De Cel: Structuur, functie (en analyse

SYNOPSIS 1 aanvulling hoorcolleges

FACULTEIT GENEESKUNDE & FARMACIE

1® Bachelor Geneeskunde & 1 © Bachelor Biomedische
Wetenschappen

Titularis : Prof. Dr. T. VandenDriessche

Assistenten : H. Evens; D. Boon




Voorwoord
Beste studenten,

Deze synopsis is bedoeld als aanvulling voor de hoorcollégesS / St Y { G NUzO G dzdzN.
(1 Bachelor Geneeskunde) ed5 S / St Y { (G NUzO{ dzdzNIPe BaCtugrO (i A S
Biomedische Wetenschappenp basis van een aantahpita selectaDeze synopsis is een
kernachtige samenvatting van een aantal basisconcepten, principes en celbiologische
techniekendie in de hoorcolleges aan bod komen. Hetdeels gebaseerd op de referentie
Gaz2f SOdzZ I NI K.SA 2 tAEstSet 8l.Fde uitgave; ISBN 9781534111-6. De
informatie in deze synopsis isomplementair aan de hoorcolleges en deaudiovisuele
opnames,de powerpoint presentatiesc(rsus- ¢ K I y R)2 dielitrauévens ook op het
PointCarré elektronish platform beschikbaar zijiHet is dus geenszins de bedoeling dat

deze synopsisbeschouwd wordt als een vervanging valit studiemateriaal of de
hoorcollegesHet is een hulpmiddel om de leerstof nog beter te kunnen verwerken en de
inzichten nog beter t&unnen consolideren.

Ik wil hierbij van de gelegenheid gebruik maken om mijn assisterianneke Evensn
Dimitri Boon te bedanken voor hun constructieve en essentigiglrage bij het opmaken
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begrijpen ente verwerken.
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Evolutie

r )

' THE ORIGIN OF SPECIES

De universele eigenschpen van cellen komen voort ugelectiedruk om belangrijke en

essentiéleerfelijke eigenschappen te conserveren. ihtstond reeds heel vroeg in de
evolutie van het leven.

Charles(Robert) Darwin (1809 ¢ 1882) was een Engelse natuuronderzoekelie vooral
gekendis voorzijn evolutietheorie die beschreven is hetd 2 SThe Qrigin of Speciésdat

in 1859 werd gepubliceerd. Darwin stelde voor datuurlijke selectiede drijfkracht was
van evolutie. Natuurlijke selectie is het prooceaarbij erfelijke eigenschappen, die ervoor
zorgen dat een organisme een groteranks op overleving en voortplanting hebben, vaker
voorkomen in een populatie in opeenvolgende generatieSudvival of the fittest
Populaties meteen brede genetische variatibebbeneen grotere kans daverscheidene
individuen overleven en deze genetiscle eigenschappenvervolgens succesvol Roen
doorgeven aan volgende generatidsen celbiologisch voorbeeld v@8arwiniaanse selectie

is de resistentie van kankercellen voor chemotherapeutica. Dit wordt uitgelegd in het

hoofdstukMembraantranspori; ABGtransporters

Intermezzo: Een ander voorbeeld van seledtigroeivoordeelen antibioticaresistentienet
bacterién(https://www.youtube.com/watch?v=plVk4NVIUh8The evolution of bacteria on

I & YASt3ISietd dish Creditsgoto Harvard Medical School)
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Microscopie

Polarisatianicroscopie

Bij een polarisatiemicroscoop zijn er twee polarisatiefilters die loodrecht op elkaar staan.
Een lichtstraal van eenonmale lichtbron wordt op een eerstgolarisatiefilter gericht. Deze
filter zorgt ervoor dat het licht lineair gepolariseerd wordt en het specimen kan bereiken.
Indien er opisch actieve structuren aanwezig zijn in het specimen, zal de polarisatierichting
van het licht veranderen, waardoor heok kan passeren door een tweede polarisaltief.

Deze is90° gedraaidten opzichte van de eerste filter. Dus enkel materialen met optisch

actieve structuren kunnen gevisualiseerd worden in een polarisatiemicroscoop.

Polarizer
(vertical)

Light beam

Vertically polarized

Light source light waves

: e

® Fg. 1.3 8) crossed nicols and o) paralel nicols ®
P: polarizer A: analyzer




Fluorescentie microscopie

Fluorochromen zijn moleculen die licht van een

Exited state

bepaalde golflengte absorberen en licht vannee iﬂmhh

langere  golflengte  uitzenden. Wanneer een = r—

fluorochroom bestraald wordt met licht van een

bepaalde golflengte, wordt de energie van de fotonen \-f_U>"

overgebracht op hetluorochroom(excitatie) Hierdoor (Loner B

worden de elektronen van het fluorochroom op een_)

hoger energieniveau gebracht. Deze elektronen ker%}g’; ¥ Ground state
[High energy)

echter zeer snel terug naar een intermediair

energieniveau, waarbij ze een deel van de opgenomen energie afgeven @aderm van
warmte. Vervolgens keren ze terug naar hun basisenergieniveau. Hierbij wordt de
resterende opgenomen energie afgegeven als li@missie) Doordat een deel van de
energie reeds als warmte werd afgegeven, is dit licht minder energetisch dan het

excitatielicht, m.a.w. dit emissielicht heeft eeangeregolflengte.

: Een fluorescentiemicroscoop

bestaat uit twee barriere

eyepiece —| filters en één dichroische

spiegel. Het licht zal eerst

3 3 second barrier filter: cuts out R .
unwanted fluorescent signals, ~ 1anNgs ~ een barriere filter

passing the specific green

fluorescein emission between passeren’ dle enkel ||Cht met

LIGHT 520 and 560 nm
2 de excitatiegoflengte

SOURCE —
2 beam-splitting mirror: reflects

light below 510 nm but . .
1 transmits light above 510 nm doorlaat. Dit licht wordt

1 first barrier filter: lets through

only blue light with a wavelength objective lens
between 450 and 490 nm A !

&——— object dichroische spiegel, die enkel

weerkaatst door de

licht boven een bepaalde golflengte doorlaat, en komt zo op het specimen terecht. Na
emissie van het fluorochroom passeert het licht de dichroische spiegel en vervolgens de
tweede barriere filter. Deze laatsteorgt ervoor dat enkel het geémitteerde licht wordt

doorgelaten en licht van andere golflengtes wordt geélimineerd.



Confocaldaserscanningmicroscopie

Confocalelaserscanning microscopieis een vorm va fluorescentiemicroscopieHierbij
passeert laserlichtan een welbepaalde golflengte (monochromatisch licijt. lblauw licht)
via een kleine openingpinholg en wordt het selectief gefocusseerd op een gewenste
locatie en diepte va het specimen.Het monochromatische fluorescente licht dat
uitgestraald wordt vanuit dit focaal punt op een bepaalde diepte in het specisigan een
andere, langere golflengte ifla. groen licht)en wordt in een tweedepinhole gefocusseerd
en vervolgens opgevangen door edetector. Deze tweed@inholevalt dus samen met het
focaal punt van het uitgestraalde licht ¢enfocaal). Het fluorescente licht dat uitgestraald
g2NRO @l ydaAld SSy Ldzyid 2L SSy FYRSNB RASLIGS o
T2 0dza ¢ @ofendegdsN@thinderd om de detector te bereikétierdoor bekomt ma

een veel scherper beeld.

(R) (B)

8

detector
detector

confocal

pinholes R

dichroic
mirror

objective

3-D specimen
point of
focus

fluorescent specimen is illuminated emitted fluorescent emitted light from out-

A

with a focused point of light from light from in-focus  of-focus point is out of

a pinhole point is focused at focus at pinhole and
pinhole and reaches is largely excluded
detector from detector

Met deze techniek kunnen er enerzijds 2D beelden gemaakt worden, als het gehele focale
gt 1 62NRG w3ISAaO0lFyRQ>X YI I NJ 22 it op $yschiehde NE 02 y
dieptes in het specimen te herhalen. Dit gaat echter niet bij dikke speci(ra®® um)



Bij multi-foton laser confocale microsopigordt er gebruik gemaakt van laserlicht dat een
excitatiegolflengte heeft die 2 keer groter is danaeitatiegdflengte van het fluorochroom
(Bijv. fluorochroom <excitatie= 488 nm;excitatielicht<= 970 nm (rood) Indien in het focaal
vlak 2 excitatiefotonen dicht bijee komen, kunnen deze interfereren en samen het
fluorochroom exciteren. Dit zal o NN S i
venwlgens fluorescent licht

emitteren. De fluorescentie

vermindert in functie van 27,

waarbij zgelijk staat aan dexiale

afstand tot het focaal punt. .o -3

~

Hierdoor komt het
fluorescentielicht bijna uitsluitend

in het confocaal vlak, met

nagenoeg geen fluorescentie bove.,

of onder dit vlak.

Het voordeel van het gebruik van rood excitatielicht is dat het een diep penetrerend
vermogen heef(400 um), waardoor dikkere structuren bekeken kunnen worden. Daarnaast

is het licht minder energetisch en zal het dus minder schadelijk zijn voor levende cellen.

Elektronenmicroscopie

Een andere vorm van microscopieslsktronenmicroscopie Hiermee kunen intracellulaire
organellen en macromoleculaire complexen gevisualiseerd worden met een nagenoeg
atomaire resolutie(0,1 nm). Ook hier zijn er 3@nalyses mogelijk. Het is echter niet geschikt
22N t SOSyYy REBA VS tBFFghEukiBEBihgDaarnaast is de preparatie van

de specimens complex en is er een groter risico voor artefacten.
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Er zijn twee vormen van elektronenmicroscopi@nsmissie elektronenmicroscopiéTEM,

afbeelding links) escanning elektronenmicrosque (SEM, afbeelding rechts).

In eenTEMworden elektronen geémitteerd door een kathode in een vacuiim systeem. Deze
g2NRSY 2L KSG aLISOAYSYy 3ASF20dzaaSSNR R22N) YI :
WSt SRENBE YIFGSNRAI T QX 1 2 h.dDezk étbténBelekfodenlaf Sy 2
(scattering) tijdens het passeren van het specim®e rest van de elektronen wordt
gefocuseerden er wordt een beeld gevormd op een fotografische plaat of een fosforescent
scherm. De gescatterde elektronen komen niet op het beeld terecht, waardoor structuren

RAS W3S, e didRindef &léktyonen hebben doorgelatedonker worden

weergegeverop het beeld.

Bij SEMgaat de elektronenbundel niet doorheen het preparaat, maar wordt deze afgeketst
op het specimen. Een elektronenbundel (in een vacuim) wordt eerst geconvergeerd door
een condensodns tussen deflect@aten, waarna de stralen weeedivergeerd worden. De
objectieflens convageert de bundel weer. Door middel van het veranderen van de spanning
tussen de deflectorplaten, kan de elektronenbundel afgebogen worden en zo het preparaat
afscannen. De reflecterende elektronen (secundaire eteldn) worden opgevangen door

een detector en vormen zo een beeld.
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Monoclonale antilichamen

Monoclonale antilichamereijn antilichamen die geproduceerd zijn door ééndB clone. Ze
herkennen slechts één epitoop op antigen X. Hierdoor zal de aspecifigking van
antilichamen beperkt i en zal er minder achtergrokteuring te zien zijn. Om monoclonale
antilichamen te produceren wordt een muis geimmuniseerd met antigen X, waardoor deze
antilichamen tegen antigen >aan gaat maken. De antilichagmoducerende Bcellen
worden vervolgens geisoleertelaas knnenB-cellen ni¢ lang overleven in een cultuur en
sterven ze gfzodat het onmogelijk is om grote hoeveelheden aciiimen te bekomen
vanuit deze Bel culturen. Het is dus essé¢l om de Beellena 2 ya 0 SNF St A 21 ¢
Daaromworden ze gefuseerd met eend®l tumor cellijn, welke wel ongelimiteerd deelt.
Hierdoor ontstaan heterocaryons, die na mitose hybride cellen worden. Pegenoemde

K & 0 NJA Renvdn @oivel een specifiek antilichaamnanaken(net zoals de Belwaarvan

ze zijn afgeleidals ongelimiteerddelen (net als de tumarel waarvanze zijn afgeleid)Na

het groeien inwells in selectief medium, waarin alleede hybridoma cellen overleven,
wordt het supernatant getest op ar¥ antilichamen. Indien eemvell het antilichaam bevat,

worden hieruit dle cellen individueel uitgadaat.

