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Endo-membranas

@ Estructura general y divisiones:

€ Evolucion:

€ Funciones:
@ Sintesis de proteinas asociadas a
membranas (clase n°2)
2 Destinamiento de proteinas (clase n° 3;
ap. de Golgi)
@ Metabolismo lipidico
@ Sintesis de fosfolipidos
@ De-toxificacion
2 Almacenamiento de Iones de Calcio y
liberacién regulada al citoplasma.
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Evolucion

Importancia de la Membrana:
— ¢éCuales son las diferencias esenciales entre los Procariontes de los Eucariontes?

— éQué razon existe entre el volumen y la superficie entre procariontes y
eucariontes?

L area de Superficie de .
Dl?xrzleet;o circunferencia | una esfera Volur;wzr; (4/3 8\7 plerﬂCle/ 0JO:
(pixeles) (mr?) (4r?) olumen Valores y
formulas
° 6 28,27 113,1 113,1 1,0 corregidos
60 2.827,433 11.309 113.097 0,1
FE DE ERRATAS
Ventajas:
1. Aumento de la razén superficie/
volumen
2. Control de la diversidad de
superficies
3. Heterotrofia
3

Dacks J B, Field M C J Cell Sci 2007;120:2977-2985




Evolucion %
The young earth bacterium
supported many
types of bacteria.
Importancia de la Membrana: & Photosynthetic

bacterium

— ¢éCuales son las diferencias esenciales entre los
Procariontes de los Eucariontes?

/Most membrane-enclosed
J organelles, including the
. nucleus, ER and Golgi, probably

originated from deep folds in
the plasma membrane.

|

— ¢éQué razon existe entre el volumen y la superficie
entre procariontes y eucariontes?

Mitochondria and chloroplasts
originated as bacterial cells that
came to live inside larger cells.

Origen evolutivo:
e Proto-eucarionte?
— éEvidencias?
e Proto-eucarionte:
e Virus fallido
e ¢Endosimbiosis?

» No hay evidencias clasicas (dobles membranas,

genomas asociados, replicacién auténoma)
» ¢Invaginacion de la membrana? ]
/Modem animal and plant cells l
contain many organelles that
serve as compartments for
different cellular activities.

Genetic Science Learning Center, "The Evolution of the Cell," 4
Learn.Genetics, 8 October 2009, <http://
learn.genetics.utah.edu/content/begin/cells/organelles/>

Major transitions in evolution of the endomembrane system.
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Transiciones en la evolucion del sistema de Endomembranas:

a) Procariontes: la secrecion es medianamente sencilla, solamente se debe hacer pasar por un poro acuoso
cuyos componentes son homologos al complejo Sec61 en el RER (translocon).

b) Eucarionte temprano: los componentes bésicos de todas as funciones ya estarian presentes.

b) Eucariontes actuales: una radiacion de las diversas familias de proteinas permitié aumentos a la
complejidad de los procesos (multiples vias de secrecion o captura).

Dacks J B, Field M C J Cell Sci 2007;120:2977-2985




Vias de secrecion/endocitocis (A) y Maquinaria
Eucarionte para formacion de vesiculas y
especificidad de transporte (B).

(B) Las proteias incluidas en el “circulo de identificacion™:
coatameros, RabGTPasas, SNAREs
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Joel B. Dacks, Andrew A. Peden and Mark C. Field Int J Biochem Cell Biol. 2009 Feb;41(2):330-40

(C) Evolucién de las proteing
que determinan especificidag

SNARESs:sin homologos
evidentes en procariontes.

GTPases: Exisitirian dos
origenes

Complejos de deformacion d
membrana: sin homologos
evidentes en procariontes.
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El reticulo endoplasmico, conceptos que DEBEN manejar:

Cuando algo ingresa al lumen del RE, equivale a “salir” del
citoplasma.

Importancia de la superficie de membrana

Existen dos clases de Réticulo Endoplasmico: Rugoso
(RER) y Liso (REL).

RER recluta ribosomas a su superficie, donde se asocian a
un complejo que transloca péptidos a través de la
membrana. Este proceso, llamado translocacion-
cotraduccional posibilita la secrecién de proteinas y la
incorporacion de proteinas a membranas.

