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I. Az endoplazmatikus retikulum felépítése, izolálása, fő funkciói 

A sejt ultrastruktúrájának korai elektronmikroszkópos vizsgálatakor 
feltűnt egy igen kiterjedt citoplazmatikus hálózat, amelyet endoplazmatikus 
retikulumnak neveztek el (PORTER 1953) (51). A technikai módszerek fejlődésé-
vel kiderült, hogy olyan membránhálózatról van szó, a m e l y folyadékkal töltött 
üregeket vesz körül a citoplazmában. A retikulum egyes szakaszai felületükön 
szemcsézettek, — riboszómákat kötnek (48), ez a „durva felszínű", v a g y „gra-
nuláris" re t iku lum—, más szakaszai sima felszínűek, és a Golgi-komplextől 
különböző „átmeneti hólyagocskák" választják el. (Bár a Golgi-komplex ren-
dezettebb felépítésű, mint az igen polimorf retikulum, a „sima felszínű retiku-
lum" kifejezésbe gyakran a Golgi-komplexet is beleértik.) 

A retikulum általános, fő szerepe foszfolipidek, trigliceridek szintézise, 
zsírsavak meghosszabbítása és deszaturációja stb. A membránhálózat állandó 
mozgásban van, mintegy „végigsepri" a citoplazmát és tartalmát folyamatosan 
újraelosztja. Egyes szövetekben speciális funkciót végez . í g y pl. az izomszövet-
ben a Ca2 +-függő kontrakció szabályozásában („szarkoplazmatikus retikulum") 
a here intersticiális sejtjeiben és a mellékvesében a szteroidok bioszintézisében 
vesz részt. A máj méregtelenítő funkciójában fő szerep j u t a retikulum elektron-
transzport rendszereinek és az ezekhez kapcsolt járulékos enzimeknek. Ezek 
jelentős része xenobiotikumokkal indukálható (47). E g y e s szövetekben jelentős 
az exportfehérjék szintézise és szekréciója (pl. máj , hasnyálmirigy stb.). 
A retikulum ép formában történő izolálása nem megoldott . A jelenlegi feltárási 
módszerek széttördelik hálózatát. A képződött fragmentumok spontán záród-
nak és tartalmuk a citoplazmával keveredik. Idegen organellumok darabjaival 
fuzionálhatnak, így „hibrid vezikulumok" képződhetnek. Az eredmény tehát, 
kisebb-nagyobb, membránnal határolt hólyagocskák, amelyek részben cito-
plazmát tartalmaznak. (Golgiból ideális esetben preparálni lehet v iszont ép 
sacculus halmazokat, ha a homogenizálás nagyon óvatosan, standard körül-
mények között történik, 1. 19.) Ez a „mikroszóma" emellett — szövettől 
függően — más organellumokból származó membrándarabokat is tartalmaz. 
Különféle sűrűséggradiens centrifugálásokkal az i lyen szennyezéseket nagy-
részt el lehet távolítani, sőt, a granuláris retikulum, a s ima felszínű retikulum 
és a Golgi-komplex elemei egymástól szétválaszthatok (2, 14, 15, 20, 22, 29, 
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30). Az így kapott tisztított mikroszóma preparátumok enzim-orientáció és 
lokalizáció szempontjából jól je l lemzettek (17), és az endoplazmatikus retiku-
l u m egyes szakaszaival összehasonlíthatók (2, 14, 20, 22, 24). 

