Clase 4

Distribucion
de proteinas
y transporte vesicular



(A) Free ribosomes in cytosol
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(B) Membrane-bound ribosomes
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Ensayo de traduccidn in vitro con
MRNA de RubiscoS formando 3°S RubiscoS

eIncubar cloroplastos + 3°S RubiscoS
eCentrifugar

eTratamiento con/sin proteasa

eCentrifugar

eRomper y separar las proteinas en un gel SDS
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El tamaino de las proteinas en el citosol
es mayor que los dentro del organelo

Un péptido senal (PS) fue cortado en

el proceso de entrar

Carril

1- 35S RubiscoS inicial

2- 3°S RubiscoS + cloroplasto, sin proteasa
3- 3°S RubiscoS + cloroplasto, con proteasa
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Peptido senal

N-terminal 20-200 aa

"Necesario y suficiente"

Baja conservacion de 1@ y 22 estructura
Dificil predecir nUmero de proteinas
pero hasta 3000 importadas

Fisp70 IAP,

Intermembrane
space

Complejos TOC / TIC
Union - E indep
Translocacion — ATP dep, fmp indep

Peptidasa del estroma expone senal
secundaria

Thylakoid membrane

MBoC 2002



fr Thylakaid

Lumen

Destinos internos

-Membrana del tilacoide
GTP, pH y SRP dep

ej. Light Harvesting Complex Pr
Otro sistema?

-Lumen del tilacoide

Sec - pH, ATP dep

ej. OE33 (complejo evolucion de
oxigeno), PC

Tat - 2 Arg, pH dep
ej. OE23

Current Biology

Jarvis and Robinson 2004



Importacion
a las mitocondrias

Pre-secuencia (equivalente al péptido sefal)

N-terminal (B)
Bien conservada entre eucariontes
Secuencia 12 - Arg cada 3 o 4 residuos
Secuencia 22 - Hélice anfipatica

Complejos TOM / TIM (no tiene similitud de secuencia con TOC / TIC)
Union — mediante helice y chaperonas
Traslocacion — ATP y fmp dep

Peptidasa del matriz expone senal secundaria para llegar a
membrana interna



Importacion
a los peroxisomas

-Todas las proteinas importadas.

-Una membrana para cruzar.
-Fotorespiracion (peroxisomas) y
degradacidon de acidos lipidicos (glioxisomas)

Senales

PTS1 - C-terminal Ser-Lys-Leu. No se corta
PTS2 - N-terminal, cortada

ATP dep, chaperonas/receptores = ?




Mucho trafico
N — Cito = mARN, tARN
Cito — N = FT, histonas, polimerasas, ARN y ADN de patogenos
Cito - N — cito = ribosomas

Filament
Complejo poro nuclear :
124 MDa, >100 proteinas

it [T [EFT

40 kDa limite (iones, metabolitos, » -' S
protemas chicas) ' |
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Importacion al nucleo

Senal localizacion al nucleo (NLS)
Sin consenso, tipicamente basico (Lys, Leu), mas de una por
proteina, interno, no estan cortadas

Mecanismo

Union con factores citosolicos (importinas a y B) y poro (GTP dep)
Translocacion (GTP dep)

Control de expresion de genes
FT quedan en citosol... - enmascaramiento de NLS

- Fos. o defos.

- factores del medioambiente (luz)
...hasta que se necesita en el nucleo

Mamiferos - importacion se detiene a 4°C
Plantas - continua hasta 0°C



Sistema secretor

Plasma membrane

DA Extracelular
Formado por e

RE, Golgi, MP, endosoma (ruta
endocitica) y vacuola, mediado
por vesiculas

Todos tienen una membrana
externa

Objetivo
Dirigir las proteinas a su destino
correcto

También:

-Modificacion de proteinas
-Sintesis de polisacaridos
no-celuldsicas vy lipidos
-Almacenamiento de Ca?*



Vesiculas

Formacion requiere

eProteinas citosodlicas, formando una capa externa a la vesicula,
que depende de la ruta a seguir, y proteinas asesoras

eEnergia GTP
Fusion requiere
eEnergia GTP
eProteinas asesoras y disociacion de la capa, exponiendo proteinas
integrales de la vesicula que interactuan especificamente con las

de la membrana blanca

Se necesita transporte anterogrado y retrogrado



Péptido sefial N-terminal — aa basico mas 6-12 hidrofdbicos.
"Necesario y suficiente" para dirigir a una ribosoma libre a fusionar con
el SRP (Particula de Reconocimiento de Sefales) que detenga traduccion

antes de unir con el RE.
Translocacidon requiere energia y chaperonas luminales, sefal cortado

Endoplasmic reliculum lumen




Proteinas integrales

Un paso
eSe corta el péptido sefal. Se transloca la proteina hasta que se
encuentra una secuencia de terminacion de translocar — una a-hélice

Multi-paso

eTiene multiples sefales para iniciar la translocacion, interespaciada
con secuencias a-hélice paso membrana.

eCasi siempre tiene N y C terminal dando hacia el citosol

eResiduos (basicos) en el citosol, el cual posee una carga negativa
versus otros compartimentos - Util para tratar de predecir la ubicacion
de una proteina desconocida

COOH
CYTOSOL

glart stop slart stop start  stop

LUMEN

(T

MBoC 2002



Roles del reticulo endoplasmatico

Plegamiento

BiP - chaperona une con partes hidrofdbicas, para que no formen
agregaciones, y ademas es una ATPasa, ayudando al plegamiento correcto.
Solo las que han sido plegadas correctamente pueden continuar al Golgi.

