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Figure 12-41a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Figure 12-42b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Table 12-3 Some Typical Signal Sequences

Importinto nucleus -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

Export from nucleus - -Ala-  -Lys- -Ala-Gly- -Asp- -

Import into mitochondria *H;N-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-

Importinto plastid *H;N-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-Ala-Ser-Leu-GlIn-Ser-Ser-Met-Ser-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Ser-
Asn-Ser-Phe-Leu-Gly-GIn-Pro-Leu-Ser-Pro-lle-Thr-Leu-Ser-Pro-Phe-Leu-GIn-Gly-

Import into peroxisomes -Ser-Lys-  -COO-

Importinto ER *H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser- -Thr-Glu-Ala-Glu-
GlIn-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-GIn-

Return to ER -Lys-Asp-Glu-  -COO~

Some characteristic features of the different classes of signal seq es are highlighted in color. Where they are known to 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
green. Similarly, important hydrophobic amino acids are shown in white and hydroxylated amino acids are shown in blue. *H;N indicates
the N-terminus of a protein; COO™ indicates the C-terminus.

Table 12-3 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Glicosilacién de unién-N
Las proteinas del reticulo son modificadas por la adicién de azlcares (glicosilacién) a
la cadena lateral de residuos Asparagina dentro de una secuencias especifica de AsN-X-
Ser/Thr . Debido a que la glicosilacion ocurre en el grupo NH2 esto se llama
glicosilacion de uniéon-N o N-Glicosilacién.
Generalmente serina y treonina unen directamente N-acetilgalactosamina a la que se
pueden agregar otros azlcares, de uno a la vez, y son catalizada por diferentes
glicosiltransferasas. El proceso comienza en el Golgi cis y finaliza en el trans.
Los oligosacaridos de unién-0O son generalmente cortos (1 a 4 residuos de azlcares).

La mayoria de las proteinas del RE
son glicosiladas afiadiendo “N-linked”
oligosacaridos (unidos a asparragina)

enlace glicosidico jpsparagine { C=O Asn-X-Ser

NH

side chain
union-N ——

Asn-X-Thr
14 azucares

glucose = O
mannose = ‘

N-acetylglucosamine = ()

Figure 12-51. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition
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Oligosaccharide is Three glucose residues One mannose is removed,

transierred from a are removed by two
dolichol lipid carrier separate enzymes.
1o polypeptide
chains during their
translocation across
the ER membrane.

Endoplasmic reticulum lumen

No es cualquier Asparagina (Asn) si no una secuencia consenso de Asn-X-Ser/Thr

Si no se remueven las 3 moléculas de glucosa y una manosa, la proteina no puede ser exportada hacia el aparato
de Golgi

Plegamiento de las proteinas en el lumen del RE

En la célula, el plegamiento adecuado de las proteinas, para lograr su conformacién
tridimensional es asistido por la actividad de otras proteinas.

El RE contiene en el lumen varias proteinas que catalizan el plegamiento de las
proteinas recién sintetizadas: las llamadas proteinas chaperonas y la proteina
disulfuro isomerasa (PDI).

Folded
protein

Chaperone /

Completed
polypeptide
released

3" mRNA

— ) ) )

Durante la traduccién de proteinas citosdlicas, las chaperonas se unen al amino (N) terminal del
polipéptido creciente, estabilizandolo en una configuracion no plegada hasta que la sintesis se ha
completado. Completada la sintesis, la proteina se libera del ribosoma y adquiere su correcta
conformacién tridimensional.




Plegamiento de las proteinas en el lumen del RE

Una de las mas importantes proteinas chaperonas del RE de la familia de las Hsc 70
(heat shock proteins) es BiP.

BiP se une a la proteina no plegada apenas ésta cruza la membrana y luego media el
plegamiento y ensamblaje de las proteinas formadas por multiples subunidades dentro
del RE.

BiP presenta afinidad por regiones hidrofébicas expuestas e hidroliza ATP uniendo y
liberando la proteina en cada ciclo de hidrdlisis.

—_—— c
—_—
—
N
Endoplasmic reticulum lumen

(© Garland Science 2008)

Primera importancia de la Glicosilaciéon: Control de Calidad
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Figure 12-53 Molecular Biology of the Cell ER LUMEN
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Primera importancia de la Glicosilacion: Control de Calidad

INCOMPLETELY
UNFOLDED FOLDED NORMALLY FOLDED

EXIT
| g FROM
UDP—
glucose glucose B3
uDP

glucosyl

GLUCOSE
TRIMMING 2 transferase
— N-linked
\ ‘/{ oligosaccharide

glucosidase

calnexin
Figure 12-53 Molecular Biology of the Cell ER LUMEN
(© Garland Science 2008)

CYTOsSOL

ER membrane

¢ No todos los dominios de las proteinas adquieren su estructura correcta de manera

autéonoma. Muchos necesitan apoyo de proteinas chaperonas.

¢ La unién de Calnexina y Calreticulina (chaperonas) permite que las proteinas

adquieran su conformacion correcta.

¢ La glucosil-transferasa evalia la condicion de las proteinas y, si estan desestructuradas,
le adiciona una glucosa a su arbol de glicosilaciones, devolviéndole la afinidad por las

chaperonas.

*Pese a esto, hasta un 80% de los polipéptidos de algunas proteinas terminan mal
estructurados (por ejemplo: hoja [} en lugar de « helix). Estas proteinas son dislocadas al

citoplasma, ubiquinadas y degradadas por el proteosoma.

Formacion de enlaces disulfuro.

La formacion de los enlaces disulfuro, S-S, entre las cadenas laterales de los residuos

cisteina es un importante aspecto del plegamiento de proteinas en el RE.

Estos enlaces no se forman en el citosol que posee un ambiente reductor que
mantiene los residuos cisteina en su estado reducido (R-SH). En el RE el ambiente es

mas oxidante lo que facilita la formacion de estos enlaces.

