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I. Az endoplazmatikus retikulum felépitése, izoldldsa, fé funkciéi

A sejt ultrastruktdrajanak korai elektronmikroszképos vizsgalatakor
feltiint egy igen kiterjedt citoplazmatikus héalézat, amelyet endoplazmatikus
retikulumnak neveztek el (PorTER 1953) (51). A technikai médszerek fejlédésé-
vel kideriilt, hogy olyan membréanhalézatrél van szé, amely folyadékkal toltott
iiregeket vesz koriil a citoplazméaban. A retikulum egyes szakaszai feliiletiikon
szemcsézettek, — riboszémakat kotnek (48), ez a ,,durva felszin”, vagy ,,gra-
nuléris” retikulum —, mas szakaszai sima felszinfiek, és a Golgi-komplextdl
kiilonb6 26 ,,atmeneti hélyagoeskak™ valasztjak el. (Bar a Golgi-komplex ren-
dezettebb felépitésii, mint az igen polimorf retikulum, a ,,sima felszin{ retiku-
lum™ kifejezésbe gyakran a Golgi-komplexet is beleértik.)

A retikulum altalanos, f6 szerepe foszfolipidek, trigliceridek szintézise,
zsirsavak meghosszabbitasa és deszaturaciéja stb. A membranhalézat allandé
mozgasban van, mintegy ,,végigsepri” a citoplazmat és tartalmat folyamatosan
ijraelosztja. Egyes szovetekben specialis funkeiot végez. Igy pl. azizomszivet-
ben a Ca?*-fiiggé kontrakcié szabalyozasaban (,,szarkoplazmatikus retikulum”)
a here intersticialis sejtjeiben és a mellékvesében a szteroidok bioszintézisében
vesz részt. A maj méregtelenits funkciéjaban 6 szerep jut a retikulum elektron-
transzport rendszereinek és az ezekhez kapcsolt jarulékos enzimeknek. Ezek
jelentds része xenobiotikumokkal indukalhaté (47). Egyes szévetekben jelentés
az exportfehérjék szintézise és szekréciéja (pl. maj, hasnyalmirigy stb.).
A retikulum ép formaban tértén izoldldsa nem megoldott. A jelenlegi feltarasi
médszerek széttordelik halézatat. A képzédott fragmentumok spontan zaréd-
nak és tartalmuk a citoplazmaval keveredik. Idegen organellumok darabjaival
fuzionalhatnak, igy ,,hibrid vezikulumok’ képzédhetnek. Az eredmény tehat,
kisebb-nagyobb, membrannal hatarolt hélyagoeskak, amelyek részben cito-
plazmat tartalmaznak. (Golgibél idealis esetben preparalni lehet viszont ép
sacculus halmazokat, ha a homogenizalas nagyon é6vatosan, standard koriil-
mények kozott torténik, 1. 19.) Ez a ,,mikroszéma’ emellett — szovettdl
fiiggden — mas organellumokbél szairmazé membrandarabokat is tartalmaz.
Kiilonféle siiriiséggradiens centrifugalasokkal az ilyen szennyezéseket nagy-
részt el lehet tavolitani, s6t, a granularis retikulum, a sima felszint retikulum

és a Golgi-komplex elemei egymastél szétvalaszthaték (2, 14, 15, 20, 22, 29,
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30). Az igy kapott tisztitott mikroszoma preparatumok enzim-orientacié és
lokalizacié szempontjabél jol jellemzettek (17), és az endoplazmatikus retiku-
lum egyes szakaszaival 6sszehasonlithatok (2, 14, 20, 22, 24).

