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Expert’'s view: Proteinbiogenese

Mechanismen des Proteinimports in das
humane endoplasmatische Retikulum

tion bzw. des Membrantransports. Aufgrund
der hoheren Komplexitit der humanen
gegeniiber der Gram-negativen Zelle sind die
Fragen nach der Zielsteuerung in der huma-

RICHARD ZIMMERMANN
MEDIZINISCHE BIOCHEMIE UND MOLEKULARBIOLOGIE DES SAARLANDES, HOMBURG

In human cells, one third of all polypeptides enter the secretory pathway
at the ER. This process involves N-terminal signal peptides or internal
transmembrane helices in the precursors and one hundred cytosolic
and ER proteins, which facilitate their ER import or processing. In the
past fifty years four pathways for targeting of precursors to the Sec61
channel plus various allosteric channel effectors and supporting or stand
alone membrane protein insertases were characterized by the field.
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B Zellen sind grundséatzlich von mindestens
einer Membran, der Plasmamembran umge-
ben und weisen neben dem Cytosol, das
einen Hauptort der Proteinsynthese darstellt,
weitere Membranen und wassrige Komparti-
mente auf. So enthalten Gram-negative Bak-
terien neben der inneren oder Plasmamem-
bran ein Periplasma sowie eine duBere Mem-
bran. Die kernhaltigen humanen Zellen
zeichnen sich durch eine weitaus groBere
Zahl von wassrigen Kompartimenten aus, die
von mindestens einer Membran umgeben
sind und - in Analogie zur Unterteilung des

menschlichen Korpers in Organe — Zellorga-
nellen genannt werden. Fiir beide Zelltypen
gilt in dhnlicher Weise, dass alle Proteine, die
an cytosolischen Ribosomen synthetisiert
werden und ihren Wirkort nicht im Cytosol
haben, entweder in eine Membran integriert
oder durch zumindest eine Membran hin-
durch transportiert werden miissen, um an
ihren jeweiligen Wirkort zu gelangen. Daher
stellen sich im Rahmen der Proteinbiogenese
fiir jedes nicht cytosolische Protein die Fra-
gen nach den Mechanismen der Zielsteue-
rung (Targeting) und der Membranintegra-

nen Zelle zwangslaufig ungleich komplexer
als in der bakteriellen Zelle.

Das endoplasmatische Retikulum (ER) der
kernhaltigen humanen Zellen nimmt in die-
sem Zusammenhang eine Schliisselstellung
unter den Zellorganellen ein (Abb. 1A). Hier
beginnt, wie von George Palade in den
1950er-Jahren entdeckt, nicht nur die Bioge-
nese der sekretorischen Proteine, sondern
- wie wir heute wissen — auch die Biogenese
fiir etwa ein Drittel des jeweiligen zelluldren
Proteoms, d. h. circa 10.000 verschiedene
Proteine. So werden auch die Proteine der
Membranen und des wassrigen Lumens
von ER, ER-Golgi-Zwischenkompartiment
(ERGIC), Golgi, Endosomen, Lysosomen und
sekretorischen Vesikeln sowie manche Pro-
teine der Kernhtille, Peroxisomen, Lipidtrop-
fen (Lipid Droplets) und sogar einige mito-
chondriale Proteine im Verlauf ihrer Bioge-
nese an die ER-Membran dirigiert und
anschlieBend in diese Membran integriert
oder durch diese Membran transportiert. Mit
Ausnahme der ER-residenten Proteine gelan-
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A Abb. 1: Struktur des endoplasmatischen Retikulums (ER). A, ER nach Import von griin fluoreszierendem Protein in das ER von lebenden adhérenten
Meerkatzenzellen (fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Peter Lipp, Zellbiologie, Universitat des Saarlandes, Homburg). Die Zahlen charakterisieren
den Konzentrationsgradienten fiir freies Calcium zwischen Cytosol und ER-Lumen in einer ruhenden humanen Zelle. B, raues ER in Form von vom Autor
isolierten und fixierten rauen Mikrosomen aus Hundepankreas (elektronenmikroskopische Aufnahme von Volker Herzog, Zellbiologie, LMU Miinchen).
C, Teilbereich des rauen ER von Hela-Zellen (Kryoelektronentomogramm von Stefan Pfeffer, MPI flir Biochemie, Martinsried). Das ER ist gelb coloriert,
80S-Ribosomen sind blau eingeférbt. D, 3D-Ausdruck des Komplexes aus einem 80S-Ribosom mit kleiner (gelb) bzw. groBer (blau) Untereinheit, der
ER-Membran (grau) und dem Translokon aus Secé 1 (verdeckt durch die Membran), TRAP (griin) und Oligosaccharyltransferase (rot) nach Kryoelektronen-
tomografie von rauen Mikrosomen (Stefan Pfeffer, MPI fiir Biochemie, Martinsried).
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gen die neu synthetisierten Proteine durch
vesikuldren Transport an ihren jeweiligen
Wirkort in endo- oder exozytotisch aktiven
Organellen oder auf der Zelloberflache (d. h.
in Plasmamembran oder Extrazellularraum)
bzw. werden als Bestandteile neu gebildeter
Peroxisomen oder Lipidtropfen abgeschniirt
oder an die Mitochondrien mittels eines
ER-SURF getauften Reaktionswegs weiter-
transportiert.

