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Las células eucariontes poseen un complejo sistema de membranas que
permite el intercambio de material entre diferentes compartimentos y con
el medio extracelular
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La ruta secretoria (EXOCITOSIS) se inicia en el reticulo endoplasmico, pasa por
el aparato de Golgi y termina en la membrana celular, con desvios hacia
endosomas y lisosomas

La ruta ENDOCITICA se inicia en la membrana plasmatica y termina en
lisosomas, con rutas alternativas al aparato de Golgi y de reciclaje a la
membrana plasmatica



El trafico Secretorio es a traves de Vesiculas
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Vesiculas que llevan un cargo determinado geman del
compartimanto dador y se fusionan con el compartimento aceptor



Selectividad, |la palabra clave...
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Las vesiculas de transporte deben ser muy selectivas: deben seleccionar
tanto su cargo como el compartimiento blanco.

Por ejemplo, las vesiculas destinadas a lisosomas deben llevar solo enzimas y
proteinas lisosomales y deben fusionarse solo con lisosomas. Las enzimas
lisosomales se seleccionan porgue tienen la sefial topogénica manosa-6P que
es reconocida por el receptor de manosa 6P (M6P-R), el que tiene en su
segmento citosolico sefiales de destinacion al lisosomas.



Flujo de membranas: SORTING Y TARGETING

Se define el proceso de seleccion o sorting como el empacamiento de
determinado tipo de proteinas en una vesicula con el fin de dirigirlo a
un compartimiento blanco. Por ejemplo, proteinas del RE se
seleccionaran para ser recuperadas desde el Golgi-cis; proteinas
destinadas al Golgi se seleccionan en vesiculas que iran al Golgi;
proteinas lisosomales se seleccionan en vesiculas que van desde la
red trans-Golgi a lisosomas. El sorting ocurre en el organelo de
origen.

La destinacion o targeting se define como el proceso por el cual una
vesicula con un cargo determinado reconoce su compartimiento blanco.
Esto ocurre por movimiento de las vesiculas, generalmente a traves
de microtubulos, desde el compartimento dador al compartimento
aceptor, y un mecanismo de reconocimiento del compartimiento
aceptor. El targeting ocurre en el compartimento blanco.



Proteinas de cubierta: COP I, COP Il y clatrina
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Las proteinas de cubierta son importantes en la seleccion del cargo de
una vesicula:
COP I-ARF1: trafico Golgi —RE
COP II-SAR1.: trafico RE — Golgi
Clatrina: membrana plasmatica — endosomas; red transGolgi —
endosomas tardios



Senales de selecciéon al RE

Determinadas secuencias aminoacidicas en el C-terminal son sefal de
retencidon o recuperacion de proteinas del RE.

La sefial de recuperacion mas conocida es dos lisinas seguidas por 2
aminoacidos cualquiera (KKXX)

Proteinas con la secuencia KDEL en el carboxilo terminal (Lis-Asp-
Glu-Leu) interactian con el receptor para KDEL (KDEL-R) y vuelven al
RE en vesiculas que contienen COP-1 y ARF.

KDEL-R recicla entre RE y Golgi. El receptor, y proteinas que se
unen a este, son también utilizadas para retener proteinas en el RE
en donde KDEL-R es abundante.



PROTEINAS G: proteinas que unen guanidin nucleétidos (GTP, GDP)

Las proteinas G existen en dos estados: unidas a GDP o0 a GTP. Las
proteinas G pueden ser triméricas (Gs, Gi, Gg) o monomeéricas (ras,
raf, rab, gsp, arf, sar, etc)

GED

INACTIVA O GDP O TP  ACTIVA

GEF

GTP GDP

GEF: guanine nucleotide exchange factor
GED: GTPase effector domain



Sorting: formacion de vesiculas COPII
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Las vesiculas COP Il contienen la proteina G Sarl. Cuando se va a formar una
vesicula en el RE, un GEF de la membrana del RE une Sarl inactivo (Sarl-GDP) y
cataliza el intercambio por GTP lo que causa un cambio conformacional exponiendo
una cola hidrofobica. En el estado GTP, Sarl se une a la membrana del RE y recluta
las proteinas de la cubierta COPII.

Las vesiculas COP I reclutan una proteina G llamada ARF1 que tiene unido
covalentemente miristato (ac. graso saturado del4 carbonos) que funciona como
cola hidrofobica. ARF1 se une a la membrana del Golgi cis y recluta las proteinas
de la cubierta COP1.



