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Az eukariota sejtek kompartmentalizacidja

A baktériumokkal ellentétben, amikben csak egyetlen intracellularis
kompartment van, az eukariotdkban funkcionélisan killénb6zo és
membrannal korilhatarolt kompartmentek sokasaga van: az
organellumok sajat enzimkészlettel rendelkeznek. A kompartment
belsejét lumennek nevezziik.

Kérdések, amiket targyalunk:

1. Mi torténik az organellumokban?

2. Hogyan mozognak a molekuldk koztik?
3. Hogyan keletkeznek és maradnak fenn?

Az organellumokban a proteinek:

1. jellegzetes reakciokat katalizalnak,

2. molekulékat visznek ki és be,

3. és az organellumok fellleti markerei is.

Minden fehérjének a szintézise azonban a citoszolban kezdddik, mieldtt a
specifikus kompartmentbe kertl (kivétel: a szemiautondm organellumok
néhany fehérjéje).

A membranokon alapvetd fontossagu biokemiai folyamatok jatszédnak
le: lipid bioszintézis, oxidativ foszforilacio, fotoszintézis, sth. Az
intracellularis membranok funkciondlisan specializalt részeket hoznak
létre a sejt szdmara. Mivel az igy létrejott organellumok membran
hataroltak, ezért specifikus transzport kell mindegyiknek. Az
organellumra jellemz6 (specifikus) fehérjéknek is oda kell jutniuk
valahogya megfeleld organellumhoz, és bejutni a belsejébe.

Az eukariota sejt fo intracellularis kompartmentjei

Sejtmag (nukleusz): DNS és RNS szintézis folyik benne. A sejtmagot a
citoplazma veszi korul, ami citoszolra és az organellumokra oszlik. A
citoszol a sejttérfogat kb. felét teszi ki.

Endoplazmas retikulum (ER): labirintus; a membran felilet fele itt van.
Sok riboszéma van rajta. Ezek a riboszémak készitik:

1. az integrans membranfeherjéket,

2. és azokat az oldhato fehérjeket, amik mas organellumba mennek.



Alapvetd kulénbség van abban, hogy hogyan megy egy fehérje az
ER-be vagy maés citoplazmas organellumba:

1. mas organellumba a kész fehérje megy,

2. az ER-be viszont a szintézis alatt transzlokalodik a fehérje.

Az ER késziti a lipideket is a sejt tobbi része szaméra, és emellett Ca**
raktar is.

Golgi apparatus = lapos Golgi ciszterndk dsszessége: lipideket és
fehérjeket kap az ER-t6l, és altaldban kovalens mddositas utan szétosztja
azokat.

Mitokondrium és kloroplaszt: funkciojuk az ATP termelés.

Lizoszoméak: emeésztd enzimek vannak bennik:

1. makromolekulékat,

2. intracellularis organellumokat,

3. endocitozissal bekebelezett dolgokat (ezeknek eldbb az endoszoma-
nak nevezett kompartmenten kell atmennitik) esznek meg.

A peroxiszomak (mikrobodies) oxidativ folyamatokat végeznek.

Az organellumok minden sejtben ugyanazt a funkciot toltik be, de az
egyes organellumok mennyisége sejttipusonként valtozo. Az
intracellularis kompartmentek a sejttérfogat felét adjak, és az ER
membran pedig 12-25- sz6rdse a plazmamembrannak.

Az intracellularis kompartmentek topologiaja evoluciés szempontbdl
(ezt a bekeretezett részt mar az év elején az evollcional emlitettem)

Lineéaris dimenzidban az eukariota sejt 10-30-szor nagyobb, mint a
prokaridta. Térfogat alapjan viszont 1000-10.000-szer nagyobb. Az
intracellularis membranok az F/V arany romlasat hivatottak helyre allitani
(emlékezziink az alapvetd membran folyamatokra).

A baktérium citoplazmamembranja multifunkcionalis, mig az
eukariotaknal a kilonbdzd membranfunkciok kilonb6zd membranokba
kerultek. Tehat a belsd membranok kialakulasa egytt ment a membran
funkciok specializlasaval.

Az invaginacié utan leszakadt kompartment belseje (lumen) a sejt
kilsejével azonos: ez igaz az ER, Golgi, endoszoma, lizoszéma esetében.




Ezek egy csaladot alkotnak, és a belsejuk kommunikal egymasal és a sejt
kilsejével.

A baktériumokban a plazmamembranon riboszomék vannak, és talan
azert van az ER-en is, mert az abbdl ered (szarmazik).

A baktériumokban a kromoszoma a citoplazmamembranhoz kétddik. Az
eukariota kettds magmembran a plazmamembran invaginaciéjaval
johetett Iétre. A nuklearis kompartment ekvivalens a citoszollal, és
ezert mitdzis alatt, amikor a magmembran lebomlik, tartalma a
citoplazmaval keveredhet (ez mas organellumnal soha sincs igy). A 2
membran kozti rész pedig a sejt kilsejével azonos és folytonos az ER-rel.