Eine der Schliisselbeobachtungen von
George Palade und Keith Porter sowie in der
Folge ihrer Kollegen David Sabatini und
Giinter Blobel war, dass an der ER-Membran
Ribosomen gebunden sind, die offensichtlich
mit der Synthese von sekretorischen Protei-
nen beschaftigt sind (Abb. 1B, C und Abb. 2,
[1, 2]). Dies fiihrte nach der Etablierung eines
ersten zellfreien Systems zum Studium des
ER-Proteinimports im Jahr 1975 durch
Giinter Blobel und Bernhard Dobberstein
(bestehend aus Weizenkeimlysat und Pank-
reasmikrosomen) schlieflich zur Signalhy-
pothese, die den ER-Proteinimport in ersten
Grundziigen beschrieb und Giinter Blobel im

Jahr 1999 den Nobelpreis fiir Medizin
bescherte [3, 4]. Die Signalhypothese bein-
haltet, dass N-terminale Signalsequenzen
oder Signalpeptide in den naszierenden Vor-
stufen sekretorischer Proteine enthalten
sind, die die Zielsteuerung dieser naszieren-
den Polypeptidketten zusammen mit den
jeweiligen Ribosomen an die ER-Membran
und somit auch den an die Translation gekop-
pelten ER-Import der Polypeptidketten
gewdhrleisten. Entsprechend wurde der
Mechanismus als cotranslationaler Transport
definiert, mit dem die proteolytische Abtren-
nung der jeweiligen Signalsequenz durch
eine Signalpeptidase einhergeht. Nachdem
Gottfried Schatz und Walter Neupert auf der
Basis von Experimenten an Schimmelpilzzel-
len sowie zellfreier Systeme (bestehend aus
Retikulozytenlysat und Mitochondrien aus
Pilzzellen) unabhdngig von einander
beschrieben, dass die Vorstufen mitochond-
rialer Proteine zunédchst im Cytosol akkumu-
lieren, bevor sie in Mitochondrien importiert
werden, war der posttranslationale Protein-
transport definiert und die erste groe Kon-
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troverse im Bereich des intrazelluldaren Pro-
teintransports formuliert. Daran war ich als
Diplomand im Neupert-Labor beteiligt. In den
folgenden Jahren drehte sich die Frage nach
der Biogenese aller moglicher Proteine vor
allem darum, ob der Mechanismus des Trans-
ports in das jeweilige Zellorganell co- oder
posttranslational erfolgt. Wobei es sich
durchaus nicht um eine semantische, son-
dern um eine mechanistische Frage handelt,
namlich nach der treibenden Kraft des Trans-
ports.

In den 1980er-Jahren wurden durch bio-
chemische Untersuchungen in den Labors
von Giinter Blobel und Bernhard Dobberstein
erste Komponenten des ER-Proteinimports in
Mammalia entdeckt. Dabei handelte es sich
um das cytosolische Signalerkennungspar-
tikel oder SRP und seinen Rezeptor in der
ER-Membran (SR), die eine cotranslationale
und GTP-abhdngige Zielsteuerung von nas-
zierenden Polypeptidketten mit N-termina-
len Signalpeptiden und den translatierenden
Ribosomen gewihrleisten (Abb. 3A, B links,
[5]). Etwa zur selben Zeit begann Randy
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A Abb. 2: Zeitstrahl fiir das Gebiet des ER-Proteinimports und das Berufsleben des Autors. Im
Verlauf des Studiums wurde der Autor von Nobelpreistrager Feodor Lynen fiir die Biochemie