Ciclo de las proteinas Rab

1. Rab-GDP se une a un GEF especifico
en el compartimento dador.

2. GEF induce el intercambio de GDP por

Rab-GTP — Guanine nucleotide. GTP activando Rab (Rab-GTP). Al activarse,
: Rab evidencia un grupo lipidico que la ancla
VSNARE ‘\ al compartimento dador.

/ Soluble 3. RAB en conjunto con un v-SNARE
ransport p - ¢ especifico se seleccionan en la vesicula
vesicle dissociation ted  saliente.

inhibitor (GDI) group
4.V-SNARE reconoce el compartimento
| docking ® blanco al interactuar con un t-SNARE
\ | maosis  @specifico. A su vez, Rab-GTP se une a un
Rab Membrane efector especifico para este Rab.

effector -
fusion

5. Launién de los SNARES (en conjunto
con otras proteinas) induce la fusién de la
vesicula.

6. La fusion desencadena la actividad
GTPasa de Rab y Rab-GDP se disocia del
compartimento blanco.

7. La capacidad de intercambio de Rab-
GDP es blogueada por un inhibidor de la
asociacion hasta alcanzar el
compartimento dador con actividad GEF



TARGETING: SNARES

Debido a la abundancia de los sistemas membranosos, una vesicula puede
colisionar con varias membranas antes de encontrar la membrana blanco. Por lo
tanto, las vesiculas deben ser altamente selectivas.

La especificidad del targeting se asegura por proteinas de la vesicula que son
reconocidas por receptores en el compartimiento blanco: los SNARES

- DONOR ORGANELLE -

v-SNARE: en la vesicula t-SNARESs: en el comp. blanco



Acoplamiento de SNAREs
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Tres SNARES son responsables del docking de las vesiculas sinapticas a la
membrana plasmatica. El v-SNARE synaptobrevin, y el t-SNARE syntaxin son
proteinas transmembrana que contribuyen una a-helice cada uno al complejo de
SNAREsSs. El t--SNARE Snap25 es una proteina periférica de membrana que
contribuye dos a-helices al complejo. Los complejos de SNARE siempre consisten
de un haz de cuatro a—helices (coiled coil), tres contribuidas por los t-SNARE y una
por el v-SNARE.

Una vez establecida la union, la vesicula se fusiona y descarga su contenido.



Similitud entre SNARES vesicula sinaptica/membrana plasmatica y RE/Golgi

Note that both complexes potentially

involve three T-SNARE helices on

one membrane providing a high

affinity binding site for one opposing

V-SNARE helix on the other

membrane.

In the case of the ER/Golgi complex,
one helix would be contributed by
each of the four proteins, whereas in

the synapse, SNAP-25 contributes

two helices. (Xu et al., J. Biol. Chem.

Kuetal, J. Biol. Chem. 275 39631-39639, 2000

275: 39631-39639, 2000).



Disociacion de los acoplamientos de SNAREs
por NSF despuées de completar la fusion
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docking fusion SNARE dissociation

Después de que los SNAREs han mediado la fusion de la vesicula en
la membrana blanco, una proteina llamada NSF cataliza el
desensamblaje de los SNAREs. NSF es una chaperona citosolica con
actividad ATPasa. La energia de la hidrolisis del ATP se usa para

separar la interaccion coiled-coil entre los SNARES.



Nomezclatura:

SNARE: SNAP receptor

SNAP: soluble NSF Attachment Protein

NSF: N-ethylmaleimide Sensitive Factor

docking fusion SNARE dissociation



Flujo de Membranas

Exocitosis: un mecanismo sintético-secretor que permite que macromoléculas
sintetizadas por la célula sean destinadas al medio extracelular.

Endocitosis: proceso celular de incorporacion de macromoléculas desde el
medio extracelular

(B) endocytosis



RUTAS ENDOCITICAS

Pinocytosis
Phagocytosis Micropinocytosis
(particle-dependent) (>1 uM)
Cla(;[_hrtin(-j Ca\ije_olind- Clathrin- and caveolin-
mediated mediated independent endocytosis
endocytosis endocytosis (90 nm)
(120 nm) (60 nm)

5 5 OO

Multiples rutas de entrada a la célula
Las rutas endociticas difieren con respecto a:
sscargo (ligandos, receptores, lipidos)
“*Tamano de las vesiculas

<+*Mecanismo de formacion de vesiculas



ENDOCITOSIS MEDIADA POR CLATRINA
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Jean Gruenberg, Frederick R MaxfieLD. Membrane transport in the endocytic pathway. Curr Op Cell Biol 1995, 7:552-563