A mitokondriumok és kloroplasztok: sajat genomjuk van; belsd
membranjuk a bekebelezett baktérium membranja, és a lumenjik annak
citoszolja. Ez magyarazza, miért nem vesznek ezek részt az intenziv
vezikularis forgalomban, ami a protoeukariota citoplazmamembranjabél
szarmaz6 membrannal boritott organellumokat (ER, stb.) jellemzi.

Mindezek alapjan 5 csoportba soroljuk az intracellularis
kompartmenteket:

1. nukleusz és citoszol: nuklearis porusokon keresztiil kommunikélnak;
2. szekrécios folyamatban résztvevok: ER, Golgi, endoszoma, lizoszoma,
és transzport vezikulumok;

3. mitokondriumuk;

4. plasztidok;

5. peroxiszoOmak.

A proteinek kilénb6zd moédon mozoghatnak a kompartmentek
kozott

A citoszolban szintetizalt proteinek sorsa attol fligg, hogy a szekvenciajuk
tartalmaz-e, és ha igen, akkor milyen szortirozé szignalt, ami kijuttatja
Oket a citoszolbal.

A legtbbb fehérjének nincs ilyen szignal szekvencidja, ezért a citoszolban
marad. A proteinek alapvetden 3 kiilonb6zd mdédon mehetnek egyik
kompartmentbdl a masikba:

1. Kapu transzport: a topolégiailag ekvivalens kompartmentek (pl.
nukleusz és citoszol) kozoétt: nuklearis porus komplex.




Nuklearis porus komplex = egy szelektiv kapu, ami specifikus
makromolekulakat beenged, vagy kis molekulékat.

2. Transzmembran transzport: topologiailag kilonbdz6 részek kdzott
membran kotott protein transzlokator katalizélja. A molekulanak
kitekeredettnek kell lennie, hogy ebben részt vehessen. Pl. ER-be és
mitokondriumba térténd transzport a citoszolbol.

3. Vezikularis transzport: transzport vezikulum szallit. Cargo-val
feltoltddik az egyik kompartmentben, és egy masikba dril. Pl. oldhato
proteinek széllitdsa az ER-b6l a Golgiba. A protein nem megy
membranon at, tehat csak topologiailag ekvivalens kompartmentek
kozott.

Mind a 3 protein transzfer szortirozo szignallal iranyitott folyamat. Ez a
molekulan van, és kell egy receptor, ami ezt felismeri.

Szignal peptidek és szignal foltok
Kétfele szortirozod szignal van.

1. Szignal peptid: folyamatos aminosav szekvencia, 15-60 tagbol all. Ez
gyakran levagddik a transzport folyamat végén egy szignal peptidaz
altal, de nem mindig. Hasznalata: citoszolbdl az ER-be, mitokondriumba,
kloroplasztba, peroxiszomaba, nukleuszba, protein visszatartas az ER-
ben.

2. Szignal-folt: 3 dimenziés struktura a feltekeredett protein feldiletén.
Nem szomszédos oldallancoktol valo. A Golgi-bol a lizoszomaba térténd
transzportnal hasznalt mechanizmus.

Kulénbozd célallomasokhoz kiillénb6z6 szignal peptid tartozik.

1. Transzport az ER-be: N-terminalison 5-10 hidroféb aminosav. Ezek
legtdbbje a Golgi apparatusba megy majd.

2. Visszatartas az ER-ben: specialis 4 aminosav a C-terminalison.

3. Mitokondrium: pozitiv toltésh és hidroféb aminosavak valtakozasa.
4. PeroxiszoOma: C-terminalison 3 aminosav.

5. Nukleusz: a fehérje kdzepén pozitiv toltést aminosavak.

A szigndl peptidek jelentdségének felismerése: ha az ER szignél peptid
kodjat egy citoszolos protein génjének elejére tették, akkor a fehérje
bement az ER-be.



A sejtek nem tudjak az organellumokat de novo szintetizalni.
Molekulak transzportja a nukleuszba és onnan kifelé

Sejtmag membran (nuclear envelope): 2 koncentrikus membran,
folyamatos az ER-rel. A 2 membran protein 0sszetétele eltérd, jollehet
folyamatosak. A belsd membranhoz két a lamin. A kiilsd membran az ER
membranhoz hasonlit (riboszémak is kotnek hozza): az itt szintetizalt
fehérjék a perinuklearis térbe kerllnek (ER-rel folytonos).

Kétiranyu (bidirekcionalis) forgalom van a nuklearis membranon at:
1. hisztonok, DNS- és RNS polimeraz, gén szabalyozo fehérjék, stb.
befelé;

2. tRNS-ek és mRNS-ek kifelé mennek.

Az import és az export is szelektiv: mRNS-ek csak modifikacid utan
jonnek Kki.

Gyakran a transzport komplex: riboszoma fehérjék bemennek,
0sszeéllnak riboszoma részecskéve, igy jonnek ki.