Az endoplazmatikus retikulum membránja vékonyabbnak látszik az elek-
tronmikroszkópos képeken (kb. 50 Á), mint a plazmamembrán (80—100 Á). 
A membrán anyagának 60 —70%-át fehérjék, 30—40%-át lipidek (főként 
foszfolipidek) tesz ik ki. Mind a foszfolipidek, mind a fehérjék eloszlása igen 
aszimmetrikus, ezt részletesen tárgyalja D E P I E R R E és E R N S T E R (17). Fagyaszt-
va — tört preparátumok elektronmikroszkópos kiértékelése, valamint 3 1P — 
N M R spektrumok alapján, a máj-retikulum membránja f iz iológiás körülmé-
n y e k között, egymással egyensúlyban levő, folyamatosan átalakuló kettős-
rétegű és hexagonális felépítésű lipidszerkezetekből áll. Egy i lyen struktúra 
3 1 P — NMR-rel szimmetrikus csúcsú spektrumot ad, jelezve az a lkotó foszfolipi-
dek izotróp mozgási lehetőségét. Mind a kettősrétegre, mind a hexagonális 
fázisra jellemző spektrum aszimmetrikus, vállal rendelkezik. Kettősrétegre 
je l lemző spektrumot mutat pl. a vörösvértest plazmamembránja, az extrahált 
mikroszomális l ipidek vizes szuszpenzióban, de a 4 °C-on tartott mikroszóma is 
(39, 61, 67). Az utóbbi két adat azt jelentheti, hogy a mikroszóma membrán 
fehérjéinek komoly szerepe van a membrán átmenet i formájának fenntartásá-
ban . Egy ilyen változatos fe lépítésű membrán környezetével szorosabb kap-
csolatban lehet, mint akár a te l jesen kettősrétegű, vagy a csak hexagonális 
fázisú. Amellett, h o g y könnyen v e h e t részt fúziós- és transzportfolyamatokban, 
képezhet elágazásokat és permeábilis, mindezen tulajdonságai a környezet 
összetételének (pl. kétértékű kationok koncentrációváltozása) megfelelően 
módosulhatnak. N e m ismerjük pontosan, mi lyen szerepe v a n a retikulum 
membránjának (és csőhálózatának) a sejt anyagainak újraelosztásában. Való-
sz ínű, az anyagoknak a felhasználás, vagy eliminálás helyére továbbításában 
jelentősen lerövidíti az utat. Különösen fontos lehet a l ipidoldékony vegyületek 
továbbításában (lipidek, hidrofób xenobiotikumok, transzmembrán enzimek, 
fehérjék stb.). E g y ilyeu rendszer akkor működhet igazán hatékonyan, ha a 
membránban „o ldot t" anyagok laterális diffúziója gyors (33, 54, 65). Gyors 
laterális diffúzióra képes az o x i g é n (21), vagy pl. a citokróm b5 (53). Ezért 
valószínű, hogy a retikulumban, a mitokondrium külső membránjában és a 
plazmamembránban egyaránt megtalálható N A D H : citokróm b5 reduktáz 
(rcdoxpotenciálja ^ -—0,2 V) és citokróm b5 (redoxpotenciálja ^ 0 V) részt 
vesz a sejt redox állapotának szabályozásában (3, 4, 59), és ezen keresztül a 
hormonális szabályozás mértékét is befolyásolhatja (12, 25, 43) . A jelenség to-
v á b b i érdekessége, hogy a retikulumban ez az elektrontranszport rendszer a 
sejt membránjainak zsírsavösszetételén keresztül, azok f lu idi tását is változ-
tathatja , mivel a redukált c i tokróm b5 a zsírsavelongáció és -deszaturáció 
elektrondonorja (34, 64). 
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I I . Fehérjetranszpori a retikulum membránján keresztül 

1. A szignál hipotézis 

A fehérjeszintézis részfolyamatainak megismerése megteremtette a lehe-
tőséget , hogy elgondolkodjunk azon, hogyan történik a szekrécióra szánt fehér-
jék sejten kívülre kerülése, és milyen mechanizmussal folyik az intracelluláris 
organellumok fehérjéinek utánpótlása. A kiindulási lépések a fehérjeszekréció 
mechanizmusának felderítésében nagyrészt P A L A D E munkacsoportjának kö-
szönhetők. A máj- és hasnyálmirigysejtek fehérjetranszportját vizsgálva, a hat-
vanas években kimutatták, hogy a szekréciós fehérjék szintézise az endoplaz-
matikus retikulumhoz kötött poliszómákon történik, e fehérjék nem jelennek 
meg a citoplazmában, hanem az endoplazmatikus retikulum lumenében figyel-
hetők meg, mint befejezett polipeptid-láncok. Ugyanakkor a citoplazmatikus 
fehérjék szabad poliszómákon szintetizálódnak. Még élesebb különbség tehető 
a kétféle fehérjeszintézis között puromicinnel. Az antibiotikum jelenlétében 
végzett transzlációs kísérletek kiderítették, hogy a polipeptid lánc első szakasza 
még a szintézis befcjezőelése előtt transzlokálódik a retikulum belsejébe (52). 
Ez a transzport nem igényel külön energiát, viszont a szekréciós fehérje további 
útja valószínűleg több lépésnél is energiát igényel. 

Sokáig kérdéses volt , milyen mechanizmussal jut be a szekréciós fehérje a 
retikulumba. Ehhez a szekréciós fehérjének először a retikulummal kell kölcsön-
hatásba lépnie. Lényegében az alábbi bárom lehetőség tételezhető fel: 

a) az exportfehérjék szintézisére olyan specifikus riboszóma populáció 
szolgál, amely az endoplazmatikus retikulumhoz kötődik; 

b) specifikus jel az mRNS-en, amely az m R N S - t a retikulummembránhoz 
köti; 

c) maga a szintetizálódó polipeptid kötődik a membránhoz, N-terminális 
szakaszával. 

