidentiere imunocitochimica
(structura)

N.B. Consideratii asupra etimologiei

Evidentiere in microscopie
electronica (untrastructura

Microscopie electronica
de transmisie

. . L RO
Microscopie electronica Fauas "
de baleiaj e N -

[\S)
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Ultrastructura
Reprezentare grafica spatiala a reticulului endoplasmic

Elementele ultrastructurale ale RE:
- Membrana organizata in mozaic fluid (~7nm grosime)
- Cisterne delimitate de endomembrana cu (poli)ribosomi atasati (RER)

ticul icul PN .
endr:pllt;:mic endr:;lg;mic - Tubuli |nrete|at| (REN)

rugos neted

- Lumen (30 — 60 nm
grosime/diametru)
-Numeroase anastomoze
-RE de tranzitie (descrise
catre sfarsitul cursului)

3 lumenul
4 reticulului
endoplasmic

Abordarea experimentala in
studiul RE

Functions must be understood in terms of structures;
structures must be understood in terms of chemistry.
(George Emil PALADE)

Functiile

Structurile Compozitia biochimica

George Emil Palade (1912 — 2008)

Premiul Nobel pentru Fiziologie sau Medicina, in 1974
Motivatia juriului: "for their discoveries concerning

the structural and functional organization of the cell"
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Metodologia de studiu

a reticulului endoplasmic — principii

0

L]
..
-

O g&REN ?00

O OQO fractiune
GEROLH| memmoma
radientului
G550
ofto

C}gg_::' centrifugare
O — —
0

microzomi netezi

omaogenizare (densitate mai micH)

a4, | microzomi rugosi
fractiune microzomal3 1 (densitate mai mare)
5 -l

(rugoass + neteds)

gradient de sucrozi
in tub de ultracentrifugare

Functiile

reticulului endoplasmic neted

* Metabolismul lipidic;
» Metabolismul glucozei
 Detoxificare celulara;

* Functii speciale.

EN
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Biosinteza lipidelor membranare

> fosfolipide
> colesterol

. CH2 CH CHZ .
b & » ceramide

acil-CoA glicerol-3-fosfat

CHy—CH—CH,

CITOSOL

lipidic

al membranei

LUMEN

Transportul fosfolipidelor nou sinte-
tizate catre organitele autonome

membrana
membrana mitocondriala
citosol externa

i N
l7 N

capul polar al transportor citosolic
fosfatidilcolinei ~ (proteina de schimb
pentru fosfolipide)

[
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Inter-relatii intre caile de biosinteza
ale diferitelor tipurile de fosfolipide
la mamifere

DIACILGLICEROL

Reticul
endoplasmic

Reticul
endoplasmic

. Reticul endoplasmic .
FOSFATIDILCOLINA < FOSFATIDILETANOLAMINA

Reticul

endoplasmic mitocondrii

FOSFATIDILSERINA

N.B. Alte noi cai de disproportionare intre diferite tipuri de fosfolipide sunt in confirmare.

Metabolismul trigliceridelor

O

CH,—O— C —radical alifatic

O

CH —O—C —radical alifatic

O
I

CH,—O—C —radical alifatic

I
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Desaturarea acizilor grasi

Efector:

complexul enzimatic acid gras desaturaza /
citocrom b / NADH-citocrom b, reductaza

Efect:
modularea fluiditatii membranare

Metabolismul glucozei

Implicare in eliberarea glucozei din glicogen
Mecanism:

1. Transport de glucozo-6-fosfat prin membrana RE
2. Defosforilarea in lumenul RE (glucozo-6-fosfataza)
3. Eliberarea glucozei in spatiul extracelular

Efectul:
Echilibrarea homeostaziei sanguine a glucozei

N
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Detoxificare celulara

Efector:

compexul enzimatic citocrom P450 / NADPH-
citocrom P450 reductaza

Evidentiere:

hiperplazia reversibila a reticulului endoplasmic
neted in hepatocite (reactie la tratamente cu
barbiturice)

Functii speciale ale REN

Depozit dinamic de ioni de calciu

Reticulul sarcoplasmic (celula musculara striata)
Proteine care leaga Ca?* (in principal calsechestrina)
Canale de calciu operate chimic

Pompele de calciu

[Co
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Functiile
reticulului endoplasmic rugos