La sintesis de proteinas requiere de proteinas
chaperonas. En este caso, se encuentran en el lumen del
RER, participan de las modificaciones post-
traduccionales y son parte de los mecanismos que
regulan la salida de proteinas al Aparato de Golgi.

El REL no posee sitios de unién de ribosomas, y se
encuentra enriquecido en proteinas que participan de la
sintesis de fosfolipidos, metabolismo de azicares, &%
detoxificacion de drogas y almacenamiento y
liberacion de Ca*2.

Microfotografias de fluorescencia del RE en una
célula animal (A) y una vegetal (B)

Alberts et al, 2002

Animal Cell Micrograph

Endoplasmic
Reticulum

Figure 2




, , . nuclear pore
El Reticulo Endoplasmico \”5../
o
* EIRE es un organelo tipico de las células ;;
eucarioticas y en células animales.

+ Estd organizado en un red de tubos ,
ramificados y sacos aplanados e {L’;‘Siﬁ,"c‘éﬁ\ /
interconectados que se extiende a través @
de citoplasma y es continuo con la 'p“jgfein g
membrana nuclear (notar los complejos A
nucleares).

\

_“lamina/chromatin
= attachment site

*  Su distribucién por toda la célula y su
cercana aposicion a otros organelos sugiere
que transfiere lipidos a ellos.

N

lamina

* Constituye mas de la mitad de la
membrana total y representa alrededor del
10% de volumen celular.

membrane ——

* La membrana del RE separa su lumen &
del citosol y media el transporte selectivo
de una serie de compuestos entre ambos
compartimentos. [

Gia K. Voeltz, Melissa M. Rolls & Tom A8 Rapoport, EMBO
reports 3, 10, 944-950 (2002)

* Estd organizado en un red de tubos

ramificados y sacos aplanados e éComo podemos
interconectados que se extiende a través lo?

de citoplasma y es continuo con la demostrarlo?
membrana nuclear (notar los complejos

nucleares).

Ultra-estructura del RER, REL y la
Envoltura Nuclear:

(A) Localizacién de una proteina de
fusion destinada a RE (GFP-Sec61)
expresada en células COS y observada
por epi-fluorescencia.

(B) Microfotografia (microscopio
electrénico) de un hepatocito. Se
observa RER y REL

(C) Localizacién de proteina GFP—ER f
(GFP-Sec63) expresada en levaduras y
visualizada mediante microscopia
confocal. La foto superior se enfoca en
el plano medio ed la célula, mientras
que la foto inferior se enfoca en una
zona cercana a la superficie.

Gia K. Voeltz, Melissa M. Rolls & Tom A. Rapoport,
EMBO reports 3, 10, 944-950 (2002)




interphase

El RE es continuo durante la
Mitosis y la Interfase.

Blastomeros de larva de erizo de
mar que expresan GFP-KDEL
(en interfase o metafase)
recibieron un blanqueamiento
(bleached) mediante protocolo de
FLIP (fluorescence loss in
photobleaching). Las imagenes
superiores muestran las células
antes de FLIP y luego se observa
como la fluorescencia de toda la
célula disminuye en la medida
que se realiza el blanqueamiento.
El rectangulo fue la zona
sometida a blanqueamiento, pero
se observa que toda la proteina
GFP-KDEL se blanqued. Barra:

10 pm.

Mark Terasaki (2000) MBoC. 11 (3), 897-914
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y la Interfase.
Blastomeros de larva de erizo de mar que expresan GFP-

KDEL (en interfase o metafase) recibieron un
blanqueamiento (bleached) mediante protocolo de FLIP
(fluorescence loss in photobleaching). Las imagenes 1

—]
Fucrescance

superiores muestran las células antes de FLIP y luego se
observa como la fluorescencia de toda la célula disminuye
en la medida que se realiza el blanqueamiento. El
rectangulo fue la zona sometida a blanqueamiento, pero se
observa que toda la proteina GFP-KDEL se blanqued. Barra:
10 pm.

Mark Terasaki (2000) MBoC. 11 (3), 897-914




El Reticulo Endoplasmico

El RE tiene un rol importante en una serie de funciones celulares, particularmente en
la sintesis de numerosos lipidos y proteinas secretadas y de membrana. También es un
reservorio de Ca2+ (ppal% reticulo sarcoplasmico de los musculos).