La formacion de enlaces disulfuro es catalizada por la enzima proteina disulfuro

isomerasa (PDI) localizada en el lumen del RE.

cysteine
{Cys, or C)

Incorrect disulfide bonds

H O

—N—C—C—
|

Correct disulfide bonds




El ensamblaje de subunidades en proteinas multiméricas ocurre en el RE.

Muchas proteinas de membrana y secretadas estan constituidas de dos o mas
cadenas polipeptidicas (o subunidades). En todos los casos son ensambladas en el
RE.

Ejemplos: inmunoglobulinas, que contienen dos cadenas pesadas y dos livianas todas
unidas por puentes S - S.

Light chain yonds
C

Papel de la glicosilacién en las proteinas

Los oligosacaridos pueden jugar variadas funciones segun la proteina.

1.- Pueden hacer a la proteina mas resistente a la digestion por proteasas

2.- Ayudar en el proceso de plegamiento en el ER.

3.- Guiar la proteina al organelo de destinacion, sirviendo de sefial para el empacamiento
de la proteina en la vesicula apropiada.

4.- Muchos oligosacaridos se exponen en la superficie celular formando la capa de
carbohidratos y pueden funcionar en el reconocimiento entre las células.

Thy-I: precursor de glicoproteina de membrana




Destino de las proteinas sintetizadas en
RE

Algunas proteinas de transmembrana
retenidas en el RE poseen secuencias cortas

en el C-terminal con dos lisinas (KKXX).

Las proteinas solubles residentes en el
lumen del RE (i.e. BiP) poseen una secuencia de
retencion en el C-terminal: Lis-Asp-Glu-Leu

(KDEL).

Las proteinas solubles con la secuencia
KDEL son exportadas al aparato de Golgi en
vesiculas (COP-II), reconocidas por un receptor
de membrana en el compartimiento intermedio
RE-Golgi (ERGIC) o en el Golgi cis y devueltas
selectivamente al RE en vesiculas (COP-I)
por la llamada via de recuperacion.

La mayoria de las proteinas son destinadas a
otros lugares y son empacadas en vesiculas que
se fusionan con la membrana del Golgi.

KDEL

Table 12-3 Some Typical Signal Sequences

Import into nucleus -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-
Export from nucleus - -Ala- -Lys- -Ala-Gly- -Asp- -
Import into mitochondria *H,;N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-GIn-Ser-lle-A
Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-
*H;N-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-Ala-/£r-Leu-GIn-Ser-Ser-Met-Ser-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Ser-
Asn-Ser-Phe-Leu-Gly-GIn-Pro-LeA-Ser-Pro-lle-Thr-Leu-Ser-Pro-Phe-Leu-GIn-Gly-

Import into peroxisomes -Ser-Lys-  -COO~

Import into ER *H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-
GlIn-Leu-Thr-Lys-Cys-Gl
Return to ER -Lys-Asp-Glu- -COO-

-Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-

Importinto plastid

-Thr-Glu-Ala-Glu-
al-Phe-GIn-

Some characteristic features of the different classes of signal seq es are highlighted in color. Where they are known to 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
green. Similarly, important hydrophobic amino acids are shown in white and hydroxylated amino acids are shown in blue. *H,N indicates
the N-terminus of a protein; COO" indicates the C-terminus.

Table 12-3 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Trafico Vesicular

| ENDOPLASMIC RETICULUM |

-

LATE
ENDOSOME

LYSOSOMES

EARLY
ENDOSOME

CELL EXTERIOR

SECRETORY |
VESICLES |

En verde: ruta endocitica
En rojo: ruta biosintética-secretora
En azul: rutas de retorno

Ok, pero, ;como llegan al aparato

de Golg1?

. Qué es el aparato de Golgi?

¢ Cual es su funcion?

¢ Donde esta?

. Como llegan a €l las proteinas del RE?

22




Aparato de Golgi

Camillo Golgi en 1898.

ganglios espinales.

metalica con nitrato de plata.

Organelo fue descubierto por el médico e histdlogo

Dibujos realizados por Camillo Golgi del aparato reticular
interno (aparato de Golgi) observado en neuronas de

Los diferentes dibujos ilustran la variedad de
caracteristicas que Golgi observd con su impregnacion

Aparato de Golgi

Consiste en una serie de sacos aplanados o cisternas formando pilas.
Cada pila consiste de 3 a 6 cisternas y su niUmero depende del tipo de célula.
Estd compartimentalizado en tres regiones: cis, medial y trans.

i Secretory vesicles leaving the trans region

Trans
region

Medial
region

1

Cis
region

@ Transfer vesicles from the rough ER

Alberts et al, 2002

nudlesr
envelope

rough ER

wvesicular
tubular
clusters

cis Golgi
network




Aparato de Golgi

En células animales muchas pilas estan unidas por conexiones tubulares entre ellas
formando un solo complejo.

El aparato de Golgi se ubica cerca del nucleo y en células animales vecino al centrosoma.

En las células vegetales pueden existir hasta cientos de estos apilamientos normalmente
dispersos en el citoplasma.

Aparato de Golgi

Cada pila de Golgi tiene dos caras: una de entrada o cis, adyacente al RE y una de salida
o trans, dirigida hacia la MP.

La cisterna mas externa de cada cara esta comunicada a una red de tibulos y vesiculas
interconectados: la red Golgi cis (CGN), RyE la red Golgi trans (TGN).

cis FACE

Golgi vesicle
VA nuclesr

cis
envelope

Golgi
network |

(CGN) |

" rough ER

wvesicular
tubular
clusters

cis cisterna
medial cisterna
trans cisterna —— g, (08 m— = ¢ y O~ i 3 g P cis Golg
trans
Golgi
network |
(TGN) |

secretory vesicle trans FACE

MP

Alberts et al, 2002




Ok, pero, ;como llegan al aparato
de Golgi1?

e ;,Como llegan a €l las proteinas del RE?
e ;/Cual es su funcion?