Az első két pontra vonatkozó kísérletek összességükben kevés eredmény-
nyel zárultak. Világossá vált viszont, hogy a szekréciós fehérjék szerkezetükben 
hordozzák azt az információt, ami lehetővé teszi membránkötött transzláció-
jukat és transzlokációjukat a retikulummembránba (10). Mivel a transzlokáció 
már a fehérje szintézise közben megindul (52), a membrán iránti affinitásnak a 
transzláció korai szakaszában jelentkeznie kell. M I L S T E I N és mtsai (45) össze-
hasonlítva a sejtmentes rendszerben, mikroszóma távollétében in vitro szinteti-
zálódó immunglobulin könnyű lánc méretét a mikroszóma jelenlétében kapott 
transzlációs termékkel megállapította, hogy a membrán távollétében szinteti-
zálódott polipeptid-lánc nagyobb, m i n t az érett fehérje, mégpedig az N-termi-
nális szakaszon van egy extra szekvencia. Ezeknek a vizsgálatoknak a kiterjesz-
tése más exportfehérjékre igazolta, h o g y egy additiv N-terminális peptiddarab 
— mint „szignál" — felelős az exportfehérjék transzmembrán mozgásáért. 
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A szignál peptidck összehasonlító szekvenciavizsgálatából kitűnik azonban, 
h o g y bár közös sajátságuk az erősen hidrofób oldalláncok csoportosulása a 
peptid egy szakaszán, a szekvenciában csak részleges hasonlóságok vannak 
(1. ábra), ezek: 

1. az N-terminális után legalább egy erősen töltött oldallánc, leggyak-
rabban lys , vagy arg található; 

2. a peptid központi régiójában hidrofób oldalláncok csoportosulnak, 
és ez legalább 9 aminosav bosszúságú szekvencia. Ennek hidrofobici-
tását csak egy oldalláncon csökkentve (pl. leucint /З-hidroxi leucinra 
cserélve (28), a szintetizálódó peptid transzlokációra képtelen lesz; 

3. a hidrofób csoportot hidrofil oldalláncok követik; 
4. a peptid C-terminálisa környékén az oldalláncok mérete jelentősen 

csökken (gly, ala, ser, thr a leggyakoribb aminosavak). 
Végül az is feltűnő, hogy ezek az N-terminális szekvenciák igen különböző 

(15 — 30 aminosav) hosszúságúak. Ezért feltehető, hogy a „szignált" nem egy 
aminosavszekvencia, hanem egy háromdimenziós peptidszerkezet jelenti. 

A szignál peptidek felfedezése nyomán alakult ki a „szignál hipotézis" — 
egy elképzelés a szekréciós fehérjék retikulumba történő transzportjára, az ún. 
„vektoriális transzlációra" vonatkozóan ( B L O B E L és D O B B E R S T E I N ) (8). 
Lényege: 

Pre-proinzulin ( pa tkány) (66): 
X—Leu-Lys-Met — X — Phe-Lcu-Phe-Leu-Leu-Phe-Leu-Leu-Ala-Leu-Leu-Val-Leu-Trp-Glu-

-Pro-Lys—Pro-Ala-Gln-Ala Phe. . . 
í 

Pre-proalbumin ( pa tkány) (67): 
Met-Lys-Trp-Val-Thr-Phe-Lcu-Leu-Leu-Leu-Phe-Ile-Ser-Gly-Ser-Ala-Phe-Ser Arg. . . 

t 
Növekedési pre-hormon (pa tkány) (68): 
Met-Ala-Ala-Asp-Ser-Gln-Thr-Pro-Trp-Leu-Leu-Thr-Phe-Ser-Leu-Leu-Cys-Leu-Leu-Trp-Pro-

-Gln-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-placentális laktogén hormon ( h u m á n ) (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 V a l . . . 
t 

Citokróm P450 (72): 
Met-Glu-Phe-Ser-Leu-Leu-Leu-Leu-Leu-Ala-Phe-Leu-Ala-Gly-Leu-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-. . . 

1. ábra. Néhány pre- fehér je szignál rég ió jának aminosavszekvenciája. A c i tokróm P450 szig-
ná l régiója kivételével a fent i szignálrégiókat a szignál pep t idáz a nyíllal jelölt helynél hasítva, 

e l távol í t ja az érési fo lyamat során 
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1. az endoplazmatikus retikulumba transzlokálódó fehérjék mRNS-e az 
5' végén az iniciálási kodon után a szignál szekvencia kódsorozatát 
tartalmazza, ezt követi az érett fehérjére jellemző információ; 

2. minden fehérje szintézise közös, citoplazmatikus riboszómán kezdő-
dik; 

3. amint a növekvő peptidlánc N-terminális darabja kiemelkedik a 
nagy riboszóma alegység felületéről, kölcsönhatásba lép specifikus 
integrális membránfehérjékkel, és egy működő riboszóma-membrán 
asszociátum létrejöttét katalizálja, amelyben egy de novo kialakult 
fehérjecsatorna fúrja át a membránt; 

4. a membrán-kötött 60 S alegységben és a membránban létrejött 
csatornán át a polipeptid a retikulum ciszternájába jut; 

5. az endoplazmatikus retikulum belső falán levő szignál peptidáz le-
hasítja a szignál peptidet a növekvő polipeptid lánc elejéről; 

6. a fehérje elkészülte után a riboszóma alegységek disszociálnak és a 
citoplazmába kerülnek. A csatorna megszűnik, a kész peptidlánc 
teljesen a lumenbe kerül (2. ábra). 