SISTEMA ENDOSOMAL

Endosomade Endosomade MVBs Endosomas
sorting reciclaje tardios
) Atraves del
Topologia Citopl. periférico Perinuclear citoplasma Perinuclear
Morfologia Tdbulo-vesicular Vesicular Esféerica con Compleja, con
memb.internas membranas
internas
pH lumenal 6.2 6.5 5.5 5.5
Marcadores TfR (y receptores que TfR (y receptores M6PR; proteinas
reciclan) gue reciclan) lisosomales
Proteinas G, Rab4; Rab5; ARF6; Rab4; Rabli; Anexina I; Rab7; Rab9;
anexinas EEAL; anexina Il anexina VIl anexina I;
v-SNARES Celubrevin Celuvrevin




Clase |

LDL?
o,-macroglobulina
Cobalamina
Insulina
Manosa-6-fosfato
Asialoglicoproteina
Fibronectina
Interferén

Claselll

Transferrina

MHC clase | en linfocitos T
MHC clase Il en macréfagos

Clase lll

EGF2

NGF?

Glucagon

Insulina

Hormona del Crecimiento
TSH

CG

Interleucinas

Clase IV

IgA

109G
Fibronectina

CLASES DE EMR

Provee a la célula de colesterol
Remueve agentes nocivos
Proporciona vitamina B12
Internaliza insulina

Remueve enzimas lisosomales
Remueve glicoproteinas
Provee fibronectina

Actividad antiviral

Provee a la célula de hierro
Reaccion inmune
Reaccion inmune

Transduccion de sefiales, mitosis
Transduccion de sefiales, mitosis
Cambios en la actividad metabdlica
Cambios en la actividad metabdlica
Transduccion de sefiales, mitosis
Sintesis y secrecién de proteinas
Producciéon hormonal
Comunicacion intercelular

Transcitosis de IgA en intestino

Transcitosis de IgG en higado, placenta

Transcitosis de fibronectina



Maximal binding (%)
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Estabilidad al pH de complejos ligando-receptor

— Tf receptor

Asialoglycoprotein-
asialoglycoprotein receptor

Insulin-
insulin
receptor

LDL-LDL receptor

4.0 5.0 6.0 7.0
pH



Endocitosis mediada por clatrina

Coated pit
I

Recycli d
G Early sorting endosome
—
}i A lMATU RATION
%ﬁn

Yeast AP-3/ALP pathway

MVB/prevacuolar
compartment

Currant Opinian in Cell Biology Lemmon and Traub, 12, 457-466

Ruta degradativa: Ruta de reciclaje:

1. Membrana plasmatica 1. Membrana plasmatica

2. Endosoma temprano (sorting) 2. Endosoma temprano (sorting)
3. Endosoma tardio 3. Endosoma de reciclaje
4 4

Lisosoma Membrana plasmatica



El endosoma temprano
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Current Opinion in Cell Biclogy vacuole

El destino de ligandos y receptores hacia la ruta degradativa o la
ruta de reciclaje se decide en el endosoma temprano o de sorting.
Receptores que no tienen seiales especificas en sus segmentos
citosolicos siguen la ruta de reciclage. La presencia de seiales
especificas, como fosforilacion o ubiquitinacién, inducen la
seleccion de estas proteinas hacia la ruta degradativa.



Formacion de una vesicula endocitica
cubierta por clatrina
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Los pozos cubiertos por clatrina atrapan proteinas de la membrana
plasmatica que tienen en su segmento citosolico sefales
topogéenicas de endocitosis.



Trisquelions: unidad estructural de la cubierta de clatrina
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3 sub-unidades livianas heavy chain
de clatrina. light chain
Los trisquelions se auto-
ensamblan generando
una vesicula endocitica
cubierta por clatrina

(B)



Las Adaptinas (péptidos de ensamblaje) son
tenaces acompanantes de los trisquelions

Clatrina Adaptinas




Peéptidos de ensamblaje
Las adaptinas o péptido de ensamblaje son oligomeros formados por 2

cadenas pesadas (a, B, y) que interactian con lipidos de la membrana (PIP2)
e inducen la formacién de la cubierta de clatrina

o subunit B2 subunit

AP-2

Péptido que forma parte de las vesiculas
cubiertas por clatrina que se originan en la
membrana plasmatica que tienen como
destino el endosoma temprano 02 subunt

U2 subunit

AP-2
Plasma membrane adaptor

v subunit B1 subunit

AP-1

Péptido que forma parte de las vesiculas
cubiertas por clatrina que se originan en la
red trans Golgi y que tienen como destino el
endosoma tardio y los lisosomas

1 subunit

a1 subunit

AP-1
Golgi adaptor



AP-1A AP-2 AP-3A AP-4

Endosome/TGN

AP-1B AP-3B
solo epitelios

Endosome?