27

mambeana
endosoma plasmética
tardio
-

membrana nuclear P /
reticulo endoplasmaético O / endosoma
o O\/ o / . O tempranc
) 0

0 —Q0—0—
- o)
N ~ CITOSOL
m dictio- red del -~
cis soma  (rans ves/cula
. Golgl Golgl 1 secretora

complejo de Golgi

Ruta Biosintética secretora: proteinas van desde RE a membrana
plasmatica, o mediante endosomas tardios a los lisosomas.

—_—

— Ruta Endocitica, las moléculas son ingeridas y trasladadas a endosomas
tempranos y via endosomas tardios van a los lisosomas

—— Rutas de Recuperacion (de retorno)




g Bilayes Transporte Vesicular: transporte mediado por

membrane protein

lumenal contents vesiculas recubiertas con proteinas especificas
(cubierta citosdlica).

DONOR
COMPARTMENT

Compartimento donante

CITOSOL

budding vesicle
with contents

selected for
BUDDING l transport
transport vesicle
in cytoplasm
FUSION l
TARGET
COMPARTMENT GEMACION

Figura 13-2 Transporte vesicular. Las
vesiculas de transporte emergen por

deun yse
fusionan con otro.

“ Compartimento blanco

a ! Funcién: seleccionar las moléculas adecuadas para
transporte.
Le otorga la forma a la vesicula en formacion.

Existen 3 tipos de vesiculas recubiertas:

a.Vesiculas recubiertas por clatrina
b.Vesiculas recubiertas por COPI (coatémero)
c.Vesiculas recubiertas por COPII (coatémero)

(A) clathrin (B) CoPI (© copn L1
100 nm

Donde:

a. Transporte desde A. de Golgi y M. Plasmatica
b. y c. Transporte desde RE y desde cisternas del A. de Golgi

Figure 13-4 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Vesiculas recubiertas y Transporte Vesicular.

late endosome  early

endosome
KEY: ‘\
~— P
<
- O ——p

n clathrin f\
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;j COPI
e
Q COPII —_— &—»

‘ -
plasma

O trans Golgi
cisternae petwork secretory membrane

L ] vesicle
ER Golgi apparatus

Figure 13-5 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Ensamblaje de las Vesiculas recubiertas por Clatrina.

heavy chain

light chain

Subunidad de clatrina
“Triskelion”

Proteinas Adaptadoras se unen a Proteinas de Transmembrana, que
capturan moléculas solubles (cargo)




Ensamblaje y Desensamblaje de la Cubierta de Clatrina.

WM, &
Y
g . 3,.,/:.@\

vesicle

-~ -lA
cargo adaptin

receptor - adaptin o ved transport
. vesicle
| dynamin CYTOSOL
[ ]

cargo molecules

clathrin

COAT ASSEMBLY BUD VESICLE

AND CARGO SELECTION FORMATION FORMATION UNCOATING

Una vez que la vesicula se ha formado se pierde la cubierta de clatrina.

SNX1 SNX1

BAR domain BAR domain

PX domain PX domain

VPS29

VPS26 VPS26
L ]
10 nm

Figure 13-9 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Formacion de una Vesicula recubierta por COPII

inactive soluble

Sar1-GDP
GDP
D! active, Sec24 Sec23
membrane-
\ bound ER
Sar1-GTP membrane Sar1'GTP

amphipathic
helix GTP

cargo receptor

donor
membrane (ER)

Sar1-GEF

Proteina Sar-GTP: se une a membrana y recluta a las proteinas de cubierta.

COPIlI-coated vesicle

Sec13/31

Sec23/24

Vzouter coat

Sar1-GTP inner coat

selected donor membrane
membrane
proteins

Figure 13-13d Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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vesicular
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cluster O
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8) retrieval transport

Las vesiculas yemadas del RE se funden formando  estructuras llamadas
agrupaciones tubulo vesiculares. Estas estructuras se movilizan hacia el
Golgi cis a través de microttbulos y en su camino van yemando vesiculas cubiertas
de proteinas (no clatrina): COPI.

Estas vesiculas regresan al RE proteinas residentes en el RE (i.e. BiP) que han
escapado y otras que participan en la yemacion del organelo.

Alberts et al, 2002

SNARESs: guian el Transporte Vesicular.

COMPARTMENT A
1-SNARE
L]
-9 -
€argo 8 | SNAREs DOCKING FUSION

cargo b

t-SNARE

COMPARTMENT B

V-SNARESs y t-SNARESs: permiten un acoplamiento y fusion selectivos.

v-SNAREs son empacadas junto a las proteinas de cubierta durante la formacién
de la vesicula (membrana donante). Se unen a las t-SNAREs complementarias en
la membrana blanco.

Proteinas Rab: GTPasas de destinacién vesicular, ayudan a controlar la fusion de
vy t-SNAREs.




Formacion y destinamiento de vesiculas del Aparato de Golgi

Transport vesicle l

Rab protein

- V-SNARE

(
<

Complex of

T-SNARE \< V-SNARE/T-SNARE/

and SNAchplor membrane SNAP25 complex
@ V-SNARE

l / 7 NSF, /B SNAP b@ 5

c
b} o ~
LS5 580
) 7 {
T T 1 1

A%

? NSF, a/B/y SNAP l@

g—TvSNARE

Prefusion
complex

|®

Este mecanismo es utilizado en la sinapsis
neuronal para la liberacion de vesiculas
cargadas con neurotransmisores

Las GTPasas Rab son de gran importancia en el reconocimiento inicial
de la membrana blanco, de manera similar a v-snare y las t-snare
determinan la especificidad de la direccion de la vesicula.

