Proteinsortierung und
intrazellularer Transport



Inhalte

« Wie regulieren Signalsequenzen die Verteilung der Proteine in der Zelle?
« Wie erfolgt der Import (Export) in den Zellkern?

* Wie erfolgt der Import in Mitochondrien/Peroxisomen?

« Wie erfolgt der Import ins endoplasmatische Retikulum?

* Welche Aufgaben haben das endoplasmatische Retikulum, der Golgi
Apparat, Peroxisomen und Lysosomen? Was passiert chemisch in den
Organellen?



Lernziele i\)

« Die Eigenschaft und Funktion von Signalsequenzen kennen
« Den Unterschied zwischen Kernimport und Mitochondrienimport kennen.
« Die Abfolge des Kernimports beschreiben kénnen.

» Funktionen des rauen und glatten ERs, der Peroxisomen, der Lysosomen
und des Golgi Apparats beschreiben kdnnen

» Die Abfolge des Proteinimports ins ER beschreiben und welche
Modifikationen im ER erfolgen kénnen.

« Grundlagen der Qualitatskontrolle im ER erlautern kbnnen.
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TABLE 15-2 THE RELATIVE VOLUMES OCCUPIED BY THE MAJOR

MEMBRANE-ENCLOSED ORGANELLES IN A LIVER CELL (HEPATOCYTE)

INTRACELLULAR PERCENTAGE OF APPROXIMATE NUMBER
COMPARTMENT TOTAL CELL VOLUME PER CELL

Cytosol 54 1

Mitochondria 22 1700

Endoplasmic reticulum 12 1

Nucleus 6 1

Golgi apparatus 3 1

Peroxisomes 1 400

Lysosomes 1 300

Endosomes 1 200
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Ubersicht: Hauptfunktionen membranumschlossener
Kompartimente

Cytosol Viele Stoffwechselwege, Proteinsynthese
Zellkern Genom, DNA-/RNA-Synthese
Mitochondrien  ATP-Synthese durch Atmung
Chloroplasten  ATP-Synthese durch Photosynthese

ER Lipidsynthese, Proteinsynthese

Golgi-Apparat Modifikation, Sortierung, Verpackung von Proteinen/Lipiden
Lysosomen Intrazellularer Abbau

Endosomen Endozytose Ein iiber Vesikel
Peroxisomen Oxidation toxischer Molekdle verbundenes
Sekretorische  Exozytose Endomembransystem
Vesikel

HOCHSCHULE ﬂ
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Chloroplast

Mitochond

Peroxisom
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Wie gelangen Proteine an

lhren Zielort?



Sighalsequenzen leiten Proteine zum Zielort.

« Signalsequenzen sind notwendig und auch ausreichend.

« Sequenzen fur den gleichen Bestimmungsort kbnnen variieren. Dennoch
weisen sie oft eine ahnliche dreidimensionale Struktur auf, die eine
Erkennung und Bindung durch Zielrezeptoren ermdoglicht.

cytosolisches Protein ER-Protein,
(keine Signalsequenz) Signalsequenz entfernt

ER-Signalsequenz
mit cytosolischem

Protein
verknUpft
j
ER-Protein ER-Signalsequenz cytosolisches Protein
mit ER-Signalsequenz
(A) GEWOHNLICHE FORM (B) VERSCHOBENE SIGNALSEQUENZ
© 2012 Wiley-VCH, Weinheim EPHAN-TRIESDO |
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Sighalsequenz von Proteinen

Proteine, die zu bestimmen Organellen transportiert werden, tragen eine
Signalsequenz / Signalpeptid fir den Bestimmungsort

Lange: 15 - 50 Aminosauren (AS)

ER: hydrophober Kern ( ), der von pos. geladenen AS am N-
Terminus ( ) und von polaren AS am C-Terminus (c-Region)
flankiert wird . oy
N—_n | h € H Protein C
6-15 aa
< 15-50 aa >
Zellkern: -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

*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-

Mitochondrien:

meist wird die Signalsequenz nach Membrandurchtritt abgespalten
(Enzyme: SPase); die kurzen Peptide werden dann durch weitere Protease
abgebaut.

https://de.wikipedia.org/wiki/Signalsequenz#/media/Datei:Signal_sequence.svg



mRNA, die fir ein cytosolisches Protein
codiert, verbleibt frei im Cytosol

freie Polyribosomen
im Cytosol

3'

wachsende
Polypeptidkette

Proteinsynthese an
freien oder

ER-gebundenen
Ribosomen

HOCHSCHULE
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mRNA, die fur ein cytosolisches Protein
codiert, verbleibt frei im Cytosol

freie Polyribosomen
im Cytosol

51
3!

wachsende
Polypeptidkette

Proteinsynthese an
freien oder

gemeinsamer Vorrat ribosomaler
Untereinheiten im Cytosol

Polyribosom, das Uber
viele wachsende Polypeptidketten

= an die ER-Membran gebunden ist
| I
ER- . g :
ER-gebundenen signal- - - \ » ..
. sequenz
Ribosomen
mRNA, die fur ein
ER-Protein codiert, bleibt
membrangebunden
ER-LUMEN
12 ER-Membran

© 2012 Wiley-VCH, Weinheim
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Zielort: Zellkern
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Proteine werden aktiv durch Kernporen
In den Zellkern transportiert

Cytosolische Proteine fungieren als ,Lotzen".