Se distinguen dos zonas en el organelo : el RE liso y el RE rugoso

Smooth ER  Rough ER Nuclear envelope

gy A

Rough endoplasmic
reticulum

Glycogen

Reticulo endoplasmico rugoso

Denominado asi por su aspecto debido a que presenta regiones tapizadas de
ribosomas, donde se sintetizan proteinas de membrana (de organelos y de la MP) y
proteinas solubles a ser secretadas por la célula y las destinadas al lumen del RE, del A. de
Golgi y de lisosomas.

El RE rugoso es particularmente abundante en células secretoras de proteinas como
linfocitos que secretan anticuerpos o células de los acinos pancreaticos que secretan
enzimas digestivas.

_. b / 20 ur
células acinares de pancreas




Reticulo endoplasmico liso

En esta regidn ocurre la sintesis de
triglicéridos y fosfolipidos.

Es particularmente abundante en
hepatocitos: enzimas del RE liso
modifican o detoxifican compuestos
hidrofébicos como pesticidas, drogas y
carcinégenos, convirtiéndolos en
productos conjugados mas hidrosolubles
que pueden ser excretados (complejos de
citocromos P450).

De ciertas regiones del RE liso yeman
vesiculas de transporte destinadas al
aparato de Golgi.

Reticulo endoplasmico liso

Funcién detoxificadora: Citocromos P450 (particularmente abundante en
hepatocitos)
¢Cémo se han estudiado? MICROSOMAS (protocolo de purificacion)

eEstas enzimas del RE liso modifican compuestos hidrofébicos como pesticidas,
drogas y carcindgenos, convirtiéndolos en productos conjugados mas
hidrosolubles que pueden ser excretados (complejos de citocromos P450).

Nuclear envelope




¢Como exploramos
las células con una
centrifuga?

Charles DeDuve : Exploring
cells with a centrifuge;

Conceptos:
¢ Las enzimas residen en
compartimentos.

*Estos compartimentos pueden
ser purificados.

*Entre los diferentes
compartimentos existe trafico de
proteinas y membranas
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Figure 8-9 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

cell
homogenate

pellet contains
whole cells
nuclei

—— cytoskeletons

SUPERNATANT SUBJECTED TO
MEDIUM-SPEED CENTRIFUGATION

' 7

pellet contains
mitochondria
lysosomes

= peroxisomes

SUPERNATANT SUBJECTED TO
HIGH-SPEED CENTRIFUGATION

.. 7

pellet contains
microsomes
—— small vesicles

SUPERNATANT SUBJECTED TO
VERY-HIGH-SPEED CENTRIFUGATION

|

pellet contains
ribosomes
viruses

| e large

4 macromolecules
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. Gel chromatography on G-75 Sephadex of subcellular fractions from kidney cortex of rats in nonpretreated
groups (A and B) and CdCl.-pretreated groups (C and D, 0.5, 1, 1, 2, and 2 mg Cd/kg as CdCl. subcutaneously)
1hr (groups A and C) and 4 hr (groups B and D) after a challenge dose of CAMT (0.4 mg Cd/kg as CdMT, sc).
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containing 0.1% DOC and performed at 4°C. A portion of each fraction (3.5 ml) was assayed for absorbance at
250 nm (- - - -) and radioactivity of 1°Cd ( ---- ). Ve/Vo of the peaks No. 1, 2, and 3 are 0. 80-1. 20, 1. 20-1.40, and

1. 60-2.10, respectively 18

. x ~70 P450s
~E, F+Co . x1-100's  eCPR also provides electrons
¥ erpaso o to Heme Oxygenase (HO, left
side). P450s typically perform
hydroxlyation reactions (right
side).