Table 13-1 Subcellular Locations of Some Rab Proteins

Rab1 ER and Golgi complex
Rab2 cis Golgi network
Rab3A synaptic vesicles, secretory granules
Rab4/Rab11 recycling endosomes
Rab5A plasma membrane, clathrin-coated vesicles, early endosomes
v-\SN ARE Rab5C early endosomes
Rab6 medial and trans Golgi cisternae
Rab-GTP~ TETHERING Rab7 late endosomes
\ Rab8 early endosomes
Rab9 late endosomes, trans Golgi network
——— DOCKING
ab effector
(tethering protein) \
FUSION

t-SNARE\( (\' > {,

target membrane cargo _‘

Figure 13-14 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




REPASO!!!
Transporte desde RE a Golgi

ENDOPLASMIC RETICULUM

[ eou@iri)

TTIL || 1L

LATE [secreToRY
ENDOSOME | VESICLES

T
ENDOSOME

|
L ﬁ‘z,JL

CELL EXTERIOR

Todo el transporte posterior a RE ocurre mediante vesiculas (ocurren ciclos de
gemacion y fusion).

Las proteinas abandonan el RE en vesiculas recubiertas por COPII.

-> Sdlo las proteinas plegadas correctamente abandonan el RE.

Organizacion y transporte de proteinas en las cisternas del Golgi

vesicular Iﬁcisternae

tubular cis  trans

cluster CGN |medial] TGN

f \’ s LI | L] | L) LB} | L] 1
O~
‘——
/ t /\ J ‘*O
matrix proteins
(A) VESICULAR TRANSPORT MODEL (B) CISTERNAL MATURATION MODEL

Modelos para explicar la mantencion de la estructura polarizada del Golgi y la movilizacién de las
proteinas de un compartimento a otro.

Modelo de transporte vesicular: las cisternas son estructuras estaticas y las proteinas en
transito se transportan en vesiculas COP-I que yeman de un compartimento y se funden con el
siguiente. El flujo retrogado se haria también a través de vesiculas COP-I.

Modelo de maduracion de las cisternas : Las cistenas son estructuras dindmicas que
maduran a medida que se movilizan al través de la pila. La compartimentalizacion de las enzimas
del Golgi se haria por flujo retrdgrado en vesiculas COP-I.

Alberts et al, 2002




Compartimentalizacion funcional
del Aparato de Golgi .

Las cisternas del Golgi estan
organizadas en una serie de
compartimentos de procesamiento: red
Golgi cis, cisternas cis, cisternas
mediales, cisternas trans, red
Golgi trans.

Durante su paso a través del Golgi
las proteinas sufren posteriores
modificaciones covalentes de las
cadenas de oligosacaridos en estos
compartimentos.

En las células vegetales el aparato de
Golgi ademas esta involucrado en la
sintesis del los polisacaridos complejos
de la pared celular.

Golgi
apparatus

SORTING
« phosphorylation of
oligosaccharides on

lysosomal proteins
( o removal of Man )
o removal of Man
o addition of GIcNAc
« addition of Gal
o addition of NANA

e sulfation of tyrosines
and carbohydrates

SORTING

lysosome plasma secre}ory
membrane vesicle

cis Golgi
network

cis
cisterna

medial
cisterna

trans
cisterna

trans Golg
network

5T
APy

/4
< 2 =N
AR L AN S TANT

Compartimentalizacidn bioguimica del aparato de Golgi
(A) No tefiido, (B) tefiido con 0sO, reducido preferencialmente en el Golgi cis. (C)
tincion de la nucledsido difosfatasa en el Golgi trans y (D) fosfatasa acida en la red

Golgi trans.

Alberts et al, 2002




Proteinas del aparato de Golgi

Las proteinas que funcionan dentro del aparato de Golgi son retenidas como proteinas
de membrana mas que como proteinas solubles en el lumen.

Las sefales de retencidon de varias proteinas del Golgi estan localizadas en sus
dominios de transmembrana, lo que previene que sean empacadas en vesiculas que
abandonan la red Golgi trans. Sin embargo, no hay una secuencia comin y es posible
que la sefal sea la estructura secundaria o la terciaria.

Varias enzimas localizadas en la membrana del Golgi como galactosiltransferasa y
sialiltransferasa, tienen una estructura similar: un solo dominio de transmembrana con
un corto N-terminal hacia el citosol y un largo dominio C-terminal, que contiene el
sitio catalitico hacia el lumen.

citosol

NH,
Clase 1, Tipoll lumen Golgi
Golgi galactosyltransferase
Golgi sialyltransferase
OO0

Alberts et al, 2002

REPASO!!

Proteinas que son residentes del RE y se escapan al cis Golgi son devueltas por
transporte vesicular.

Un R de membrana del cis Golgi las captura y regresa (reconocen la seial de
retencion de RE).

proteina de _—
socrocion
P ~

AUTA HACIA
DELANTE

receptor
protaico .
esidente

proteina

rosidento RUTA DI
en el ER RETORNO

—ew- 777

L
red del dictiosoma red del

cis trans
Golgi Golgi

Si se elimina la senal la proteina es secretada (y a la inversa).