Kernlokalisierungs- zukunftiges

(NLS) signal %/ Kernprotein
Ablauf: Kerntransportrezeptoren
R S SR 1. binden an NLS (nuclear

e 'j cytosolische localization signal)
h\ \:\, |

Kernporenfibrillen

2. treten mit Porenrand in Kontakt

3. transportieren mit dem Protein in
den Kern

4. trennen sich vom Protein (GTP)

'* 5. kehren dann wieder zuruick ins
Cytosol

6. GTP-Hydrolyse

CYTOSOL

KERN

Export verlauft gegenlaufig.

HOCHSCHULE
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KERNTRANSPORT-
1 REZEPTOR BINDET

FRACHTPROTEIN
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2 ¢
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-
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—an den ransport-

rezepor, Fracht-
protein wird frei-

gesetzt
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Zusammenfassung: Import von
cytosolischen Proteinen in den Kern

Kernhulle

auBere
Kern-
membran

innere
Kern-
membran

ER-Membran

ER-Innen-
raum

Kernlamina

perinuklearer

Raum
Kernpore
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Kernpore stellt einen Komplex aus
Nukleoporinen dar.

Kerntransportporenproteine
(Importine/Exportine) vermitteln den
Transport und verbrauchen GTP, Ran-
GTP/GDP ist energetischer Motor und
Richtungsgeber

Durch die Kernpore werden gefaltene
Proteine/Untereinheiten transportiert.

Kernlokalisationssignal
(nuclear localization signal, NLS)
kennzeichnet Proteine fur den Kern.

HOCHSCHULE
WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES




Zielorte: Mitochodrien & Peroxisomen

Innere
Membran

Mitochondrium

Cristae —~
Matrix

Membran

Peroxisom

. . . . HOCHSCHULE
https://www.spermidinelife.com/energie-aus-unseren-zellen-mitochondrien/ WEIHENSTEPHAN-TRIESDOREF
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https://www.spermidinelife.com/energie-aus-unseren-zellen-mitochondrien/
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H.;0 + O;

Peroxisomen (Microbodies) o_/
A

Funktion: Peroxisom

Beim Abbau von z.B. Fettsauren (B-Oxidation) oder Ethanol wird O, verwendet.
Dabei entsteht reaktives H,0, .

— Katalasen und Peroxidase wandeln
Katalase

H,O, um oder nutzen H,O, zur Oxidation 2H,0,——2H,0 + O,
von giftigen Substanzen
Peroxidase

(Phenole, Alkohole, Formaldehyd) R-H, + H,0, R+ 2 H,O

_ _ _ Peroxidase
Entgiftungsfunktion der Peroxisomen
OH

OH
besonders wichtig in Leber und Niere.
0=~ "oH 0 “OH
—/ H + Hy0, A H + 2H0
H

(@)
HO O (0] (0]
Electron donor Oxidized electron donor
(e.g. L-Ascorbic acid) (e.g. L-Dehydroascorbic acid)

WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF M"ﬁiﬁ
I FF IENCE ,\L" /
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Import von entfalteten Proteinen ins
Mitochondrium & Peroxisom

Die meisten Proteine vom Mitochondrium werden vom Kern codiert.

Proteine werden gleichzeitiger Transport durch aul3ere
entfaltet transportiert. (TOM) und innere (TIM) Membran

Kontaktstelle

aulBere Membran

Signalsequenz

Vorlaufer- Rezeptor-
protein protein
Protein-

translokator

innere Membran CYTOSOL

MITOCHONDRIALE MATRIX

&T&

fertiges
Protein

TOM (translocase outer membrane) abgespaltene
TIM (translocase inner membrane) Signalsequenz
19
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Exkurs: Chaperone unterstltzen die Entfaltung der Proteine
beim Durchtritt/Einbau in die Mitochondrienmembran.