Kevin Edwards. PhD
— Dept. of Biological
tumen Cytochrome P450s Sciences

Illinois State University

P450
Reductase

Squalene — Heme Heme catabolism
monooxygenase oxygenase

7-Dehydro- RRTSC e Drug, xenohiotic metabolism
cholesterol . . .
P450 Sterol, bile acid synthesis
reductase
Cytochrome
/ bS
Sterol J]-
hiosymbhesis
Desaturase, ) ) Todd D. Porter, Ph.D.
Elongase Fatty acid metabolism




HMOX1/2 BVR

heme ———————m e > biliverdin + Fe3* biliverdin -----—————- > bilirubin
/ \ / \
HY + NADPH NADP* H* + NADPH NADP*
0, co
UDPGUTF
bilirubin + 2 UDP-glucuronate —--—-———————-- > bilirubin diglucuronide
\

2 UMP + 2 Pi

P450
Reductase

Squalene y Heme Heme catabolism
monooxygenase oxygenase

VA

7-Dehydro- SR el Drug, xenobiotic metabolism
cholesterol 1 P450 Sterol, bile acid synthesis
reductase

/ Cytochrome
bs
Sterol / ﬂ-
hiosymhesis
Dsli)art.;;ie’ Fatty acid metabolism Todd D. Porter, Ph.D.

La sintesis de lipidos se realiza en el RE
liso

Ademas de sus actividades en el
procesamiento de las proteinas, secretadas
de membrana el RE es el principal sitio de
sintesis de lipidos en las células eucaridticas.

Debido a que son muy hidrofébicos, los
lipidos son sintetizados en asociacion
con membranas celulares preexistentes,
y no en el ambiente hidrofilico del
citosol.

Aungue algunos lipidos son sintetizados en
asociacion con otras membranas, la mayor
parte son sintetizados en el RE.

Son entonces transportados desde el RE
a su destinos finales en vesiculas o por
proteinas transportadoras,




Metabolismo lipidico en el Reticulo endoplasmico:

Sintesis de lipidos 1: fosfolipidos CRECLRSORS

glucose
El acetil-CoA es la molécula central del amino acids

metabolismo lipidico: pyruvate /
AN \‘

1. Es utilizado para la sintesis de acidos

paic id Stt teols M dLiVVs s fatty acids ------------ Acetyl CoA —--omemeeeee ketone bodies ------

grasos (en el citoplasma) \__‘___//./ \\_____/

.. . .y . . cholesterol
2. Es el principal producto de la oxidacion de riglyeerides / S steroia hormones
acidos grasos en mitocondrias y peroxisomas phosphotipids .

eicosanoids bile salts
3. En conjunto con el oxalacetato son los €0, *H + energy (ATP)
precursores del ciclo de Krebs
PRODUCTS

Acetyl CoA is a central intermediate in lipid metabolism.

glycolysis pyruvate
glucose ——mw 2 pyruvate ———m 2 acetyl CoA
dehydrogenase

Glucose is the major source of acetyl CoA
for fatty acid synthesis.

http://library.med.utah.edu/NetBiochem/FattyAcids/2_4.html
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Alberts et al,
Molecular Biology of the cell. 2002




La Sintesis de acidos grasos es citosdlica
(y no... no es necesario que se aprendan cada paso)

Los intermediarios se asocian covalentemente a una proteina transportadora
(acyl carrier protein)

Acetyl CoA+ CO2 => MalonylCoA

Ciclo repetitivo que extiende la cadena en unidades de dos carbonos
Condensacion

Reduccion

Deshidratacion

Reduccion

0 0
acetyl CoA

" n
CHz-C~5-CoA + HCD; + ATP —————— HO,C-CH,-C~5-CoA + ADP +P,

carboxylase
acetyl CoA bicarbonate malonyl CoA

———

from from
( bicarbonate) ( acetyl COA)

Sintesis de fosfolipidos

La mayoria de los fosfolipidos son sintetizados en la
monocapa citosolica de la membrana del RE a
partir de precursores citosoélicos solubles. owel cn o

Dos moléculas de acil-CoA se unen al 0
glicerol-3-fosfato, dando acido fosfatidico, -

CDP-choline: cytidine-bisphosphocholine

que es insertado en la membrana. i phobut o
o @ CH=CH,=N*(CH3);
. . - - e _J g
Después una fosfatasa convierte el acido fosfatidico P g ol
a diacilglicerol ;? g"g" gé g
Enzimas de la cara citosdlica de la membrana del PPt 9% 9 b
RE catalizan la adicion de diferentes grupos grupos e rbstatidic disdlakeerol! fosfatidicoling

polares, resultando en la formacion de fosfatidil-
colina, fosfatidil-serina, fosfatidil-etanolamina, o
fosfatidil-inositol.
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Phospholipids are synthesized on the
cytosolic face of the ER membrane