begeistert und im Diplom gepriift. Wahrend seines

Berufslebens wurde er u. a. von weiteren

Nobelpreistrégern inspiriert, die essenzielle Beitrage fiir das Versténdnis des ER sowie den intra-

zellularen Proteintransport geleistet haben. Darliber hinaus haben viele weitere Kolleg:innen zum
aktuellen Kenntnisstand beigetragen und sind mit subjektiv ausgewahlten Veroffentlichungen mit
besonderen methodischen Aspekten (griin) oder Entdeckungen (blau bzw. rot) vertreten.

Schekman mit seinen Mitarbeitern damit,
Hefemutanten zu isolieren, die in der Prote-
insekretion gestort sind und entsprechend
SEC-Mutanten genannt wurden [6]. Manche
der entsprechenden Komplementationsgrup-
pen codierten fiir Komponenten des ER-Pro-
teinimports in Hefe, z. B. fiir Orthologe von
Untereinheiten des SRP und SR. Andere
Komplementationsgruppen codierten fiir
Komponenten des vesikuldren Transports,

was Randy Schekman gemeinsam mit James
Rothman und Thomas Stidhoff im Jahr 2013
den Nobelpreis flir Medizin einbrachte. Die
Arbeiten in der Hefe fiihrten in den 1980er-
Jahren auch zu der Erkenntnis, dass es auch
posttranslationalen ER-Proteinimport gibt,
was mehr oder weniger zeitgleich in meinem
eigenen Labor zundchst fir kleine sekretori-
sche Proteine im etablierten zellfreien Sys-
tem aus Saugetierzellen nachgewiesen wur-

de. In beiden Systemen wurde in der Folge
entdeckt, dass molekulare Chaperone der
damals gerade erst durch Hugh Pelham in
den Fokus geriickten HSP70-Proteinfamilie
sowohl im Cytosol (Hsc70) als auch im ER
Lumen (BiP) an diesem posttranslationalen
und ATP-abhdngigen Transport beteiligt
sind.

In den 1990er-Jahren wurde wiederum in
beiden experimentellen Systemen der hete-
rotrimere Sec61-Komplex entdeckt und vor
allem von Tom Rapoport und seinen Mitar-
beitern funktionell charakterisiert, wobei die
gelungene Rekonstitution des cotranslationa-
len ER-Imports von bovinem Préprolactin in
Proteoliposomen mit gereinigtem Sec61-
Komplex und SR zweifellos ein methodischer
Meilenstein war (Abb. 3, [7]). In der Hefe
wurden zu dieser Zeit die ER-Membranprote-
ine Sec62 und Sec63 als Interaktionspartner
des Sec61-Komplexes entdeckt, die diesen in
Zusammenarbeit mit BiP in seiner Transport-
tatigkeit unterstiitzen, was viel spater u.a.
auch fiir kleine sekretorische Proteine in
humanen Zellen beobachtet wurde [8]. Dar-
iber hinaus riickten in diesem Jahrzehnt
auch Membranproteine in den Mittelpunkt
des Interesses, deren einzige Membranhelix
C-terminal gelegen ist, was diesen Proteinen
den Namen tail anchored-Membranproteine
bescherte [9]. Somit war nach den kleinen
sekretorischen Proteinen eine weitere Pro-
teinklasse entdeckt, deren Vertreter nicht
cotranslational mittels SRP und SR ins ER
gelangen konnten.