Nukleéaris porusok perforaljak a nuklearis membrant

A nukleéris porusok: nuklearis pérus komplex (molekulatdmege = 125
millig; 100 fehérjébdl all); oktagonalis szimmetria. Molekularis szita:
minden pérusnak 1 vagy tébb nyitott vizes csatornaja van. Vizoldhat6 kis
molekulak szabadon diffundalhatnak be rajta.

A nukleéris transzport mérése: az afrikai karmosbéka (Xenopus)
oocitajanak citoszoljaba injektaljak a molekulat, és mérik, mikor jelenik
meg a nukleuszban. A kis molekulak és az ionok szabadon vandorolnak
be, s6t még nem nukleéris, globularis feherjék is. Az adatok alapjan a
szabad diffuzio csatorndja 9 nm atmérdji (ami 60.000 molekulatémeg
anyagot enged maximum &t), és a hossza 15 nm. Az ennél nagyobb
molekulak nem mehetnek diffuzidval at; a riboszéma merete 30 nm, tehat
minden riboszoma a citoszolban marad. De hogy jon akkor ki a
sejtmagbol? Es hogy mennek be a 100.000-nél nagyobb témegd nuklearis
fehérjék?

3000-4000 pdrus van a magmembranon. A DNS szintézis alatt 100
hiszton molekula megy be porusunkeént és percenkeént.



Nuklearis lokalizacios szignal (NLS) jellemz6i:

1. csak a nuklearis proteineken van;

2. barhol a szekvenciajukban;

3. rovid szekvencia (4-8 aminosav);

4. valtozd, de sok pozitiv toltésa (lizin és arginin) aminosav, gyakran
prolin is;

5. gyakran 2 darab 2-4 aminosavbol all6 részre oszlik, és ezeket 10
aminosav valasztja el;

6. ha egy citoplazmas fehérje N-terminalisara teszik, akkor az a
nukleuszba megy.

A transzporthoz ATP sziikséges; ATP hianyaban nuklearis molekulak
megrekednek a pdérusoknal, és nem jutnak be. A nuklearis transzport
soran a fehérjek feltekeredve mennek &t a poruson, ami kiilonbozik a
tobbi kompartmentbe torténd transzporttol.

A nuklearis membran szétesik a mitozis alatt

A nuklearis lamina a lamin fehérjék kétdimenzids halozata. A laminok
intermedier filamentumok, és alapvetd szereplk van a nukledris membran
alakjanak es stabilitasanak meghatarozasaban. A nukleédris membran
belso felliletén 30-100 nm vastag réteget hoznak létre: nuklearis lamina
koti 6ssze a membrant a kromatinnal.

A nukleéris membran a profazisban eltdnik (kis vezikulumok lesznek), és
ekkor a laminok depolimerizalodnak. Ezt alapvet6en foszforilezddésiik
okozza. A lamin depolimerizécié feltehetden sziikséges a
sejtmagmembran széteséséhez. A nuklearis membran porusainak
komplexei komponenseikre esnek szet. A magmembran pedig
vezikulumokra esik szét, a mag tartalma pedig a citoplazmaba Grul.

Telofazis alatt a kromoszémak dekondenzalodnak, és a nuklearis
Osszeszerelés megindul. Kis nuklearis membran vezikulumuk fuzionalnak
a szetszort kromatin korul. A laminok repolimerizalodnak, amit
defoszforilezddésuk okoz. A nuklearis membran Gjra 6sszeszerelése
kétlépéses folyamat:

1. elBszor az egyedi kromoszomak korul all 6ssze a membran,

2. ezek fuzidja révén egy interfazisu nukleussza alakul.

A dekondenzalt kromatin inditja meg a nuklearis membran 0sszeallasat.



A nukleéris lokalizaciés szignal a transzport utan nem vagodik le,
feltehetden azért, mert a fehérjéknek Gjra kell importalédniuk minden
mit6zis végén. Ez jellegzetes sajatsag, mert a tobbi organellumba, ha
egyszer bement egy fehérje, akkor ott is marad.

Az NLS inaktivalhato foszforilezéssel, amit az MPF is okozhat.
Protein transzport a mitokondriumba és kloroplasztba

Kettds membrannal rendelkezd organellumok, amiknek sajat DNS-ik és
riboszomaik vannak, de ennek ellenére a proteinek tébbsége a
citoplazmabadl jon.

Szubkompartmentjeik (ismétlés):

Mitokondrium:

1. matrix,

2. intermembran teér.

Kloroplaszt:

1. matrix,

2. intermembran ter,

3. thylakoid tér (thylakoid membran zarja koral).

Az organellumban kddolt fehérjék tébbsége a belsé membranban
(mitokondrium) vagy a thylakoid membranban (kloroplaszt) van.

Transzport a mitokondrium matrixba

A citoszolban val6 szintézis utan 1-2 perc mulva megy be a fehérje ebbe
az organellumba.

Mitokondrialis prekurzor fehérjék: N-terminalisukon 20-80
aminosavbdl allé szignal peptid van. Van eset, hogy ez 12 aminosavra
rovidithetd. A szignal peptid a bemenet utan gyorsan levagodik.