Acetyl CoA C—C—CH,—
|
Cytosolic enzymes ?
o n 0=C C=0

I
¢—0H Fatty acdd

CoA CI’
S Ny eyl Gl CDP-choline  CMP
+ @
H;C—CH—CH, Glycerol phosphate P - & - @

a Phosphatidyl
choline

J‘Q“Jg"“""'

Cytosol o % v
HIEC XN :0: =
{ 1, >3
ER e ; v =
membrane ) 43 ¢ § | v
y :
R GPAT LPAAT holine ¢S
(acyl transferases) phosphotransferase w2
Choline
Figure 10-25
Moleculor Cell Biology, Sixth Edition
£ 2008 W. . Freeman and Comparny
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, N Cytosol
Los fosfolipidos se distribuyen 000000000
asimétricamente en las dos | UH _—
monocapas, de las membranas I [ i mn” '
plasmaticas. SOCOCIOCOCO0CC

En eritrocitos:  los fosfolipidos que

poseen un grupo colina (SM y PC) se

encuentran predominantemente en la

monocapa externa y los lipidos con e e
lipids added

grupos amino (PS y PE) se only to
encuentran en la cara citosolica. @ @ ﬂg m m @ Q@ Bﬂ m @ B@ Bﬂ Tiveckc al

Los FLs sintetizados en la el

monocapa citosodlica de la

membrana del ER son PPN e

transferidos a la otra monocapa m’m Cronthof both
hligkd

bilayer

Phospholipid synthesis

|

Newly

mediante enzimas denominadas
flipasas o “scramblasas”.

( ===




El RE liso también es el principal sitio de sintesis del colesterol, otro lipido de

membrana.

Las hormonas esteroidales son sintetizadas a partir del colesterol en el RE en
células productoras de esteroides, presentes en testiculo y ovario, tejidos que

presentan abundante RE liso.
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Acumulacion vy liberacion de Ca2* en el RE

Otra importante funcién del RE es la
acumulacion activa de Ca?* desde el citosol,
0 sea es un almacén de este ion.

En la membrana del RE (asi como en la
del aparato de Golgi) existe una Ca?*-
ATPasa que bombea Ca2* hacia su lumen.

El almacenamiento de Ca%* en el lumen del RE
es facilitado por las altas concentraciones de
proteinas que ligan Ca?*: calreticulina,

calnexina.

El Ca2* acumulado puede ser liberado a través
de canales de Ca?* (IP;R) que se abren al ser

activados IP; que se genera en el citosol en
respuesta a sefiales extracelulares.

Ejemplos:
¢ Contraccion Muscular
e Activacion de Proteina Quinasa C

Regulacion de las concentraciones de Calcio

Na*-driven a2t
Ca?* exchanger a“’-pump
ca2+
Ca?* oz Ca?*-binding active Ca2*
ER msmbl!:ne molecules in import in
[Ca?*]= 107 M \/ cytoplasm mitochondrion
plasma brane

[Ca?*]= 107 M _ApP

CYTOSOL

H*
ca2+
ca2+

calcium-binding
molecule

\J

\—

endoplasmic reticulum mitochondrion

Figure 15-41a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

CYTOSOL




Sintesis d

e proteinas en la célula
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Analizaremos solo en la sintesis y modificaciones de
las proteinas de la llamada ruta secretora

Lodish et al, 2004
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Translocacion Cotraduccidnal:
Sintesis de proteinas asociadas en el RE

Las proteinas son ingresadas al RE en la medida que
van siendo sintetizadasen los ribosomas que se han
asociado al RE rugoso.

La asociacion de los ribosomas al RE ocurre a través
de la cadena polipeptidica naciente.

Una vez en el RE las proteinas son transportadas sin
reentrar al citosol, a menos que sean destinadas a
destruccion.

Proteinas solubles

Son totalmente transportadas y almacenadas en el
lumen del RE antes de ser destinadas al lumen del
organelo de destinacion (RE, A. de Golgi o lisosomas)
0 para secrecion.