Az endoplazmatikus retikulum membrdnja vékonyabbnak latszik az elek-
tronmikroszképos képeken (kb. 50 A), mint a plazmamembran (80—100 A).
A membran anyaganak 60—709,-at fehérjék, 30—409,-at lipidek (f6ként
foszfolipidek) teszik ki. Mind a foszfolipidek, mind a fehérjék eloszlasa igen
aszimmetrikus, ezt részletesen targyalja DEPIERRE és ERNSTER (17). Fagyaszt-
va — tort preparatumok elektronmikroszképos kiértékelése, valamint 3P —
NMR spektrumok alapjan, a maj-retikulum membranja fiziolégias korilmé-
nyek kozott, egymassal egyensilyban lev§, folyamatosan atalakulé kettds-
rétegii és hexagonalis felépitésti lipidszerkezetekbdl all. Egy ilyen struktira
31P — NMR-rel szimmetrikus csicsu spektrumot ad, jelezve az alkoté foszfolipi-
dek izotrép mozgasi lehet§ségét. Mind a kett&srétegre, mind a hexagonalis
fazisra jellemz8 spektrum aszimmetrikus, vallal rendelkezik. Kettésrétegre
jellemz spektrumot mutat pl. a vorésvértest plazmamembranja, az extrahalt
mikroszomalis lipidek vizes szuszpenziéban, de a 4 °C-on tartott mikroszéma is
(39, 61, 67). Az utébbi két adat azt jelentheti, hogy a mikroszéma membran
fehérjéinek komoly szerepe van a membran atmeneti formajanak fenntartasa-
ban. Egy ilyen valtozatos felépitésii membran kornyezetével szorosabb kap-
csolathan lehet, mint akar a teljesen kettdsrétegii, vagy a csak hexagonalis
fazisi. Amellett, hogy kionnyen vehet részt fiziés- és transzportfolyamatokban,
képezhet elagazasokat és permeabilis, mindezen tulajdonsagai a kérnyezet
osszetételének (pl. kétértékd kationok koncentraciévaltozasa) megfelelGen
moédosulhatnak. Nem ismerjiikk pontosan, milyen szerepe van a retikulum
membranjanak (és cs6halézatanak) a sejt anyagainak djraelosztasaban. Valé-
szini, az anyagoknak a felhasznalas, vagy eliminalas helyére tovabbitasaban
jelentdsen leroviditi az utat. Kiilonosen fontos lehet a lipidoldékony vegyiiletek
tovabbitasaban (lipidek, hidroféb xenobiotikumok, transzmembran enzimek,
fehérjék stb.). Egy ilyen rendszer akkor miik6dhet igazan hatékonyan, ha a
membranban ,,oldott” anyagok lateralis diffiziéja gyors (33, 54, 65). Gyors
lateralis diffiziéra képes az oxigén (21), vagy pl. a citokrém by (53). Ezért
valészinti, hogy a retikulumban, a mitokondrium kiilsé membranjaban és a
plazmamembranban egyarint megtalalhaté NADH: citokrom b reduktaz
(redoxpotencialja ~ —0,2V) és citokrom b, (redoxpotencialja ~~0 V) részt
vesz a sejt redox allapotanak szabalyozasaban (3,4, 59), és ezen keresztiil a
hormonalis szabalyozas mértékét is befolyasolhatja (12, 25, 43). A jelenség to-
vabbi érdekessége, hogy a retikulumban ez az elektrontranszport rendszer a
sejt membranjainak zsirsavosszetételén keresztiil, azok fluiditasat is valtoz-
tathatja, mivel a redukélt citokrém b; a zsirsavelongacio és -deszaturacié

elektrondonorja (34, 64).
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I1. Fehérjetranszport a retikulum membranjin keresztiil

1. A szignadl hipotézis

A fehérjeszintézis részfolyamatainak megismerése megteremtette a lehe-
téséget, hogy elgondolkodjunk azon, hogyan torténik a szekréciéra szant fehér-
jék sejten kiviilre keriilése, és milyen mechanizmussal folyik az intracellularis
organellumok fehérjéinek utanpétlasa. A kiindulasi lépések a fehérjeszekrécio
mechanizmusanak felderitésében nagyrészt PALADE munkacsoportjanak ko-
szénhetdk. A maj- és hasnyalmirigysejtek fehérjetranszportjat vizsgéalva, a hat-
vanas években kimutattak, hogy a szekréciés fehérjék szintézise az endoplaz-
matikus retikulumhoz ko6tott poliszémakon torténik, e fehérjék nem jelennek
meg a citoplazmaban, hanem az endoplazmatikus retikulum lumenében figyel-
het6k meg, mint befejezett polipeptid-lancok. Ugyanakkor a citoplazmatikus
fehérjék szabad poliszémakon szintetizalodnak. Még élesebb kiilonbség tehetd
a kétféle fehérjeszintézis kozott puromicinnel. Az antibiotikum jelenlétében
végzett transzlacios kisérletek kideritették, hogy a polipeptid lanc els§ szakasza
még a szintézis befejezidése elftt transzlokalédik a retikulum belsejébe (52).
Ez a transzport nem igényel kiilon energiat, viszont a szekréciés fehérje tovabbi
utja valésziniileg tobb 1épésnél is energiat igényel.

Sokaig kérdéses volt, milyen mechanizmussal jut be a szekréciés fehérje a
retikulumba. Ehhez a szekréciés fehérjének elGszor a retikulummal kell kéleson-
hatasba lépnie. Lényegében az alabbi harom lehet&ség tételezhet fel:

a) az exportfehérjék szintézisére olyan specifikus riboszéma populdcié

szolgal, amely az endoplazmatikus retikulumhoz kétddik;

b) specifikus jel az mRNS-en, amely az mRNS-t a retikulummembranhoz

koti;

c) maga a szintetizalédé polipeptid kitodik a membranhoz, N-terminalis

szakaszaval.