Im ersten Jahrzehnt des neuen Jahrhun-
derts gelang es Roland Beckmann und Chris-
tian Spahn in den Labors von Giinter Blobel
und Joachim Frank, die Architektur des
Sec61-Komplexes aus der Hefe mittels Ein-
zelpartikelanalyse nach Kryoelektronenmi-
kroskopie aufzukldren, was fast bis zum
heutigen Tag eine Vielzahl weiterer Struktur-
analysen mit immer hoherer Auflosung nach
sich zog. Die hochauflosenden Analysen des
Sec61-Komplexes wurden durch die Tatsache
ermoglicht, dass es Tom Rapoport und seinen
Mitarbeitern noch in den 2000er-Jahren
gelang, einen orthologen Komplex aus
Archaeen zu kristallisieren und seine Struk-
tur mittels Rontgenstrukturanalyse aufzukla-
ren [10]. Die strukturbiologischen Arbeiten
wurden aus meiner Sicht in den letzten Jah-
ren dadurch gekront, dass es Stefan Pfeffer
und Friedrich Forster in Zusammenarbeit mit
Wolfgang Baumeister inzwischen sogar
gelang, die Architektur des Sec61-Komplexes
und seiner Interaktionspartner TRAP-Kom-
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plex, Oligosaccharyltransferase und Signal-
peptidase in humanen Zellen mittels Kryo-
elektronentomografie sichtbar zu machen
[11]. Es fallt schwer in Worte zu fassen, wie
begeisternd es fiir mich war, den 3D-Aus-
druck des Translokons in Handen halten zu
konnen (Abb. 1D). Bei den zuletzt genannten
Arbeiten kamen u.a. auch humane Zellen
zum Einsatz, in denen einzelne Komponen-
ten mittels siRNA oder CRISPR-Cas9 deple-
tiert worden waren, wodurch einzelne Elek-
tronendichten durch differenzielle Analyse
zugeordnet werden konnten. Interessanter-
weise kann man derartig manipulierte Zellen
auch fiir funktionelle Analysen benutzen, da
man daraus nach einem Protokoll von Neil
Bulleid und Stephen High semipermeabili-
sierte Zellen gewinnen und im etablierten
zellfreien System anstelle von Mikrosomen
fiir das Studium des ER-Proteinimports ver-
wenden kann. Dieser weitere methodische
Meilenstein ist vor allem auch deshalb inte-
ressant, weil damit mutierte Formen des
Sec61-Komplexes aber auch anderer Trans-
portkomponenten, wie Sec62, Sec63 und
TRAP (Abb. 3C), die mit humanen Erbkrank-
heiten (den Sec61-Channelopathien) asso-
ziiert sind, funktionell charakterisiert wer-
den konnen [8, 12].

In diesem ersten Jahrzehnt des neuen Jahr-
tausends konnte dem gereinigten und in Pro-
teoliposomen rekonstituierten Sec61-Kom-
plex aus Sdugetierzellen eine Ionenleitfahig-
keit zugeordnet werden, die viele Jahre davor
schon durch Sandy Simon und Giinter Blobel
im Zusammenhang mit dem ER-Proteinim-
port beschrieben worden war. Dartiber hin-
aus konnte der Sec61-Komplex auf zelluldrer
Ebene als ER-Membran residenter Calcium-
ausstromkanal charakterisiert werden, des-
sen Calciumpermeabilitdt physiologisch
durch cytosolisches Calciumcalmodulin und
ER-luminales BiP unterdriickt wird. Aller-
dings kann diese lonenleitfahigkeit des
Sec61- Komplexes offenbar z. B. bei den
bereits genannten Sec61-Channelopathien
pathophysiologische Bedeutung erlangen
[11, 12]. Neben dieser medizinischen Bedeu-
tung der Ionenleitfahigkeit des Sec61-Kom-
plexes hat ihre Beobachtung auch noch zur
Verfeinerung des Konzepts des Sec61-
Gatings beigetragen, d. h. der Vorstellung,
dass der Komplex in mindestens zwei
Zustianden vorkommt, namlich dem offen
und dem geschlossenen Zustand. Der offene
Zustand ist fiir den ER-Proteinimport zustan-
dig, der geschlossene gewahrleistet die zel-
luldre Calciumhomadostase, d. h. den steilen
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Gradienten in der Calciumkonzentration
zwischen Cytosol und ER-Lumen (Abb.
1A). Beide Zustdnde wurden inzwischen
auch strukturbiologisch charakterisiert,
was die urspriinglichen mechanistischen
Vorhersagen eines heterotrimeren Kanal-
proteins aus zwei dhnlich aufgebauten
Halften bestitigte, das eine zentrale wass-
rige Pore liber die Bewegung eines Schar-
niers 0ffnet und schlieBt (definiert als rigid
body movement) [11].