Functia de baza
* Implicare in biosinteza unor proteine (peste o
treime din proteinele biosintetizate in celula)

Functii asociate

* Prelucrari ale proteinelor biosintetizate
. Modificéri co-/post-traducere
* Impachetare si asamblare

» Retrotranslocarea sau dislocarea proteinelor
(cele incorect impachetate)

« Sortarea si transportul de biomolecule spre
complexul Golgi

Biosinteza unor proteine

1. Proteine membranare (transmembranare si
ectoproteine)

2. Proteine ale RE, complexului Golgi,
lizozomilor, sistemului endozomal

3. Proteine destinate exportului (proteine
secretorii)

N
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Poliribozomul

su bunitate 605

proteind
com plet
H intetizaté

: o subunitate
,J e w 405

3

codon stop

lant
polipeptidic [

in crestere L I
100 nm

N.B. Eficienta biosintezei proteice in celula

Cum stie RE
ce proteine trebuie preluate?
Peptide (secvente) semnal

FUNCTIA SECVENTEI SEMNAL  STRUCTURA SECVENTEI

Import in nucleu -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

Import in peroxisom -Ser-Lys-Leu-COO™ (PTSH1)

Import in mitocondrie +H3N-Met-Leu—Ser-Leu—Arg-GIn-Ser—IIe-Arg-Phe-Phe-Lys-
Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-

Import in reticul endoplasmic +H3N-Met-Met-Ser-Phe—V.=.1I-Ser-Leu—Leu-Leu-VaI-GIy—IIe-

Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-Glu-GlIn-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-
Val-Phe-Gin-

Gunter Blobel (discipol al lui G.E. Palade), Premiul
Nobel pentru Fiziologie sau Medicina, in 1999, "for
the discovery that proteins have intrinsic signals that
govern their transport and localization in the cell"




Dr. Mircea Leabu - Reticulul endoplasmatic (cadrele prezentdirii)

Peptide (secvente) semnal

a. Semnal secvential
b. Semnal conformational

Gunter Blobel, in timpul festivitatii de decernare a Premiului Nobel

Preluarea proteinelor de catre RE
si initierea translocarii prin membrana

situl de legare la
ARN peptida semnal

R |
domeniul de legare

la situl A din ribosom situl de legare la
(blocarea traducerii) receptorul din

. membrana IRE

25 nm
particula de recunoastere
a semnalului (SRP)

LEGAREA COMPLEXULUI ELIBERAREA

LA RECEFTORUL SRP

PENTRU SRP DIN
MEMBRANA RE

LEGAREA SRP LA
PEPTIDA SEMNAL
(BLOCAREA
TRADUCERII)

peptida semnal
a proteinei

in curs de sintezd ‘

LUMEN RE

receptor
pentru complexul

rbosom e translocare

(translocon)

receptor la SRP
din membrana
reticulului endoplasmic
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Biosinteza proteinelor secretorii

CITOSOL

translocon translocon
inactiv activ

OOH

COOH

SEMNAL-PEPTIDAZA ELIBER‘EAZA‘
PROTEINA DE SECRETIE IN
LUMENUL RETICULULUI ENDOPLASMIC

Biosinteza proteinelor
transmembranare unipas (i)

B0 secventa
OOH OOH

Stop-transfer

L}
L]

CITOSOL

secventa
start-transfer I

\-.._... s 4

.

canal hidrofil canal hidrofob
(reactiv la secventa  (accepta secventa rotein3
7 ! LUMEN P
| stop-transfer) st.art-transfer)I inserat3 in
complexul de translocare hideoliza rin . me(rgggi‘:éRE
(translocon) semnal-peptidaza transmembranar3
tip |

12
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Biosinteza
proteinelor
transmembra-
nare unipas (ii)

Inserarea in translocon depinde
de proprietatile electrice ale
lantului polipeptidic din zona
adiacenta a peptidei semnal:
sarcina pozitiva neta ramane
catre citosol

| bistrat lipidic al
Bl (membranei RE

in membrana RE

(proteind
transmembranar tip I1)

secventd
semnal
de inserare

Sarcini pozitive catre capatul

' cirosoL
amino-terminal = inserare

1

bistrat lipidic al
membranei RE

directa

LUMEN
Sarcini pozitive catre capatul b
carboxilic = inserare inversa il

transmembranars tip 1)