Recordemos:
Modificacion de los Oligosacaridos unidos a Proteinas (“N-linked”) ocurre en

el Ap. Golgi

(A) ‘%0 (8)
’ Oligosacarido complejo
KEY
O = N-acetylglucosamine (GlcNAc) '
. = mannose (Man) _O_O_‘\
O = galactose (Gal) . H
.7= N-acetylneuraminic acid © .
(sialic acid, or NANA) i Lo .
Oligosacérido con alto contenido de manosa

v

Oligosacaridos afadidos en el A. de Golgi

Glicosilacion de proteinas secretadas o destinadas a la membrana plasmatica

Los oligosacaridos de unién-N son procesados en una secuencia ordenada de reacciones.
La primera modificacion de las proteinas destinadas a la membrana plasmatica, o a ser

secretadas es la remocidn de tres residuos manosa @ (Golgi cis).

glucosidase |
@

glucosidase Il
==
L 1
ER mannosidase

GOLGI LUMEN

ER LUMEN

KEY:
= N-acetylglucosamine (GIcNAc) @ =mannose (Man) @ = glucose (Glc)

& =galactose (Gal) 9: N-acetylneuraminic acid (sialic acid, or NANA)




Glicosilacion de proteinas secretadas o destinadas a la membrana plasmatica

Los oligosacaridos de unién-N son procesados en una secuencia ordenada de reacciones.

La primera modificacién de las proteinas destinadas a la membrana plasmatica, o a ser
secretadas es la remocion de tres residuos manosa @ (Golgi cis).

Esto es seguido por la adicion secuencial de una N-acetilglucosamina © la remocion de otras
dos manosas @ y la adicion de dos N-acetilglucosaminas © mas. En esta etapa las proteinas se
hacen resistentes a endoglicosidasas especificas (Endo H-resistant)

glucosidase |
¢ I Golgi
Golgi "
glucosidase Il manngosidase 1 N-acetylglucosamine  mannosidase Il
o al o &l
¢e YY) transferase | e o

ER mannosidase uppP

= Tw1]

IR I Al [

next
added here

1
high-mannose End? .H- Enf:lo "
oligosaccharide sensitive | ! | resistant
ER LUMEN GOLGI LUMEN

KEY:
= N-acetylglucosamine (GIcNAc) @ =mannose (Man) @ = glucose (Glc)

& =galactose (Gal) 9: N-acetylneuraminic acid (sialic acid, or NANA)

Glicosilacion de proteinas secretadas o destinadas a la membrana plasmatica

Los oligosacaridos de unién-N son procesados en una secuencia ordenada de reacciones.

La primera modificacion de las proteinas destinadas a la membrana plasmatica, o a ser
secretadas es la remocidn de tres residuos manosa @ (Golgi cis).

Esto es seguido por la adicién secuencial de una N-acetilglucosamina © la remocién de otras
dos manosas @ y la adicion de dos N-acetilglucosaminas © mas. En esta etapa las proteinas se
hacen resistentes a endoglicosidasas especificas (Endo H-resistant)

Finalmente se adicionan al oligosacarido tres residuos galactosa g y tres acido sialico® .

g::cosidasel 2 UDP —
glucosidase Il m(ai:rl&isidasel N-acetylglucosamine g;lr?:losidasell : :,:: :
w P transferase | fﬁ'
ER mannosidase —/UbP  [UDP 5 [UDP + 3/ CMP

= | |l ==

T
swhe P oaA® A0 A

:.I:; :
“

| | |

next
added here ? ?
e — |

| S
high-mannose < E"d? ,H' E"fm H- > complex
oligosaccharide sensitive | | | resistant oligosaccharide
ER LUMEN GOLGI LUMEN

KEY:
= N-acetylglucosamine (GIcNAc) @ =mannose (Man) @ = glucose (Glc)

& =galactose (Gal) 9: N-acetylneuraminic acid (sialic acid, or NANA)

O




Transporte desde la Red Trans Golgi hacia los Lisosomas

ENDOPLASMIC RETICULUM

7 L

| GOLGI |
LATE [sﬁémonv '
ENDOSOME VESICLES
LYSOSOMES
EARLY |
| ENDOSOME
J» [‘ .1 I. SNz -7
[ CELL EXTERIOR |

Todas las proteinas llegan hasta la zona trans para ser destinadas (con
excepcion de las proteinas residentes permanentes del A. de Golgi)

Lisosomas: organelo donde ocurre digestion intracelular

Figura 13-17 Lisosomas. Las
00605 um . hidrolasas dcidas son
hidroliticas que estdn activas en
condiciones dcidas, El lumen se
mantiene a un pH dcido mediante la
accion de una bomba de H' situada en
la membrana, la cual utiliza la energfa
de hidrdlisis del ATP para bombear H*
al interior del lisosoma.

HIDROLASAS ACIDAS
nucleasas
proteasas
glucosidasas
lipasas
fosfatasas
sulfatasas
fosfolipasas

pH-5

pH-72 "

(a0 +

cIrosoL

Los lisosomas contienen hidrolasas acidas o enzima hidroliticas (digieren
desechos intra y extracelulares, microorganismos fagocitados, entre otros).

En su membrana hay proteinas de transporte para que salgan: azucares,
nucleétidos, aminoacidos (para excrecion o re-utilizacion).

Ademas estan las bombas de H* (mantienen el pH acido del lisosoma).
Los lisosomas no son formados directamente, son el producto de la

maduracién de los Endosomas tardios que van recibiendo enzimas y
transportadores desde el Ap. Golgi




Anatomy of the Lysosome 0.2a0.5um

Bllgyer

drolytic cosylated Membrane
nzyme ¥l’ran‘éport Proteins

Activar al revés la animacion!

Maduracion

¢.Como se destinan las proteinas que van desde el A. de Golgi hasta el
Lisosoma?

La manosa de los N-oligosacaridos de la proteinas de los lisosomas se
fosforilan.

Las enzimas lisosomales se clasifican en la red trans Golgi por un receptor
proteico que reconoce al marcador manosa 6-fosfato.

Se dirigen a ---- a Endosomas Tardios - Lisosomas

Vesicula de Transporte

precursor de una
hidrolasa lisosomal

TRANSPORTE DEPENDIENTE
DE RECEPTOR

UNION AL
RECEPTOR M6P
T

vesicula de
transporte
/

desde
el ER

ADICION DE
FOSFATO

manosa 6-

fosfato (M6P)

— cubierta de
clatrina

red del
cis
Golgi Golgi
[




¢Como se destinan las proteinas que van desde el A. de Golgi hasta el
Lisosoma?