A szignál hipotézist sejtmentes fehérjeszintetizáló rendszer segítségével 
igazolták (40, 68): m R N S - t búzacsíra, vagy retikulocita citoplazma extraktum-
mal (amely a riboszómákat és a fehérjefaktorokat, valamint az energiaellátást 
is tartalmazta) hoztak össze, az aminosavak közül a metionin volt jelzett (35S). 
A radioaktiv fehérjéket SDS-gélelektroforézissel és autoradiográfiásan detek-
tálták, az érett termékeket immunprecipitációval és N-terminális radiószek-
vencia-analízissel azonosították (3. ábra). A hipotézis bizonyítása azon alapszik, 
hogy 

1. Endoplazmatikus retikulum távollétében az érett polipeptid láncnál 
hosszabb prekurzor képződik; 

2. A transzláció után hozzáadott proteáz ezt elemészti; 
3. A retikulum (kutya-hasnyálmirigy mikroszóma) jelenlétében történő 

transzláció során az érett, rövidebb polipeptidlánc képződik; 

2. ábra. Szekréciós fehér jék vektoriális t ranszlációja a szignál hipotézis a lapján ( B L O B E L és 
D O B B E R S T E I U (8) nyomán 
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1. 2. 3. U. 5. 6. г 

3. ábra. Bovine prolakt in és növekedési hormon vektoriális szegregációja mikroszóma membrán-
ba — SDS poliakrilamid gélelektroforézist követő autoradiografiás (1 — 5.), ill. fehérjére meg-
fes te t t (6 — 7.) gélek kiértékelése. Az éret t prolaktint és növekedési hormont a 6., a prehormono-
ka t az 1. gél m u t a t j a . A hipofízis elülső lebenyéből származó RNS-frakció búzacsírából izolált 
sejtmentes fehérjeszintetizáló rendszerben transzlálódott . 1. gél: poszttranszlációs inkubálás 
90 percig kutya-hasnyálmirigyből preparál t mikroszóma membránnal. 2. gél: a mikroszómával 
tö r t én t poszttranszlációs inkubálást követően, tripszin + kimotripszin proteázokkal kezelés 
(200 — 200 /íg/ml). 3. gél: a mikroszóma már a transzláció alat t jelen van. 4. gél: kotranszlációsan 
jelen van a mikroszóma, és a transzláció befejezte u tán proteázzal utóinkubáltak. 5. gél: 
ugyanaz, mint a 4. gél. de a proteázzal való utóinkubálás 0,5% Na-dezoxikolát (DOC) jelenlété-
ben történt. 6. gél: hipofíziskivonat (szövethomogenátum 100 000 Xg felülúszója). 7. gél: 
hipofíziskivonat proteázzal inkubálva. Jelölések: GH: növekedési hormon, LTH: prolaktin 

( laktotrop hormon). Az ábra LINGAPPA és mti (40) nyomán készült 

4 . E z t p r o t e á z z a l t o v á b b i n k u b á l v a a p e p t i d l á n c v á l t o z a t l a n m a r a d , 
m i v e l m á r a m i k r o s z ó m á b a t r a n s z l o k á l ó d o t t ; 

5 . H a ez a p r o t e á z o s u t ó i n k u b á l á s d e t e r g e n s j e l e n l é t é b e n t ö r t é n i k , a 
s z i n t e t i z á l t f e h é r j e m e g e m é s z t ő d i k ; 

6. H a a m i k r o s z ó m á t c s a k a t r a n s z l á c i ó c i k l o h e x i m i d e s l e á l l í t á s a u t á n 
a d j á k a r e n d s z e r h e z , a k é s z p o l i p e p t i d l á n c (a p r e k u r z o r ) n e m t r a n s z -
l o k á l ó d i k a m i k r o s z ó m á b a , és a h o z z á a d o t t p r o t e á z z a l m e g e m é s z t h e t ő . 