Dariiber hinaus wurden im ersten und
zweiten Jahrzehnt des neuen Jahrtau-
sends viele neue Komponenten des
ER-Proteinimports entdeckt. Hier sind als
Erstes die Komponenten zu nennen, die
am Targeting sowie auch der Membranin-
sertion der tail anchored-Membranprotei-
ne beteiligt sind (Abb. 3A, B). Sie wurden
mehr oder weniger wiederum zeitgleich
u.a. von Maya Schuldiner und Jonathan
Weissman in der Hefe und Bernhard Dob-
berstein, Ramanuyan Hegde, Stephen
High und Toshiaki Sakisaka in Sdugetier-
zellen entdeckt und konnen offenbar auch
die Zielsteuerung
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lich als PEX3 bekannte peroxisomale
Membranprotein beinhaltet und offenbar
neben peroxisomalen Membranproteinen
z. B. auch Hairpinproteine der Lipidtropfen,
aber auch der ER-Membran, zu Subdoméanen
des ER dirigiert (Abb. 3B rechts, [14]).
Derzeit ist noch unklar, ob PEX3 nicht mog-
licherweise in Zusammenarbeit mit PEX16
in Analogie zu Wrb/Caml auch als eigen-
standige Membranproteininsertase arbei-
ten kann. Von Jonathan Weissman und
Ramanuyan Hegde wurde wiederum in bei-
den experimentellen Systemen der ER-
Membrankomplex (EMC) als Membranpro-
teininsertase beschrieben, die entweder
eigenstandig oder in Zusammenarbeit mit
dem Sec61-Komplex arbeiten kann
(Abb. 3B, C links, [15]). Es liegt auf der
Hand, dass es vor allem bei der Mehrzahl der
zuletzt genannten Komponenten und Reak-
tionswege noch viele offene Fragen gibt, die
es in der Zukunft zu beantworten gilt, wie
z. B. die Frage nach den Komponenten und
den Substraten des humanen SND-Wegs
[16].

bestimmter Vor-
stufenproteine
zum Sec61 iiber-
nehmen [8]. Darii-
ber hinaus wurde
von Maya Schuldi-
ner und Koopera-
tionspartnern ein
SRP-unabhédngi-
ger Zielsteue-
rungsweg in der
Hefe entdeckt und
SND-Weg genannt
[13]. Dieser Weg
bevorzugt offen-
bar Membranpro-
teine jedweder
Couleur als Sub-
strate und exis-
tiert offenbar auch
in humanen Zel-
len (Abb. 3A, B).
SchlieBlich wurde
von Bianca Schrul
und Ron Kopito
fir humane Zellen
ein weiterer Ziel-
steuerungsweg
entdeckt, der
neben dem cytoso-
lischen Protein
PEX19 das eigent-
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A Signalpeptid Transmembranhelix Tail anchor
Vorstufen-
protein N ¢
8 N /1\ .41
Targeting-
wege SRP SND TRC/GET PEX
ER- ER-
Membran Subdomane
Targeting- SRa Snd2 Wrb/Get1" PEX3
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<~ PN

C
Komponenten
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translokation
@ &P

EMC* Sec61- TRAP* Sec62/Sec63
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A Abb. 3: Komponenten und Mechanismen des ER-Proteinimports. A, Der ER-Proteinimport ist
abhangig von N-terminalen Signalpeptiden bzw. von dquivalent wirkenden, aber nicht notwendi-
gerweise N-terminalen Transmembranhelices in den jeweiligen Vorstufenproteinen. B, Die Signal-
peptide bzw. Transmembranhelices werden von cytosolischen Komponenten erkannt, die ihrer-
seits an Rezeptoren in der ER-Membran binden und somit gemeinsam das Targeting gewahrleis-
ten. Dabei haben die cytosolischen Komponenten offenbar iiberlappende Substratspezifitaten,
was ihre Entdeckung offenbar so lange verhindert hat [8, 13, 14, 16]. C, Alle Targetingwege kdn-
nen offenbar zum proteinleitenden Secé 1-Kanal fiihren, dessen Gating durch Interaktionspartner
wie TRAP oder Sec62/Sec63 unterstiitzt werden kann [8, 11]. Manche Komponenten sind auch
unabhéngig von Sec6 1 als eigenstandige Membranproteininsertasen tatig (*) [9, 15]. *nicht in
Hefe prasent. Die Abbildung entstand unter Mitwirkung von Sven Lang (Medizinische Biochemie
und Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes, Homburg).
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