La manosa de los N-oligosacaridos de la proteinas de los lisosomas se
fosforilan.

Las enzimas lisosomales se clasifican en la red trans Golgi por un receptor
proteico que reconoce al marcador manosa 6-fosfato.

Se dirigen a ---- a Endosomas Tardios - Lisosomas

Vesicula de Transporte

precursor de una
hidrolasa lisosomal

TRANSPORTE DEPENDIENTE ATP |Al)l'| + ®

desde DE RECEPTOR

el ER

UNION AL 3
RECEPTOR M6P J
ADICION DE —_—
FOSFATO ,
manosa 6- 7\ ®0
fosfato (M6P) AT . vesicula de e i ELIMINACION
Ell;l:ﬁ::l ¢ tansporte DISOCIACION \" DEL FOSFATO

A pH ACIDO ®

N/ hidrolasa
lisosomal
madura

\@./ ;

receptor M6P en las

RECICLAJE DEL RECEPTOR vesiculas recubiertas
de clatrina que emergen
por gemacion

red del red del
cis trans
Golgi Golgi
L

Las Tres Rutas de Degradacioén en los Lisosomas

@ @) - 1° Endocitosis:

fagocitosis

membrana
plasmatica

-El material se descarga en los
Endosomas Tempranos donde:

endosoma temprano

) ® - @

endocitosis

Parte del material se recicla a la
membrana plasmatica

ENDOSOMA LISOSOMA
TARDIO

reticulo mllocondrla

endoplasmanco

Parte se descarga en los
Endosomas Tardios, organelos
que vienen del RE con
hidrolasas acidas (pH del
organelo = 6)

aulolagosoma

autofagna

A partir de los Endosomas
Tardios se generan los
Lisosomas.




Las Tres Rutas de Degradacion en los Lisosomas
2° Ruta de Degradaciéon en

Lisosomas

/_6/\ Degradacion de partes de la

tagosoma propia célula. Ejemplo:

fRgodions mombrana organelos como la mitocondria.
plasmatica
endosoma temprano

Membranas del RE engloban a
la mitocondria formandose un
Autofagosoma, el que
posteriormente se unira a un
Lisosoma.

endocitosis
ENDOSOMA
TARDIO

LISOSOMA

reticulo mllocondrla

endoplasmatico

. autofagosoma

autofagia

3° Ruta de Degradacion en
Lisosomas

Ocurre en células especializadas
en fagocitar microorganismos
(macrdéfagos y neutrdfilos).

Se forman fagosomas los que
formaran mas tarde Lisosomas.

Transporte desde la membrana Plasmatica via Endosomas:
Endocitosis

CITOSOL ]

‘ [
NUCLEO | | | PEROXISOMA

d
[ miToconDriA | PLASTIDOS |

E
[RETICULO ENDOPLASMATICO|

LISOSOMA
ENDOSOMA

<
SUPERFICIE CELULAR

VESICULAS
SECRETORAS

Pinocitosis: fluidos y solutos pequefios (<150 nm diametro)
Fagocitosis: grandes particulas como microorganismos (>250 nm diametro)




Para que haya Endocitosis deben formarse las vesiculas recubiertas por

clatrina

Formacion de Vesiculas recubiertas por clatrina en la membrana plasmatica (M.P.)

| N
0,1pum

Las vesiculas se forman a partir de depresiones de la M.P. recubiertas en su parte

citosdlica por clatrina (“pits”).

En la mayoria de las células animales estas vesiculas se utilizan para captar
macromoléculas especificas — Endocitosis mediada por Receptor.

22nm

. a‘iﬁ v molécula de
p.’l colesterol

13 ‘ N,

= LT

2% :
G i

molécula de
fosfolipido
/ molécula de éster
/ de colesterol

protrusion superficial de
|la molécula proteica

Figura 13-29 Lipoprotefna de baja
densidad (LDL). Cada particula
esférica tiene una masa de 3 x 10°
daltons, En la regién central contiene

Irededor de 1500 moléculas de ésteres
de colesterol esterificado con dcidos
grasos de cadena larga. Esta regién
central estd rodeada de una monocapa
lipfdica de unas 800 moléculas de
fosfolipido y unas 500 de colesterol no
esterificado. Ademds presenta una
inica molécula de proteina, de unos
500 000 daltons, que organiza la
particula y que es la responsable de la
unién especifica de las LDL a las
proteinas receptoras de la superficie
de las células.

Las células captan colesterol (proceso de
endocitosis mediada por receptor)

DL  clatrina y otras
proteinas asociadas
@ la depresién

lugar de unién de las LDL

(A)
CITosoL

receptor proteico
de LDL
lugar de un}?ﬂ IJ—I

ala
revestida de clatrina

receptor proteico de LDL E ! membyzna

con el lugar de unién a la plasmatica

{B}




Vesiculas de Transporte:

Se forman en regiones revestidas de la membrana (revestidas de clatrina o
coatémero).

Este recubrimiento se elimina antes de la fusion con la vesicula receptora.

N
2o

ELIMINACION
DE VESICULAS

Adaptina: captura a diferentes R.

FORMACION
DE VESICULAS

—— adaptina

moléculas de carga

Clatrina: media el transporte de los R de transmembrana de LDL y de manosa 6P.

Coatomero (Proteinas COP): media el transporte vesicular en la ruta por defecto (RE-
Golgi-Mb. Plasmatica)

Transporte desde el Trans Golgi hacia la Superficie Celular:
Exocitosis

cmosoL

[ nucLeo [PerOXISOMA |

lJ

[ miroconoria | || [ PLAsTiDOS |

J
[RETiCULO ENDOPLASMATICO)|

GOLGI

LISOSOMA 4 g VESICULAS
i SECRETORAS!