Cytosol

Proteinaceous

pore

(TOM, TIM)

Mitochondrien-Matrix l

Polypeptide crossing the membrane

20

Chaperones
in the cytosol

Lipid bilayer

Chaperone in
the organelle

PAM = Presequence
translocase-Associated Motor

Hsp70-Proteinfamilie:
ATP-Hydrolyse 16st Hsp70
vom Protein und ermaoglicht
Bindung an TOM Uber
Signalsequenz

Hsp70-Proteinfamilie:
Bestandteil der

Import- ATPase (PAM-
Komplex), dem
energetischen Motor flr
den Import



Autosomal-rezessive Genmutation: Zellweger Syndrom
(peroxisomale Stoffwechselstorung)

- C-terminale Signalsequenz fir Peroxisomenimport: PTS1  -Ser-Lys-Leu-

« Zellwenger Syndrom: Defekt beim Transport ||// \'
von Proteinen in die Peroxisomen u.a. \\ /)
aufgrund von Mutation im Y | Endoplasmic reticulum
PTS1-Rezeptorprotein (PEX5p) "‘“‘“”Q’* X
) AT, Cytosol
= ,leere Peroxisomen /4 R
/ Matr \ <
W& &
'n " \ < Qﬂy
Symptome: RS =)
\\ ~-,_J.“:- R
° 1 1 1 N / Targwing & Impon
Gesichtsmissbildungen N ______/__/ ] Matrx prcn
* neurologische Abnormitaten, Porciadaan PTS: peroxisomal
Fehlentwicklungen der Augen targeting signal
« LebervergroRerung Mangelnde Peroxisomenfunktion &
Folgen der Anreicherung toxischer

* Probleme in der vorgeburtlichen Entwicklung

o Stoffwechselprodukte
 Tod meist innerhalb 6 Monate nach Geburt

21



Endoplasmatisches Retikulum (ER)

Grol3es geschlossenes Netzwerk aus Rohren und Ausstllpungen (Zisternen)

 “Endoplasmatisch” = im Cytoplasma
 “reticulum” = Netz

« wachst durch Einlagerung neuer Phospholipide
und Proteine

« vermittelt Transport tber Vesikel

deu, o R
\“:: An ban e

ER lumen

raues ER

22
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Raues ER

23

geht in die AuBenmembran des Kerns Uber

besetzt mit zahlreichen Ribosomen — Proteinsynthese

Proteinarten:

1. sekretorische/lésliche Proteine werden durch die ER-Membran ins
Lumen transportiert (z.B. Kollagen, Antikdrper, Trypsin)

2. Transmembranproteine

nucleus nuclear envelope endoplasmicreticulum

3. lysosomale Proteine

besonders haufig in sekreto-
rischen Zellen

(Drisen, Plasmazellen des
Immunsystems)

(B BN — —




Wachsende Polypeptidkette wird zum ER geleitet.

1. Signalerkennungspartikel (SRP) bindet an Signalerkennungssequenz
sobald sie aus dem Ribosom austritt
2. SRP-Rezeptor ist in der Membran verankert und bindet SRP

SRP wird freigesetzt und wiederverwendet
mRNA Ribosom

erkennungs-
partikel (SRP) CYTOSOL
A N
g e *
sequenz :
o - . ER-LUMEN
wachsenden SRP-Rezeptor in Translokations-
Polypeptidkette der ER-Membran kanal

© 2012 Wiley-VCH, Weinheim
Alberts - Lehrbuch der Molekularen Zellbiologie

ISBN: 978-3-527-32824-6  Fig, 15-014 Signalpeptid bleibt mit Kanal verbunden,
24 wahrend Protein eine Schlaufe macht



Transport von wachsenden Peptiden durch die ER-
Membran ins Lumen

" Polypeptidkette, Co-translationaler
- die aus dem Ribosom Proteintransport
herauskommt

Signal-
SEqQUENZ o

geschlossener abgespaltenes
Translokationskanal Signalpeptid

=
G N\

peptidase

i CYTOSOL

ER-LUMEN

Translokations-

NH,
kanal

COOH
Signalpeptid bleibt mit Kanal verbunden,

wahrend Protein eine Schlaufe ins Lumen macht.

reifes 16sliches Protein

im ER-Lumen
LE
25 © 2012 Wiley-VCH, Weinheim
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Zusammenfassung. Co-Translationaler Transport sekretorischer
Proteine

Signalerkennungspartikel

D

mRNA
Su;nal
sequence

NHg

ER Iumen i

Translocon Translocon

Signal
(closec.i) (open) peptidase -
Translokationskanal Cleaved
signal
sequence Folded

protein

nuurmnouwnuLc
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Transport von Transmembranproteinen IN die ER-Membran

Integrale Signalsequenz = Transfer-Stoppsequenz
(hydrophobe Aminosauresequenz)