Proteinas de transmembrana

Son parcialmente translocadas y quedan embebidas
en su membrana. Algunas de estas proteinas tienen
funciones en el RE y otras en la membrana de otros
organelos o en la MP.

transporte co-traduccional

Flfme" Signal // / ﬁ

sequence

ER membrane / Cytosol

Exterior

Lodish et al, 2004




Sintesis de proteinas asociadas al RE

Las proteinas solubles o de membrana que
seran destinadas al RE poseen una secuencia de
aminoacidos que confoma una seial hidrofébica
especifica ubicada en el extremo N-terminal (16-30
AA's) de la cadena naciente.

Esta sefial es unida por la particula de
reconocimiento del péptido seiial, el cual
detiene la transcripcion y dirige el complejo
Ribosoma-ARN a la membrana del RE.

Mientras el polipéptido creciente emerge del
ribosoma, atraviesa la membrana del RE via
proteinas especificas.

Las secuencias sefal al RE fueron descubiertas a
comienzo de los 1970's en proteinas secretadas que
son internalizadas en el RE antes de ser
descargadas fuera de la célula.
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Experimentos con microsomas de RE
que demuestran la presencia de las
secuencias sefial en el polipéptido
sintetizado.

Microsomas: vesiculas obtenidas de las
membranas internas de células
homogenieizadas.

a) Sintesis en un medio sin
microsomas, pero que contiene ribosomas,
tRNA, ATP, GTP y enzimas citosdlicas.
Posteriormente se agregan microsomas. No
se observa internalizacién de los
polipéptidos en las vesiculas. Los
polipéptidos son 30 AA mas grandes.

b) La sintesis del polipéptido se hace
en presencia de microsomas con
ribosomas, se demuestra que los
polipéptidos permanecen en el interior de
las vesiculas, y que la secuencia sefal es
clivada en las vesiculas de RE.




Table 174. Amino Acid Sequences of ER Signal Peptides in Three Eukaryotic Proteins

Pratein Amino Acid Sequence®

+ lysine

(Arg, or R) Preproalburnin Met-Lys-Trp-VaI-Th+Phe-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-IIe-Ser-GIy-Ser-AIa-Phe-Ser ‘ (Lys, or K}

r|| (I) Larg. . H O

_T_CI_C_ Pre-lgG light Met-Asp-Met-Arg-Ala-Pro-AIa-GInTIIe-Phe-GIy-Phe-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Fro- _N_é_ﬁ_

H CH, chain Gly- Thr-Arg-Cys lAsp L .L (|.,“
z‘n, Prelysozyme Met-Arg-Ser{Leu-Leu-IIe-Leu-VaI-Leu-Cys-Phe-Lel*Pro-Leu-Ala-Ala-Leu-GIy 1 (‘ 9
(:H. Lys, o (‘H;
NH Cleavage site of J H,

(‘ signal peptidase 2225
NHy

+ |
SOCOSICOCO IO eE OO0

s Lot serine ) alanine
(Phe, or F) (Leu, or L} (lle, or 1) (Ser, or S) (Gly, or G) (Ala, or A)
H O H O H O H H H O
[ | | ke | | [ \
—T—cl—(:— —T—c|—c— —N—cl—c— —N—C—C— Sy o 4o —N—C—C—
H CH H CIH H CH ] | H !

Las secuencias sefial contienen uno o mas AAs(+) (Arg, Lys)
seguidos de 6 a 12 residuos hidrofdbicos.

Sintesis de proteinas solubles en el RE

La secuencia senal del RE (1) es guiada a la membrana del organelo mediante Ia
particula de reconocimiento de sefial (PRS o SRP), que se liga a ella en el complejo cadena
naciente/ribosoma.

La PRS estd compuesta de 6 diferentes cadenas polipeptidicas, unidas a una pequena
molécula de RNA.
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Sintesis de proteinas solubles en el RE

Tan pronto como la secuencia sefial del RE comienza a emerger del ribosoma se une a la
PRS, produciéndose una pausa en la sintesis (2).