11



mouse immunized mutant cell line derived from
with antigen X a tumor of B lymphocytes
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o s
cell making * 0%
anti-X antibody - 2g® .:O
B lymphocytes (die after {cells grow indefinitely in normal
a few days in culture) medium, but die in selective medium)
FUSlION
products plated in multiple wells
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only hybridomas grow on the selective medium

secreted
/ anti-X antibody

! ] i 2 K
test supernatant for anti-X

antibody and redistribute cells from
positive well at ~1 cell per well
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allow cells to multiply, then test
supernatant for anti-X antibodies;

positive clones provide
a continuing source of
anti-X antibody

Na het vermaigvuldigen van de cellen wordiet individuele supernatant getest voor aiXi
antilichamen. Indien de clones positief zijn, zullen degllen gecultiveerd kunnen worden

als een continue bron van anfi antilichamenBijgevolg zal onsterfelijke hybridoma clone,

1 monoclonaal antilichaam aantkendat bindt op 1 specifiekepitoop vanantigenX Omdat

ze slechts één epitoop herkennen, eallmonoclonale antilichamen aspecifieke binding of
achtergrondkleuring beperken. Hierin onderscheiden ze zichpadyclonale antilichamen

een heterogeen mengsel van antilichamen specifiek voor antigen X, aangemaakt door
verschillende Rel clones. Omdat deze verschillende epitopen van één antigen kunnen

herkennen, kan er aspecifieke binding of achtergrondkleuring ontstaan.
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Fluorescenceesonance energy transfer (FRET)

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) imagordt gebruikt voor de visualisatie
van eiwit-eiwit interacties. Hierbij worden tweeverschillende eiwitten gefuserd met een
verschillend fluorescent eiwit. Het emigspectrum van het ene fluorescerende eiwit
overlapt met het excitatiespectrum van het tweede eiwit. Het geémitteerde licht van het
eerste eiwit kan dus benut worden om het tweede eiwnat éxciteren. Als beide eiwitten
interageren en duseer dicht bij elkar komen (1-10 nm), dan zal de energie van het
geabsorbeerde licht getransfereerd worden van het ene fluorescente eiwit naar het andere.
Er zal dus licht van een langere golflengteéémgéteerd worden dan wanneer er geen

eiwitinteractie is.

blue fluorescent green fluorescent

) protein l?lue blue protein green
:{lol::t \ light light ~ \ light

ig s emission " emission
excitation excitation
(A) protein X proteinY

. blue green
violet light violet light

light
N ‘ ouT I|ght‘ ) ouT

3D

(B) NO PROTEIN INTERACTION (C) PROTEIN INTERACTION
NO EXCITATION OF GREEN FLUORESCENCE RESONANCE
FLUORESCENT PROTEIN, ENERGY TRANSFER,
BLUE LIGHT DETECTED GREEN LIGHT DETECTED
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Membranen

Membranenzijn essentieel voor het leven. Ze omsluiten cellen en scheiden op deze manier
het cytosol van de extracellulaire omgeving. Ook omsluiten ze de intracellulaire organellen,
zodat er een verschil kan zijn in de samenstelling tussen deganellen en het cytosol.
Membranen kunnen ook gebruikt worden om ionengradiénten te vormen, wat belangrijk is
bij de ATRFsynthese, transnembranair transport of transmissie van elektrische signalen. In
membranen zitten receptoren, die als sensor voor ex¢éesignalen dienen, waardoor de cel

kan reageren op omgevingsstimuli of signalen van andere cellen.

Elk membraan heeft de volgend&ucturele eigenschappen

1 Een membraan bestaat uit een dunne film van lipiden en eiwitten, samengehouden door
vooral noncovalente bindingen

1 Membranen zijn dynamische, fluide structuren, waarin de meeste moleculen vrij kunnen
bewegen

f 58 ftALARSY TA2y 3ISINNYYy3ISSNR Ay SSy fALARS
relatief impermeabel is voor 1@

1 Transmembranaire eiitten mediéren vrijwel alle andere functies van het membraan,
zoals het transporteren van molecul®f het katalyseren van membraageassocieate
reacties, zoals AT&/nthese

1 Transmembranaire eiwitten zorgen ook voor structurele en functionele interaatieis

het cytoskelé en intracellulaire moleculen

De belangrijkstéunctiesvan membranen zijn:

Transmembranair transport van moleculen

Signaaltransductie

Celcel interactie en adhesie

LYGN) OStfdzf F ANB WONIFFAOLAYIAQ QBly SAgAGGSY
ATPsynthese

= =2 =A2 A A4

Endocytose en exocytose

14



Signaaltransductie

Omdat membranenasymmetrisch zijn, kan ersignaaltransductie plaatsvinden vande
extracellulaie omgevingnaar de intracellulaie omgeving Door modificatie van lipide
polaire hoofdgroepen kunnen bintysplaatsen voor eiwitten gecreéerd worden. Een
voorbeeld hiervan isosfatidyl-inositol, een fosfolipide dat zich in de cytosolische laag van
de celmembranen bevindt. Een extracellulair signaal activiesfoinositide3-kinase (Pl 3
kinase), wat vemigens de inositol fosfolipidefosforyleert. Hierdoor wordt er een docking
site gecreéerd voor verschillende intracellulaire signaal eiwistam de cytosolische kant van

het membraan die vervolgens het signaal doorgeven.

extracellular

signal
i} activated phosphorylated
receptor inositol
sy protein phospholipid

p¥p CYTOSOL

docked
intracellular
< signaling

> protein

P$P >

Sa

wiii=g
>}

Vo

&

activated

Pl 3-kinase :
relay signal

Laterale diffusie vaimembraaneiwitten

Membranen zijn fluide structurerwaarin de membraaneiwittezowel om hun eigen as
kunnen bewegen (rotationele diffusie) als lateraal doorheen het membraan (laterale
diffusie)

Omdeze laterale diffusiexperimenteel aan te tonen zijn drie mogelijkheden :

1) Heterocaryons
Een eerste mogelijkheid is om heterocaryons te vormen tussen cellen van een muis en mens.
Deze heterocaryons worden gelabeld met verschillende gelabelde fluorescente antilichamen
gericht tegen muisen mensspecifieke menbraaneiwitten. Initieel zijn de muien mens

specifieke eiwittenieder begrensd tot één helft van het heterocaryon. Na verloop van tijd

15



zullen de membraaneiwitten lateraal diffunderen en zullen de eiwitten verdeeld zijn over

het gehele plasmamembraan.

MOUSE HUMAN
CELL CELL

membrane
CELL FUSION protein

membrane
protein

HETEROCARYON

L
3
f\:{% N :J ]

antibodies () against e antibodies (+) against
mouse membrane human membrane
protein, labeled »@ Protein,labeled

with fluorescein (®) with rhodamine (®)

[
A
.

time = 0 minutes

time = 40 minutes

2) FRAP

Een tweede mogelijkheid om de fluiditeit te visualiseren is de techHielkrescence
NBEO2JSNE | F3GSN LIKBHidérs avordeh @dmbrdzAcvitten Qeldbeld) met
fluorescente markers. In een kleine regio van het membraan worden fameescente
markers geblacheddoor een laserNa verloop van tijcieemt de fluorescentie in dit gebied
weer toe, omdat @ gebleachte moleculen diffundereraruit dez regio enongebleachte

moleculen hiervoor in de plaats komen.
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FRAP

e
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RECOVERY |
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i
3) FLIP

Als laatste kanWFf dz2 NS&aOSy OS f 2aa §efruikiiKordén? Bijf d8de OK A y 3

techniek worden de membraaneiwitten ook fluorescent gelabeld. Een bepaald gebied van

fluorescence in
bleached area —

het plasmamembraan wordt votmturend aangestraald met een laser, waardoor er continue
photobleaching plaatsvindt van alle moleculen in deze regio. Omdat het membraan fluide is,
zullen op een gegeven moment alle membraaneiwitten eenmaal deze regio gepasseerd zijn,

waardoor het gehele lasmamembraan fluorescentie verliest.

FLIP

I BLEACH

'—>
sisssn A
2
c®
BLEACH WITH S e
LASER BEAM g E‘
measurement bleached e
¢ 3
g3

2E time —

CONTINUOUS
BLEACHING Measurement bleached
area

l area
I 1 I 1
CONTINUOUS ﬁ
BLEACHING '
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Polariteit

Membranen zorgen ookoor depolariteit van cellen, zoals bijvoorbeeld in epitheelcellen. In
deze cellen zijn bepaalde eiwitten specifiek gelokaliseerd aan de apicale zijde van de cel, en
andere aan debasale/laterale zijde van de ceDeze barriéere wordt bepaald door een
specifieke intercellulaire verbinding, namelijk tight junction, waardoor er geen eiwitten

of lipiden van de apicale naar de basale zijde kunnen migreren (of omgekeerd).

apical plasma /

membrane

protein A

]7 tight
junction

rotein B
lateral plasma 3

membrane

basal plasma
membrane

basal lamina
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Membraantransport

Omdat membranen uit een hydrofobe ige bilayer bestaan, worden alleen water en niet
polaire moleculen doorgelaten door simpele diffusie. Voor polaire moleculen, zoals ionen,
suikers, aminozuren en nucleotiden, gaat diffusie te traag z8n er membranaire
transporteiwitten nodig. Indien er een defect is in deze transporteiwitten worden er ziektes
veroorzaakt zoalsnucoviscidose Hierbij is er een defect in het CFa@iRit, waardoor het
transport van chloridaonen in de longen verstoord.i

Het tansmembranae karakter van eiwitten wordt S/

gekenmerktdoor hun structureel motiefde h-helix. Dit is

EXTRACELLULAR

energetisch de meest gunstige structuur. Déelices bestaan iS00, SPACE

uit aminozuren waarvawle zijgroep meestal hydrofools. De \" us g
peptide bindingzelf is polair en interageert met zichzelf via :rv;; =°
waterstofbruggen aangezien ¥0 ontbreekt Het maximaal e \ :
aantal waterstofbruggen kan enkel voorkomen indien er een E.‘ ;:

cYTOSOL (220) THR i

h-helix structuur gevormd is.

—

Multipasstransmembranaire eiwitten

Membranaire transpogiwitten T A 2y | £ { A &dahsmémbdabailiegiwited Hierin
bestaan er twee Kssenkanalenen transporters. Een kanaal vormt een porie gevuld met
H.0, en gaat een beperkte interactie aan met het te transporteren molecule. Kanalen zorgen
enkel voor passieftransport, waarbij het te transporteren molecule met de
concentratiegradiéniof elektrochemische gradiénthee wordt getransporteerd, waardoor

dit geen energie kost. Een transporter bindt specifiek aan het te transporteren molecule en
ondergaat vervolges conformationele wijzigingen om het molecule doorheen het
membraan te transporteren. Dit transport kan zowel actief als passief zijn. Er is sprake van
actief transport als het molecule tegen de elektrochemische gradiént in getransporteerd
wordt, omdat hier energie voor nodig is. Deze is afkomstig van -Bidrolyse of een

ionengradiént.
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transported molecule
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protein transporter 1 | | = .
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simple channel- transporter-
diffusion : mediated mediatedI
PASSIVE TRANSPORT ACTIVE TRANSPORT

Een voorleeld van actief transport gedreven door een ionengradiént is het transport van
glucose de cel invia deNa'/glucosetransporter. In het plasmamembraan is er een Na
gradiént, waardoor transport van Naan buiten naar binnen de energie levert voor het
actief transport van andere moleculen tegen de gradiént in? 8& naar binnen wordt
getransporteerd, wordt weer de cel uitgepompt doeen ATRafhankelijke N&pomp om de
gradiént te onderhouden. Deze pomp levert dus indirect de energie voor het transport van
de moleculen die ctransport ondergaan met Na Dit wordt ook welsecundair actief
transport genoemd.De Nd/glucosetransporter heeft twee reversibele toestanden, waarbij

de binding van Naen glucosecootperatief is. Dit wil zeggen dat de binding van de ene
molecule zorgt voor een conformationele wijziging die de affiniteit voor het andere molecule
vergroot. Enkel als beide molden gebonden zijn zal het transport plaatsvinden. Aangezien
de Nd-concentratie buiten de cel hoger is, is het waarschijnlijker dat de glucosetransporter
bindt in toestand A dan in toestand B. Het transport var éaglucose de cel in (toestand A

naar B)s dus meer waarschijnlijk dan omgekeerd.

Na state A <——)> state B glucose
®® @ e : ® e ® o .
@ EXTRACELLULAR SPACE(“!’ @ @
+ + o+ L+ o+ * + e ¢+ {}
Na* 3 }
. lipid glucose
electrochemical N
gradient i|b"aye' ragient
RS C;T-SE)L R s
@ transporter . *
% @
@ . @
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1) Na'/K*-ATPase
In het plasmamembraan bevinden zich oAKRafhankelijke pompen oftewel transport
ATPases, zoaBtype pompen Dit zijn multipass transmembranaireiwitten die vooral
gebruikt worden om ionengradiénten op te bouweien voorbeeld hiervan is dga’/K™*-
ATPase Deze antiporter pompt Naegen de elektrochemische gradiént naar buiten eén K
naar binnen, waarvoor de energie geleverd woabor ATPhydrolyse. Deze pomgan
geinhibeerd wrden door bijvoorbeeld het cardiotoxindigoxine Dit wordt gebruikt als
geneesmiddel om de hartslagfrequentie te verminderen, maar de contractiekracht te
vergroten. Indien de pomp niet meer werkt, neemt de*Mancentratie in de cel toeDoor
de toenane in intracellulair N& zal er minder Nain de cel en minder CGauit de cel
getransporteerd worden door dia’/Ca*-exchanger (passief transportlierdoorneemt de
Ca&*concentratie in de cel toe, wat zorgt voor een verhoogde contractiekracht.
K+
out
in ’7
Na*
Na*K* ATPase

Na*

out i l.lcr
in
Caz*

MNa*/Ca?* exchanger
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2) ABGtransporters

Een ander type AT&fhankelijke transporter is dABGtransporter. Deze bevaATRBInding
Cassetteswelke kleine moleculedoorheen membranen transporteren. Dit tegenstelling

tot bijvoorbeeld Ptype, {type en Rype pompen, welke erdd ionen transporteren. én
voorbeeld is het CFI&wit dat defect is bijmucoviscidoseDit eiwit zorgt voor passief
transport van chlorideonen met de elektrochemische gradiént mee, maar ATP is nodig om
het kanaal te openen en sluitedBGtransporterszijn ook betrokken bij het ontstaan van
resistentie tegen chloroquine (bij malaria) of antikanker medicijnen. In het
plasmamembraan van kankercellen zitten ABDsporters MDR multidrug resstentie
glycoproteing die chemotherapeutica naar buiten transporteren. In een normale cel zijn er
niet voldoende transporters om alle hydrofobe chemotherapeutica naar buiten te
transporteren en de cel zal hierdoor sterven. In kankercellen die meer-&\RiRen in hun
plasmamenbraan hebben, zullen de medicijnen efficiénter naar buiten getransporteerd
worden, waardoor ze wel kunnen overleven. Deze hebben dusseksttief groeivoordeel

en kunnen zich vermenigvuldigen.