Signalsequenz COOH

hydrophobe
Transfer-
Stoppsequenz

CYTOSOL

) =l
\ o

ER-LUMEN
>

NH,

Translokations- Signal-
kanal peptidase
Transfer-Stoppsequenz bewirkt
Freisetzung vom Translokationskanal reifes TRnSermambiEn: |
27 protein in der ER-Membran

© 2012 Wiley-VCH, Weinheim _



Doppelpfad-Transmembranproteine nutzen interne
Sighalsequenz

hydrophobe
Transfer-Stoppsequenz

“ NH,

ER-Signalsequenz

hydrophobe
Transfer-Start-
sequenz

CYTOSOL

ER-LUMEN

Translokations-
kanal

Interne Signalsequenzen werden nicht abgespalten.

reifes Transmembranprotein
in ER-Membran

{ULE
© 2012 Wiley-VCH, Weinheim ORF
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Glykosylierung im ER - Bestimmte Asparaginreste
werden N-glykosyliert.

SYMBOLE: » Jedes Oligosaccharid wird als
g ~Gicess: intakte Einheit vom Lipid
= Mannose 1 i Dolichol Ubertagen.

‘ = N-Acetylglucosamin

» Phosphatbindung liefert
Energie.

e weiterer Aus-/Umbau der
CYTOSOL Zuckerketten erfolgt im Golgi

| Apparat
I

ER-LUMEN

wachsende

Polypeptidkette

> & I
g Oligosaccharid- “ H (I:Hz
lipidverknapftes Proteintransferase asparagine{ C =0
Oligosaccharid side chain | |
» NH «
HOCHSCHULE
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Funktionen von Glykosylierungen

Glykosylierungen sind intrazellular wichtig far:

« korrekte Proteinfaltung
(fordert Loslichkeit & verhindert Aggregation)

« Transportsignal (Zuckerreste werden im ER z.B. durch Lektine erkannt und
vermitteln den Weitertransport in den Golgi Apparat)

transmembranes
Protei

« Schutz vor Abbau (Lysosomen) perpheres

Glykosylierungen sind extrazellular wichtig fur:
« Schutz vor Abbau (Zelloberflache) -
Phospholipide Membranprotein

« vermitteln Zell-Zell-Erkennung bzw. Rezeptor-Ligand-Erkennung auf der
Zelloberflache

« Bildung von Mucinen (Schleimabsonderungen)
« Bildung der Glykokalyx
« Bildung der extrazellularen Matrix (gelartige Struktur

zw. Zellen) e HOCHERIIL
30 "‘..",.“[: HENSTEPHAN-TRIESDORI
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Wiederholung: Verankerungen von Membranproteinen

integral peripher

Kovalente Bindung

=> Glykokalyx an Oligosacharid Linker
(GPI-Anker) ® [ NS

e

QS CYTOSOL _ A\
® , COOH ) NIrS

¥ Kovalente Bindung @
an Phospholipid

a Helix o Helix p Faltblatt @

Single-pass Multi-pass (gerollt) Nicht-kovalente

belc:e Endt_en ] Bindung an andere
zytoplasmatisc Proteine
HOCHSCHULE w
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Verknupfung von Proteinen mit einem GPI-Anker im ER

GPI :
AT abgespaltenes C-terminales
CYTOSOL COOH GkaosyIphosphTt|dyl|n05|tol COOH Peptid
ER-LUMEN ~—— ;ié
H,N ®. P
Peee®? H2
In05|tol
> ein durch einen
GPI-Anker mit
der Membran
verankertes Protein
NH,
Signalsequenz Protein befindet sich
o . ~
am C-Terminus im Lumen des ER NH2

Phospholipase kann GPI-
32 @ cEthanolamin Anker abtrennen



Exkurs: NCAM (neuronal cell adhesion molecule)
Zelladhasionsprotiene

Alternative messenger RMA splicing in neural cell adhesion molecule (MCAM)

Soluble ZFl-anchaored 190 kD a 180 kD a

Ig-like dom ain

Fibronedin type |l repeats

Mo anchor
R OO T — Plasma
S S SRS SRS e SASEEAEESEE RS membrans
% ucosyl phosp hati dylinositol
anchor Th domains
S111328 Copwight @ motitollo, com

Figure 1: Schematic diagram of the immunoglobulindike neuronal surface glycoprotein {homophilic).