La PRS dirige al complejo cadena naciente/ribosoma un receptor de PRS (RPRS) ubicado

en la membrana del RE. Esta interaccion es inducida por la union de GTP a la
subunidad P54 de PRS y a la subunidad o del receptor de PRS (3).

mRNA SRP

Hy*
Signal
sequence

SRP receptor
Cytosol o)
ER |f
membrane
ER lumen (_J

Translocon
(closed)

Lodish et al, 2004

Sintesis de proteinas solubles en el RE

El complejo se transferiere a una proteina-canal, el translocador (o translocdn), asociado al
RPRS, que se abre produciéndose la insercion de la secuencia sefal y del segmento
adyacente del polipéptido en el poro.

El receptor de PRS y la PRS se separan del translocador, hidrolizan sus GTPs y quedan

listos para iniciar otro ciclo de insercién (4).

A medida que la cadena polipeptidica se elonga, pasa al lumen del RE donde la secuencia
sefial es cortada por una peptidasa y degradada (5).
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Signal
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Cleaved
signal
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Sintesis de proteinas solubles en el RE

El péptido termina de sintetizarse mientras el ribosoma permanece unido al poro (6).
Al terminar la sintesis se libera el ribosoma y el translocador se cierra (7).

La proteina pasa al lumen donde asume su conformacion plegada (8).

Folded
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Lodish et al, 2004
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Translocador, translocéon o complejo Sec61

La cadena polipeptidica cruza la membrana del RE a través del poro acuoso en el centro
del translocador o translocon, una proteina de membrana, que forma un poro

acuoso.
El translocador o complejo Sec61 esta formado por cuatro complejos, ¢/u formado de tres
proteinas de transmembrana que se ensamblan formando una estructura de picarén (o

dona).
Se postula que la secuencia sefal en la cadena polipeptidica creciente gatilla la apertura

del este poro.
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Sintesis e insercion de proteinas de membrana en el RE

Las proteinas de membrana presentes en la MP, Golgi, o lisosomas tienen una particular
orientacién o topologia respecto de la bicapa lipidica.

Estas proteinas son sintetizadas en el RE y permanecen embebidas en la membrana a
medida que se mueven a sus destinaciones finales a lo largo de la ruta secretora.
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Transferrin receptor
Sucrase-isomaltase precursor
Golgi galactosyltransferase
Golgi sialyltransferase
Influenza HN protein
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z z
\NH,
Type IV
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(e.g., B-adrenergic receptor)
Glucose transporters (e.g., GLUT1)
Voltage-gated Ca,* channels
ABC small molecule pumps
CFTR (CIF) channel
Sec61
Connexin

Sintesis e insercién en la membrana del RE de proteinas con un segmento hélice

o de transmembrana.

Las proteinas Tipo I poseen una secuencia sefal y una secuencia hidrofobica interna que
constituira el segmento hélice o. de transmembrana.
Al igual que en las proteinas solubles la translocacién co-traduccional se inicia

a través de la actividad de

la PRS vy del receptor de PRS.

Una vez que el extremo N-terminal entra al lumen la secuencia sefial es cortada por una
peptidasa (1), mientras la cadena sigue creciendo (2).
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Sintesis e insercion en la membrana del RE de proteinas con un segmento
hélice a. de transmembrana

Cuando se sintetiza una secuencia de aprox. ~22 AA's hidrofdbicos (secuencia de

detencion de transferencia y anclaje) se detiene la translocacion (3).
La secuencia hidrofébica se mueve lateralmente entre las subunidades del translocador y

se ancla en la membrana (4). La traduccion continlia hasta el que el extremo C terminal
se desliza fuera del ribosoma todavia anclado al translocador cerrado (5). Al terminar la

sintesis se libera el ribosoma (6).
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Sintesis e insercién en la membrana del RE de proteinas con multiples
segmentos hélices o de transmembrana

En las proteinas de transmembrana de multiples hélices o el segmento N-terminal
funciona como secuencia sefal de anclaje que dirige la unién de la cadena polipeptidica
naciente a través del poro del translocador. El plegamiento en hélice o. aparentemente
se realiza en el poro.