Biosinteza proteinelor
transmembranare multipas

2/

COOH
secventd
stop-transfer

secventd
start-transfer

N ciTosoL

Multiple secvente hidrofobe
Numar impar = secventa start-transfer
Numar par = secventa stop-transfer

proteind
bipas
inserat3 in
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Prelucrari ale proteinelor
biosintetizate

Glicozilarea la asparagina (formarea structurilor N-glicozidice)

1ISOL

— B

membrana RE

- 2[upP}-GleNAc
—

- (GleNAc);

- EMan
~ 5[coP]

P (GIcNAG)2(Man)s

rezidiu

I
asparaginic{ [ )

nor de manoz3
tinut din dolicil-fosfat
SDP-manoz3

lant polipeptidic
in curs de sintez3

donor de glucoza
oinut din dolicil-fosfat
si UDP-glucoza

m dolicil-di-fosfo-oligozaharid

N-acetilglucoz

Modificari ale lanturilor polipeptidice
» Modificari co-traducere:*

(i) initierea glicozilarii proteinelor (structuri N-glicozidice);

(ii) hidroxilarea prolinei (in pozitia 4) si a lizinei (in pozitia 5);
enzima (prolil-4-hidroxilaza) este un heterotetramer a,f3,, in
care subunitatea 3 este identica PDI;

(iii) glicozilarea 5-hidroxilizinei cu formarea Gal-Hyl, respectiv
Glc-Gal-Hyl (enzimele: hidroxilizil-galactoziltransferaza,
apoi galactozil-hidroxilizil-glucoziltransferaza)

(iv) carboxilarea restului glutamat in pozitia y; enzima este
proteina transmembranara cu situl activ spre lumen.

» Modificari post-traducere:
(i) tunderea structurilor N-glicozidice;
(i) impachetarea corecta a proteinelor (activitati saperonice);
(ii) glipiarea (atasarea la glicofosfatidilinozitol, GPI).

* N.B. Procesele biochimice de la (i) la (iv) se pot petrece atat co-traducere, cat si
(uneori) post-traducere
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Prelucrari ale proteinelor
biosintetizate

Tunderea structurilor N-glicozidice

glucid se adaugd aici

endo H
rezistents

glucozidaza |
O Ianozidaza | manozidaza ||
glucozidaza Il golgians N -acetilglucozaminil golgiana
s transferaza . g |
:
aomanozidaza RE e O_- - ® 1 ®
|
1
[Asn | [Asn | [Asn | :
1 :
i continuarea
&) O @ . glicozilarii
& O 2 i terminale
I
@« z E @®: 5
1
:
O 1
: Ourmalorul
1
i
1
I
1

lumen endo H
Golgi sensibild

i uri: =N- ilglucozami = z = glucoz
simboluri N -acetilglucozamini manozi lucozi

Prelucrari ale proteinelor
biosintetizate

Asistarea impachetarii glicoproteinelor
 NEIMPACHETATA _ | CORECTIMPACHETATA

Y glucozintransierazi-_ Q0o A ) PARASIREA
e el 3¢ § — RETICULULUI
\ ' / @ L ENDOPLASMIC
\ glucoza UDP-glucoza :
TUNDERE upe
DE \ o )
GLUCOZE .
. structura
/{ | — N-glicozidica
glucozidaza
calnexina
LUMEN RE

membrana
reticulului
endoplasmic

CITOSOL
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Activitati saperonice in RE

» Calnexina — asista prin mecanism de tip lectinic

» Protein disulfura izomeraza — asista formarea puntilor
disulfidice corecte (modificare co-/post-traducere)

protein-disulfurd

izomeraza ClTosoL

bistrat
lipidic al
membranei

RE
LUMEN
SH

proteind cu punti

4
disulfurice incorecte proteind cu punti

disulfurice corecte

» Proteina de legare (binding protein, BiP, sau GRP78) — familia
HSP70

Controlul nevoii de saperone

N 8 @ PROTEINELE INCOMPLET IMPACHETATE

anvelopa SEMNALIZEAZA NEVOIA DE MAI MULTE
NUCLEU EEEEr—— nuclears SAPERONE, PRIN ACTIVAREA UNEI