Sejtmentes rekonstituélt transzport rendszer: nemcsak ATP kell a
transzporthoz, hanem elektrokémiai gradiens is (ionoférok ugyanis
ledllitjak az importot).

Az import kétlépéses folyamat:

1. A receptorhoz vald kotddés eés az N-termindlisu szignal peptid
bejuttatdsa: alacsony hdmérséklet nem allitja le, és membran potencialt
igényel.



2. A protein maradék részének bejuttatasa: ATP igényes és alacsony
hdmérséklet gatolja.

Elektronmikroszkopos felvételeken kapcsolddasi helyek lathatok, ahol a
2 membran dsszetapad: prekurzor proteinek itt mehetnek at, mert
egyszerre atlépik a 2 membrant. A 2 membrannak kulon
transzlokatora lehet, de kapcsoltan mikddnek.

A mitokondriumba csak fel nem tekeredett fehérje mehet be

“Chaperone” fehérjék: a citoplazméasok neve = chaperonin (hsp70).
Hozzakotnek a késziild proteinhez, és nem engedik feltekeredni, mieldtt a
transzlokatorhoz ér. A disszociaciojuk a proteinrdl pedig ATP igényes
folyamat. Elesztd hsp70 mutansaban a proteinek nem mennek a
mitokondriumba.

A mitokondriumban is “chaperone” fehérjék fogadjak a proteint. A nem
feltekeredett proteinekhez kotnek ezek is, és csak ATP hatdsara engedik
el. Ez hGzhatja be a fehérjét a mitokondriumba.

A mitokondrialis belsd membranba és intermembran térbe kerild
proteineken 2 szignal van

Valami meg kell akadalyozza, hogy ezek a fehérjék a méatrixban kossenek
Ki.

Belsd membran proteinek:

1. eset: egy hidrofob szignal szekvencia van az N-terminalison az elsd
szignal szekvencia utan. Amikor a protein bement a matrixba, és az elsd
szignal szekvencia levagadik, akkor ez a masodik hidroféb szekvencia a
membranba viszi vagy azon at (Id. lentebb).

2. eset (stop - transzfer Gtvonal): be se megy a fehérje a matrixba. A 2
transzlokator szétkapcsolddik. A hidrofob szekvencia eléri a belsd
membran transzlokatorat, és azon keresztiil a transzport leall. Ezért a
fehérje csak a kiilsé membranon hizdédik at.

Intermembran tér proteinjei: a fenti 2 eset egyikével jonnek, és csak az
a kilonbség a belsé membran fehérjekkel szemben, hogy a 2. szignal
szekvencia levagddik réluk.

Transzport a kloroplasztba



Az alabbiakban hasonlit a mitokondrialis fehérje transzportra:
1. transzlacié utan kdvetkezik be (poszt-transzIlacios),

2. energia igényes,

3. amfipatikus szignal az amino-terminalison,

4. a szignal levagodik a bejutott fehérjéral.

Alapvetd kilénbség, hogy nem hasznél elektrokémiai potencidlt, csak
ATP-t.

A szignalok hasonlok ugyan, de pl. névényi sejtben, ahol mitokondrium
és kloroplaszt is van, a szignal szekvencidk mégis megkulénboztetddnek.

Transzport a thylakoid-membranba vagy -térbe: a protein belép a
sztromaba, ahol a sztroma szignal peptidaz levagja az amino-terminalist.
Ezutan egy masik an. thylakoid szignél peptid (hidrofob) szekvencia
van, ami bejuttatja a fehérjét a thylakoidba vagy annak membranjaba.

PeroxiszOmak

Szimpla membrénjuk van, és nincs sem DNS-iik, sem riboszomajuk.
Ezért minden proteinjuk kintrdl jon szelektiv importtal. Minden
eukariota sejtben megtalalhatok. Oxidativ enzimeket tartalmaznak
nagy koncentrécioban: katalaz, urat oxidaz.

Alapvetd szerepdk van az O,-fogyasztasban. Elképzelés az evolucids
eredetukrol: 6si organellum abbdl az iddbdl, amikor az O, megjelent.
Védte az elsd eukaridtakat az oxigén karos hatasatél. A mitokondrium
megjelenése ATP termeléses O,-fogyasztast eredményezett, ami sokkal
hatékonyabb, mint a peroxiszomas. Csak olyan funkciojuk maradt, ami
nincs a mitokondriumban meg.

Tipikus peroxiszémas reakcio:
RH, + O, ----- >R + H,0,

A katalaz a képzddott peroxidot mas szubsztratok (fenol, hangyasav,
formaldehid, alkohol) oxidalasara hasznalja:

H,0, + R’H, --—--> R’ + 2 H,0
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Ez a majban és vesében igen fontos. Az alkohol 1/4-e (annal, aki pial) igy
oxidalodik acetaldehiddé. Ha a H,0, feleslegben keletkezik, akkor a
katalaz azt igy is el tudja bontani:

2 H,0,----->2H,0 +0,

A peroxiszomak fo funkcidja a zsirsavak p-oxidacioja. Allati sejtekben ez
a mitokondriumban és a peroxiszémaban megy, de élesztdben csak a
peroxiszémaban.