MDR_f} —rﬂ& !@! '\@/

it | - - »
- "" & i i} -
+ drug +drug *; . ®

expansie

MDR* cellen
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3) lonenkanalen
lonenkanalen zijn nauwe, selectieve poriérdie bestaan uit polaire aminozuren die de
opening begrenzeren hydrofobe aminozuren die interageren met de lipide bilay®sze
porién fluctueren tussen een open en een gesloten toestand. In de open toestand kunnen
ionen via diffusie (dus passief trarsp door het kanaal getransporteerd worden. Dit gaat
10 keer sneller dan met een gewone transporter. De porién laten enkel ionen van een
bepaalde grootte doorheen het kanaal, waarbij de kleinste opening als een
selectiviteitsfilter dient. De kanalen zijniet continu open, maar ze zij 3 I (m@dRdQor ze
enkel openen na een spdcih S1 S aGAYdzZ dzax T 2Ffa SSy St Sqi
mechanischeof het binden van een ligand (bijv. neurotransmitters, ionen of nucleotiden).
Indien er een continue chemische of elektrische stimulus is, gaan de meeste kanalen over in
een geinactiveerde toestand, waardoor ze niet meer geactiveerd kunnen worden tatdat d
stimulus verdwijnt.
De meest voorkomende ionenkanalen zkftkanalen Deze kanalerhebben een porie
bestaande uit vier subunits, die een vestibule en een selectiviteitsfilter vormen. In de
vestibule wordt K gestabiliseerd door het negatieve uiteindey RS @a L2 NB * KSf A E ¢
naar de selectiviteitsfilter trekt. In de selectiviteitsfilter zitten carbemyurstof atomen. Als
K" de porie binnengaat wordt het gedehydrateerd, maar het verlies aan energie wordt
gecompenseerd door een interactie met derlwanylgroepen (surrogaat voor.8). Deze
zuurstofatomen zijn zo gepositioneerd dat enkék&n binden. Voor een Naon, dat kleiner

is, zijn de carbonytuurstof atomen te ver weg, waardoor het niet door de porie gaat.

potassium H H H H
Z selectivity filter ion  selectivity loop - \o/ \O/
S e / H H H H
/ (A) ionin N 5 "4 N\ /
\ , 5 0) K@ 0) i w0
Y vestibule o N @ N
\K+ o= g . o .
\ o\ 0= (o} 0
\ =0 # 0= H

+—(+

(B) ionin

selectivity | J=0w (k') mo = L=o e o=

CYTOsoL filter

o o
I I
pore { | ( 1
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Een bepaald typd-kanaal bevindt zich f G A2R Ay 3IS2LISYRK-edR Saidl y
channelQ® 5ST S T A2y SaaSyaiasSSt @22N) gfidalvany &l
het plasmamembraanEen membraanpotentiaal is een verschil in elektrischenadian

beide zijden van een membraan. Dit wordt veroorzaakt door elektrogene pompen en
kanalen, zoals onder andere de M&-pomp. Deze pompt Nanaar buiten en Knaar

binnen.K" zorgt voor de neutralisatie vatie negatief geladen ionen binnen de cel, vdat

lekkage van Kdoor de R-leak channels compenseert. Als de elektrische aantrekkingskracht

het effect van de concentratiegradiént compenseert, zal er een rust membraanpotentiaal

ontstaan (= negatief).

Zenuwimpuls
In neuronen vindt ersignaaloverdrachtplaats aan de hand van veranderingen hat
membraanpotentiaal. Deze signalen verspreiden zich naar andere delen van de cel. Normaal

gezien zou dit signaal verzwakken, tenzij het geamplificeerd wordt, wat belangiijkaisde

(Y. afstandenzoals in neuronen. Indien een

lg‘g, H elektrische stimulus een bepaalde

:3 ) 1 . RNBYLIST 6aiKNBaK2t RED
®E s stimuleert K S (i SSy  WHELX 2aA

E i elektrische activiteit dieich propageert

g via de neuronale plasmamembraan. Dit

E o __ wordt onderhouden door een
© 3 ¢ ! > automatische anplificatie wat tot de

Eé e‘ \'| u \!. voortbeweging van het signaal leidt. Zo

§2  cosed  open inactivated desed  een zenuwimpuls wordt ook wel een

’ time(millise:onds) : actiepotentiaalgenoemd.

Een actiepotentiaal wordt geinitieerd doodepolarisatie van het plasmamembraan,
waardoor het membraangentiaal positief wordt. Ingen de depolarisatie een
binnendroomt met de elektrochemische gradiént mee. Deze influx vahl&dt tot verdere
depolarisatie, waardoorer nog meer N&kanalen opegaan: zelf-amplificatie. Als de

elektrochemische drijfkrachmihil is, worden de Nakanalengeinactiveerd Ze kunnen dan
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enkel opnieuw geopend worden als het membraanpotentiaal terug de initiéle negatieve

g FNRS O0SNBAlG KSSTiU O tdyeaR JiNTRAGAIGYYeopead2 MRS Yy 2 2
de cel uit laten stromen, waardoor het membraanpotentiaal zich sneller herstelt. Er kan

geen nieuwe actiepotentiaal plaatsvinden als de*-Kanalen geinactiveerd zijn. Hierdoor

kan het signaal ook maagén richting op gaan en zich zo verplaatsen over de

zenuwuiteinden.

viewatt=0
propagation

Na* channels closed inactivated open closed

membrane repolarized depolarized resting

view at t = 1 millisecond .
propagation

Na* channels closed inactivated open closed

membrane repolarized depolarized resting
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Intracellulaire compartimenten: Eiwisortering

De intracellulaire compartimenten kunnen in 4 grote families ingedeeld worden:
1. Nucleus en cytosol

2. Alle organellen die functioneren in de secraszhe en endocytotische pathways
3. Mitochondrién
4

. Plastiden

BEwitten wordengesynthetiseeraioor ribosomen Om deze naar specifieke compartimenten
te brengen zijn er specifieke sorteersignalen nodig. Eiwitten die geen sorteersignaal hebben

blijven in het cyosol.
Er zijn 3 verschillende sorteerprincipes:

1) Gated transport
Bij dit type transport worden eiwitten getransporteerd tussen het cytosol en de nucleus,
gSt1S G2LRf23Aa0K SldAGlItSyd TA2aysr @Al  ydzOf
membraan. Deze nucleaire porie complexen zijn selectief en gebruiken actief transport om
macromoleculen en macromoleculaire cplaxen te transporteren. Kleinemoleculen

kunnen echter ook passeren via diffusie (passief transport).

2) Transmembranair transpdr
Transmembranaire eiwdranslocators transporteren eiwitten direct doorheen het
membraan vanuit het cytosol naar een topologisch verschillend compartiment. Om
getransporteerd te kunnen worden dienen eiwitten meestal ontvouwen te zijn. Het

transport vanut het cytosol naar het ER of de mitochondrién vindt op deze manier plaats.

3) Vesiculair transport
Bij vesiculair transport worden eiwitten van het ene compartiment naar het andere
getransporteerd door membraaamsloten intermediairen. Dit kunnen kleinefessche
transportvesikels zijn, maar ook grotere, onregelmatig gevormde organelfragmenten. De

vesikels of fragmenten worden geladen met moleculen afkomstig van het lumen van het ene
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compartiment en splitsen vervolgens hiervan af. Het cargo wordt in hetdern
compartiment afgegeven door het fuseren van hetsikel met het doelwitmembraan.
Omdat er geen transmembranair transport gebeurt, kahtcansport enkel plaatsvinden
tussen topologisch equivalente compartimenten. Een voorbeeld hiervan is het transpor

solubele eiwittertussen het ER en het Golgi apparaat.

l

CYTOSOL

| PLASTIDS | | PEROXISOMES |

MITOCHONDRIA

| ENDOPLASMIC RETICULUM |

| GOLGI |

SECRETORY

LATE ENDOSOME VESICLES
LyY5O50ME

| EARLY ENDOSOME

| CELL EXTERIOR

KEY: Jll = 0ated transport
I = transmembrane transport
= wesicular transport
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Oorsprong van intracellulaire organellen.

De oorsprong en evolutie van intracellulair nudesr e nucear membrane
complex outer nuclear membrane
organellen in eukaryote cellen is gebaseerd g B s
) ) A . i i DNA% | é‘\l’]B , B em'ioplllasmic
zowel membraaninvaginatie als invaginatian ~ PEs ~ (NS retesm

membrane-

prokaryotische  cellen efi/dosymbiotische bownd ~—

ribosomes |

theorie). De nucles en het ER zouden zij

N cytosol

ancient ancient
procaryotic cell eucaryotic cell

onstaan  door invaginatie  van he.
plasmamembraan van prokaryotische cellen. Dit plasmamembraan bevatte zowel
membraangebonden ribosomen als DNA dat bevestigd was aannfeehbraan. De
invaginatie van het membraan heeft het DNA omsloten en zo de kern gey@mde
ribosomen zijn deel uit gaan maken van het ER. Dit verklaart waarom het lumen van het ER
topologisch equivalent is met het extracellulaire milieu en de nuclepslbgisch equivalent
ismet het cytosol.

De endosymbiotische theorie houdt in dat eukariotische intracellulaire organellen zijn
vermworven door de evolutie van geinternaliseerde prokaryotische cellen. De mitochondrién
zouden zijn ontstaan door de opnamerv een aerobische eubacterie in een vroege
eukariotische cel. Ook de chloroplasten in een plantcel zouden ontstaan zijn door de
opname van een fotosynthetische eubacterie. Beide hebben een eigen genoom, een eigen
functie, en een unieke interne membraan, e equivalent is aan het plasmamembraan van
bacterién en ookgelijkaardige eiwitten bevatMitochondriaal DNA vertoont nog steeds

overeenkomsten met bacterieel DNA.

ancestral
eucaryotic cell
early

internal 3
eucaryotic cell

membranes
nucleus

/ mitochondria
with double
membrane

bacterium
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Nucleus

De nucleus wordt omgeven door een lihele
outer
membraan. Deze is continunaar desondanks nuclear
nuclear membrane

zijn de eiwitcomposities van de binnenste € envelope | inner
nuclear

buitenste membraan verschillend. D@nnenste membrane

ER membrane

nucleaire membraanbevat specifieke eiwitten
die dienen als verankeringsplaatsen voc
chromatine en de nucleaire lamir@een fibreus
netwerk dat s$eun geeft aan de nucleaire
membraan.De buitenste nucleaire membraaris
continu met het membraan van het

nuclear

endoplasmatisch reticulum (ER). Het membra Tormine

bevatribosomen net zoals het ERlje betrokken ps;icf‘e“c'ea' ‘
spac
nuclear

zijn bij eiwitsynthese. ® eiwitten die door deze pore complex

ribosomen worden gesynthetiseerdworden naar de perinucleaire ruimte (tussen de
binnenste en buitenstanembraan) getransporteerd. Deze ruimte dentinu met het ER
lumen. Genetische defecten aan het nucleaire membraan leidenawotinopathieén zoals
musculaie dystrofie (spier), neuropathie (zenuwstelsel), dermopathie (huid),
cardiomyopathie (hart), melorheostosis (beenderen), lipodystrofie (vetten) en progeria

(veroudering).