A f e n t i e k a l a p j á n a h i p o t é z i s t o v á b b i i g a z o l á s a s o r á n m e g k e l l t a l á l n i és 
i z o l á l n i a 

a) s z i g n á l p e p t i d á z t , 
b ) az e n d o p l a z m a t i k u s r e t i k u l u m b a n l e v ő r i b o s z ó m a - k ö t ő f e h é r j é k e t , 
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c) az alagűtképző komponenseket, és 
d) a szignál peptid kötő receptort. 
Ezenkívül ellenőrizni kell még, létezik-e más transzlokációs lehetőség az 

exportfehérjék számára, és hogy a sejt saját organellumait is ez a mechanizmus 
látja-e el újonnan szintetizált fehérjékkel. 

a) szignál peptidáz 

Elég sok tulajdonságát ismerjük anélkül, hogy t i sz tán sikerült vo lna 
izolálni. Az enzim a riboszómán elongálódó fehérjék szignál szekvenciáját t á v o -
lítja el. A szignál szekvenciákban a C-terminális szekvenciarészlet elég külön-
böző, ezért az enzim valószínűleg a peptidnek az apoláros környezetben f e lve t t 
harmadlagos szerkezetét ismeri fel (40). 

Sajnos, nagyon kevés ismeretünk van arról, hogy a szignál szekvenciák a 
hidrofób környezetben milyen szekunder és tercier szerkezetűek. Ezért a reti-
kulum-membrán szignál peptidáz aktivitását csak kotranszlációsan tudjuk 
mérni, olyan természetes szubsztrátokkal, amelyeket a hozzáadott fehérje-
szintetizáló rendszer in situ készít. A szignál peptidáz ezeket pontosan, fajtól és 
szövettípustól csaknem függetlenül alakítja át az érett polipeptiddé. N a g y o n 
ritka kivételtől eltekintve, csak a granuláris retikulum membránban van (pl. 
30, 31), sima retikulumban nincs, és a granuláris retikulumból szolubilezett 
aktivitás csak a granuláris retikulummal asszociál rekonstituciós kísérletekben, 
a sima felszínűvel nem. 

Integráns membránfehérje, valószínűleg a lumináris felülethez közelebb, 
amit az bizonyít, hogy egyrészt, az ép ret ikulumot proteázzal emésztve, akt iv i -
tását megtartja, másrészt, szolubilezése és aktív alakja detergenst igénye l 
(0,5% DOC). Szolubilezett formája igen hőérzékeny (feltehetően a DOC hő-
mérsékletfüggő detergens hatása miatt). Részleges t isztítását —szolubilezést 
követő—Sephadex G-100 kromatográfiával (63, 70), DEAE-cellulóz ioncserével 
(31), vagy differenciál szolubilezéssel (38) végezték. 

Gátolhatóságáról igen ellentmondók az adatok: a DOC-szolubilizátum 
katalizálja természetes szubsztrátok korrekt poszttranszláeiós átalakítását is 
érett formáikká, de sem SH-reagensek (20 mM-ig), EDTA (10 mM), sem külön-
böző természetes eredetű proteáz-inhibitorok nem csökkentik aktivitását (31). 
Szintetikus szubsztrátok használatát nehezíti , hogy a ret ikulummembránban 
és a szolubilezett kivonatban legalább háromféle proteáz-aktivitás mutatható 
ki (kutya-hasnyálmirigy granuláris retikulum): aminopeptidáz (bestatinnal, 
1,10-fenantrolinnal teljesen gátolható, szerinproteázgátlókra érzéketlen), 
endopeptidáz (termolizin-szerű aktivitás, pl. foszforamidonnal gátolható), és 
kimotripszin-szerü (klorometilketonok és PMSF gátolja). N a g y koncentrációban 
használt chymostatin (3 — 600 jUg/ml) a természetes szubsztrát hasítását is 
gátolja, de kérdés, hogy ez az enzim és az inhibitor közvetlen kölcsönhatásának 
eredménye-e (63, 70). 
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b) Riboszóma-kötő fehérjék 

A durva felszínű retikulum membránja riboszómát köt , annak nagyobbik 
alegységén keresztül (52), és a szintetizált fehérje a 60 S alegység „védelmében" 
éri el a retikulummembránt (44). 

A granuláris retikulum háromdimenziós elektronmikroszkópos képe azt 
mutatja, h o g y a riboszóma, nagyobb alegységéből kiemelkedő dudor révén 
kapcsolódik a membrán felületén levő kiterjedt fehérjehálózat egy régiójához 
(36, 66). Ez a kapcsolat ionerősség- és puromicinérzékeny: az előbbi a riboszóma 
és a membrán fehérjéi között i kölcsönhatásra, az utóbbi a szintetizálódó poli-
peptid (szignálszekvenciájának) membránkomponensekkel történő kapcsoló-
dására utal (1). 