A peroxiszomak a sejt valtozo kornyezeti feltételeihez alkalmaszkodnak:
példaul az élesztd glukdzos tapoldatban kis peroxiszomakat hoz létre, mig
metanolon vagy zsirsavakon nagy peroxiszomak képz6dnek (a metanol
vagy zsirsavak oxidaciojara).

Novenyekben is fontosak és 2 tipusuk van:
1. levelekben: fotorespiraciot végeznek;
2. glioxiszéma: csirdzé magvakban a tartalék lipidbdl cukorszintézis
(glioxalat ciklus):
2 AcCoA ----> Szukcinét

A szukcinat kimegy a glioxiszomabdl, és glikdzza alakul.
Allati sejtekben nincs glioxalat ciklus !!!

A peroxiszomaba ker(l6 fehérjék szignal szekvenciaja a C-terminalison 3
aminosav.
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Endoplazmas retikulum

Minden eukaridta sejtben megtalalhatd, es membranja a 6ssz membran
felulet tobb mint felét teszi ki. Elagaz6 tubulusokbol és lapos zsdkokbol
all, melyek mindannyian ssze vannak kotve egymassal, és igy
folyamatos belsd terlik van, aminek ER lumen (ER ciszternalis tér) a
neve. A sejttérfogat 10%-at teszi Ki.

Kdzponti szerepe van a protein és lipid szintézisben

Az ER membranjan szintetizalodik az ER, Golgi, lizoszémak,
endoszomak, szekrécios vezikulumok es a plazmamembran minden
transzmembran fehérjéje, valamint a szekrécios proteinek, és a
mitokondrialis, peroxiszémas lipidek.

Az ER szintézis kdzben kétféle proteint importal a citoplazmabdl:

1. transzmembran proteineket, amik az ER membranjaba épulnek be,

2. vizoldhat6 proteineket, amik pedig a lumenjébe kertlnek.

Szignal peptid iranyitja a proteineket az ER-hez. A kétféle protein tovabbi
sorsa azonban eltérd (Id. késdbb).

A protein import az ER-be ko-transzlaciés mechanizmussal megy:
egyutt megy a szintézissel. Mar transzlokalodik, amikor meg
szintetizalddik. Ezért a fehérje nincs a feltekeredés veszélyének kitéve, és
“chaperone”-okra sincs sziikség. Méas organellumokba (sejtmag,
mitokondrium stb.) a protein transzport poszt-transzlacios
mechanizmussal kerdl.

A fehérjét szintetizalo riboszéma az ER membranhoz két, és igy
keletkezik a durva felszinG (rough) ER (RER).

A riboszomak keét csoportja

1. Membran kotott riboszomak: a szekrécids, az integrans ER, a Golgi,
a plazmamembran és a lizoszomaés fehérjeket szintetizaljak. Ezek a
fehérjek az N-terminalisukon olyan szekvenciakat tartalmaznak, ami a
riboszomat az ER-hez iranyitja, és annak membranjahoz kot. A
szintetizal6dé fehérje megy at a membranon a szintézis alatt.

2. Nem kotott riboszomak: egyreészt a citoszol fehérjéit (pl. glikolitikus
enzimek), és a legkiilsé membranfehérjéeket (pl. spektrin) szintetizaljak.
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Ezek a fehérjék a citoszolba kerlilnek, és ott mas fehérjékkel (pl. aktin és
tubulin egymassal) vagy membran proteinekkel kapcsolédnak (pl.
spektrin).

Ezek szintetizaljak a nuklearis DNS altal kodolt mitokondrialis és
kloroplaszt fehérjéket, valamint a sejtmag és peroxiszéma (glioxiszéma)
lumen fehérjéit is. A szintézis a citoszolban jatszodik le, az organellumok
specifikus felvevd rendszere felismeri 6ket a szignal szekvenciajukon
keresztul, amik az organellumba térténd bekerdilés utan levagddnak.

A kotott és a szabad riboszomak strukturalisan és funkcionalisan
azonosak, és csak a szintetizalt protein tekintetében kilénb6znek

Ha egy riboszéma egy ER szignallal rendelkez6 proteint kezd csinélni,
akkor az ER-hez kot, s6t az egész poliriboszoma odakot. A riboszoma
csak akkor szabadulhat ki, ha a 3* végnél végzett az mRNS-sel, de az
MRNS a tdbbi riboszémaval tovabbra is kétve marad.

Az ER-nek azonban van riboszdma mentes része is = sima felszinG
(smooth) ER = SER. A SER igen kifejezett néhany sejttipusban, foleg
azokban, melyekben intenziv lipid metabolizmus folyik.