Gated transport

Transport tussen de nucleus en het cytos~' cytosolic

annular fibril

vindt plaats doorheen nucleaire porie ***% \
complexené bt PQ&8E bt/ Qas

outer nuclear
membrane

subunit

verschillende types subunits, met daarnaa """e"ﬂ" _H _

nuclear
envelope

nuclear =7

lamina inner nuclear
membrane
W= nuclear basket

fibrillen aan zowel de cytosolische als C column

subunit

nucleaire zijde. Aan de nucleaire zijc ol
nuclear fibril 50nm

vormen deze een korfstructuur. Omdat de

bt/ Qa 3INRGSS zknekirniah Frbts hofeculeipgetfassyorteerd worden zonder

dat deze ontvouwen hoeven te worden.
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Nucleaire lokalisatiesignalen (NLS$ichten het transport van nucleaire eiwitten naar de

nucleus. Ze zijn verantwoordelijk voor de selectiviteit van de (aefiaucleaire import. Het

signaal bestaat uit korte sequenties van de positief geladen aminozuren lysine en arginine.
Deze lokalisatiesignalen kunnen op elke plaats in de aminozuursequentie voorkomen en
G2NXSYy Wi221LJaQ 2F WLI ( Genfen Oe s@yralerkvia den hkegaani 2 LILIS

cytosolische eiwitten gekoppeld worden.

Om nucleaire import plaats te laten vinden, moeten de NLS herkend wordenndicaire

import receptoren (NIR) Elk type NIR bindt een bepaalde subset van cergdten.

Sommige NIR eiwitten kunnen enkel aan de NLS binden met behulp vamedeaire

import adaptor. Tijdens de import bindt de NIR op de fibrillen en op NPC porie eiwitten

welke FGrepeats bevatten. Dit zijn aminozuursequenties rijk aan fenylalanine en glycine.

Door telkens aan de volgende fRB LIS & aSljdzSYydAS ¢S o0AyRSys W
NPC.

Nucleaire export verloopt op een gelijkaardige manier. Het caigdt zal eennucleair
exportsignaal (NES)evatten, dat bindt op eenucleaire export receptor (ER) Deze wordt

vervolgens op dezelfde manier doorheen de NPC getransporteerd.

Het transport doorheen de
bt/ Qa ¢g2NRUO 3¢ P,

de hydrolyse van GTHRoor het

Ran-GAP \:3

GTPaseRan Ran is een eiwit

CYTOSOL
dat in twee conformaties j
bestaat, afhankelijk van de NUCLEUS
o Ran-GEF il
binding van GTP of GDP. Tw
Ranspecifieke regulatorische chromatin

eiwitten zorgen voor de Ran-GTP
omzetting tussen beide

conformaties.
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In het cytosol zorgGTPase&ctivating protein (RarGAP)oorde omzetting van RaG TP tot
RanGDP. In de nucleus zorgtianine exchange factor (R&BEF)voor de omzetting van
RanGDP tot RacTP. Door de verschillende lokalisatie van-8&f en RaBAR bevindt er
zich meer RaiGDP in het cytosol en R&ITP in de ucleus. Dit bepaalt de directionaliteit

van het nucleaire transport.

protein with nuclear cargo delivered to cytosol
localization signal g, GDP DISSOCIATES
FROM RECEPTORS
nuclear nuclear \s
import export
receptor receptor
u Ran-GDP s ¥~ Ran-GDP
\ +

Py .. ‘. P
: ( — — (o
96‘

Ran-GTP—@m Ran-GTP
- &
Ran-GTP BINDS TO
RECEPTORS

(G
cargo delivered protein with nuclear
to nucleus export signal
NUCLEAR IMPORT NUCLEAR EXPORT
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Peroxisomen

Peroxisomenzijn strucuren die omgeven worden door ééenkel membraan. Omdat ze
geen DNA of ribosomen bevatten, worden alle pgsomale eiwitten vanuit het cytosol

geimporteerd.

In de peroxisomen bevinden zich enzymen dixidatiereacties aangaan waarbij
waterstofperoxide (k0) gevormd wordt:
R+ QA R+ HO:
Vervolgens wordt kD, door catalase gebruikt om andere substraterzoals fenolen en
alcohol, te oxideren doamiddel vaneenperoxidatie reactie
2HO: b wARWQ #® HI
Dit gebeurt vooral in de lever en nieren, waar er belangrijke detoxificatiereacties

plaatsvinden.

Een belangrijke functie van de oxidatiereacties is laa-oxidatie: het verkorten van
vetzuurketens totAcetyFCoAmoleculen. Deze Acet@loA moleculen worden dan terug naar

het cytosol getransporteerd voor verdere reacties.

Een andere essentiéle funetvan peroxisomen is het katalyseren van de eerste reactins

de biosynthese vaplasmalogensDit zijn de belangjkste fosfolipiden in myeline.

Een signaalsequentie op det&€minus van veel peroxisomale eiwitten dient als import
signaal voor deze witten. Solubele receptoreiwitten in het cytosol en dockingeiwitten op
de cytosolische kant van de peroxisomen binden aan deze signaalsequenties. Bij-dit ATP
afhankelijke importproces zijperoxines betrokken. Deze peroxines vormen membraan
translocators vaardoor het eiwit getransporteerd kan worden. Het eiwit hoeft hierbij niet

ontvouwen te worden, waardoor het transport dus op eiwittransport naar de nucleus lijkt.

Peroxisomale precursorvesikels ontstaan vanuit het ER. Deze kunnen met aflkaat al

bestaande peroxisomen fuseren. De peroxisomale eiwitten en lipiden worden opgenomen
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vanuit het cytosol. Peroxisomen kumen ook splitsen fissiod (204 (G6SS WR2

peroxisomen.

specific proteins that
r\ catalyze protein import
( FISSION '\
peroxlsomal peroxlsome

precursor
vesicle - \ / ST \ /
o I i b

daughter
GROWTH BY UPTAKE OF SPECIFIC peroxisomes
PEROXISOMAL PROTEINS AND

LIPIDS FROM CYTOSOL

endoplasmic
reticulum

Bij het Zellweger syndroomis er bijvoorbeeld een mutatie in een van de specifieke
SAGAGONT yAaLR2NISNE @22N) LISNRPEA&A2YSYyd 5AG fSA
hersen, lever en nierdysfuncties tot gevolg. Ook is er een verstoorde biosynthese van
plasmalogen, waardooer demyelinsatie ontstaat. Dit maakt het tot een neurologisch

syndroom.

Endoplasmatisch reticulum (ER)

Hetendoplasmatisch reticulum (ERevat meer darb0% van de membranen in een cel. Het
is een continuatie vade nucleaire membraan. De ruimte tusses shembranen wordt ook
wel hetERlumen of ERcisternagenoemd.
De belangrijkstéunctiesvan het ER zijn:
1 Eiwit biosynthese
1 Lipide biosynthese
1 Opslagplaats voor intracellulaire €a
1 Het ER membraan zorgt voor de productie van alle transmembraeaiigten en
lipiden van de meeste organellen, waaronder het ER, Golgi apparaat, lysosomen,
endosomen, secretorische vesikels en het plasma membraan
1 De meeste lipiden voor mitochondriéle en peroxisomale membranen worden in het
ER membraan gesynthetiseerd
91 Vrnjwel alle eiwitten die gesecreteerd worden, of deze bestemd voor het ER lumen,

Golgi apparaat en de lysasen, worden initieel afgeleverd in het ER lumen
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Het ER heeft een structurele en functionele diversiteit in verschillende celtypes. Hiervoor
zulen §3A2Qa Oy KSG 9 wruw BRBKe ragiaSvénk defeilvitsyiNgSe/ @ | S
plaatsvindt. Dit gebeurt door middel van ribosomen die op het ER membraan zijn gebonden

via co-translationeel transport Cotranslationeel transport gaat gepaard mbét SRReiwit

en zijn respectievelijkeeceptor die het transport faciliteertmport van eiwitten waarvare

polypeptide keten volledig is gesynthetiseerdhar mitochondrién, nucleus, peroxisoom of

chloroplastwordt ook welpost-translationeel transportgenoend.

CO-TRANSLATIONAL POST-TRANSLATIONAL
(A) TRANSLOCATION (B)  TRANSLOCATION

(Vo))
<
=
No

wS3IA2Qa 1T 2yRSNI YSYo NI |y 3 Sginé BRF .
genoemd. Het glad ER zorgt voor de biosynthese van lipid (H* or K* or Na'* or Ca?*)
lipoproteine partikels(Bijv. in hepatocyten) elmormonen Bijv. in
testosteronproducerende Leydig deh in detestis) Ookkan het cyrosoL
detoxificatieenzymes  bevatten  (Bijv. detoxificatemzyme . ‘ Lol
cytochrome P450 in hepatocyten) en een intracellulairé*@gaol A
vormen. In spiercellen wordt het glad ER ook wel t Birapurn
sarcoplasmatisch reticulungenoemd Hierbij speelt het SERCA

eiwit een belangrijke rol. Het SERCA eiwit fungeert als e¢ypP

calciumpomp die er voor zorgt dat €actief getransporteerd wrdt in een spiercel. Bij
spiercontractie zal CH4 uit het ER in het cytosol gempt worden, terwijl bij spierrelaxatie
C&* terug uit het cytosd in het ER lumen gepompt wordbe regio van het glad ER van
waaruit transportvesikels afgesplitst worden om naar het Gajipparaat getransporteerd te

worden, wordt ook wel hetransitionele ERjenoemd.
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Langs het ERnembraan worden transmembranaire eiwitten gesynthetiseerddie zich
uiteindelijk via het Golgi apparaan vesiculair transporteen weg banennaar andere
membranendie een onderdeel vormen van de endocytosiche/secretorische path@ak.
eiwitten die gesecreteerd worden, worden eelist het ER membraan gesynthetiseerd en
komen via het ER lumem andere topologisch equivalente compartimenten terecht om

uiteindelijk in het extracellulagmilieu te belanden

Cotranslationeel transport

Voor de synthese van nietytosolischeeiwiten, speelt de ERsignaasequentie of het N
GSNXYAYL | afeénlbRahdiike ralS3 Il A REbGRitoh particleeiwité (SRP
eiwit) en ded a A-gegopnition particlerecepto€ SRE® receptor) zijn betrokken in dit
proces Het SRP eiwit bevindt zich het cytosolen zorgt voor de binding op deignaal
sequentievan een eiwit Het SRRiwit pauzeert de eiwitsyntheseloor de binding van
elongatiefactoren op het ribosoom te verhinderen. Dit comp(egstaande uit het mRNA,
ribosoom, de gevormde polypepideketen met signaalsequentie e®SRP wordt dan
getrangorteerd naar het ERnembraanen bindt viahet SRReiwit op de SRRreceptor die
ingebed ligtin het ERmembraan Vervolgens bindt de signaalsequentie op davit
translocator, zodat het SRiwit opnieuw vrijkomt en zijn functie kan hervatten. Bijgevolg
kan het SRP de binding van de elongatiefactoren op het ribosoom niet meer verhinderen
zodat de polypeptide synthese weer kan voortgezet worden. De polypeptide keten wordt
dan tijdens de synthese simu#ia getransporteerd doorheen het ER membraBit. proces

wordt ook welco-translationeel transportgenoemd.

tRNA BINDING OF SRP

5' TOSIGNAL SRP-BOUND SRP AND SRP RECEPTOR
- PEPTIDE CAUSES RIBOSOME DISPLACED AND RECYCLED
A PAUSE IN ATTACHES TO

TRANSLATION

3[
mRNA
signal sequence
on nascent
polypeptide SRP

CYTOSOL

SRP RECEPTOR
IN ER
MEMBRANE

TN

TRANSLATION
CONTINUES AND
TRANSLOCATION
BEGINS

ER LUMEN

protein SRP receptor protein
translocator in rough ER membrane
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De binding van het ribosoom zich aan detéRslocator zorgt voor de opening van de-ER
porie. De kern van de BERanslocator heet hetSec6icomplex en bestaat uit drie
subeenheden. Het fierminaal ERy f S |-ge@idieifungeert vervolgens als hydrofoetart-
transfersignaal en zal doorheen de duldbe fosfolipide laag van het ERembraan
getransfereerd worden. Indien het eiwit in kwestie ook dgrdrofoob stop-transfersignaal
bevat, danzal de ERranslocator een conformationele verandering ondergadshet stop
transfersignaal de EfRanslocator betreedt en bindt met de binding site. Deze
conformationele verandering leidt tot dissociatie van levit, zodat het andere uiteinde
van het eiwit zich lateraal van de dubbele fosfolipide laag van het ER membraan bevindt. Het
eindresultaat vormt eendoublepass transmembranair eiwitin het geval van complexe
multipass transmembranagr eiwitten zijn er neerdere start en stoptransfersequenties,

met eenmultipass transmembranair eiwitls eindresultaat.

/,

stop-transfer
sequence

start-transfer
sequence

CYTOSOL

ER LUMEN

hydrophobic  hydrophobic
stop-transfer- start-transfer-
peptide- peptide-
binding site binding site

translocator protein
mature transmembrane
protein in ER membrane
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Chaperones

Chaperoneeiwitten staan in voor het podtranslationeé transporten het begeleiden van
incorrect opgevouwen eiwitten. Bij dit laatste zat chaperoneeiwit binden op incorrect
opgevouwen sequentiesB(jv® -sheet motief) van het gesynthetiseerd eiwit om te
verhinderen dat het eiwit zal aggregeren en op deze mani¢regit in het ERumen te
houden Het chaperonesiwit faciliteert de heropvouwing van het incorreabpgevouwen

eiwit.