Az elsé két pontra vonatkozé kisérletek osszességiikben kevés eredmény-
nyel zarultak. Vilagossa valt viszont, hogy a szekréciés fehérjék szerkezetiikben
hordozzak azt az informaciét, ami lehetdvé teszi membrankotott transzlacié-
jukat és transzlokéaciéjukat a retikulummembranba (10). Mivel a transzlokacié
mar a fehérje szintézise kozben megindul (52), a membran iranti affinitasnak a
transzlacié korai szakaszaban jelentkeznie kell. MILSTEIN és mtsai (45) ossze-
hasonlitva a sejtmentes rendszerben, mikroszéma tavollétében in vitro szinteti-
zal6d6 immunglobulin kénnyii lanc méretét a mikroszéma jelenlétében kapott
transzlaciés termékkel megallapitotta, hogy a membran tavollétében szinteti-
zalédott polipeptid-lanc nagyobb, mint az érett fehérje, mégpedig az N-termi-
nalis szakaszon van egy extra szekvencia. Ezeknek a vizsgalatoknak a kiterjesz-
tése mas exportfehérjékre igazolta, hogy egy additiv N-terminalis peptiddarab
— mint ,,szignal” — felelds az exportfehérjék transzmembran mozgasaért.
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A szignal peptidek 6sszehasonlité szekvenciavizsgalatabél kitéinik azonban,
hogy bar kézos sajatsaguk az erdsen hidroféb oldallancok csoportosulasa a
peptid egy szakaszan, a szekvencidban csak részleges hasonlésigok vannak
(1. abra), ezek:

1. az N-terminalis utan legalabb egy erdsen toltott oldallanc, leggyak-
rabban lys, vagy arg talalhato;

2. a peptid kozponti régiéjaban hidroféb oldallancok csoportosulnak,
és ez legalabb 9 aminosav hosszisagi szekvencia. Ennek hidrofobici-
tasat csak egy oldallancon csokkentve (pl. leucint $-hidroxi leucinra
cserélve (28), a szintetizal6dé peptid transzlokaciéra képtelen lesz;

3. a hidroféb csoportot hidrofil oldallancok kovetik;

4. a peptid C-terminélisa kornyékén az oldallincok meérete jelent§sen
csokken (gly, ala, ser, thr a leggyakoribb aminosavak).

Végiil az is feltling, hogy ezek az N-terminalis szekvenciak igen kiilonb6z6
(15—30 aminosav) hosszisagiak. Ezért feltehetd, hogy a ,,szignalt’ nem egy
aminosavszekvencia, hanem egy haromdimenziés peptidszerkezet jelenti.

A szignal peptidek felfedezése nyoman alakult ki a,,szignal hipotézis™ —
egy elképzelés a szekrécios fehérjék retikulumba toérténd transzportjara, az un.
,,vektorialis transzlaciéra” vonatkozéan (BLOBEL ¢és DOBBERSTEIN) (8).
Lényege:

Pre-proinzulin (patkany) (66):
X —Leu-Lys-Met — X — Phe-Leu-Phe-Leu-Leu-Phe-Leu-Leu-Ala-Leu-Leu-Val-Leu-Trp-Glu-
-Pro-Lys--Pro-Ala-Gln-Ala Phe. ..
t
Pre-proalbumin (patkany) (67):
Met-Lys-Trp-Val-Thr-Phe-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Ile-Ser-Gly-Ser-Ala-Phe-Ser Arg. ..
t
Néovekedési pre-hormon (patkany) (68):
Met-Ala-Ala-Asp-Ser-Gln-Thr-Pro-Trp-Leu-Leu-Thr-Phe-Ser-Leu-Leu-Cys-Leu-Leu-Trp-Pro-
-GIn-Glu-Ala-Gly-Ala Leu. ..
t
Pre-protripszinogén (69):
X —Ala-Lys-Leu-Phe-Leu-Phe-Leu-Ala-Leu-Leu-Leu-Ala-Tyr-Val-Ala-Phe Pro...
t
Pre-lizozim (70):
Met-Arg-Ser-Leu-Leu-Ile-Leu-Val-Leu-Cys-Phe-Leu-Pro-Leu-Ala-Ala-Leu-Gly Lys...
t
Pre-placentilis laktogén hormon (human) (71):
Met-Pro-Gly-Ser-Arg-Thr-Ser-Leu-Leu-Leu-Ala-Phe-Ala-Leu-Leu-Cys-Leu-Pro-Trp-Leu-
-Gln-Glu-Ala-Gly-Ala Val:..
t

Citokrém P450 (72):

Met-Glu-Phe-Ser-Leu-Leu-Leu-Leu-Leu-Ala-Phe-Leu-Ala-Gly-Leu-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-. . .