FORMACION DE VESICULAS CON CLATRINA

(b) Integral proteins
excluded from
transport vesicles

Exoplasmic face

Cytosolic face

Fibrous clathrin coat
Assembly
particle

Clathrin-coated
vesicle




Ensamblaje de clatrina




SENALES DE INTERNALIZACION BASADAS EN TIROSINA:

as proteinas internalizadas por endocitosis tienen en su segmento citosoélico
secuencias de internalizacion que es reconocidas por los péptidos de ensamblaje,

anclando a estos receptores en los pozos cubiertos por clatrina

RECEPTOR SECUENCIA
LDL NPVY (NPXY)
Manosa NTLY (NXLY)
Transferrina YTRF (YXRF)
Poli IgG YSAF (YSXF)

Manosa-6-P YRGV (YRGX)



Dinamina

(a) 300 521 623 750 864

(b) (c)

Lipid bilayer

Hinshaw, 2001. Dynamin Current Opinion in Cell Biclegy

Estructura de la dinamina. (a) Diagrama de sus cinco dominios: GTPasa, del medio, homologia a plekstrina (PH), el
dominio efector GTPasa (GED) y el dominio rico en prolina (PRD). Las lineas negras indican las regiones involucradas en
el auto-ensamblaje. (b) y (c) reconstruccién 3D de PRD-dinamina en el estado contraido. (B) mapa en 3D de PRD-
dinamina, que muestra tres picos prominentes densidad de color verde (la cabeza), azul (tallo) y oro (pierna). En presencia
de GMP-PCP, PRD-dinamina constrifie en la direccion radial (r) y axial (flechas). La constriccion del tubo es de 40 nm de
diametro en comparacion con 50 nm para el tubo no contraido. En la direccion axial, el tubo se contrae ~ 4 nm. (c) seccion
a través del mapa en tres dimensiones, la que ilustra las posibles interacciones entre las moléculas de dinamina en el
dimero. Se ha propuesto que el dominio GTPasa de dinamina reside en la region de la cabeza, el centro y GED residen en
el tallo y el dominio PH reside en la pierna. La region de la pierna inserta en la monocapa exterior de la bicapa lipidica.



DINAMINA

A-.riu:lin MasNa

Dyn:GTP Dg,rn GTP Assembled $
l @ Dj-"r'l GTP
Invagination Constriction?® Fission®

2 Rate limiting step in dyn{wt) and dyn({K694A) cells
b Rate limiting step in dyn{R725A) cells

Observaciones de apoyo:

a- Ubicacion de dinamina-1 (neuronal) y dinamina-2 (ubicuota) en pozos cubiertos por
clatrina de la membrana plasmatica.

b.- La capacidad de dinamina para autoensamblarse en anillo helicales localizados en
invaginaciones de pozos cubiertos por clatrina.

c.- Interacciones in vitro entre dinamina y AP2.
d.- La capacidad GTPasica de dinamina.

e. La necesidad de GTP y el efecto de analogos en la endocitosis mediada por receptor
en células perforadas. Schmid et al. 1998. Current Opinion in Cell Biology 10:504-512.



Endocitosis, M.T. Nufiez, Biologia, Ciencias, U. de Chile

Rabs definen los compartimentos blanco

Al igual que los SNAREsS,
cada proteina Rab tiene una
distribucion sub-celular
caracteristica y cada
organello tiene a lo menos

una Rab en su cara citosolica

plasma membrane

N

Rab11
Rab15
Rabs
@ 4'061 |
|
|
Rab11 '
..S b
£
=
-
CCV clathrin coated vesiales /
EE early (sorting) vesicles
ECV endocytic carrier vesicles
RE recycling endosome

TGN

LE
L

PM

?

trans golgi network

late endosome
lysosome

plasma membrane
pathway known
pathway unknown
rab protein unknown

HSC 138

Roadman & Ness, Journal of Cell Science 113, 183-192 (2000)



Las proteinas Rab contribuyen a la especificidad del transporte vesicular
(targeting). Son GTPasas monoméricas con mas de 30 miembros en la
familia.