Calnexineis een chaperonS A g A0 RI G0 GSN¥YAYIfS 3fdz02asS NB
opgevouwenglycoproteines Bijgevolg zit heincorrect opgevouwen glycoproteine als het

gl NB a3S@FyaSye¢ Ay KSlen9me zdl devwdgéns dd terininald  dzO 2 :
suiker verwijderen zoat het eiwit opnieuw vrijkomt.Indien het eiwit dan correct is
opgevouwen karnet eiwit het ER verlaten. lien heteiwit echter nog steeds niet correct is
opgevouwen dan ondergaat het eiwit een glycosylatiedat een terminal glucose residu

op de oligosaccharidestructuur van hglycoproteine gekoppeld wordDit glycoproteine

YSG GSNXNAYI f SanDpniadvyabsndd svdrdenlzidér calnesirDe cyclus kan

zich hehalentot het eiwit de correcte conformatie aangenomen heeft.

INCOMPLETELY
UNFOLDFD enkel + Glc FOLDED NORMALLY FOLDED
indien partieel g
opgevouwen EXIT
J — FrRom
UDP- ER
>glucose glucose
uDP ; :
glucosy
GLUCOSE
TRIMMING transferase

_ N-linked
oligosaccharide

1 terminale Gilc op
partieel opgevouwen
eiwit: wordt door calnexin
herkend

glucosidase

calnexin
ER LUMEN

ER membrane CYTOSOL
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Proteasoom

Eiwitten dieondanks de werking van deze chaperones togt correct zijn opgevouwen
worden geéxporteerd vanuit het HRmen om in het cytosol gedegraéed te worden via
het proteasoom Het proteasoomis een multicomplexeiwit, bestaandeuit verschillende
compartimenten dat instaatvoor de degradatie van het incorrecte opgevouwemigi
gemedieerd via poly-ubiquitinylatie. Ubiquitine zal binden op hettarget (lecht
opgevouwen eiwij en is verantwoordelijkvoor de begeleidinghaar het proteasoomDe
centrale cylinder van het pteasoom, met protease als actieve sitstaat in voor het

knippen van het slecht opgevouwen eiwit tot kleine polypeptide

ubiquitin ' Iy
protea:
z

\
N-glycanase

CYTOSOL

ER LUMEN ER protein translocator

with accessory proteins
“ misfolded protein

chaperone

Medische relevantiec voorbeeld

In sommige gevallen zijn éncorrect opgevowen eiwitten, resistent aarproteasen die
aggregaten vero@aken en toxisch kunnen zijn. CreutzfeldtJakob is een
neurodegeneratieve ziekte die
(C)a—g‘:
veroorzaakt word doormmyloide =
aggregaten. Dit pathologische
eiwit-aggregat bestaat uit een

crossi -filament dat leidt td een

amyloide  depositig welke

resistent is tegen proteolyseDit
eiwit, ook wel prion genoemd is infectieus en zal andere correct gevormde eiwitten

vervormen tot homodimeren met als eindresultaat emyloideplaque
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Unfolded protein response

Omde potentieel schadelijke effecten van incorrect opgevouwen eiwitten tegen te gzedn,

een accumuldée van incorrect opgevouwen eiwitten ihet ER eend dzy F2f RSR LINE (
NB & LJ2 @WrRSstimuleren. Dat houdt in dat meerdere transcripties van gendie

coderen voorERchaperoneeiwitten en eiwitten betrokken inretro-translocatieen eiwit-

degradatie gestimuleerd zullen worden. Hierbij worden 3 verschillende pathways
geactiveerd om de opvowwapaciteit van avitten in het ER te verbeterer(1) Activatie van

IRE1, (2) Activatie van PERK en (3) Activatie van ATF6

Ii sensors for misfolded proteins —I

IRE1 PERK ER membrane ATF6

LUMEN
CYTOSOL 5 B "
NN
\

I
PHOSPHORYLATION INACTIVATES
TRANSLATION INITIATION FACTOR 4

REDUCTION OF -,
PROTEINS
ENTERING THE ER
REGULATED mRNA REGULATED
SPLICING INITIATES SELECTIVE PROTEOLYSIS
TRANSLATION OF TRANSLATION OF RELEASES
GENE REGULATORY GENE REGULATORY GENE REGULATORY
PROTEIN 1 PROTEIN 2 PROTEIN 3
§ | P

ACTIVATION OF GENES TO INCREASE
PROTEIN FOLDING CAPACITY OF ER

Specifiek IREpathway

Incorrect opg@vouwen eiwitten kunnemle IREL receptor activeren via fosforylati®e IRE
receptor is een transmembranair kinase. Deze geactiveerdd KRtaseverwerft vervolgens
endoribonucleasectiviteit, wat leidt tot sgicing van specifieke RI®Adie @ hun beurt
codeaen voor specifiekeranscriptiefactoren (TF)die de expressie van chaperonegenen
kunnen activeren. De oveeakomstige chaperoneiwitten worden in het ER aangemaakt
via cotranslationeel transportwaarna ze in het ER lumen accumuleren. Daanknze hun
functie vervullen en door binding ofncorrect opgevouwen eiwittenconfarmationele
wijzigingen induceremdie leidentot een correcte 3Bconformatie van het betrokken eiwit in

kwestie.
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misfolded protein
bound to chaperone
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. MISFOLDED PROTEINS IN ER SIGNAL
THE NEED FOR MORE ER CHAPERONES
BY ACTIVATING A TRANSMEMBRANE
KINASE

ACTIVATED KINASE TURNS INTO
AN ENDORIBONUCLEASE

ENDORIBONUCLEASE CUTS SPECIFIC
RNA MOLECULES AT TWO POSITIONS,
REMOVING AN INTRON

TWO EXONS ARE LIGATED TO
FORM AN ACTIVE mRNA

mRNA IS TRANSLATED TO MAKE A
GENE REGULATORY PROTEIN

GENE REGULATORY PROTEIN ENTERS
NUCLEUS AND ACTIVATES GENES
ENCODING ER CHAPERONES

CHAPERONES ARE MADE IN ER,
WHERE THEY HELP FOLD PROTEINS
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GPI verankering

Eiwitten kunnen ookvast geankerdzijn aan het membraan via eeglycosyosfatidyl
inositol (GPI)structuur. Het ERmembraan bevaenzymen die covalente GRhodificatie van
een membaareiwit katalyseren. Deze GPI of glycgsiybsphatidylinositol zorgt ervoor dat
het membraamiwit gekniptwordt van het ERnembraan door fosfolipasen vervolgens

vrijkomt in het ERumen.

glycosylphosphatidyl-

inositol cleaved C-terminal
inosito COOH

CYTOSOL COOH peptide

ER LUMEN B

TT— N "Pm" NH, ’PHM-YP

inositol

protein bound
to membrane
by GPI anchor

NH;

Medische relevantie voorbeeld

Slaapziekte is een ziekte die veroorzaakt wordtloor een protozoaire parasiet,
trypanosoom die overgebracht wordt door de tseetseevlie§laapziekte kan in een
sluimerende staat voorkomen zolang de ziekte zich nog niet in de hersenen heeft gevestigd.
Bij de WestAfrikaanse slaapziekte . (brucei gambiengekan dit jaren duren. De Oagst
Afrikaanse slaapziekte. (brucei rhodesiengeverloopt echter agressiever en kan in enkele
maanden fataal zijl\Wanneer de parasiet de hersenen binnendringt, ontstaan verwardheid,
slaapstoornissen, epileptische aanvallen, moeite met lopen en gevoelloosheid in handen en
voeten. Uiteindelijk vermagert de patiérgnel, raakt in coman sterft. De ziekte loopt,
wanneer zij niet wordt behandeld, altijd dodelijk &frikaanse slaapziekte bedreigt dagelijks

meer dan 60 miljoen mensen in rurale gebieden onder de Sahara.
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De trypanosoomparasiet is omgeven doorvariabeke opperviakteeiwitten (VSG)welke
verankerdzijn via GPlankers DezeVSGeiwitten spelen een zer belangrijke rol om de

immuurnrespons tegen de parasiet te omzeil@p basis van verschillende mechanismen.

1) Coating van het membraamet VSG
De VSGmoleculen zorgen voor eerdichte SA g A G & \WeArboorA ge3Igarasiet

afgeschermd wordvoor eenmogelijke aanval van het immusysteem van de gastheer

2) Antigenische variatie

Bij blootgelling aan trypansoomparasieten, zal het immuwysteemna verloop va tijd
antilichamen genereren die op de VSe&eiwitten kunnen binden. Door moleculaire
recombinatie in het DNA vade trypanosoomparasiet slaagt éze erin een andere VSG
variant op zijn membraatot expressie te brengerDie nieuwe vaant wordt dan nietmeer
herkenddoor de oorspronkelijke antilichameen nieuwe antilichamen moeten aangemaakt
worden om op deze nieuwe variant te kunnen binden. Dit proces herlaadd voortdurend
waardoor de parasiet telkens een stap voor blijft op esmgelijk aanval wa het
immuunsysteem. Dankzij antigenische variatie van het VSG kan de trypangsarasiet op

deze manier het immuunsysteewan de gastheeomzeilen (Immuno-evasie).
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3) Afknippen VSG als afleidingsmanoenav
De VS@noleculen kunnen afgeknipt worden van h@asmamembraan van de parasiet door
fosfolipase Deze afgeknipte, vrije VS&2 f SOdzf Sy R2Sy RIy odRum&Y aG | f
waarop antilichamen kunnen binden zonder consequenties voor het trypanosoom zelf

welkehierdoor opnieuw karmntkomen aan hetmmuunsysteem.

Synthese fosfolipiden

Fosfolipiden zijn essentieel voor de vorming van membranen. De synthese hiervan vindt
plaats in het endoplasmatisch reticuluidieuwe fosfolipiden worden enkel toegevoegd aan

de cytosolischeijdevan het ERnembraan{ LJ2 y (flipflofQ WOy RST S F2aF2ft,
de luminale zijde van het ERnembraan gaat zeer langzaam, dus wordt deze stap
gekatalyseerd door een fosfolipideanslocator, namelijiscramblase Hierdoor ontstaat er

een membraan waarbij de verschillendesfolipiden evenredig verdeeld zijn over beide
zijden.

In het plasmamembraan zit een andere fosfoliptdenslocator, namelijk flippase,
aangedreven door ATRydrolyse. Deze translocator verplaatst fosfatidylserine en
fosfatidylethanolamine van de extracellulaire zijde naar de cytosolisdfue, nadat er
nieuwe membraanonderdelen via exocytose naar het plasmamembraan zijn gebracht. Op

deze manier blijft de asymmetrische eigenschap van het plasmamembraan behouden.

43



(A) ER MEMBRANE
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Intracellulair vesiculair transpororgt voor de transfer van moleculg¢ussen verschillende

compatimenten van deendocytische, biosynthetischesecretorischeen retrieval pathway.

De compartimenten die in deze pathwsaypetrokken zijn, zijn topologisch equivalebtit

intracellulair vesiculair transport omvagexocytose een biosynthetische/secretorische

pathway, waardoor nieuw gesynthetiseerde eiwitten, carbohydraten en lipiden naar het

plasma membraan of extracellulaire ruimgetransporteerd wordenEndocytose is het

tegenovergestelde procesvaarbij het plasmamembraaeen invaginatie ondergaagn er

vesikels ontstaan di hun inhoud afleverenaan interne compartimenten zoals de

endosomen In het geval van exocytose is de inhoud vantretsportvesikelafkomstig van

de intracellulaire ruimte bij endocytose vamle extracellulaire ruimteDeretrieval pathway

zorgt voor ket omgekeerde transport naar het ER.
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De vesikels worden afgesnoerd van één compartim@onorcompartimen om vervolgens
te fuseren met een ander compartimenftargetcompartiment). Deze vesikelsworden
geladen meteen bepaaldcarga Vesiculaire WuddingQ (afsnoeren) en fusie zijn niet
symmetrischomdat elk transport een geschikieestemming met specifieke cargdoevat.
Bovendierzal bij buddig eerst de binneh | 3 @ y -nRRiSbraghdeksinéltén &mNdan
pas de buitefaag terwijl bij fusie eers de buitenlagen van de respectievedijk

compartimenten versrelten en dan pas de respectievelijke binnkgen.

CYTOSOL
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tCOMPARTMENT
0
.
.