HOCHSCHULE
33 Weledji EP (2018) The Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM): From WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
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Zusammenfassung: Proteinmodifikationen im ER

« Abspaltung von Signalsequenzen
« Faltung von Polypeptidketten und Zusammenlagerung zu Oligomeren
« Bildung von Disulfidbrtcken

* N-glykosidische Verkntpfung mit Oligosaccharid-Seitenketten

=> Glykoproteine

« Kovalente Verknipfung mit GPI-Anker
(Glykosylphosphatidylinositol)



Grof3e des ERs wird durch die Proteinmenge im ER kontrolliert.

falsch gefaltetes
Protein (wperon cm

korrekt gefaltetes
\ -
\Rnbosom

Protein
Kernporenkomplex

ABER: vermehrte Proteinsynthese

ER-
LUMEN

fahrt zu mehr fehlerhaft gefalteten

aktivierte
/,”\\\/m\\\ Rezeptoren

{

m\

Proteinen im ER-Lumen
(ER-Stress)

Transkriptions-
regulator

_/ Unfolded protein response:
p— . CYTOSOL .
. n{o o | o — VergroRerung des ERs

’; o I — Synthese von Chaperonen

@ Chaperon-Gen — Reduktion der Translation des
_p_- NUKLEUS . .
———————— j aggregierten Proteins

Chaperon-mRNA

© 2012 Wiley-VCH, Weinheim
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Ubersicht: Protein-Qualitatskontrolle im ER

@ Vesicle

Translocation Folding polypeptlde

|nto ER —7 *
—>
Deg ra- Auto-

Aoure ﬁ/dat'on phagosome  Ajternativen fr die Degradation falsch

gation gefalteter Proteine:

l « Export ins Zytosol und Abbau im
Proteasom (ERAD)

Unfolded protein |

response * Import in Lysosom bzw. Vesikelfusion
mit Lysosom und Abbau im
Unfolded protein response: Autophagosom
« vermehrte Chaperon-Synthese .,r‘ J\(
« Reduktion der Translation des Proteasome —_y ("’ Alternative: Apoptose
aggregierten Peptids Protein fragmen
36 https://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic-reticulum- ey e ]:C‘”‘ ‘1\1:

associated_protein_degradation#/media/File:ProteinQS_en.svg



Endoplasmic reticulum associated protein degradation (ERAD)

3. Abbau am Proteasom nach Ubiquitinierung
l ’

l's
Ubsqumn /V
Proteasom
- Peptidasen-
| Proteinkomplex

ER-LUMEN !

ER-Proteintranslokator . .
mit Hilfsproteinen 2. Translokation ins Zytosol

fehlgefaltetes Protein

Fal helf L
(é,f;’,;‘f,i,,s “ 1. Erkennung falsch gefalteter Proteine im ER

HOCHSCHULE
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Beispiel: Diabetes mellitus Typ 2 (,Erschopfungsdiabetes®)

Glucose j

Glucose @

Insulin Secretion

C
@

ER Stress

Nucleus

B-cell

http?%.g//www. cell.com/cell-reports/fulltext/S2211-1247(15)01320-0
Adbejadro et al., Cell Reports 2015

. Insulin wird bei Glucose-Anwesenheit

sekretiert

. Insulin wirkt nicht an den Zielzellen;

Zielzellen nehmen nicht vermehrt
Glucose auf (Insulinresistenz)

. Blutzuckerspiegel bleibt erhoht
. Anstieg der Insulinproduktion in den

B-Zelle

. ER-Stress in 3-Zelle
. B-Zelle stirbt durch Apoptose

WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF pk /


https://www.cell.com/cell-reports/fulltext/S2211-1247(15)01320-0

Wiederholung: Zystische Fibrose / Mukoviszidose

Atemepithelzelle

Atemwegs-

lumen Fehlfunktion in Chloridkanal (CFTR-Protein)
Haufigkeit: 1:2000 — 1:3000

Folge: Anhaufung von zahmem Schleim in
Lunge, Darm und Bauchspeicheldrise;
™ Mukus Antransport aus der Lunge erschwert

(a) normale Atemepithelzelle, Mukus hydratisiert

=> Sekundarinfektionen
=> Lungenentzindungen

At = ..
C”&B jumen => kiirzere Lebenserwartung
ENal
™ Mukus -~
(b) Zellen eines CF-Patienten; der dehydrierte {OCHSCHULE (=7

Mukus ist mit Bakterien infiziert. WEIHENSTEPHAN-TRIESDORE |\ /

- |
L J

Abbildung 8B-1: Die Zystische Fibrose und der Transport von Chlorid- und Natriumionen in den Atemwegen. (a) Der



Exkurs: Der ,KDEL" Ruckfuhrungsweg

Golgi Vel — zum cis-Golgi

sekretierte Proteine (ohne KDEL-Signal)

*H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-
( lle-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-Glu-GIn-Leu-Thr-Lys-

Cys-Glu-Val-Phe-GIn-

Typische Signalsequenz

Ricktransport von Proteinen fir ER: KDEL
mit KDEL—5|gnaI zum ER

-,  wesikularer
Transport von
EquGﬂlgl Sicherungssystem, damit

ER-Proteine im ER bleiben

f “ .fHDEL Rezeptor und nicht sekretiert werden

raues ER Boujard D., Anselme B., Cullin C., Raguénés-Nicol C. (2014) Vesikulérer
40 Transport. In: Zell- und Molekularbiologie im Uberblick. Springer
Spektrum, Berlin, Heidelberg
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Glattes ER

Glattes ER steht im Kontinuum mit rER und ist nur in wenigen
Zellen eindeutig zu erkennen.