1. dbra. Néhany pre-fehérje szignil régiéjanak aminosavszekvencidja. A citokrém P450 szig-

nél régidja kivételével a fenti szignalrégiékat a szignal peptidaz a nyillal jelslt helynél hasitva,
eltavolitja az érési folyamat soran
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az endoplazmatikus retikulumba transzlokal6dé fehérjék mRNS-e az
5’ végén az inicialasi kodon utdn a szignal szekvencia kédsorozatat
tartalmazza, ezt koveti az érett fehérjére jellemzd informacio;
minden fehérje szintézise kozos, citoplazmatikus riboszéman kezdé-
dik;

amint a novekvé peptidlanc N-terminalis darabja kiemelkedik a
nagy riboszéma alegység feliiletérdl, kolesonhatasha lép specifikus
integralis membranfehérjékkel, és egy miik6dé riboszéma-membran
asszociatum létrejottét katalizalja, amelyben egy de novo kialakult
fehérjecsatorna firja at a membrant;

a membran-kotott 60 S alegységben és a membranban létrejott
csatorndn at a polipeptid a retikulum ciszternajaba jut;

az endoplazmatikus retikulum bels§ falan levé szignal peptidaz le-
hasitja a szignal peptidet a novekvé polipeptid lanc elejérdl;

a fehérje elkésziilte utdn a riboszéma alegységek disszocialnak és a
citoplazmaba keriilnek. A csatorna megsziinik, a kész peptidlanc
teljesen a lumenbe keriil (2. abra).

A szignal hipotézist sejtmentes fehérjeszintetizalé rendszer segitségével

1.

2.

3.

igazoltak (40, 68): mRNS-t bizacsira, vagy retikulocita citoplazma extraktum-
mal (amely a riboszémaékat és a fehérjefaktorokat, valamint az energiaellatast
is tartalmazta) hoztak 6ssze, az aminosavak koziil a metionin volt jelzett (*°S).
A radioaktiv fehérjéket SDS-gélelektroforézissel és autoradiografiasan detek-
taltak, az érett termékeket immunprecipitaciéval és N-terminalis radiészek-
vencia-analizissel azonositottak (3. abra). A hipotézis bizonyitasa azon alapszik,

Endoplazmatikus retikulum tavollétében az érett polipeptid lancnal
hosszabb prekurzor képzddik;

A transzlacié utan hozzaadott proteaz ezt elemésati;

A retikulum (kutya-hasnyalmirigy mikroszéma) jelenlétében torténd
transzlacié soran az érett, rovidebb polipeptidlanc képzddik;

szigndl kodonok

riboszéma
receptor fehérje

_ER  lumen

2. dbra. Szekrécibs fehérjék vektoridlis transzldciéja a szigndl hipotézis alapjén (BLOBEL és

DOBBERSTEIN (8) nyomédn
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3. dbra. Bovine prolaktin és novekedési hormon vektorialis szegregaciéja mikroszéma membran-
ba — SDS poliakrilamid gélelektroforézist kovets autoradiografias (1—>5.), ill. fehérjére meg-
festett (6—7.) gélek kiértékelése. Az érett prolaktint és névekedési hormont a 6., a prehormono-
kat az 1. gél mutatja. A hipofizis eliilsé lebenyébdl szarmazé RNS-frakecié bizacsirabdl izolalt
sejtmentes fehérjeszintetizalé rendszerben transzlalédott. 1. gél: poszttranszliciés inkubdiléds
90 percig kutya-hasnyalmirigybél preparalt mikroszéma membrannal. 2. gél: a mikroszémaval
tortént poszttranszliciés inkubélast kovetSen, tripszin + kimotripszin protedzokkal kezelés
(200—200 pg/ml). 3. gél: a mikroszéma mar a transzlacié alatt jelen van. 4. gél: kotranszlaciésan
jelen van a mikroszéma, és a transzldcié befejezte utdn protedzzal utéinkubéltak. 5. gél:
ugyanaz, mint a 4. gél. de a proteazzal val6 utéinkubalas 0,59, Na-dezoxikolat (DOC) jelenlété-
ben tortént. 6. gél: hipofiziskivonat (szovethomogendtum 100 000 X g feliiliszéja). 7. gél:
hipofiziskivonat protedzzal inkubalva. Jelolések: GH: novekedési hormon, LTH: prolaktin
(laktotrop hormon). Az dbra LiNGAPPA és mti (40) nyoman késziilt

4. Ezt proteazzal tovabb inkubalva a peptidlanc valtozatlan marad,
mivel mar a mikroszémaba transzlokalédott;

5. Ha ez a protedzos utéinkubalas detergens jelenlétében torténik, a
szintetizalt fehérje megemésztédik;

6. Ha a mikroszémat csak a transzlacié cikloheximides leallitdsa utan
adjak a rendszerhez, a kész polipeptidlanc (a prekurzor) nem transz-
lokalédik a mikroszémaba, és a hozzaadott proteazzal megemészthetd.

A fentiek alapjan a hipotézis tovabbi igazolasa soran meg kell talalni és
izolalni a

a) szignal peptidazt,
b) az endoplazmatikus retikulumban levé riboszéma-kots fehérjéket,
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c) az alagitképz8 komponenseket, és

d) a szignal peptid kot8 receptort.