BUDDING

Vesiculair transport vereist ook specifieke moleculaire merkers.
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Vesiculaire coating
Er iseen grote variéteit in hetantal vesiculaire coatingsmaardrie types vanvesiculaire
coatingzijn goed gekarakteriseerd
1 ClathrinecoatingA medieerttransport vamit het plasmamembraan & Golgndosoom
1 COPLoatingA medieerttransport vanit het Golgtapparaat
1 COPHcoatingA medieerttransport vamit het ER

late endosome early

KEY- O~ endosome
P

D clathrin ~ il \Q
T

) cori @
o

) coril y :

s - O plasma

secretory / membrane
vesicle

cisternae
L |

ER Golgi apparatus

Het hoofccomponent van het clathrercoated vesikel heavy chain
light chain

bestaat uit clathrine, waarvan elk subeenheid bestaat

uit drie grote(heavy chaingn drie kleinere(light chain)

polypeptide ketens. Dgevormdedrie-benige structuur
wordt ook wel triskelion genoemd. Een ander
hoofdcomponent $ het adaptoreiwit, dat zich bevindt $&

tussen clathrie en het membraan. Adaptoreiwitten

zorgen voor de associatigan verschillende soorten et
transmembranairereceptoren met de clathrine-coat Dezetransmembranairereceptoren
bevatten het cargo erworden cargoreceptorsgenoemd. Adaptoreiwitten kunnen zoals
retromeereiwitten, ook binden op fosfanositiden. De associatieen dissociatiegebeurtals
volgt Adaptoreiwittenen clathrine assentleren met de cargoreceptor. Nadien vorreich
een bud, welke uiteindelijk afsnoert tot een transportvesikel. Vervolgens worden de
adaptoreiwitten met clathrie gerecycleerd en wotdhet transportvesikel samen met het

cargo ende cargoreceptor getransportrd naar een targetcompartiment.
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Sommige coatings hebben een directe link met een specifiek cargoeiwit. Deze worden
retromeereiwitten genoemd. Een retromeer is een multicomplex eiwit dat cargo
transporteert vanhet endosoom naar het Golgipparaat Dit gebeurt enkel alshet kan
binden opde cytoplasmatische staart van de cargoreceptor, er directe interactie isdaet
gebogen dubbele fofoslipid@gag en als het kan binden op spéeke gefosforyleerd
fosfatidytinositol lipiden (ook welfosfoinositiden (PIP)genoemd) Fosfoinositidenof PIPs
spelen een belangrigkrol als moleulaire merker van compartimeiatentiteit en bij de
controle over het vesiculair verkeer. Aangezien deze vereisten simultaan moeten
voorkomen en ook op een welbepaalde plaats gplstip, fungeren retromeegiwitten als
coincidentiedetectoren Verder vormen additionele retromeesiwitten dimeren, die de
membraankromming stabiliserenDezecodperatieve assemblagean retromeereiwitten

leidt tot de vorming van buddingn uiteindelijk tot transportvesikels die ervoor zorgen dat
het cargo getransporteerd wordt naar het Gedgiparaat.

COPII-coated vesicle

oCoatrecruitmente GTPase eiwittenzijn nodig voor de

&’
clathrine-coatingvan endosomen en de coating m&OPlken L 5\
COPIl van het Golgtapparaat en Efembraan. Coat -

recruitment GTPaseiwitten behoren tot de familie van de ‘I. Sk

monomeriscle GTPasesen zijn veantwoordelijk voor de s<2 |,

outer coat

Sar1-GTP inner coat

vorming van COPkoating van het Golgimembraan Arf

selected donor membrane
membrane
proteins
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eiwitten) en voor de vormingzan COPHtoatingvan hetER ~ inactive soluble

Sar1-GDP

membraan $arl ewitten). Het coatrecruiment GTPase S0P active,

membrane-
GDP bound

Sar1-GTP

amphipathic

toestand (GDRjebonden). Viinneer een CORtbated vesikel "™

eiwitcomplex bevindt zich ihet cytsol vooral in de inactieve

zich vormtvanuiteen bud van het ERiembraan bindt Sart
GDP met het ERiembraan. Hierbij kom&GDP vrij envordt dit

donor
membrane (ER)

Sar1-GEF

vervangen dooiGTP Deze spontane reactie is mogelijk door
het feit dat GTP in hogere concentratie aanwezig is in het cyttmolGDPDe binding van
SartGTP op het ERembraan zal er voor zorgen dat verscimtle coatiwit subeenheén
gerekuteerd worden om verglgens de budorming te initiéren. Hydrolyse van het
gebonden GTP naar GDP zal zorgen voor een conformationele verandering van de GTPase

met als gevolg dade coating @monteert.

Vesiculaire fusie

Om ervoor te zorgen dat hevesiculair verker ordelijk en specifiek gebetirmoeten
transpottvesikels selectief ét targetmembraankunnen herkennenwaarmee de fusie plaats
gaat vinden.Rabeiwitten spelen een centrale toin de specifiiteit van dit vesiculair
verkeer.Rabeiwitten zin, zoals coatrecruitment GTPase eiwitteimok geassocieerd met de
familie van de monomerische GTPas&ankzij hun hoge selectieve distributijn ze
geschikt als moleculaire merker voor verschillende membraantypes en hun specifieke
vesiculaie verkeer.De werking van Radiwitten is analoog aan dez&an de coatrecruiment
GTPase eiwittenEens hetactieve Rabeiwit gebondenis op het membraarfRabGTP)van
een vesikel bindt het met Rabeffectoren die vesikel transport, mbraan tethering en
fusie faciliteren. In tegenstelling tot geconserveerde Ralwitten zijn Rakeffectoren erg
variabel. Sommige Radffectoren fungeren als motoreiwitat vesikels transpoeert langs
actinefilamenten en microtubuli. Andere Radffectoren fungeren meer aldethering-
eiwitten. Deze tetlering-eiwitten omvatten domeineiwitten met lang&liertendie kunnen
binden aan RalsTPop vesikelsen dezevervolgens richting het targgtembraan bewegen
Rabeffectoren spelen ook een rol in de interactie ni&NAREiIwitte n en hierdoor ookeen
rol in de koppelig van menbraantethering aan fusje aangezien SNAFRvitten

membraarusiemediéren
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\
v-SNARE

Rab-GTP 7 \T‘ETHERlNG

DOCKING

g

Rab effector
(tethering protein)

FUSION
t-SNARE

target membrane cargo —‘

SNAREiwitten zijn verantwoordelijk synaptic

vesicle

voor de katalysering vahet membaan cYTosoL

v-SNARE

. . . . . t-SNARE
bij de fusievan het vesiculair verkeer (synaptobrevin)

(Snap25)
Ook spelerze een additionele rol in de

specificieit bij het transporproces. :sim,‘fn)

Deze tranmembranaire  eiwitten e

bestaan uiteen complementaire set varv-SNAREiwitten en t-SNAREiwitten. De v
SNAREiwitten zijnenkele polypeptidketensdie zich op vesikels bevindgerwijl t-SNARE
eiwitten bestaan uit twee of drie eiwitterdie zich op het targetmembraan bevinden
Interacties tussen het -8NARE helibomein en tSNAREhelixdomein resulteren in een
complex dat hetrans-SNARE complexordt genoemdHet transSNAREiwitcomplexzorgt
voor de docking en fusie van synaptische vesikels die zichdevop het plasmamembraan
van zenuwceluiteindenijdens de vrijlating van neurotransmitter®e energie dieodig is
voor de katalysering van membrafaisie door het transSNAREiwitcomplex is afkomstig
van deenergiedie vrij komtwanneer de helicesnteragerenom de membranen dichter bij

elkaarte brengen Het NSFeiwit is een cruciaal eiwit dat instaat voor de dissociatie van

transSNARE eiwitcomplexen. WanneesNAREiwitten constant actief zouden zijn op een
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targetmembraan, dan zoer continu een complex gevormd kunnen worden nesn v
SNAREIiwit, waardoor twee membranen kunnen fesen. Om deze constitutieve en
ongecontroleerde membraangie te vermijden zorgt het NSfeiwit voor de dissociatie
tussen beide eiwitten. Op deze manier zorgt het MB¥#t voor de gepaste tijd en plaats van

de vorming van het trarSNARE eiwitcomplex.

N NSF
accessory \ P

proteins -

docking fusion SNARE dissociation

Medische relevantie; voorbeeld

Er bestaan bacteriérzoalsClostridium tetanien Clostridium botulinumdie proteolytische
neurotoxires secreteren en vrijlaten in specifieke neuronemet als doel de SNARRvitten

te knippen. Hierdoor blokkeert de synaptische transmissiet bijvoorbeeld verlamming
(botulisme) of spierspasmen (tetasutot gevolgEen botoxbehandeling voor cosmetische
toepassingen werkt volgens hetzelfde principe, aangezien hierbij een botulinetoxine wordt

geinjecteerd om de gezichtsspieren te ontspannen.
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Het Golgiapparaat

HetGolgrapparaat ook wel Golgcomplexgenoemdis verantwoordelijk voor :
1 De synthese van polysacchariden
91 De synthese van glycosaminoglycanen
1 De synthese van oligosacchariden door glycosylatie van eiwitten en lipiden
1 Transport van de meeste eiwitten en lipiden naar andere cellulaire compamtien

Eiwitten die het ER binnentreden en wvbestemd zijn om naar het Golgpparaat
getransporteerd te worden zijn verpakt in kleir@OPHoated transport vesikels. Deze
vesikels komen van gespecialiseerdeheyQa @ y KrigpERMOGK ERedt Bis
worden genoemd.Opname van eiwitten in vesikels die het ER verlaten is een selectief
proceswaardoor eiwitten in deze vesikels geconcentreerd raken. Cacgptoren vatonen

een exisignaal dat herkend wordtoor COPitoat eiwitten. Eiwitten Dnder exisignaal
kunnen ook opgeomen worden door het transpoveskel. Deze eiwitten die zonder
exitsignaalfunctioneren in het ERvorden ookERresident eiwitten genoemd, maare zijn
minder efficiént omdatzedzA i K S G Dingeld? bok yobsegfedbrische eiwitten die

het ERn hoge concentrati®erlaten zonder de hulp van exit signalen of cargo eiwitten.

forming ER transport vesicle
I 1

. Sar1-GTP
[

{

Q'/ % I subunits of
& COPII coat

A? gl
’ - exit signal on

| cargo receptor

|

exit signal on
membrane-bound

cargo protein . £ QX <~

¢

y At resident ER

( protein
ER LUMEN g
w

<

chaperone proteins bound to
unfolded or misfolded proteins

CYTOSOL
exit signal on
cargo receptor

exit signal on
soluble cargo
protein
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Medische relevantie: voorbeeld1

Sommige cargeeceptoren zijn lectines en binden oligosaccharidéan voorbeeld hiervan is
ERGIC53 dat zowel een lectineis als een cargoreceptor didindt op mannose
(oligosacchariden)Daarnaast herkent hetok de stollingsfactorerfactor VIII(FVIIen factor
V (FV)ERGIC53 spedaden belangrijk rol in de verpéking van eiwitten in transpoveskels
in het ER.Patiénten met mutaties in ERGIC53 hebben een verlaagd nivean de

stollingsfactoren FVIIl en FV in het blpe@ardoor er een verhoogde kans is op bloedingen.

Medische relevanties voorbeeld?2

Cellen hebben de mogelijkheid om viruss#a in de cel zijn binnengetreden op te merken
en hebben decapaciteitom via het intracellulair vesiculair transport antigenische peptiden
te presenteren aan cytotoxischecEllen. Bij dit proces komt een virude cel binnen via
endocytose en wordhet opgenomen door het endosooriijdens de fusie van het virus met
het endosoom komtet erfeljk materiaal van het virus vrip de cel en zallit replicatieen
translatie ondergaan. Dit erfelijk materiaal kan zowel RNA als DNA zijn. Virale eiwitten,
afkomstg van het virus, zullen door het proteasoom gedegradeerd worden tot virale
peptiden. Deze zullen verder via een Ahsporter in het ERumen geransporteerd
worden. In het ERumen binden devirale peptiden met klasse | major histocompatibility
complex (MHC) moleculenom vervolgens getranspieerd te worden naar het Golgi
apparaat. Ten slotte zal dit peptidHC complex van het Golgpparaat naar het
celoppervlak getransporteerd wordenwaar dezedoor cytotoxische Tellen herkend

kunnen worden.
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cytotoxic T cell
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Versclilende transportvesikels gaanadat ze het ER hebben verlateebben enhun coat
verliezen,met elkaarfuseren. Fusie van membranen van hetzelfde compartiment wordt

homotypische fusiegenoemd. Deze fusie wordt gemedieerd do3NARE,-8NARE eRab

eiwit interacties welke in het vorige hoofdstuk besproken zijn

| ; homotypic
Q t'SNAREQ’ SNARE membrane
' fusion

- T —- o
f T’ N N 5
\
= =
NSF NSF

STEP 1 STEP 2 STEP 3
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Hetretrograad transport(retrieval pathway) wordt gemedieerd do&Rretrieval signalen
Resterende ERembraareiwitten zullen via het retrograadransport terug naar het ER
getransporteerd worden dankzij Eftrieval signalen die direct verbonden zijn a@@P
coats (transmembranaireverbonden eiwitten). CORJoated transportvesikels verhogen de
efficiéntie van het retrograadransport naar het ER. SolubeleRresidente eiwitten, zoals
het chaperor-eiwit BiP, bevatterkorte ERretrieval signaleKDELsequentig). Indien een
ERresident eiwit in het Golgapparaat terecht komt, zal het aan een KB&teptoreiwit

binden, welke het eiwivia een CORdoat weer terug naar het ER transporteert.

vesicular
secretory tubular S
protein n cluster .\
ol \ S
FORWARD — [
PATHWAY .
O L]
KDEL 20 ,.\ o 0
receptor —'C " 2
protein - 0 o
RETRIEVAL P COPI O\ \F
solabls PATHWAY @7 cont
ER resident — Y

protein

L | 1 Il 11 ]
ER cis Golgi stack trans
Golgi Golgi
network network
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Glycosylatie
Bij glycosylatie vormenverschillende groepen oligosaceiden een complexin
samenwerking met specifieke enzymermeze enzymen zijn verschillend vooelke
verwerkingsstap. Uitentelijk worden zo glycoproteinen en glycosphingolipién
gesynthetiseerd waarbij elke oligosaccharideen belangrijke functidheeft. Twee klassen
van N-linked oligosaccharidenkomen wor bij de dierlijkeglycoproténen, dit zijn de
complexe oligosaccharideren high-mannose oligosacchariden
1 Compler oligosaccharidenN-linked oligosacchriden, die getrimd zijnn het ER
waarextra suikers (glucose, mannost¢.) aan binden
1 Highmannose oligosaccharideN:linked oligosaccharide diegetrimdzijnin hetER
maar waar géén exta suikers aan binden. Ze bestaankel uit twee N-

acetylglucosamines en mannoseresiduen

"H _‘
{47
|
Ser o?Thr o _‘f

(A) €O  ReGION

KEIY (B) COMPLEX OLIGOSACCHARIDE

= N-acetylglucosamine (GIcNAc)
. = mannose (Man) -
‘ = galactose (Gal)

= N-acetylneuraminic acid
(sialic acid, or NANA) (C) HIGH-MANNOSE OLIGOSACCHARIDE

Alle oligosaccharidestens worden verwerkt in het Golgipparaat.
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Oligosaccharidererwerkingin het Golgiapparaat

In het Golgiapparaat vindt de verwerking van oligosacchariden plaats. EIk compartiment
bevatmembraangebonden enzymedie instaan voor de verwerking van deze sacchariden.
De enzymen zijn verschillend in elk compartiment, en ook de concentratie hiervachiter
tussen de compartimenten.