SDS-gélelektroforézissel a durva felszínű retikulumból három olyan 
fehérje mutatható ki, amelyek a sima fe lsz ínű retikulumban nem találhatók 
meg. Ezek integráns membránfehérjék, 63, 65 és 87 000 dalton alegységmole-
kulasúllyal (35, 36, 56). Kis koncentrációjú keresztkötő ágenssel a 63 és 65 ezres 
fehérje riboszómához köthető, és azzal e g y ü t t szolubilezhető. E tulajdonságaik 
alapján várható, hogy szerepük a riboszómáknak a membrán specifikus helyé-
hez kötése, nevük: „riboforin" (37). 

c) Az ,,alagútképző' és a d) ,,szignálpeptid-kötő" komponens 

Egyelőre még felderítetlen, mindkettőről csupán feltételezéseink vannak. 
A kompetíció jelensége viszont k imutatható két prepeptid között ko-
transzlációs transzportjuk folyamán, így valamilyen kötő-komponensnek létez-
nie kell. Az i lyen kísérleteknél a kétféle m R N S - t különböző arányban tartal-
mazza a sejtmentes fehérjeszintetizáló rendszer, amelyhez limitáló mennyiségű 
mikroszómát adnak. A kiértékeléshez v a g y a mikroszóma külső proteáztól 
védő sajátságát használják fel, vagy a sz ignál peptidáz által kialakított „érett" 
alakok arányát határozzák meg. 

Egyéb, ismeretlen transzlokációs faktorok 

Riboszóma mentesített granuláris retikulum transzlokációs aktivitása 
tripszinnel, tömény KCl oldattal (0,5 M, 69) , N-etil maleimiddel (1 mM) történő 
kezelés következtében megszűnik. A tripszines és a KCl-os extraktumnak a 
membránnal való egyesítése többé-kevésbé helyreállítja a transzlokáló képessé-
get, míg az extraktum maleimid-kezelését követő rekonstitúció sikertelen. 
A maleimidre érzékeny komponens az extraktumban van , amit az bizonyít , 
hogy ha a sóoldatos kivonást követően a membrán maradékot kezelik maleimid-
del, és a sóextraktummal egyesítik, transzlokáló képességét a membrán 
visszanyeri. (Sima felszínű retikulum a sóextraktum hozzáadása után is kép-
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telen transzlokációra; feltehetően olyan komponensek is szerepet játszanak a 
folyamatban, melyek a sima felszínű retikulumból hiányzanak.) Valószínű, 
hogy mindhárom kezelés ugyanazt a citoplazmatikus felszín közelében lokali-
zálódó faktort vagy faktorokat érinti (32). 

2. A szignál -hipotézis kiterjesztése: stop-transzfer és inzerciós szekvenciák 

a) A szignál-hipotézis módosítása membránfehérjék szintézisére 

A membrán biogenezis lényeges eleme a komponensek megfelelő struk-
túrává rendeződése. Ez a folyamat a membránfehérjék de novo szintézisét, és a 
struktúrába történő beilleszkedését igényli. A szignál hipotézis a membrán-
fehérjék szintézisekor is feltételezi az N-terminális szignál szekvencia jelenlétét, 
amely transzláció közben a még „szabad" riboszómáról kiemelkedve, egy ribo-
szóma-membrán kötést katalizál (4. ábra). Az eredeti elképzelés szerint (9), 
a prepeptid a membrán-komponens szignálpeptid-receptorhoz kapcsolódik. 
A naszcens peptidlánc a membránon átjut, egészen addig, amíg a peptidláncban 
levő ún. „stop-transzfer szekvencia" kapcsolatba nem lép a membránnal; 
ekkor a polipeptid transzlokációja befejeződik. A szignál peptidáz működése 
folytán a folyamat irreverzíbilis lesz. Ennek eredményeképpen a polipeptid 
lánc a membránban aszimmetrikus, részlegesen transzlokált formában marad. 
A fehérje „stop-transzfer szekvenciája", amely szintén az m R N S - b e n van leír-
va, a feltételezések szerint 

1. szétszórja a feltételezett „alagútképző" fehérjéket, 
2. megszünteti a riboszóma-membrán kötést, 
3. specifikusan megszabja a fehérje topológiai viszonyait , ezáltal a fehér-

je strukturális információja egyben a fehérje lokalizációjáért is felelős. 
(Részben az orientációért és aszimmetrikus elhelyezkedésért, részben 
— a további intracelluláris transzportot is f igye lembe véve — a 
„végállomásért". A membránból kiálló hidrofil régiók a retikulum és a 

4. ábra. T ranszmembrán fehérjék vektoriál is t ranszlációja a szignál hipotézis alapján (BLOBEL 
(7) nyomán) 
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Golgi különböző régióiban poszttranszlációs módosításokon mennek 
át, amelyek a fehérje további útját is meghatározzák.) 