ARNm saperonic PROTEINKINAZE TRANSMEMBRANARE
@ PROTEINKINAZA ACTIVATA TRECE INTR-O
ENDORIBONUCLEAZA
CITOSOL
roteind
,gg;am,e & @ ENDORIBONUCLEAZA PRELUCREAZA
& transcrier SPECIFIC MOLECULE DE ARN,

saperond a ELIMINAND UN INTRON

reticulului 5

endoplasmic

. CEI DOl EXONI Al ARN PRELUCRAT

ARNm I
o Con SE LEAGA FORMAND UN ARNm ACTIV

. . ARNm ESTE TRADUS LA O PROTEINA
REGLATOARE PENTRU TRANSCRIERE

proteinkinazh === ® PROTEINA REGLATOARE INTRA N NUGLEU
'{a’:smﬁﬁ"’"‘"‘;‘ﬁa . intron S1 ACTIVEAZA GENE CARE CODIFICA
tcontralor.al Impachetin) SAPERONE ALE RETICULULUI ENDOPLASMIC

domeniu
ribonucleazic

SINTEZA SPORITA DE SAPERONE CARE ASISTA
EFICIENT IMPACHETAREA PROTEINELOR IN
LUMENUL RETICULULUI ENDOPLASMIC

proteind
incomplet
impachetatd

membrana
reticulului
endoplasmic
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Stresul din RE

lumenul pgpk

cisterna
golgiana

R e
ARNmMm pentru XBP-1 ARNm diferite

ey =¢

@ a traducerii ::::2::: D
degradarea ARNm
—— s
% I I Nucleu \

Gene finta

Legenda:

PERK — ,Pancreatic ER
Kinase”

IRE1a — ,Inositol-Requiring
Enzyme 1’

ATF60 — ,Activation

Transcription Factor 6a”

elF2a — ,eukaryotic Initiation
Factor 2o’
RIDD - ,Regulated IRE1-

Dependent Degradation”
SP1(2) — ,Site-1(2) Protease”
XBP-1 — ,X-Box Protein 1”

Cai de
raspuns
la stresul
din RE

Adaptat dupa: Pluquet O, Pourtier A, Abbadie C. Am J Physiol Cell Physiol. 2015; 308(6): C415-25. doi: 10.1152/ajpcell.00334.2014.

Retrotranslocarea proteinelor a
caror pliere corecta esueaza

-5'
ubiquitina ’
proteasom

N.B. Dislocarea de proteine eronat impachetate prin alte mecanisme

proteine accesorii

pentru retrotranslocare N-glicanaza
CITOSOL
LUMEN AL
translocon RETICULULUI
ENDOPLASMIC

proteina
eronat
impachetat3

saperon3
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Prelucrari ale proteinelor
biosintetizate

Glipiarea (formarea ancorei glicofosfatidilinozitolice)

peptid C-terminal

glicofosfatidilinozitol clivat

COOH

CITOSOL

LUMEN RE

proteind ancorats
prin glicofosfatidilinozitol

NH;

NH2

Sortarea si traficul catre aparatul
Golgi

proteina rezidentd
in reticulul endoplasmic

gradientul de pH

proteina invelis
secretorie COP Il
K3~
receptor la TRANSPORT
secventa KDEL - nNTERo;RAD
(heacupan receptor a2 o) @.‘, o
" la secventa
invelis KDEL
COPI

TRANSPORT
proteina RETROGRAD @.
rezidents —~
in RE
[
reticul refeaua stiva refeaua
cis-Golgi  cisternelor  trans-Golgi
golgiene

endoplasmic
(elemente tranzitionale)

N.B. Element morfologic suplimentar al RE denumit reticul endoplasmatic
tranzitional (de tranzitie), orientat catre aparatul Golgi
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Relatia functionala dintre RE
si complexul Golgi

PGI (COPI)
TE (COPII)

i

Structurile tubulo-veziculare

structuri tubulo-veziculare

reticul 0.2 um
endoplasmic
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Rezumat

* RE este un organit implicat in biosinteza si
traficul intracelular al membranelor:;

— Biosintetizeaza si asambleaza lipidele bistratului
membranar; in general, asigura metabolismul lipidic
in celula

— Biosintetizeaza o serie de proteine, inclusiv ale
membranelor
* RE asista proteinele pentru adoptarea
conformatiei corecte, functionale;

* RE coopereaza atat cu ribozomii cat si cu
complexul Golgi pentru desavarsirea functiilor
sale.