PI. maj hepatocyta sejtjei: egyrészt lipoproteinek lipid részét készitik,
masrészt lipid oldékony drogokat detoxikalnak. Ez utobbi folyamat a
citokrém P-450 enzimeivel megy: vizoldhatatlan anyagokat vizoldhatéva
tesz, hogy ki tudjanak Grdlni. Ha pl. valaki ilyen tulajdonsagu gyégyszert
szed, akkor a SER néhany nap alatt megduplazddik a méj sejtjeiben.

Az ER tovabbi funkcidja a Ca®* raktarozas: pl. az izomsejtekben oriési
SER van, aminek neve: szarkoplazmas retikulum. Ca-ATP-azzal
koncentrélja a Ca**-t és a Ca”" kiszabadulasa az ER-bdl a kontrakci6
szignalja.

A RER és SER centrifugaléssal szeparalhato

Szdvet és sejt homogenizalas soran az ER szétesik és kis (~ 100 nm
atmérdja) zart vezikulumokka all 6ssze: mikroszomak.

A RER-b0I a durva (rough) mikroszéma lesz: riboszomék a kiilsé
felszinen; protein és lipid szintézisre és protein glikozilalasra képesek.

A riboszéma nélkili mikroszéma frakcio = sima mikroszoéma: eredhet
SER-bdl, Golgi-bdl, endoszomabdl, mitokondriumbal.
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Tehat a sima mikroszoma nemcsak a SER-b6I eredhet. Ez aldl a szabaly
alél a majsejtek a kivételek, mert azokban olyan sok a SER.

A durva mikroszoméanak nagyobb a slr(sége, és egyensulyi
centrifugalassal szeparalhatd a simatol. A durva és sima mikroszomak
fehérje Osszetétele azonban hasonl6 a majsejtekben, de nem azonos
(mashol nem szabad 6sszehasonlitani, Id. fent).

Szignal hipotézis
(ezt a bekeretezett részt mar a Mikrobidlis Fiziologian targyaltuk a
baktérium sejtfelszini fehérjeinek szintézisénél)

1970-ben az ER-be transzportalddé proteineknél fedezték fel. A “kulcs
Kisérlet” egy in vitro fehérje szintézis volt:

1. Mikroszoma nélkul nagyobb (hosszabb) fehérje keletkezik, mint a
sejtek altal szekretalt fehérje. A kiilénbség a két fehérje hosszaban a
vezetd (leader) peptid annak az N-terminalisan.

2. Mikroszoma jelenlétében is a rovidebb fehérje keletkezik, es a
szekrécids proteinek proteadz rezisztensek lettek (mert bementek a
mikroszémaba).

Konklazio (szignél hipotezis): a szignal peptid vagy vezetd szekvencia
levagodik a szignél peptidaz altal az ER-ben.

SRP & SRP receptor

Két komponens felelds az ER szignal peptiddel rendelkezd fehérjek ER
membranhoz valo vezetéseert:

1. Szignal-felismerd részecske (SRP): ciklizal az ER membrén és a
citoszol kozott. Felfedezése: durva felszin( mikroszoma frakcio
feluletérdl (séval) lemosott fehérjék kdzott azonositottak: 6 fehérjébdl és
egy 300 nukleotidbdl all6 RNS-bdl all. Kotdhelyei: szignalpeptid
kotBhely, SRP receptor kétbhely, transzlacids szlinet domén.

Funkcioi:

1. Az SRP kozvetiti a szignalszekvencia és az ER membran
kapcsolodasat;

2. Sejtmentes rendszerben kb. 70 aminosav utan lellitja a fehérje
szintézisét (nincs jelen ER membran). Ezt a P9/P14 alegységei okozzak.
A nagyobb alegysegei a szignal szekvenciat ismerik fel.
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2. SRP receptor (dokkolo fehérje): az ER membranban van.
A proteinek bejutasa az ER-be

Megkezdddik a fehérje szintézise, amikor a polipeptid 70 aminosav
hosszU, és a szignal szekvencia megjelenik (30 aminosavat a riboszéma
ugyanis elfed). A szignal szekvencia 16-30 aminosav: 1-2 pozitiv téltésa
aminosav az N-terminalishoz kodzel, amit 6-12 db hidrofob kdvet. A
szigndl felismerd fehérje (SRP) hozzakot a szignal szekvenciahoz. Az
ER membréanban elhelyezkedd SRP receptorhoz kétnek mindannyian. A
szignal szekvencia belemeril a membranba, es kot a szignal szekvencia
receptorral. Az SRP és az SRP receptor disszocialnak. A szignal
peptidaz (az ER lumenben) levagja a szignal peptidet, és a szignél
szekvencia receptorral egydtt disszocial. Az elongacio6 folytatodik. A
szignal szekvencia nem lesz tehat rajta a kész fehérjen.

A fehérje nem tekeredik fel, amig el nem éri az ER lument. Ma mar
tudjuk, hogy néhany fehérje a szintézise utan (poszt-transzlaciosan)
is be tud menni az ER-be.

Hogyan megy at a fehérje a membranon ?

Sokaig igen vitas volt, hogy protein csatornan (protein transzlokator)
keresztul vagy kozvetlenul meril bele a lipid kettds rétegbe.