Kompetíciós kísérletekkel igazolható, hogy a lumenbe kerülő export-
fehérjék és a membránba transzlokálódó fehérjék szignálpeptid receptora azo-
nos. A vesicularis stomatit is vírus G-fehérjéje mint transzmembrán fehérje 
kompetái sejtmentes rendszerben, mikroszóma jelenlétében az exportfehérje-
prekurzor prc-prolaktinnal, de egyikkel s em kompetái a globin, amely szignál 
peptid nélkül szintetizálódó citoszól fehérje (42). — Több szekvencia is lehet 
egy membránfehérjében, amely a retikulum membránba való beillesztődést 
idézi elő. Vajon, a nem N-terminális „szignál-szekvenciák" (ezeket újabban 
„inzerciós szekvenciának" nevezik) szintén ugyanahhoz a receptorhoz kötőd-
nek-e, és miért nem hasítja le ezeket a szignál peptidáz? 

Erre vonatkozó adatok részben az endoplazmatikus retikulum elektron-
transzportjában szereplő enzimek, részben az ovalbumin szintézisének tanul-
mányozásából erednek. 

b) Az endoplazmatikus retikulum fehérjéinek szintézise és transzportja 

Ismert, hogy az endoplazmatikus retikulum saját fehérjéi közül a cito-
króm P450, a N A D P H: citokróm P450 reduktáz és az epoxid hidratáz membrán-
kötött riboszómákon, a citokróm b5 és a N A D H : citokróm b5 reduktáz pedig 
szabad riboszómákon szintetizálódik (46). Mind az öt fehérje esetében az érett 
alak mérete a naszcens polipeptid méretével egyezik. Az első három fehérje, 
amely membrán-kötött riboszómán szintetizálódik, az N-terminálison tartal-
maz egy szignál peptidáz inszenzitív szignál régiót, amely a polipeptidnek a 
membránba süllyedését irányítja. A „szignál-régió" C-terminális részén ugyanis 
hiányzik a kisméretű aminosavak alkotta szignál-peptidáz szenzitív szakasz, 
így a szignál régió nem hasad le. 

E három fehérje inzerciója kotranszlációs. Ugyanakkor a citokróm b5 és a 
N A D H : citokróm b5 reduktáz poszttranszlációsan süllyed a membránba, annak 
megfelelően, hogy 

1. szabad riboszómán szintetizálódik 
2. nem tartalmaz az N-terminálisán semmilyen szignál-ekvivalens régiót, 

ellenkezőleg, 
3. egy hidrofób régió, amely az inzercióért felelős, a C-terminális félen 

van. 
Mindkét utóbbi fehérje katalitikus centrumát a retikulum citoplazmati-

kus felszínén, a hidrofil szekvenciarészlet tartalmazza. A citokróm b5 C-termi-
nálisa a citoplazmatikus felszínen van, de az ezt megelőző szakasz hurokszerűen 
a membránba süllyed (13). Az N-terminális fél tartalmazza a hem-csoportot, 
a retikulum citoplazmatikus felszínén. Amint ezt pre-proinzulinnal elvégzett 
elegáns kompetíciós kísérletek igazolják, a citokróm 65 nem igényel szignál 
peptid receptort és inzerciója poszttranszlációs (5). 
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c) Az ovalbumin transzlokációja 

Az ovalbumin esetében egy intrarnolekuláris szignál létezésére derült fény. 
A csirke petevezeték szekretálta ovalbumin ugyanis szintén nem tar-

talmaz N-terminális szignál szekvenciát, és a fehérjéből nem hasad ki transzlo-
kációkor peptid (49). 
Kiderült azonban, hogy 

1. az ovalbumin transzlokálódik a retikulum-membránba, 
2. a transzlokáció csak a szintézissel egyidőben történik, 
3. az ovalbumin limitált proteolízisével a molekula közepéből egy „szig-

nál-ekvivalens szekvencia" nyerhető, 
4. pre-prolaktin transzlokációjával a naszcens ovalbumin, a denaturált 

ovalbumin és az ovalbumin szignál-ekvivalens peptidje egyaránt 
kompetái , ugyanakkor a transzlációját befejezett ovalbumin inaktív. 
Szintén nem kompctál a pre-prolaktinnal az érett bovine szérum 
albumin (ebben már nincs meg a szignál szekvencia). 

Az ovalbumin esete lehetőség arra, hogy könnyen és olcsón lehessen elő-
állítani „szignál peptidet", ami affinitási módszerek és kompetit ív gátlási kine-
tika révén a szignál-peptid receptor és esetleg a peptidáz izolálására is alkal-
mas. 

3. A transzlokáció mechanizmusára vonatkozó egyéb hipotézisek 

A szignál hipotézis mellett már más elképzelések is vannak a transzloká-
ció mechanizmusára. A , ,ß-transzorpeios hipotézis'''' ( S T E I N E R ( 6 0 ) ) szerint A 

szignál peptiddarab belépve a hidrofób membránrégióba,/?-szerkezetet vesz fel, 
intrarnolekuláris kötéseket hozva létre egy vagy két integráns membránfehérje 
polipeptid láncával. A prepeptid növekedésével hurokszerű alakot öltve, átéri 
a membránt, a szignál peptidáz pedig elbontja a megfelelő kötést . 