Modificaciones mayores
- Enlaces disulfidicas
- Pro a hidroxipro (HGRP)

Adicion de N-glicanos

eAgregada a algunos NXS/T en proteinas
integrales y secretadas

eModificacion preliminar para plegamiento
y control de calidad mediada por otras
chaperonas — calnexina y calreticulina




Solubles (por ej. chaperonas)

ePoseen C-terminal KDEL. Reconocido en Golgi por receptor ERD para su
proximo embalaje en vesiculas tipo COPI hacia el RE

*KDEL es necesaria y suficiente

eIdentificacion de AtERD2 - un EST con similitud a ERD de levadura y
complementacion funcional de erd mutante - Genética reversa
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Boevink et al 1998 Hoja tabaco (A, STGFP - Golgi. B, AtERD2 (HDEL receptor) RE y Golgi)



Retencion de proteinas en el RE
- rescate desde del Golgi

Integrales (por ej. complejo de
translocacion)

-C-terminal KKXX

-Necesario y suficiente

NNXX - proteinas mutadas de plantas
estan secretadas (PTM cortada)

Mamiferos - NNXX - MP
Levadura - NNXX - vacuola

Benghezal et al 2000 GFP en tabaco BY-2




Proteinas integrales
Interactian directamente
con la capa

Proteinas solubles
Interactlan con la capa
mediante receptores en la
membrana de la vesicula

Capas
RE - Golgi = secrecidén con
capa de COPII

Golgi - RE = recaptura con
capa de COPI (ej. KDEL)

ER = resident protein
& B Cargo proteins

# Integral membrane protein
of the targeting machinery

: Coat proteins of COPL vesicles

= Coat proteins of COPI vesicles




Movimiento Golgi - vacuola

1. Vacuola de almacenamiento de proteinas
Ej. Prolaminas en monocot, globulinas en dicot en endosperma
Via vesiculas densas (vicilin en arveja) del TGN o, a veces RE. Sin clatrina

(A) Transport to PSV in dense vesicles

Tonoplast
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2. Vacuola ‘litica’
Proteinas del tonoplasto, enzimas hidroliticas
Via compartimento pre vacuolar (PVC) en vesiculas con clatrina




Movimiento Golgi a la vacuola y
membrana plasmatica

, ] - Protoplasts Media
Péptidos senales Chase time (h) 0 12 0 12

N-, C-terminal (cortados) o interno
Si no hay - la proteina esta secretada

, BL + CTPP 23 kDa-
En mamiferos - 18 KDa—

Manosa 6-fosfato dirige las
proteinas a los lisosomas

BLACTPP 18 kDa-

BL = Lectina de cebada, C-terminal
pépido sefial
Experimento de pulsa y caza

MP
Por defecto si no hay senal al contrario (KDEL, KKXX, Vac)



Reacciones de glicosilacion estan compartimentalizadas

Table 2. Mumber of immunogeld partic
ent Gogi compartments over 50 i

carmparirmeants
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FParaniheseas! parcantaga of gald particles found in eact
cl ae with respact to the total labeling encountered over all

the Golgr stacks.

Fitchette-Laine et al 1994

y HGRP



(A) Vesicle shuttle hypothesis

Massimo et al 1999 algal plate in distal vesicles (arrow in 7)

derived from Golgi (in 5)

Video - http://www.nature.com/nature/journal/v441/n7096/extref/nature04717-s14.mov
Evidencia directa de la maduracién de cisterna: una célula de levadura, cis Golgi en verde, trans en rojo

Progresion de material
entre cisterna del Golgi

(B) Cisternal progression hypothesis

%




Endocitosis
Via vesiculas con capa de clatrina y adaptinas
(igual a Golgi a compartimento pre vacuolar)

Coliflor x200,000

Plasmodesmo
Moléculas hasta 800 Da, pero puede aumentar el diametro hasta 10 kDa



La complejidad y familias de genes
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Resumen
Clase 4

eMlUltiples destinos de proteinas en plantas y en organelos - refleja la
compartimentalizacion de metabolismo

ePresencia de péptidos sefal/pre-secuencias dirige el movimiento
correcto

ePresencia de mecanismos de control de calidad/plegamiento en el RE

eReconocimiento de secuencias especificas por receptores especificos -
tanto para el cargo como para proteinas que hay que recapturar

eLas capas y proteinas asesoras identifican el tipo de vesicula

Ademas...

eLa protedmica es una herramienta precisa y poderosa en el analisis
global de la localizacidén subcelular de proteinas o para seguir cambios
en su acumulacion bajo condiciones definidas.
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