PROTEINA ORGANELO

Rabl ER and Golgi complex

Rab2 cis Golgi network

Rab3A synaptic vesicles, secretory granules
Rab4 early endosomes

Rab5A plasma membrane, clathrin-coated vesicles
Rab5C early endosomes

Rab6 medial and trans Golgi cisternae

Rab7 late endosomes

Rab8 secretory vesicles (basolateral)

Rab9 late endosomes, trans Golgi network
Rab10

Rabll recycling endosome, plasma membrane




Targeting: Rabs en el sistema endoSomal somensen e s sco usisoros 2000

Eaks-GFPF
Eh-transferrin
10min U|:'rluL'|.'

Rab4-GFFP
Bh=transfernn
| Omun uptake
Smin chase

Rabl 1-GFP
Rh-transfermn
| Gy wptake
I0min chase

Imégenes representativas de
colocalizacion de GFP-Rabs
con Tf a distintos tiempos.

Tf (rojo) colocaliza con Rab 5
y Rab 4 atiempos
tempranosy con Rab 11 a
tiempos tardios. Los
compartimentos de Rab 4,
Rab 5y Rab 11 son

distintos.

Video frames consecutivos
de células A431 expresando
GFP-Rab 5, Rab 4 o Rab
1ldespués de la
internalizacién de
transferrina marcada con
rodamina

Tf colocaliza
secuencialmente con Rab 5,
Rab 4y Rab 11.



transferrin-rab co-localization (%)

Rabs de la ruta de reciclaje

100
90 -
80 -
2 |  Rabd
60 Rab11
50 .
40 -
30 -
20 - ¥ Rabs
10 -
0

0 2 S 15 30
chase time (min)

Cuantificacion de las colocalizaciones. Cinéticas
de iniciador (Rab 5), intermediario (Rab 4) y
producto final (Rab 11). ((Sonnichsen et al, JCB
149:901.913, 2000)

)

Los organelos endociticos son un mosaico
de dominios de membrana. La
compartamentalizacion se logra por
arreglos funcionales dinamicos entre los
dominios. Las combinaciones mas
abundantes son entre Rab4y Rab 5y
entre Rab 4 y Rab 11.



FIN



3, During glycoprotein maturation in most cells, proteins
move through organelles in the following order:

A, endoplasmic reticulum (ER) — Golgi vesicles — trans
Golgl reticulum.

B. trans Golgi reticulum — ER — Golgi vesicles.

C. endocytic vesicle — sorting compartment — secretory
vesicle,

D, transport vesicle — late endosome —» lysosome,

Proteins typically included in coated
vesicles include

a. cargo proteins.

b. cargo protein receptors.

c. small GTPase of the Sarl or Arf families.
d. v-SNARE molecules.

e. la proteina NSF



9, Transport vesicles can have all of the following
properties EXCEPT

A, a clathrin coat,
B. a COP coat,

C. protein shuttling from mitochondria to the
endoplasmic reticulum,

). fusion with target organelles with the participation of
SNAP,

10. The sequence Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) is an example of

a. a sequence signal for selective inclusion of membrane proteins in COPII
vesicles.

b. a sequence signal for interaction with AP2 and inclusion in clathrin/AP2
coated vesicles formed at the cell surface.

c. a sequence signal for interaction with AP1 and inclusion in clathrin/AP1
vesicles formed at the trans-Golgi network.

d. a sequence signal for inclusion via interaction with the KDEL receptor in COPI
vesicles.

e. a sequence signal for protein aggregation at the trans-Golgi network resulting
in inclusion in regulated secretory granules



8. N-linked oligosaccharides in glycoproteins
A. are characterized by the presence of xylose.
B. are generally shorter than O-linked oligosaccharides.

C. are produced by the sequential addition of sugar
residues.

D, are produced from a common precursor.

12, Targeting of enzymes to lysosomes involves all of the
following steps EXCEPT

A, dissociation of ligand from receptor
B. binding to a mannose-6-phosphate receptor
C. decrease in pH

D, direct addition of phosphate to mannose



De la pag web de Randy Sheckman

*What is a coat protein complex and what is its role in vesicle
transport?

*What is meant by “anterograde” and “retrograde” transport with
respect to vesicle transport between the ER and Golgi? Which coat
protein complex is involved in each of these two types of transport?

*From what compartment do vesicle membranes originate?
*What role do SNARE proteins play in vesicle trafficking?

*\WWhat would happen if transport from the ER to Golgi were disrupted?
What if transport from the Golgi to the ER were disrupted?

*How was it experimentally shown that the proteins involved in clathrin
vesicle formation actually form a coat complex?

*What triggers COPII coat assembly, and how is this event specific to
the ER?
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