Prokarióták ektoprotein szintézisére I N O U Y E ( 1 8 ) állított fel tetszetős 
elképzelést, a „hurok-modellC. Mivel a prokariótáknak nincs retikulumuk, a 
riboszómák közvetlenül a sejtmembrán citoplazmatikus felszínén kötődve szin-
tetizálják az exportfehérjéket. 

A szignál-szekvencia N-terminális néhány bázikus aminosavja a memb-
rán negatív töltésű citoplazmatikus felületéhez kötődik, a növekvő hidrofób 
peptiddarab egyszerűen benyomul a membránrétegbe. A membrán külső olda-
lára érve prolin, vagy glicin következik a transzlokálódó peptidláncban, majd 
újra hidrofób aminosavak a lánc megtörik, és hurokszerűen visszahajlik 
a membránba. I t t vágja el a láncot a szignál peptidáz. A peptidlánc a membrán 
citoplazmatikus oldaláról most már a külső membrán felé nyomul . Ebben a 
hipotézisben nem szerepel tehát „szignálpeptid-receptor", a prepeptid közvet-
lenül a membrán lipidfázisával lép kapcsolatba. Ez a felfogás tükröződik von 
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H E I J N E (27) ,,direkt transzfer modell"-jében, amely a fehérje transzlokációt 
fiziko-kémiai jelenségek alapján, a szignál-szekvencia és a membrán lipoid] 
vázának közvetlen kölcsönhatásával magyarázza. Feltételezi , hogy a hidrofób 
környezetben a prepeptid tz-helix konformációt vesz fel , ami energetikailag ked-
vezőbbé teszi a kevésbé hidrofób oldalláncok penetrációját is. Ezek transzloká-
ciós igényét a riboszóma megkötésekor felszabaduló energia fedezné, de erősen 
töltött láncok a membránon rögzült riboszóma leválását is okozhatják. Ez 
esetben a transzlokáció is befejeződik. Termodinamikai számításai szerint, 
ilyen módon nem túlságosan hidrofil peptidláncok átjuthatnak a membránon, 
a töltéssel rendelkezők esetleg a riboforinokkal történő H-hídkötés, v a g y egyéb 
kölcsönhatások révén (rokonság a /З-transzorpciós modellel). A modell meg-
könnyíti elképzelnünk az alacsonyabb evolúciós fokon levő élőlények fehérje-
transzportját, ahol specializált struktúrák még nem alakultak ki. A modell 
hibája, hogy bár a membránba transzlokált peptidlánc a-helix vagy /S-lemez 
szerkezetének energiaviszonyaira vonatkozóan nincsenek közvetlen mérési 
adatok az irodalomban, valószínűbb, hogy a /5-szerkezet hidrofób környezetben 
több kölcsönhatást képes kialakítani, tehát stabilabb. Másrészt, egy i lyen 
transzlokáció elvileg csak riboszóma-kötő fehérjéket igényel, amelyek kevéssé 
maleimid érzékenyek, és a transzlokáció SH reagens-érzékenységét a direkt 
transzfer modell nem magyarázza. 

Összefoglalóan megállapíthatjuk, bogy a szekrécióra kerülő fehérjék és 
a membrán-asszociált fehérjék transzportjának jellegzetességei az illető fehérje 
struktúrgénjében egyértelműen meghatározottak. A szignál-hipotézis megfe-
lelő rugalmassággal kezelve alkalmas azon fo lyamatok részletes magyaráza-
tára, hogyan kerül a szintetizált polipeptid az endoplazmatikus retikulum 
lumenébe, ill. megfelelő pozícióban és orientációval membránjába. Egyelőre 
nincs azonban konkrét elképzelésünk arra, hogy mi lyen folyamat során jutnak 
a retikuluinba transzlokálódott polipeptid-láncok a transzlokáció helyétől a 
Golgi-komplexbe kerüléshez kedvező membránszegmensekhez. Egyszerű dif-
fúzió valószínűleg nem elegendő erre, mivel a retikulumból a Golgi-komplexbe 
irányuló fehérjetranszport akkor is fennmarad, ha cikloheximiddel a fehérje-
szintézist gátoljuk és ezáltal a „koncentrációgradiens" csökken. A további 
transzportlépések közöt t több energiaigényes lehet: a Golgi-készülékbe, majd 
ennek különböző származékain keresztül a sejtmembránhoz, ill. az extracellu-
láris térbe. Ezeknek a folyamatoknak a részleteit azonban egységes elképze-
lésbe egyelőre nem lehet foglalni. 
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