Ezenkiviil ellengrizni kell még, létezik-e mas transzlokaciés lehetdség az
exportfehérjék szamara, és hogy a sejt sajat organellumait is ez a mechanizmus
latja-e el djonnan szintetizalt fehérjékkel.

a) szignal peptidaz

Elég sok tulajdonsagat ismerjiik anélkiil, hogy tisztan sikeriilt volna
izolalni. Az enzim a riboszéman elongalédé fehérjék szignal szekvenciajat tavo-
litja el. A szignal szekvenciakban a C-terminalis szekvenciarészlet elég kiilon-
b6z8, ezért az enzim valészintileg a peptidnek az apolaros kornyezetben felvett
harmadlagos szerkezetét ismeri fel (40).

Sajnos, nagyon kevés ismeretiink van arrél, hogy a szignal szekvenciak a
hidroféb kérnyezetben milyen szekunder és tercier szerkezet{iek. Ezért a reti-
kulum-membran szignal peptidaz aktivitasat csak kotranszlaciésan tudjuk
mérni, olyan természetes szubsztratokkal, amelyeket a hozzaadott fehérje-
szintetizal6 rendszer in situ készit. A szignal peptidaz ezeket pontosan, fajtél és
szovettipustél csaknem fiiggetleniil alakitja at az érett polipeptiddé. Nagyon
ritka kivételtsl eltekintve, csak a granuldaris retikulum membranban van (pl.
30, 31), sima retikulumban nincs, és a granularis retikulumbél szolubilezett
aktivitas csak a granularisretikulummal asszocial rekonstituciés kisérletekben,
a sima felszinfivel nem.

Integrdans membranfehérje, valészintileg a luminéris feliillethez kézelebb,
amit az bizonyit, hogy egyrészt, az ép retikulumot protedzzal emésztve, aktivi-
tasat megtartja, masrészt, szolubilezése és aktiv alakja detergenst igényel
(0,59% DOC). Szolubilezett formaja igen héérzékeny (feltehetéen a DOC hé-
mérsékletfiiggé detergens hatasa miatt). Részleges tisztitasat—szolubilezést
kévet6—Sephadex G-100 kromatografiaval (63, 70), DEAE-cellul6z ioncserével
(31), vagy differencial szolubilezéssel (38) végezték.

Gatolhatésagardl igen ellentmondék az adatok: a DOC-szolubilizatum
katalizalja természetes szubsztratok korrekt poszttranszlaciés atalakitasat is
érett formaikka, de sem SH-reagensek (20 mM-ig), EDTA (10 mM), sem kiilon-
b626 természetes eredetii proteaz-inhibitorok nem csokkentik aktivitasat (31).
Szintetikus szubsztratok hasznalatat neheziti, hogy a retikulummembranban
és a szolubilezett kivonatban legalabb haromféle proteaz-aktivitas mutathaté
ki (kutya-hasnyalmirigy granuléris retikulum): aminopeptiddz (bestatinnal,
1,10-fenantrolinnal teljesen gatolhaté, szerinproteazgatlokra érzéketlen),
endopeptiddz (termolizin-szeri aktivitas, pl. foszforamidonnal gatolhatd), és
kimotripszin-szerii (klorometilketonok és PMSF gatolja). Nagy koncentraciéban
hasznalt chymostatin (3—600 pug/ml) a természetes szubsztrat hasitasat is
gatolja, de kérdés, hogy ez az enzim és az inhibitor kozvetlen kélesonhatasanak

eredménye-e (63, 70).
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b) Riboszéma-koto fehérjék

A durva felszinii retikulum membranja riboszémat kot, annak nagyobbik
alegységén keresztiil (52), és a szintetizalt fehérje a 60 S alegység ,,védelmében”
éri el a retikulummembrant (44).

A granularis retikulum haromdimenziés elektronmikroszképos képe azt
mutatja, hogy a riboszéma, nagyobb alegységébdl kiemelkedd dudor révén
kapcsolédik a membran feliiletén levd kiterjedt fehérjehalézat egy régiéjahoz
(36, 66). Ez a kapcsolat ionergsség- és puromicinérzékeny: az elgbbi a riboszéma
és a membran fehérjéi kozotti kolesonhatasra, az utébbi a szintetizal6dé poli-
peptid (szignalszekvenciajanak) membrankomponensekkel torténé kapesols-
dasara utal (1).