Funktionen:

1. Synthese von Fettsauren, Phopholipiden, Steroiden, Lipiden
(Nebennierenrinde, Leber, Hoden und Eierstocke)

2. Ca?*-Speicher der Muskelzelle (Sarkoplasmatisches
Retikulum), Ca2*-Pumpen bauen Gradient auf, FLOsaKET f i
. . . . 553!7 ™ Ca?*-Pumpe
wichtig fur Muskelkontraktion e M,wchond,,u:

Zellkern

CYTOSOL

tcah»_

Pumpe
— endoplas-
matisches
N ca?t- Reticulum

hohe Ca?*-Konzentration
niedrige Ca?*-Konzentration

Abbildung 11.13: Die Aufrechterhaltung der Konzentration der
o Y Py pa S - =2 1 —  Sasla SR, e s =
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Glattes ER

Funktionen:
3. Entgiftung der Zelle (z.B. in Leberzellen):

« Stimuli wie Alkohol, Zigarettenrauch, Medikamente,
abgebaute Erythrozyten aktivieren Reaktionen im ER

« Ergebnis: wasserlosliche Abbauprodukte (z.B. Bilirubin)
gelangen von der Leber Uber den Blutkreislauf in die Niere
und werden mit dem Urin oder von der Leber mit der Galle
iIn den Darm ausgeschieden.

(

A I°



Golgi Apparat

Abgeplattete Membranstapel (Cisterne), die im Randbereich Vesikel (Blaschen)
abschnren.

Transport-

Regionen: as vesikel
Golgi-
- Cis (ER-zugwandt, Einschleusung) "¢
- Medial (Modifikationen) Zisterne——— ©
- Trans (Fertigstellung &Verpackung)'z?f{i'ﬁf;
trans- )
Zisterne
Regionen enthalten unterschiedliche trans-
Golgi-
Enzymausstattung. .
HOCHSCHULE ﬂ
44 WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES

LU L WVIRY-VLF, YWEINneEnm
Alberts - Lehrbuch der Molekularen Zellbiologie
ISBN: 978-3-527-32824-6  Fig. 15-026




Proteinglykosylierung: ER vs. Golgi Apparat

N-Glykolysierung (ER) O-Glykolysierung (Golgi)
= Oligosaccarid ,Baumchen” = unverzweigte Oligosaccaride
) o A o ® o 3
‘ )
“—N c g—[xh[sef]f) o é Baman 083]& -
| : ©
H CH2 O I ? Serin & £ A
<|: =0 Asparagin ¢ Threonin °© o
NH 2
| |
N T
,/‘ ‘/‘ |
Transfer eines ¢ Schrittweises
:\/‘ Oligosaccarid " Anhdngen von Zuckern
,en block” .
. = Glucose m
= Mannose > HO CHULE
D e TnEssons (1A

‘ = N-Acetylglucosamin



Funktionen des Golgi Apparates

1. Speicherung von z.B. sekretorischen Proteinen, Membranproteinen,
lysosomalen Enzymen

2. Sortierung und Verpackung der Moleklle aus dem ER in Vesikel
3. Posttranslationale Proteinmodifikationen:

* O-Glykosylierungen von Proteinen & Modifizierung der N-Glykosylierung

* SUIfaUerung der Zuckerreste Preproinsulin Proinsulin Mature Insulin
(Aufbau extrazellularer Matrix, NHs+
Schleim) iia Bas NH3+ - NH+

° i Golgi
Protelns_paltl_mg | n ER Appagrat s 55
(z.B. Proinsulin -> Insulin) - Proteolysis Proteolysis S

. |

 Phosphorylierung lysoso- COO-
maler Proteine s -00C
(Mannose-6-Phosphat

-~
46 éz%r:ﬂnce ( peptide

http://www.omicsonline.org/CPECRimages/2161-1459-3-138-g001.gif



Zielort: Lysosom

Markierung tber Mannose-6-Phosphat



Zum Abbau bestimmte Mdleklle gelangen in die
Lysosomen.