ENDOSOMA

- <

| SUPERFICIE CELULAR |

Ruta de Secrecion Constitutiva: vesiculas con flujo constante. La membrana
plasmatica obtiene asi sus proteinas vy lipidos. Las proteinas solubles son destinadas
a la matriz extracelular (proteoglicanes y glicoproteinas).

Ruta de Secrecion Regulada: Las proteinas se almacenan en vesiculas de
secrecion las que se liberan cuando son necesarias. Ejemplo: neurotransmisores,
hormonas.




Ruta por defecto no regulada.

proteinas recién
sintetizadas para - lipidos de membrana
su secrecion plasmatica recién

constitutiva \s.memados , 74
- SECRECION
) —_— y; CONSTITUTIVA
fusién de
membrana

no regulada <
membrana plasmatica
proteinas de membrana

plasmatica recién
sintetizadas

CITOSOL

senal de tipo
red del “ap— hormonal o de
trans — neurotransmisor
Golgi 7~
transduccion
de sefal L]
L)
a3 SECRECION
REGULADA

hmor de

vesicula de secrecion 1°mMbrana

que almacena proteinas

de secreccion y otras
substancias

complejo de Golgi regulada

Vesicula recubierta por clatrina — Via Regulada

mezcla de proteinas clasificacion
f T 1 DESVIO MEDIADO POR UNA

SENAL HACIA LOS LISOSOMAS
receptor de
manosa 6-fosfato
/
\ RECION
@ ARG 4 CONSTITUTNA

\

flujo hacia
la superficie

celular .
membrana plasmatica

red del DESVIO MEDIADO POR UNA
cis SENAL HACIA VESICULAS
L Golgi DE SECRECION (PARA LA
ER L | SECRECION REGULADA)
complejo de Golgi

Liberacion del producto por Exocitosis.
Por senal, ejemplo, los neurotransmisores se liberan por un
cambio en el potencial de accion (estimulo eléctrico).

Entra calcio a la célula y la vesicula se fusiona con la M.P.

Endocitosis existe a la par de la Exocitosis




Transporte al interior de Mitocondrias y Cloroplastos

| crosoL |

PEROXISOMA

PLASTIDOS |

| miToconDRIA

[RETICULO ENDOPLASMATICO |

GOLGI

LISOSOMA

VESICULAS DE
SECRECION

I

SUPERFICIE CELULAR |

ENDOSOMA

La mayoria de sus proteinas son sintetizadas
en el citosol (informacién en genes del nucleo).

Mitocondria:

Espacio intermembrana

Matriz Mitocondrial

Membrana externa

Membrana interna (genoma de la mitocondria)

Cloroplasto:

Espacio y membrana tilacoidal (genoma del
cloroplasto)

Por ende, las proteinas se translocan hasta
llegar al lugar de destino.

(A} MITOCONDRIA

membrana

externa .
espacio entre

membranas

membrana
interna

espacio de la matriz

(B) CLOROPLASTO

membrana

externa espacio
membrana tilacoidal

interna
membrana

espacio entre | tilacoidal

membranas

espacio de la
matriz (estroma)




Transporte hacia la Matriz Mitocondrial

Hay un péptido senal de entre 20 a 80 residuos de aminoacidos en el
extremo amino terminal (con carga + y apolares) ->hélice anfifilica.

Las proteinas cruzan ambas membranas mitocondriales a la vez (a
través de proteinas transportadoras, o complejos proteicos, se le
denomina también “lugar de contacto”).

Cuando se ha producido la importacién el péptido sefial es
degradado en la matriz (por enzimas conocidas como peptidasas).

Transporte de Proteinas hasta la Matriz de la Mitocondria

Figura 12-23 Importacién de
protefnas por la mitocondria. El
péptido sefial amino terminal del
:&iiT%IS‘DVAEF':‘oLRAtT%Mkigxtl\r{ﬁ't precursor proteico es reconocido por
ELECTROQUIMICO receptores que al parecer existen en la
membrana externa de la mitocondria.
precursor de la Se cree que la protefna es translocada
proteing, tido sefial /_' a través de ambas membranas
| —— mitocondriales, a través de lugares
especiales de contacto o muy cerca de
ellos. Este transporte estd impulsado
inicialmente por el gradiente
electroquimico existente a través de la
membrana interna, y después por la
hidrélisis de ATP. En la matriz

membrana mitocondrial externa
/

/ . P
/ membrana mltocondrll mterna

/ ROTURA MEDIANTE ~ MATRIZ &
lugar de UNA PEPTIDASA
contacto entre\s 82 DE SENAL &

las membranas

LA TRANSLOCACION ; proteina mitocondrial

RECONOCIMIENTO

/
proteina receptora

m
QELSU%[:RTERAI\ZW \ e mitocondrial, el péptido sefial es
péptido senal eliminado por una peptidasa de sefial,
-Canal de Traslocacion eliminado formandose la proteina madura. El
péptido senal libre es rdpidamente
degradado.

El transporte requiere ATP y un gradiente electroquimico de la membrana interna.

Chaperonas: proteinas que ayudan al cruce de la proteina en su estado
desplegado y ayudan a su posterior plegamiento.




Chaperonas hsp70 se requieren para Translocacion a Matriz

hsp70 fizain) @
_— citosolica CITOSOL

*‘Pi membrana mitocondrial

externa

espacio
intermembrana

/
membrana mitocondrial
interna

MATRIZ
hsp70 mitocondrial

Hsp60 mitocondrial = facilita el plegamiento

Las proteinas cruzan en estado desplegado.

Transporte hacia el Espacio Intermembrana (El) o hacia la
Membrana Interna (Ml).

El traslocador reconoce una sefal hidrofobica e impide que la
proteina viaje hasta la matriz (sefial de detencion de la
transferencia).