SDS-gélelektroforézissel a durva felszinli retikulumbél harom olyan
fehérje mutathaté ki, amelyek a sima felszind retikulumban nem talalhaték
meg. Ezek integrans membranfehérjék, 63, 65 és 87 000 dalton alegységmole-
kulasiillyal (35, 36, 56). Kis koncentraciéju keresztkotd agenssel a 63 és 65 ezres
fehérje riboszémahoz kothetd, és azzal egyiitt szolubilezhetd. E tulajdonsagaik
alapjan varhatd, hogy szerepiik a riboszéméaknak a membran specifikus helyé-
hez kotése, neviik: ,,riboforin® (37).

c) Az ,,alagitképzo’ és a d) ,,szigndlpeptid-koto” komponens

Egyelére még felderitetlen, mindkett8rél csupan feltételezéseink vannak.
A kompeticié jelensége viszont kimutathaté két prepeptid kozott ko-
transzlaciés transzportjuk folyaman, igy valamilyen kot6-komponensnek létez-
nie kell. Az ilyen kisérleteknél a kétféle mRNS-t kiilonb6z§ aranyban tartal-
mazza a sejtmentes fehérjeszintetizalé rendszer, amelyhez limitalé6 mennyiségi
mikroszéméat adnak. A kiértékeléshez vagy a mikroszéma kiilsG proteaztol
véd§ sajatsagat hasznaljak fel, vagy a szignal peptidaz altal kialakitott ,,érett”
alakok aranyat hatarozzak meg.

Egyéb, ismeretlen transzlokdciés faktorok

Riboszéma mentesitett granularis retikulum transzlokaciés aktivitasa
tripszinnel, tomény KCl oldattal (0,5 M, 69), N-etil maleimiddel (1 mM) torténd
kezelés kovetkeztében megsziinik. A tripszines és a KCl-os extraktumnak a
membrannal valé egyesitése tobbé-kevésbé helyreallitja a transzlokalé képessé-
get, mig az extraktum maleimid-kezelését kovet§ rekonstiticié sikertelen.
A maleimidre érzékeny komponens az extraktumban van, amit az bizonyit,
hogy ha a s6oldatos kivonést kovetGen a membran maradékot kezelik maleimid-
del, és a séextraktummal egyesitik, transzlokalé képességét a membran
visszanyeri. (Sima felszini retikulum a séextraktum hozzaadésa utan is kép-
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telen transzlokaciéra; feltehetSen olyan komponensek is szerepet jatszanak a
folyamatban, melyek a sima felszinli retikulumbél hidnyzanak.) Valészinii,
hogy mindharom kezelés ugyanazt a citoplazmatikus felszin kozelében lokali-
zal6dé faktort vagy faktorokat érinti (32).

2. A szigndl -hipotézis kiterjesztése : stop-transzfer és inzerciés szekvencidk

a) A szignal-hipotézis médositasa membranfehérjék szintézisére

A membran biogenezis lényeges eleme a komponensek megfeleld struk-
tirava rendezddése. Ez a folyamat a membranfehérjék de novo szintézisét, és a
struktiraba torténd beilleszkedését igényli. A szignal hipotézis a membran-
fehérjék szintézisekor is feltételezi az N-terminalis szignal szekvencia jelenlétét,
amely transzlacié kozben a még ,,szabad” riboszémarél kiemelkedve, egy ribo-
szoma-membran kotést katalizal (4. abra). Az eredeti elképzelés szerint (9),
a prepeptid a membran-komponens szignalpeptid-receptorhoz kapesolodik.
A naszcens peptidlinc a membranon atjut, egészen addig, amig a peptidlanchan
levé 1n. ,,stop-transzfer szekvencia’” kapcsolatba nem lép a membrannal;
ekkor a polipeptid transzlokaciéja befejezddik. A szignal peptidaz mikodése
folytan a folyamat irreverzibilis lesz. Ennek eredményeképpen a polipeptid
lanc a membranban aszimmetrikus, részlegesen transzlokalt formaban marad.
A fehérje ,,stop-transzfer szekvenciaja”, amely szintén az mRNS-ben van leir-
va, a feltételezések szerint

1. szétszérja a feltételezett ,,alagitképzs” fehérjéket,

2. megsziinteti a riboszéma-membran kotést,

3. specifikusan megszabja a fehérje topolégiai viszonyait, ezaltal a fehér-
je strukturalis informaciéja egyben a fehérje lokalizacigjaért is felel8s.
(Részben az orientaciéért és aszimmetrikus elhelyezkedésért, részben
— a tovabbi intracelluldris transzportot is figyelembe véve — a
,»végallomasért”. A membranbél kiall6 hidrofil régiék a retikulum és a

5'\
©
igna Kk stop-transzfer ;
(_S%O jngnol kodono fodonok 3
QA0
/ ~——COOH
2 rS
riboszdma  5219ndl peptiddz % 2

receptor
fehérjék

ER lumen

4. dbra. Transzmembrén fehérjék vektorialis transzlaciéja a szignil hipotézis alapjin (BLOBEL
(7) nyomén)
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Golgi kiilonb6z6 régiéiban poszttranszlaciés moédositasokon mennek
at, amelyek a fehérje tovabbi utjat is meghatarozzak.)