S Plasma
S / membrane

\ Phagosome
Bacterium/’. l=>
Funktion der Lysosomen: Stoffabbau Phagocms,s dfpimay |
/ J-!" Iysosome | |
(Makromolekille & Organelle & Erreger) . | Primary lysosome —{z%s| Y~
-. | Endocytosis \ o
» ) ‘.:0 z \ :
' ) | + /ISecondaryf |
.." 5 )= '=> ; '={>‘ il .| [iysosome
I.' e . .'_\,‘ % “
h "g Early Late " |
\ endosome  endosome |
':‘ —= % \ Primary |

Mitochondrion o Iysosome

(l"'i\llv ER ‘ “ | | “”‘,,
:  — ‘Autophagosome /
\\ “. » .=> Gﬂﬂﬂb' y/

Autophagy 5

—— e —

WEIHENSEEPHAN-TRIESDORF W\{
UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES



Lysosom enthalt hydrolytische Enzyme und eine H*-Pumpe.

pH ~7,2 Uber 40 versch. Hydrolase

CYTOSOL (Enzymausstattung ist zelltypspezifisch)

pH ~5,0

ATP-Pumpe generiert H*-Gradient

SAURE HYDROLASEN: saures pH-Optimum der Hydrolasen

Nucleasen . ) :
Proteasen = sind nur in Lysosomen aktiv
Glycosidasen
Lipasen _ _
Phosphatasen Abbau von Proteinen, Nukleinsauren,
Sulfatasen Oligosacchariden, Phosplipiden

Phospholipasen

H+

Starke Glykosylierung der Membran-
proteine in der Lysosomenmembran
schitzt diese vor Abbau.

‘ ADP + P,

HOCHSCHULE
49 WEIHEN‘STEPHAN-TB|ESDO‘RF E } E
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Markierung der Hydrolasen mit Mannose-6-Phosphat

Lyososomales Enzyme (Hydrolase)

o=

-~

N-gebundenes
Oligosaccharid

mit endstandigem Signal-
Mannoserest bereich 7
,’ mannose 6-phosphate
R (M6P)
e @—o—cnz
Vs
Uridin- P ' ¢ _
N- Acetylglucosamme e N-linked \w
P oligosaccharide
GlcNAc-Phosphotransferase HOCHSCHULE KZ
50 WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
GICNAC — N_Acety|g|ucosamin UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES



Hydrolasen mit Mannose-6-Phosphat-Gruppen werden zum

Lysosom (spates Endosom) transportiert.

Vorlaufer der

lysosomalen
Hydrolase
Mannose ) |
REZEPTORABHANGIGER ATP 'ADP + P,
o ER TRANSPORT
: l BINDUNG AN
\ — M6P-REZEPTOR o
FREILEGEN DES e N ]
M6P-SIGNALS o
ANHEFTEN \ ~
VONP-GIcNAc  Negg |
Transport- b ENTFERNEN
vesikel DISSOZIATION DES
BEI SAUREM pH PHOSPHATS
.
reife
lysosomale

RECYCELN DES REZEPTORS

cis- trans-
Golgi- Golgi-
Netzwerk Netzwerk
L I

Golgi-Apparat

51

Hydrolase

M6P-Rezeptor in spates Endosom

sich abschnurenden
Vesikeln

Bei saurem pH dissoziieren die
Hydrolasen vom Rezeptor

HOCHSCHULE

WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES




I-Zell-Erkrankung (inclusion-cell disease)

Vorlaufer der

lysosomalen

Hydrolase
Mannose
vom ER ‘

= 4

\

ANHEFTEN
VON P-GIcNAc

cis-
Golgi-
Netzwerk
l

N

I 4

%

REZEPTORABHANGIGER ATP 'ADP + B
TRANSPORT

BINDUNG AN
M6P-REZEPTOR

/ T

i/

FREILEGEN DES
M6P-SIGNALS

Transport-
vesikel

M6P-Rezeptor in spates Endosom
sich abschnlUrenden
Vesikeln

RECYCELN DES REZEPTORS

trans-
Golgi-
Netzwerk

Hydrolasen landen in

e sekretorischen Vesikeln
olgi-Apparat

Mutation der Phosphotransferase => |-Zell Erkrankung => Hydrolasen werden exozytiert

52
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Mit Lysosomen-assoziierte Krankheiten

Bei Erbkrankheiten, die die Funktionen der Lysosomen betreffen, ist haufig
die Fahigkeit zum hydrolytischen Abbau beeintrachtigt, daher stellen sie oft
Speicherkrankheiten dar.

— |-Zellen-Erkrankung

Erworbene Krankheiten: Autolyse

Staublunge / Asbestlunge, Harnsaureablagerung bei Gicht

Partikel/Molekile werden von der Zelle aufgenommen und in Lysosomen
verfrachtet, konnen aber nicht abgebaut werden. Stattdessen machen sie die
Lysosomenmembran undicht. Verdauungsenzyme treten aus und schadigen
die Zelle.