In hetcisGolgi vindt de katalyse van vroege reactiestappen plaats, terwijl itr&es-Golgi

de late reactiestappen worden gekatalyseerd.

SORTING

o phosphorylation of
oligosaccharides on

lysosomal proteins s -
cisterna
( o removal of Man
Golgi « removal of Man n'iedial Golgi
apparatus ( « addition of GIcNAc cisterna | stack
« addition of Gal
o addition of NANA

e sulfation of tyrosines
and carbohydrates

SORTING

cis Golgi
network

trans
cisterna

trans Golgi
network

/ \
/N
plasma secretory

lysosome .
membrane vesicle
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Lysosomen/Lysosomaal transport

Lysosomenzijn celcompartimenten, omgeven door 0.2-0.5 um
|

een membraan, gevuld met hydrolytische enzym pH~7.2

- - - - - - - CYTOSOL

die nodig zijn voor de intracellulairdigestie van

y pH~5.0
macromoleculen. Deze enzymen zijnzure

ACID HYDROLASES

hydrolasen Ze dienen proteolytisch geactiveerd t £ nucleases
. . .. proteases
worden en zijn enkel actiefbij een zure pH. De glycosidases
. lipases
lysosomen zorgen hiervoor door een pH van-3.6 | phosphatases
. . sulfatases
in stand te houden door middel vawvttype ATPases phospholipases
in het membraan. B ATPase pompt Hle lysosomen

in met de energie die vrijkomt bij ATi®/drolyse De ot
H* pump

[aoP] + @)

De rest van de cel wordt beschermd tegen deze hydrolasen eioerzijdsde hogere pH in

"-gradiént wordt vervolgens gebruikt om

afbraakproducten naar het cytosol te transporterel

het cytosol pH=/.2) enanderzijdshet membraan van de lysosomen. Dit membraan bevat
geglycolyseerde mehraaneiwitten, welke helpen om het te beschermen tegen de

proteases in het lumen van de lysosomen.

De lysosomen hebben een zeer heterogene morfologie. Dit heefméken met de
verschillendduncties die de zure hydrolases in het lysosoom hebben:

1 Afbragk van macromoleculen

1 Afbraak van intraen extracellulaire debris

1 Vernietigen van gefagocyteerde mieboganismen

1

Productie van nutriénten voor de cel

Er zijn drie pathways dide producten die afgebroken moeten worden naar de lysosomen

transporteren.
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Macromoleculen uit de extracellulaire vloeistof worden damrdocytoseopgenomen. De
moleculen worden in vesikels naar hetoege endosoomgebracht, waar al lysosomale
hydrolases aanwezig zijn. Via hate endosoom(pH ~6), waar de digestie al begint, nden
mature lysosomen gevormd.

Een tweede pathway sutofagie, het afbreken van ongebruikte/verouderde celonderdelen.
Het af te breken organel wordt omgeven door een dubbele membraan en vormt zo een
autofagosoom Dit fuseert vervolgens met een lysosooof [ate endosoom), waarna het
celorganel afgebroken kan worden.

Een derde pathway i&gocytose dat vooral plaatsvindin fagocyten zoals macrofagen en
neutrofielen. Deze cellen nemen het vreemde object (bijv. marganismen) op in een

fagosoom dat opdezelfde manier verwerkt wordt als een autofagosoom.

EXTRACELLULAR FLUID
\

CYTOSOL

N phagosome

phagocytosis

bacterium—

plasma
membrane

early endosome
/
/

2 . a. .

endocytosi AT
ENDOSOME LYSOSOME

mitochondrion

utophagosome

v —(am)-@)

autophagy

De lysosomale eiwitten worden via -t@nslationeel transport in het ruwe ER
getrarsporteerd en vervolgens door het Gelipparaat naar hetrans-Golgi netwerk (TGN)
In het cisGolgi netwerk worden lysosomale eiwitten gemodificeerd en wordt er een
mannose6-fosfaat (M6P)groep aan deN-linked oligosacchariden toegevoegd door middel
van GlcNAephosphotransferase In het TGN bevinden zich transmembranalsP-
receptoreiwitten die de M6Pgroepen herkennen Deze receptaen binden op

adaptoreiwitten tijdens de vorming van eatathrine gecoatvesikel, dat zich afsnoert van
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het TGN. Vervolgens verliezen de vesikels deze coating en fuseren ze met het vroege
endosoom.

In het vroege endosoom @e pH lager, waardoor de hydrolasdssociéren van de M6P
receptor. Ook wordt door zure fosfatases de fosfaatgroep van de mannose verwijderd,
waardoor er geen signaal meer is, wat bijdraagt tot de release van de hydrolases van de
M6P-receptor. De lege MBreceptoren keren terug naar het TGN verpakt in vesikels met

een retromeercoat

lysosomal hydrolase

precursor
mannose
from ER \
<&

\ UNCOVERING OF
M6P SIGNAL

RECEPTOR-DEPENDENT
IN(d | ADP +
TRANSPORT - By

BINDING TO
M6P RECEPTOR
/ \

ADDITIONOF \l| @ @
)
P-GlcNAc s
transport retromer @ REMOVAL OF
dathrincoat  VeSicle - DISSOCIATION |~  PHOSPHATE
ATACIDICPH @
@,
lysosomal
\ M hydrolase
precursor
. earlyendosome
M6P receptor in
RECEPTOR RECYCLING budding vesicle
cis trans Figure 13-44

Golgi Golgi
network network
L

Golgi apparatus

Medische relevantiec voorbeeld

Genetiscle defecten in bijvoorbeeld de lysosomale dnglases veroorzaken diverse
lysosomale opstapelingsziekterDoor de defecten stapeleonverteerde producten zich op

in de lysosomen, wat pathologische nsequenties heeft, vooral in het zenuwstelsel.
Meestal is er sprake van een mutatie in een gen dat codeert voorveé de specifieke
hydrolases. Ook kan er een defect zijn in Glcpasphotransferase, waardoor er geen
fosforylatie van de hydrolases meer plaatsvindt en er dus geen M6P gevormd (Moditr
syndroom). Er zal geen sortering plaatsvinden van de hydrolases, waardoor deze
gesecreteerd worden en niet naar de lysosomen gebraairten. In de lysosomen vindt er

dus geen afbraak plaats, waardoor de afvalstoffen zich ophopen en grote intracellulaire

inclusies ontstaan{cell diseasg
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Een andere manier van afbraak van marcomoleculen, irgraextracellulaire debris, enz.
gebeurt via ubiquitinylatie. Er bestaan drie ubiquititgtieprocessen met elk een
verschillene@ uitkomst
1 Mono-ubiquitinylatie Ubiquitine bindt op één plaats en m voor regulatie van
histormodificaties
1 Multi-ubiquitinylatie Ubiquitine bindt op meer dan éémlaats en zorgt voor
endocytose
1 Polyubiquitinylatie Ubiquitine bindt op één plaatsmaar vormt eenketen van
ubiquitinemoleculenDeze zorgt voor degradatie et proteasoom, wat al eerder

in deze synopsis beschreven is.

Receptorgemedieerdeendocytose

Receptorgemedieerde endocytose is een zeer selectiefproces voor de import van
extracellulaire moleculenEen voorbeeld van een molecule dat via deze methode in de cel
wordt opgenomen is cholesterol, dat essentieel is voor de membraanfun@ielesterol
wordt in het bloed getransporteerdils cholesteryésters n de vorm van lipig-eiwitten, die

ook wellow-density lipoproteinen (LDLs) worden genoemd. Wanneer een cel cholesterol
nodig heeft voorde synthese vanmembranenzal eenLDLreceptoraangemaakivorden en
getransporteerd wordemaar het plasmanembraan.Hier kuinnen LDLpartikelsbinden aan

de receptor, welkevervolgensassoatert met eenclathrine-molecule via een adapteiwit.

Dit complexwordt naar het endosoom getransporteerth hetendosoomkomt LDL vrij van
zijn receptor door de lage pHen wordt het via late endosomen naahet lysosoom
gentransporteerd Daar mllen de cholesterydsters in de LDLpartikels hydrolyseren
waardoor het cholesterolvrij komt en door de cel gebruikt kan onden voor
membraansynthese De LDLreceptoren die hun cargo hebben afgegeven worden
gerecycleerd naar het plasmamembraan. Wanneer cholester@eimgrote hoevedheid
accumuleert in de cel zal een feedbdokp ervoor zorgen datzowel de eigen

cholesterolsynthese alde synthesevanLDLreceptoren stopgezet worden.
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e cyTosoL ‘K/K
A ENDOCYTOSIS /
coated RETURN OF LDL
pit @ UNCOATING recycling endosome RECEPTORS TO

s PLASMA
coated @ MEMBRANE
vesicle \

/7 BUDDING
FUSION WITH @. OFF OF
ENDOSOME D // TRANSPORT

VESICLES

early endosome \

free
cholesterol
RAXTEH A\ hydrolytic
enzymes
lysosome
Medische relevantiec voorbeeld Normale en mutante LDL-R
Familiale hypercholesterolemi¢FH) LDL-binding site LDL  clathrin

EXTRACELLULAR
SPACE

CYTOSOL

is een erfelijke aandoening waarbij

een te hoogcholesterolgehaltein

) . LDL receptor
het bloed aanwezig is. Deze protein

L coated-pit- L - - |
individuen hebben een defect of binding site clathrin-coated pit
ontbrekend gen voor de LDL

Q %) G adaptor &
receptor, waardoor dez proteins

gereguleerde pathway verstoord

plasma
LDL receptor protein with membrane
verhoogde hoeveelheid cholesterol defective coated-pit-binding site

wordt. Dit resulteert in een

in het bloed die kan leiden tot de ontwikkeling vanatherosclerose Bij familiale
hypercholesterolemie kan de Libéceptor afwezig zijn, maar er kunnen ook defecten zijn in
de extracellulaire binding van de receptor met LDL of een defecte internalisatie van de
receptor. Indien dit laatste het geval igrhindert dit de interactie vade LDLreceptormet

de coatedpit.
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Indien een patiént heterozygoot is voor een mutatie in het gen voor derégdptor, heeft
deze een verhogd risicoop atherosclerose eaenhartinfarct Homozygote patiénten zullen

een zeer hoge mortaliteihebbenop jorge leeftijddoor atherosclerose ehartinfarcten.

IJzer kan niet rechtstreeks opgenomen worden door cellen en wordt daarom in het bloed
vervoerd terwijl het gebonden is aanansferrine. De transferrinereceptor, die bindt met
transferrineFe**, volgt eenvergelijkbarerecyclingpathway als LDieceptoren. Anders dan

bij de opname van LDWwordt ook de ligandgerecycleerd.In het endosoom ondergaat
transferrine, door de lage pH, een conformatieverandering waardoor ijzer vrij komt. Het
transferrine zelf bliff in de vorm vanapo-transferrine echter op de transferrinereceptor
gebonden. Dit complex zal vervolgens wiimet vroege endosoom gerecycleensrdenen
overgebrachtworden naar het plasmamembraan. Bij de neutrale piharde van de
extracellulaire vloeigif zal het apetransferrine dissociéren van de receptor en opnieuw

beschikbaar zijn om opnieuw #¢e binden.