Kompeticiés kisérletekkel igazolhaté, hogy a lumenbe keriilé export-
fehérjék és a membranba transzlokalédé fehérjék szignalpeptid receptora azo-
nos. A vesicularis stomatitis virus G-fehérjéje mint transzmembran fehérje
kompetal sejtmentes rendszerben, mikroszéma jelenlétében az exportfehérje-
prekurzor pre-prolaktinnal, de egyikkel sem kompetal a globin, amely szignal
peptid nélkiil szintetizalodé citoszél fehérje (42). — Tobb szekvencia is lehet
egy membranfehérjében, amely a retikulum membranba valé beillesztGdést
idézi els. Vajon, a nem N-terminalis ,,szignal-szekvenciak™ (ezeket tjabban
,inzerciés szekvencianak’™ nevezik) szintén ugyanahhoz a receptorhoz kotdd-
nek-e, és miért nem hasitja le ezeket a szignal peptidaz?

Erre vonatkoz6 adatok részben az endoplazmatikus retikulum elektron-
transzportjaban szerepld enzimek, részben az ovalbumin szintézisének tanul-
manyozasabol erednek.

b) Az endoplazmatikus retikulum fehérjéinek szintézise és transzportja

Ismert, hogy az endoplazmatikus retikulum sajat fehérjéi kozil a cito-
krém P450,a NADP H: citokrém P450 reduktaz és az epoxid hidrataz membran-
kotott riboszémakon, a citokrém b, és a NADH: citokrém b; reduktaz pedig
szabad riboszémaékon szintetizalédik (46). Mind az 6t fehérje esetében az érett
alak mérete a naszcens polipeptid méretével egyezik. Az els§ harom fehérje,
amely membran-kotott riboszéman szintetizalédik, az N-termindlison tartal-
maz egy szignal peptiddz inszenzitiv szignal régiét, amely a polipeptidnek a
membranba siillyedését iranyitja. A ,,szignal-régié’” C-terminalis részén ugyanis
hianyzik a kisméretd aminosavak alkotta szignal-peptidaz szenzitiv szakasz,
igy a szignal régié nem hasad le.

E harom fehérje inzerciéja kotranszlaciés. Ugyanakkor a citokrom b és a
NADH: citokréom b; reduktaz poszttranszldaciésan silllyed a membranba, annak
megfelelGen, hogy

1. szabad riboszéman szintetizal6dik

2. nem tartalmaz az N-terminalisdn semmilyen szignal-ekvivalens régiét,

ellenkezdleg,

3. egy hidroféb régié, amely az inzerciéért felelgs, a C-terminalis félen

van.

Mindkét utébbi fehérje katalitikus centrumat a retikulum citoplazmati-
kus felszinén, a hidrofil szekvenciarészlet tartalmazza. A citokrém b, C-termi-
nalisa a citoplazmatikus felszinen van, de az ezt megel$z8 szakasz hurokszerten
a membranba siillyed (13). Az N-terminalis fél tartalmazza a hem-csoportot,
a retikulum citoplazmatikus felszinén. Amint ezt pre-proinzulinnal elvégzett
elegans kompeticiés kisérletek igazoljak, a citokrém b; nem igényel szignal
peptid receptort és inzerciéja posztiranszlaciés (5).
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c) Az ovalbumin transzlokdaciéja

Az ovalbumin esetében egy intramolekuldris szignal 1étezésére deriilt fény.

A csirke petevezeték szekretalta ovalbumin ugyanis szintén nem tar-
talmaz N-terminalis szignal szekvenciat, és a fehérjébél nem hasad ki transzlo-
kaciokor peptid (49).

Kideriilt azonban, hogy

1. az ovalbumin transzlokalédik a retikulum-membranba,

2. a transzlokécio csak a szintézissel egyidében torténik,

3. az ovalbumin limitalt proteolizisével a molekula kézepébdl egy ,,szig-
nal-ekvivalens szekvencia’ nyerhetd,

4. pre-prolaktin transzlokaciéjaval a naszcens ovalbumin, a denaturalt
ovalbumin és az ovalbumin szignal-ekvivalens peptidje egyarant
kompetal, ugyanakkor a transzlaciéjat befejezett ovalbumin inaktiv.
Szintén nem kompetal a pre-prolaktinnal az érett bovine szérum
albumin (ebben mar nincs meg a szignal szekvencia).

Az ovalbumin esete lehetdség arra, hogy konnyen és oleson lehessen el-
allitani ,,szignal peptidet”, ami affinitasi médszerek és kompetitiv gatlasi kine-
tika révén a szignil-peptid receptor és esetleg a peptidaz izolalasara is alkal-
mas.

3. A transzlokdcié mechanizmusdra vonatkozé egyéb hipotézisek

A szignal hipotézis mellett mar méas elképzelések is vannak a transzloka-
ci6 mechanizmusara. A ,,f-transzorpciés hipotézis” (STEINER (60)) szerint a
szignal peptiddarab belépve a hidroféb membranrégiéba,-szerkezetet vesz fel,
intramolekularis kotéseket hozva létre egy vagy két integrans membranfehérje
polipeptid lancaval. A prepeptid novekedésével hurokszerii alakot 6ltve, atéri
a membrant, a szignal peptidaz pedig elbontja a megfeleld kotést.