Evidencia a transzlokatorra: normalisan a porusok tele vannak naszcens
fehérje lancokkal. A puromycin nev( antibiotikum azonban leéllitja a
protein szintézist, és a fehérje ledisszocial a riboszémarol. llyenkor
ionaram detektalhat6 a porusokon at. Ha nagy koncentracioju soval
lemossak a riboszomat, akkor a porus becsukédik. Tehat a pdrus
dinamikus, és a riboszoma jelenléte nyitja.

Az N-termindlist ER szignal kettds funkcioju:

1. Az ER-hez irdnyitja a proteint;

2. Start transzfer szignalt képez: a transzlokacios apparatushoz marad
kotve a transzfer alatt, mikdzben a protein bujik at. Ha a feherje C-
termindlisa is bement, akkor levagodik.

Nem minden ER szignal N-terminalisu (ld. késdbb a transzmembran

proteineknel). Nem a szignal peptidet ismeri fel a szignal peptidaz,
hanem egy amellett 1év6 hasito helyet. Ha az ER szignal nem az N-

15




terminalison van, hanem beljebb (internalis), akkor nincs a szignal
peptidaznak felismerési helye, és ezért a szignal peptid nem vagodik le.

Transzmembran proteinek szintézise

A membran proteinek szintézise komplikaltabb, mint azoké, amik az ER
lumenjébe keriilnek.

Az egyszeres transzmembran szegmenst tartalmazo proteinek
szintezise

3 eset lehetseges:
1. eset: a C-termindlishoz kozelebb esd szakasz szintéziséig ez a modell
ua. mint az oldhato (szekrécios) feherjéké. De amikor egy kb. 22
aminosavbdl allé hidroféb stop-transzfer szekvencia keril a
membranba, akkor az megakadalyozza, hogy a fehérje tovabb menjen. A
riboszoma ledisszocidl a membranrdl, és a citoszolban folytatja a C-
termindlis szintézisét. Ha a stop transzfer szekvenciat eltavolitjak, akkor a
fehérje szekrécios lesz.

A masik ket esetben: az ER szignal peptid most internalis. Két az SRP-
hez és start transzfer szignalkent mukodik. A transzlokacio befejeztével
a szignal a membranban marad mint a-hélix, mert nem vagodik le.
Kétféle orientacidban is kothetnek a transzlokacios apparatushoz, és ez
hatarozza meg, hogy az N- vagy a C-terminalis kertl-e a lumenbe (ezért 2
eset).

A membrant tébbszordsen atszeld transzmembran fehérjék

Ezek tobbszor atszelik a membrant, és egy belsd szignal szekvencia a
start-transzfer szigndl, ami inicializalja a transzlok&ciot, amig egy stop-
transzfer szignal meg nem jelenik.

A legegyszerubb esetben, amikor a fehérje kétszer szeli &t a membrant,
akkor az elsd szekvencia bemeriti a membranba, a masodik pedig nem
engedi tovabb atbajni, és kész.

A membrant tobbszordsen atszeloknél a stop transzfer altal leéllitott
atbujast a membranon egy Ujabb belsd start-transzfer szekvencia Ujra
inicializalja.

Hogy egy hidrofob szekvencia start vagy stop transzfer-e, azt a
lokalizacioja donti el a fehérjén. Az SRP az N-terminalisrol kezdve kezdi
figyelni a fehérjét. Az elsd hidrofob szekvencia a “reading frame”
kezdete,
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Mivel a fehérje mindig a citoplazmabdl megy az ER-be, ezért egy adott
polipeptid mindig egyforman épul be, és az ER asszimmetrikus lesz.

Proteinek feltekeredése az ER lumenben

A legtdbb protein csak atmenetileg tartozkodik az ER-ben, és mennek
tovabb. Vannak azonban ER rezidens proteinek. Ezeknek ER retencios
szignaljuk van (4 aminosav a C-terminalison). Ha ezt eltavolitjak, akkor
a fehérje szekretalddik a sejthdl (ez ugyanis az ER-be kertilt fehérjék
alapesete és ehhez nem kell szignal). Ha pedig egy szekrécidsba teszik ezt
az ER visszatartasi szekvenciat, akkor az az ER-ben marad.

Az ER-ben tartozkodd fehérjék legtdbbje mas fehérjék feltekeredését
katalizalja:

1. Protein diszulfid izomeraz (PDI): szabad -SH-k oxidaciojat
katalizalja diszulfidda. A diszulfid hidak a fehérjék harmadlagos és
negyedleges struktdrajanak, stabilizalasanak legfontosabb eszkdzei. Ha
tobb -SH van a fehérjében, akkor a megfeleldknek kell kapcsolédniuk.
Citoplazmas proteinek nem csinalnak S-S hidat, mert a redukalo erd tul
nagy a citoszolban.