Multivesiculaire lichamen

Door migrerende (vroegg endosome early endosome

worden er invaginaties gevormd die 3
vesikels vorran. Deze multivesiculaire 2
i /
lichamen worden gevormd tussenhet ubiquitin

vroege endosoom eret late endosoom. @
o) ®

De multivesiculaire lichamen fuseren PINCHING OFF
(SEQUESTRATION)

uiteindelijk tot een laat endosoom of met
andere late endosomen. Als laatste stap :
ysosomal

. i multivesicular
converteren late endosomen in lysosomefysosomal  _lipase bod
protease ody
en zorgenlysosomale lipaseen proteasen
voor digestie varmgeéndocyteerde eiwitten late endosome

or lysosome

Invaginatieis een essentiéle stap voor de
complete digestie van geéndocyteerde
eiwitten, aangezien het  buitenste ———

membraan van het multivesiculair lichaagén wordtmet het lyo®somaal membraan.
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Alsvoorbeeld Lysosomaldydrolasen kunnen het cytosolische domein van geéndocyteerde
transmembramire eiwitten, zoalsde EGHeceptor, niet verteren als het eiwit niet

gelolaliseerd is in het multivesiculair lichaam.

basolateral domain of plasma membrane

Medische relevantiez voorbeeld
\ EXTRACELLULAR FLUID
( ) Transcytosds eenendocytos@roces
transcytosis O waarbij macromoleculenpgenomen
transport
vesicle

worden en vervolgens doorheen

recycling epitheelcellen getransporteerd
endosome
early y worden. Receptoren op
endosome . .
Q gepolariseerde epitheelcellen

transport
vesicle

antibody
bound to

worden geéndocyteerd en volgen

eenpathway van het endosoom naar

endocytosed \ recycling transport
Fcreceptor / vesicles )
\@ het plasmamembraan Dit maakt het
: Fc receptor ¥ mogelijk omantilichamen afkomsg
NTESTINALLUMEN uit moedermelk te transporteren
apicel domalnof plasmgmambrans doorheen het epitheelvan de darm.

De antilichamen binden op specifieke receptoren aanwezig op het apicale oppervlak van de
darmepitheelcellepnwaar de pHvaarde lag is Dit receptorantilichaam complex zal zorgen
voor de internalisatievia eenclathrine-coating om vervolgensafgeleverd te worden aan de
vroege endosomen. é1 complex blijft intact tot het opgenomen wordt door
transporwesikels om vervolgens getrasporteerd te worden naar het batateraal domein

van het plasmmembraan.Deze transitie is niet direct en wordt gemedieerd door het
recyclingendosoom Alle receptoren van het vroege endosoom migreren naar het reclycing
endosoom.Eens bij het basolateraal domein van het plasma membiaate pHwaarde
neutraal waardoor de antilichamen dissociéren van de receptom uiteindelijkterecht te

komen in debloedbaan van het kind.
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Het unieke aan het recycling endosoom is dat cetlenflux van eiwitten doorheerde
transcytotische pathway kunnen reguleren. Hierdagreelt het recycling endosooraen
belangrijke rol bij het aanpassen vade concentratie van specifieke eiwitten in
plasmanembranen. Vetcellen en spiercellen bevattebijvoorbeeld grote intracellulaire
pools van glucogeansporters die verantwoordelijk zijivoor de opnamevan glucose
doorheen het plasmamembraan. Deze membranaire transperteen worden opgeslagen
in gespeciafieerde recycling endosomen totdainsuline, via bnding aan een
insulinereceptor, de cel $muleert om de glucos®epname te verhogen door meer
glucosetransporters naar het plasmamembraan te transporteren.
unstimulated cell insulin-stimulated cell

insulin
receptor

——

glucose
transporter insulin

glucose

glucose

signal causes relocalization

intracellular pool of glucose of glucose receptors to
transporters in specialized plasma membra.ne to boost
recycling endosomes glucose uptake into the cell

Een andere belangrijkeorm van intacellulair vesiculair transport gebeurt in zenuwcellen.
Zenuwcellen(en endocriene cellenpebruiken een speciale klasse van kleine secretorische
vesikels die ookwel synaptische vesikelsvorden genoemd. Deze vesikels slakleine
neurotransmittemoleculen op zoals acetylcholne, glutamaat glycine en GABA
Neurotransmittes zijn verantwoordelijk voor de snelle signalen van zenuwcel tatzeel

via een chemische synap Sommige neurotransmitters worden met een hoge snelheid
afgevuurd omdat de vesikels meteenbeschkbaar zijn. Na het afleveren van
neurotransmitters doorhet synaptische vesikelia het plasmamembraan worden de
componenten varhet synaptische vesikel terugpgenomen. Via endocytoseonden deze
componenten afgeleved aan het endosoom. Vanuit het endosoom worden er nieuwe
synaptische vesikels afgesnoeifdeze worden geladen met neurotransmitters. Vervolgens
worden 2 gesecreteerd via exocytose na een actiepotentiadlpidices wordt aangedreven

door eenanti-port H*-pomp.
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Mitochondrién¢ energie conversie

Mitochondrién zorgen vooenergieconversiedoor chemo-osmotische koppelingEr is dus
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STAGE 1: ENERGY OF ELECTRON STAGE 2: PROTON GRADIENT IS
TRANSPORT IS USED TO PUMP HARNESSED BY ATP SYNTHASE
PROTONS ACROSS MEMBRANE TO MAKE ATP

In de eerste fasewordt de energie van elektronerdnsport gebruikt om een protogH")-
gradiént te creéren. In @ tweede fase wordt deze protgmadiént gebruikt om ATP te

synthetiseren.
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In de mitochondrién worden pyruvaat (eindproducnglycolyseken vetzuren (eindproduct
van beta-oxidatie) verwerkt via de citroenzuur (Krepsyclus. Hierbij worden exlektronen
met een hoge energie overgedragen efektronendonoren, zoals NADH en FADBeze
kunnen vervolgens hun elektronen afdragen aan @ektronentransportketen in het
binnenste mitochondrieel membraaiier combineren deze elektronen meb.e energie
die hierbij vrijkomt(in de vorm van een protongradiéntjordt door de binnenste membraan
gebruikt om de omzetting van ADP + Pi tot ATP te katalys@ienotale procesvan netto

energieoverdrachtwordt oxidatieve fosforylatiegenoemd.

outer mitochondrial membrane

inner mitochondrial membrane

ATP synthase

electron-
transport

citric

acid ouT -

cycle

I3 + ,0,+H* | NADY| +H,0

acetyl CoA
e )
pyruvate fatty acids

energy-conversion
processes in membrane

OXIDATIVE
pyruvate fatty acids PHOSPHORYLATION
L ]

FOOD MOLECULES FROM CYTOSOL LADP | +P; [ ATP |
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Deelektronentransportketenbestaat uit 3 specifieke membraancomplexen in het binnenste

mitochondreel membraan en 2 mobiele cams waarbij elk complex een grotere

elektronenaffiniteit heeft dan het vorige. Elkembraancomplex pompt protonen vanude

matrix naar de intermembranige ruimtetijdens het passeren van de elektronen.

1. NADH dehydrogenase compleit complex accepteert de elektronen van NADH en
geeft deze door aaabiquinone.

2. Door ubiquinone worden de elektroneafgegeveraan hetcytochromeb-c: complex Dit
complex dragt de elektronen vervolgens over naagtochromec.

3. cytochromec passeert de elektronen naar helytochrome oxidase complexwat de

elektronen doorgeeft aa®..

H* H* HT
INTERMEMBRANE cytochrome ¢

SPACE

inner
mitochondrial I:
membrane

2e’

MATRIX

) /(\
ubiquinone H* H -

[NADH H' 2H* + 10,
|NAD+|
NADH cytochrome cytochrome
10 nm dehydrogenase b-c; complex oxidase
complex complex

De protongradiént die wordt opgebouwd door de elektronenoverdracht in de
elektronentransportketen wordt vervolgens gebruikin de ATFsynthese aan te drijven.
Deze protongradiént islektrochemisch Dat wil zeggen dat er zowel ephl-gradiéntis als

eenvoltagegradiént
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Door deze gradiént zullen protonen terug naar de mitrstromen en dit gebeurt door
middel van het enzymATRsynthase(RF-ATPase). Als de protonéarugstromen doorheen
dit enzym zullen ADP en Bmgezet worden in ATP.

ATP synthase

MATRIX

H+

electron-transport chain

AP

. inner membrane +P; H*
outer membrane

Mitochondriéle erfelijkheid

Het circulair mitochondriaal DNA (mtDNA) bevindich inde mitochondrién.Volgens de
Mendeliaanse erfelijkheidvordt het DNA in de nucleus van het ouderpaar gedeeldrde
volgende generatie Echter worden demitochondriale genen op een nidllendeliaanse
manier overgeérfd. Dit fenomeen wordt oakytoplasmatiscte erfelijkheid genoemd.Dat
betekent dat dit mtDNAslechtsafkomstigis van één oudeluniparentaal). Het fenomeen
kan het bestomgeschreven worderaan de hand van een voorbeelth het volgend

experiment wer@én twee verschillende soorten haptle gistcellen $accharomyces
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cerivsiag gebruikt waarvan één groep gistcelldret chloramphenicotesistente gen bevat.
Bij het paren zorgt itl voor een diploide gistcel dizowel mitochomriale genen bevat van
het wildtype alsvan het gemuteerde type. Dit komt doordatle mitochondriale netwerken
samengesmolten zijn. Wanneer de mitose gebewvbrden er kopieén varzowel de
gemuteerde alsle wildype mitochondriale genen gesegregegriochastische segregatje
in diploide dochtecellen. Inhet geval van nuclea DNA zal el dochtercel exact twee
kopieén van de chromosomen bevatten van elkeuder. Echterin het geval van
mitochondriaalDNA zal delochtercelenkel de gemuteerde of de wilgbe mitochondriale
genen bevatten. Na verder verloman de mitotische delingullen er cellen voortkomen die

resistent zijn tegen chloramphenicol en andeerdlendie niet het resistente gen bevatten.

chloramphenicol-resistant wild-type
mutant haploid yeast haploid yeast

MATING

diploid
yeast

‘ GRADUAL MITOTIC SEGREGATION
OF MITOCHONDRIA DURING MANY
ROUNDS OF VEGETATIVE GROWTH

|

o

2

MEIOSIS DURING
SPORULATION OF

DIPLOID CELLS /\

P

all four progeny are all four progeny are
resistant to chloramphenicol sensitive to chloramphenicol

In contrast met gistcellen bevat het mengad mtDNA maternale genen. evruchte eicel
bevat 2000 kpieén van het mtDNAvan de moeder en enkel-4 van de vaderdie na
verloop van tijd verwaarloosbaar zijide stochastischesegregatievan mtDNAmet een
defectief gen wordt overgedragen dode moeder en kan leiden tot mitochondriale ziektes.
Defecten in de mitochondrién treffen vooral celtypes die veel energie vergevals

bijvoorbeeld spiercelleen zenuwcellen
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Medische relevantie: voorbeeld

Myoclonische epilepsies een gevolg van een aantal defectieve mitochondrién. De oorzaak
ligt aan een mutdie op de mt-tRNA synthesewelkenodigis voor elektronetransport en
productie van AP. Dit resulteertnaar gelang heteltype in myasthenia (spierzwakte) en

hartproblemenviade (hart)spiercellenen epilepsie en dementieiazenuwcellen.

Cytoskelet

Het cytoskelet kent drie belangrijke filamenten :
1 Actinefilamenen
1 Microtubuli

1 Intermediaire filamengén

Het actinefilament bestaat uit e@n erg flexibele twesstrengige spiraalvormige
polymeesstructuur van het eiwit actine. Hoewedkze verspreid in deel voorkomt, komt ze

voornamelijk voor in de cortex van de ceét onder het plasmamembraan.

Microtubuli bestaan uit bijna onbuigbare, langwerpige, holvormige cilinders van het eiwit
tubuline. Vaak zijn ze verbonden aan het single microtutmtganizirg center (MTOC)ok

wel centrosoom genoemd.

Het intermediaire filament is een touwachtige vezelstructuur diebestaat uit een
heterogene familievanintermediaire filamenteiwiten. Vaak komen ze voor als vlechtwerk
in de nucleaire lamina net onder de bienste nucleaire membraan. Een andere type
intermediair filament strekt zich over het cytoplasma eih zorgt voor de mechanische
kracht van de cel. In epitheelcellen zorgt het intermediaire filament voecegunctions en

zorgt hierbij voor de stevigle en integriteit van het epitheelnetwerk.
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Medische relevantie: voorbeeld1

In de heterogene familie van intermediaire filamenten bestaan er verschillende onderlinge
families van filamenten. De familie varkeratinefilamenten is één hiervan.
Keratindilamenten komen in verschillende celtypes voor en zijn heel dives/erlenen
mechanische integriteihan epitheelcellen dankzij de verankering aan andere intermediaire
filamenten die zich bevinden op desmosomen {cel contact) en hemidesmosomen (cel
matrix contact). Een defect in het netwerk van keratinefilamentkeidt tot epidermolysis

bullosa Hierdoor scheuren cellen los en veroorzaken ze zeer pijnlijke blaren op de huid.
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