Prokariotak ektoprotein szintézisére INouvEe (18) allitott fel tetszetds
elképzelést, a ,,hurok-modellt”. Mivel a prokariétaknak nincs retikulumuk, a
riboszémak kozvetleniil a sejtmembran citoplazmatikus felszinén kotédve szin-
tetizaljak az exportfehérjéket.

A szignal-szekvencia N-terminalis néhany bazikus aminosavja a memb-
ran negativ toltésid citoplazmatikus feliiletéhez kotddik, a novekvd hidroféb
peptiddarab egyszertien benyomul a membranréteghe. A membran kiilsg olda-
lara érve prolin, vagy glicin kévetkezik a transzlokalédé peptidlanchan, majd
djra hidroféb aminosavak — a lanc megtorik, és hurokszertien visszahajlik
a membranba. Itt vagja el a lancot a szignal peptidaz. A peptidlanc a membran
citoplazmatikus oldalarél most mar a kiils§ membréan felé nyomul. Ebben a
hipotézisben nem szerepel tehat ,,szignalpeptid-receptor”, a prepeptid kozvet-
leniil a membran lipidfazisaval 1ép kapesolatba. Ez a felfogas tiikrozddik von
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Hewne (27) ,.direkt transzfer modell”-jében, amely a fehérje transzlokaciot
fiziko-kémiai jelenségek alapjan, a szignal-szekvencia és a membran lipofil
vazanak kozvetlen kolesonhatasaval magyarazza. Feltételezi, hogy a hidroféb
kornyezetben a prepeptid «-helix konformaciét vesz fel, ami energetikailag ked-
vez§bbé teszi a kevéshé hidroféb oldallancok penetraciéjat is. Ezek transzloka-
ciés igényét a riboszéma megkotésekor felszabadulé energia fedezné, de ergsen
toltott lancok a membranon rogziilt riboszéma levalasat is okozhatjak. Ez
esetben a transzlokacié is befejezddik. Termodinamikai szamitasai szerint,
ilyen médon nem tidlsagosan hidrofil peptidlancok atjuthatnak a membranon,
a toltéssel rendelkezik esetleg a riboforinokkal torténd H-hidkotés, vagy egyéb
kolesonhatasok révén (rokonsag a f-transzorpciés modellel). A modell meg-
konnyiti elképzelniink az alacsonyabb evoliciés fokon levd élglények fehérje-
transzportjat, ahol specializalt struktirak még nem alakultak ki. A modell
hib4ja, hogy bar a membranba transzlokalt peptidlanc o-helix vagy f-lemez
szerkezetének energiaviszonyaira vonatkozéan nincsenek kozvetlen mérési
adatok az irodalomban, valészintibb, hogy a fi-szerkezet hidrofob kornyezetben
tobb kolcsonhatast képes kialakitani, tehat stabilabb. Masrészt, egy ilyen
transzlokacié elvileg csak riboszéma-kots fehérjéket igényel, amelyek kevéssé
maleimid érzékenyek, és a transzlokacié SH reagens-érzékenységét a direkt
transzfer modell nem magyarazza.

Osszefoglaléan megallapithatjuk, hogy a szekréciéra kerild fehérjék és
a membréan-asszocialt fehérjék transzportjanak jellegzetességei az illetd fehérje
struktirgénjében egyértelmiien meghatarozottak. A szignél-hipotézis megfe-
lel¢ rugalmassaggal kezelve alkalmas azon folyamatok részletes magyaraza-
tara, hogyan keriil a szintetizalt polipeptid az endoplazmatikus retikulum
lumenébe, ill. megfeleld pozicioban és orientaciéval membranjaba. Egyelore
nincs azonban konkrét elképzelésiink arra, hogy milyen folyamat soran jutnak
a retikulumba transzlokalédott polipeptid-lancok a transzlokicié helyétésl a
Golgi-komplexbe keriiléshez kedvezé membranszegmensekhez. Egyszeri dif-
fiizi6 valésziniileg nem elegendd erre, mivel a retikulumbél a Golgi-komplexbe
iranyulé fehérjetranszport akkor is fennmarad, ha cikloheximiddel a fehérje-
szintézist gatoljuk és ezaltal a ,koncentraciégradiens™ csokken. A tovabbi
transzportlépések kozott tobb energiaigényes lehet: a Golgi-késziillékbe, majd
ennek kiilonb6z6 szarmazékain keresztiil a sejtmembranhoz, ill. az extracellu-
laris térbe. Ezeknek a folyamatoknak a részleteit azonban egységes elképze-
Iésbe egyelGre nem lehet foglalni.
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