Los traslocadores se desacoplan y la proteina queda en el El.

rotura por proteina del espacio
proteasa intermembrana

’2&”‘!‘?"' -

proteina de la
membrana interna

v ) ettt ) ambR

rotura /
péptido de paro
MATRIZ sp:g;i‘do de la transferencia
(C) (B)
a El a Mi

La sefal hidrofébica hace que la proteina se
inserte en la membrana.




Transporte hacia Cloroplastos

Semejanzas con Transporte a Mitocondrias:

1. Es post-traduccional

2. Requieren energia

3. Requieren senales hidrofébicas en su extremo amino terminal que
luego seran eliminadas.

Diferencia:

En los cloroplastos no se usa la energia del gradiente electroquimico
para el transporte.

Se requiere ATP y GTP.

Transporte a luz del Tilacoide (Cloroplasto)

Se requieren dos sefiales

péptido senal
de cloroplasto
|

CITOSOL

peptido senal |
de tilacoide |

ESTROMA
proteina

precursora
de tilacoide

TRANSLOCACION $

AL ESTROMA =
DEPENDIENTE DE ATP

péptido senal de
. tilacoide, accesible

receptor cuya
existencia se
propone
membrana
externa

membrana ALE
interna TILACE

membrana -
del tilacoide proteina madura en el
espacio del tilacoide

1° Sefal contiene Ser y Thr, ademas de aa hidrofdbicos y se halla en el extremo
N terminal.
2° Sefial tilacoidal hidrofébica.




Transporte a Peroxisomas

CITOSOL

[ NGcLeo |

7| | s

PEROXISOMA

~
I MITOCONDRIA PLASTIDOS

|

iy
[ RETICULO ENDOPLASMATICO |

SUPERFICIE CELULAR

VESICULAS DE
SECRECION

Organelos delimitados por una sola membrana.

Péptido Senal: 3 aminoacidos ubicados en el extremo carboxilo terminal

Importacién a los peroxisomas

-Ser-Lys-Leu-

Peroxisomas

Son pequefios organelos que contienen enzimas
involucradas en una diversidad de reacciones
metabdlicas, incluyendo varios aspectos del
metabolismo energético.

Carecen de DNA y sus proteinas son codificadas por
genes nucleares. Se replican por division.

Contienen enzimas que oxidan varios sustratos
orgénicos, generando perdxido de hidrégeno (H,0,).

La oxidacion de los acido grasos en peroxisomas
produce grupos acetilo (CH;-CO-), usados en

reacciones biosintéticas, pero no ATP.

Junto a las mitocondrias, son los principales sitios de
utilizacion de oxigeno.

Una hipdtesis es que los peroxisomas son un vestigio
de un antiguo organelo que llevaba a cabo todo el
metabolismo de oxigeno en células eucarioticas
ancestrales.

Anatomy of the Peroxisome

Lipid
Bilgyer
P Urate Oxidase
Figure 1 Crystalline
Core

Las inclusiones paracristalinas electro-densas
estan compuestas de la enzima urato oxidasa.




Peroxisomas

En su interior presentan catalasa.

Las enzimas usan el O, para eliminar atomos de hidrogenos de compuestos
organicos formando el H,0,.

La catalasa usa el H,O, para oxidar fenoles, alcoholes (ejemplo: etanol a
acetaldehido), entre otros compuestos, formando Agua.

Organelo detoxificador (higado y rifién).

~
— specific proteins that «l ~ x« i m\,

/ \11 catalyze protein import .S ® { (s z
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[ GROWTH BY UPTAKE OF SPECIFIC peroxisomes

. 4 PEROXISOMAL PROTEINS AND

endoplasmic LIPIDS FROM CYTOSOL

reticulum

Funciones Peroxisomales

*50 Enzimas diferentes
*Metabolismo Lipidico:
*3-oxidacion de acidos grasos de Cadena muy
larga
Very Long Chain Fatty Acids (VLCFA)
Corresponde a una importante fuente de energia S
celular RE
*Formacion y ruptura de Peroxido de Hidrogeno:
catalasa
*Biosintesis Lipidica (colesterol y plasmalégenos)
*Sintesis de aminas y de acidos biliares
*Catabolismo de Purinas (urato oxidasa)

© 0
i 1
R—=CH,=CH,~C—5=CoA + O, —= R—=CH=CH-C—5—CoA + [

Catalase
® e JHO + O

or

Catalase

2HO + A




Anatomy of the Peroxisome

Peroxisomas

-Vida media:, 1 dia
pid

Li
Bilayer

-Posiblemente su funcion primordial fue la

. . Urate Oxidase
defensa contra el oxigeno. Flgure 1

Crystalline
WCOre

-Sus proteinas son traducidas en en citoplasma

y luego son dirigidas al organelo mediante sefiales

carboxilo-terminales de su secuencia.

-PTS1, seiial de proteinas de matriz peroxisomal
(Ser-Lys-Leu) que es reconocida por receptores
solubles que dirigen la proteina al peroxisoma.

- Las proteinas de membrana poseen otras seiiales
y algunas provienen del reticulo endoplasmico.

Biogénesis Peroxisomal

Pex5 receptor

o A b LA

L

somal membrane

g

. “Pex2 +
Somal e e

Peroxisomal
matrix protein

-Las proteinas integrales de membrana PEX10/12/2
forma un sistema de canal y receptor




Biogénesis Peroxisomal

-tetramero -> dimero de Pex5

Ines Heiland and Ralf Erdmann

Biogénesis Peroxisomal

Peroxisomal Peroxisomal ) ,
membrane ghost PTS1-bearing Mature peroxisome
proteins N matrix protein

Pex19 0 0

Pex3 | ‘
Pex16 B u

PTS2-bearing
matrix protein
PMP70 Catalase

daughter peroxisomes
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