Lysosomen-Spezialfall

Manche Lysosomen konnen ihren Inhalt exozytieren und dabei entsorgen.

Beispiel: Melanozyten der Haut
 Lysosomen = Melanosomen, die Pigmente (Melanin) bilden und speichern

« Pigment wird in extrazellularen Raum entlassen und dann von Keratinozyten
(Epithelzellen der Haut) aufgenommen, was zur normalen Pigmentierung der
Haut flhrt.

« Defekt in Exozytose
fuhrt zu Albinismus.

Melanozyt

https://www.deutsche-apotheker-zeitung.de/daz-az/2014/daz-4-
2014/gestoerte-pigmentierung



Zusammenfassung

Signhalsequenzen:

Leiten den Transport und die Lokalisation von Proteinen in der Zelle.
Sequenz besteht aus 15-50 Aminosauren

Befinden sich bevorzugt am N-Terminus (auch innerhalb eines Proteins oder am
C-Terminus lassen sich Signalsequenzen finden)

in den meisten Fallen wird die Sighalsequenz nach dem Membrandurchtritt vom
eigentlichen Protein durch die Signalpeptidase (SPase) abgespalten
(— Teil der Protein-Prozessierung).

Manche alternativ gespleif3te Isoformen eines Proteins enthalten
unterschiedliche Signalsequenzen, was zu einer zielort-spezifischen Verteilung
fahrt. (Bsp. Bcl-xL (mit Exon2) Mitochondrienmembran (antiapoptotisch); Bcl-xS
(ohne Exon 2) Zytosol (pro-apoptotisch))



Zusammenfassung &
\2 :\

. }
Co-translationaler Transport: O TRANSLATHGRAL

(A) TRANSLOCATION

 Membranproteine, sekretierte und lysosomale Proteine werden wahrend der
Translation am rauen ER transloziert. ER-Erkennungsignalsequenz wird von
Signalerkennungspartikeln (SRP) im Cytosol erkannt. Dadurch erfolgt die
Bindung des Ribosomen-SRP-Komplexes an einen Rezeptor an der ER-
Membran.

« Das ER ist wichtig fur: Proteinsynthese, -modifikation, Qualitatskontrolle
und Proteinweitertransport (Vesikel)

Post-translationaler Transport:

* Proteine des Kerns, Mitochondrien und Peroxisomen gelangen S,W\/
erst nach der Translation zum Zielort. e (\S\
* Proteine der Mitochondrien/Peroxisomen missen fur den 54; S

Transport aufgefalten werden (Chaperone), gilt fir den Kern nicht.

56 WEIHENSTEP} '
. _ . . . N POST-TRANSLATIONAL
Figure 12-35 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) (B) TRANSLOCATION




A

‘:Z Zusammenfassung

S, ¢
\w.

* Proteinmodifizierung im rauen ER:
= Bildung von Disulfidbricken
= N-Glykosylierung
= Anhangen von GPI-Ankern
» Proteinmodifizierung im Golgi Apparat:
= 0O-gebundene Glykosylierung

= N-gebundene Oligosaccharide werden durch Mannose-6-P flr den
Transport in die Lysosomen markiert.

 Chaperone helfen und tberprifen die Proteinfaltung (Qualitatskontrolle, ggf.
Proteolyse im Proteasom)

« Lysosomen haben einen niedrigen pH-Wert und enthalten Hydrolasen flr den
Molekllabbau. Einige Stoffwechselerkrankungen sind mit lysosomalen Defekten
assoziiert (I-Zell-Erkrankung).



Fragen ?

1. Manche Proteine pendeln zwischen dem Zellkern und dem Zytosol hin und
her. Sie bendtigen ein Kernexportsignal, um aus dem Kern auszuwandern.
Wie gelangen diese Proteine lhrer Melnung nach in den Zellkern?

Zytosol
.mpomna ~
Kernimportsignal S )) 'mpomnﬁ C g Kernexportsignal
NLS 5 NES

Kernpore

Q
ol

R

: HSCHULE W
- & ! NES IESDORF
@ % c{p : ,2 SCIENCES
U : ‘ ()!J;;

Ran-GTP



Fragen ?

1. Die Kernlokalisationssequenz wird nach Import in den Zellkern nicht
abgespalten. Daher konnen die Proteine bei der Zellteilung (Zellkern I6st
sich auf) wieder in den Kern tberfthrt werden. ER-Signalsequenzen
werden abgespalten. Warum spielt das bei der Zellteilung keine Rolle?

2. Stellen Sie sich ein Protein vor, das ein ER-Signal an seinem Aminoende
und eine Kernlokalisationssequenz in der Mitte tragt. Wo landet das
Protein?