Eukaridtakban az 6sszes S-S hid az ER-ben képzddik, gyakran a szintézis
alatt mar. Szekvencialisan alakulnak: az elsd a masodikkal, a harmadik a
negyedikkel, és igy tovabb. Gyakran azonban nem szekvencialis S-S
hidak vannak a kész fehérjében: ilyenkor el6szor a szekvencialis S-S
hidak alakulnak ki, de felszakadnak, és a stabilabb megfeleldk alakulnak
ki. Az ER-ben ezt a tekeredesi folyamatot gyorsitja a protein diszulfid
izomeréaz (PDI). A megfeleld S-S hidak kialakulasa gondot jelent pl. a
human rekombinans fehérjék baktériumokban valé eldallitasanal. A
baktériumokban ugyanis ezek a citoplazmaban keépzddnek, és gyakran
kicsapodnak, mert nincsenek jo S-S hidaik. Allati sejtekkel kell az ilyen
fehérjeket szintetizalni.

2. Binding protein (BiP): “chaperone” tipusu fehérje, ami a hsp70-hez
hasonlo, és a nem jol feltekeredett fehérjekhez kot, és megakadalyozza
Oket abban, hogy az ER-t elhagyjéak.

Fehérjék glikozilacioja az ER-ben
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Szénhidratok kovalens kapcsolasa a fehérjékhez az ER egyik o
funkcioja. A citoplazmaban ez nem torténik meg. A legtébb membran
protein glikozilalt (glikoproteinek).

Osszesen 14 szénhidrat molekulabdl allo eldre elkészitett oligoszaharid
(N-acetil-glikézamin + mannoz + glikdz) adddik a fehérjében levd
aszparagin-NH, csoportjahoz. N-kapcsolt vagy aszparagin kapcsolt
proteineknek hivjuk ezeket.

Az oligoszaharil-transzferaz enzim katalizalja ezt a folyamatot, ami egy
membran enzim, aminek aktiv centruma az ER lumenje felé néz.

Az oligoszaharid a kapcsolddas el6tt a dolikol nevii membranlipidhez van
kotve, és azonnal megy az aszparaginra, ha az bejott a lumenbe. Az
oligoszaharid nagy energiaju foszfattal van a dolikolhoz kotve, és az adja
a glikozilezéshez az energiat.

Vannak O-kapcsolt oligoszaharidok is a fehérjéken, de ezek a Golgi-ban
képzodnek.

Glikozil-foszfatidil-inozit kapcsolas

Bizonyos membran fehérjék C-termindlisdhoz egy glikolipid szénhidréat
része kapcsolodik az ER lumenjében. Egy glikozil-foszfatidil csoport
adadik igy a fehérjéhez, ami 2 zsirsavat tartalmaz, és ezek kotik a fehérjét
a mebranhoz. Az igy membrankapcsolt fehérjék a sejt kiilsd felszinére
fognak kertlni. Mi a jelentdsége? Szignal hatésara specifikus foszfolipaz
lecsipheti ezeket a fehérjéket.

A foszfolipid szintézis is az ER-ben folyik

A foszfolipidek amfipatikusak és energetikailag nehéz vizben
Osszeszerelni 6ket (ezért membranon kell). Bakteriumokban a
plazmamembranon folyik a lipid szintézis, allati es névényi sejtekben
viszont az ER-ben (inkdbb a SER-ben). Az ER membran csinalja az
0sszes lipidet egy eukariota sejtben, melyek kozil a legfontosabb a
foszfatidil-kolin = lecitin.

A lipid szintézis az ER citoplazmas oldalan folyik
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Az Gjonnan szintetizalt foszfolipid molekula az ER citoplazmas oldalan
épll be az ER membranba. A lipidek spontan flip-flop-ja lasst folyamat
szintetikus membranokban, az ER-ben viszont percek alatt ekvilibral egy
foszfolipid molekula.

Az ER membran (és a baktériumok citoplazma membranja is) egy
flippazt (foszfolipid transzlokator) tartalmaz.

A transzlokator “fej” csoport specifikus: a kolin feja lipidet viszi, az
etanolaminost stb. viszont nem. Ez a magyarazata annak, hogy a
membran két rétegének lipid dsszetétele nem azonos.

A plazmamembran, a Golgi, a lizoszoma és az endoszéma membranok
egy egyseges membranrendszert alkotnak, amik az ER-rel transzport
vezikulumokkal kommunikalnak. Az ER membranrdl sarjként levalik
egy vezikulum, és fazional a Golgival, és igy tovabb. A mitokondrium, a
kloroplaszt és a peroxiszOma nem tartozik bele ebbe a rendszerbe, és a
mitokondriumok nem is szintetizalnak lipideket. Akkor hogyan kapnak
lipidet? A vélasz: foszfolipid csere proteinek (vagy foszfolipid
transzfer proteinek) mikddnek, amik vizoldhato fehérjek a
citoplazmaéban, és az egyik membranbdl a masikba szallitanak
foszfolipidet. Identifikéltak ilyet és specifikus a foszfolipidre. Extrahalja
a lipidet az egyik membranbdl, es atviszi a mésikba.
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