A medida que la cadena naciente que sigue al primer hélice a se elonga, se transporta a
través del translocador hasta que se forma el segundo hélice a.. Esta hélice actia como

una secuencia de detencidn de transferencia, previniendo mayor extrusion de la cadena
a través del poro al lumen del RE.
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Sintesis e insercidon en la membrana del RE de proteinas con multiples
segmentos hélices o. de transmembrana

Al sintetizarse el segundo hélice . cesa la extrusion de la cadena a través del
translocon al lumen del RE. Las dos cadenas salen del translocon lateralmente hacia la
membrana anclandose como una horquilla hélice a.. El C-terminal de la cadena naciente
continda creciendo en el citosol. Las horquillas hélice a. posteriores (3 y 4) de insertan
de manera similar, sin la participacion de SRP ni del receptor SRP.
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Glicosilacién de unién-N
Las proteinas que ingresan al reticulo pueden ser modificadas por la adicion 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 union-N o N-Glicosilacion.

Este proceso ocurren en al tiempo que la proteina es ingresada al RER

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

nlace glicosidico lasparagine { ¢ 0 TS
€ 9 ide chain ' Asn-X-Ser

unién-N ——————>

Asn-X-Thr

14 azucares

glucose = O
mannose = .

N-acetylglucosamine = O

Figure 12-51. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Glicosilacion de unidon-N

Dolichol

|

Asn
N-acetylglucosamine {

Mannose

Oligosaccharide is
transierred from a
dolichol lipid carrier
to polypeptide
chains during their
translocation across
the ER membrane.

Three glucose residues
are removed by two
separate enzymes.

Glucose

No es cualquier Asparagina (Asn) si no una secuencia consenso de Asn-X-Ser/Thr
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Si no se remueven las 3 moléculas de glucosa y una manosa, la proteina no puede ser exportada hacia el aparato
de Golgi
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Glicosilacion de unién-O

Las proteinas también pueden ser modificadas por adicion de azlcares a las
cadenas laterales de residuos serina o treonina dentro de secuencias especificas de
AAs . A esto se le llama glicosilacion de unién-O.

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 union-O son generalmente cortos (1 a 4 residuos de azlcares).
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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
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—
N
Endoplasmic reticulum lumen

(© Garland Science 2008)

Primera importancia de la Glicosilaciéon: Control de Calidad
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Primera importancia de la Glicosilacion: Control de Calidad
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CYTOsSOL

ER membrane
¢ No todos los dominios de las proteinas adquieren su estructura correcta de manera
autéonoma. Muchos necesitan apoyo de proteinas chaperonas.
¢ La union de Calnexina y Calreticulina (chaperonas) permite que las proteinas adquieran su
conformacioén correcta.
¢ La glucosil-transferasa evaliia la condicion de las proteinas y, si estan desestructuradas, le
adiciona una glucosa a su arbol de glicosilaciones, devolviéndole la afinidad por las chaperonas.
ePese a esto, hasta un 80% de los polipéptidos de algunas proteinas terminan mal
estructurados (por ejemplo: hoja § en lugar de o 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 formacién 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 i Correct disulfide bonds
—N—C—C—
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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




UPR mechanism in mammals.
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Preguntas: Reticulo
Endoplasmico

* ¢Cual es el origen del RE? .
¢,cOmMo se asocia con la

membrana nuclear?

* ¢por qué hablamos de RE liso

y rugoso?
* ¢ Qué células estan

enriquecidas en cada uno de

los RE?

* ¢ Qué funciones cumplen los *
RE? ¢ Son el mismo organelo?

* ¢ Qué es el péptido senal?
¢, Como lo reconocemos? ;a
dénde va después de la .

traduccion?

» ¢ Por qué hablamos de
Particula en el SRP? ; Como .

cumple su funcion?

¢, Cual es la estructura de un
dominio de transmembrana?

* ;COmMo se inserta una proteina de
transmembrana de clase |? sy de
clase 11?

* ¢ qué pasa si le retiro el péptido

sefal a una proteina soluble en el

lumen del reticulo? ¢y a una

proteina de TM tipo 1?

¢, qué debo hacer para lograr que

una proteina de TM de tipo | sea

SECRETADA en forma soluble?

¢y una proteina mitocondrial o

peroxisomal?

¢qué es una flipasa?

+ ;dobnde se sintetisa el Colesterol?

¢, Cual es la enzima limitante?

¢écomo se van a aprender todo
esto?




