Molekularni biologie

5. Translace genomu

Translace (preklad): tvorba proteinti na ribozomech podle mRNA
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Posttranslacni procesy
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Translace bakterialni mRNA
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Cast prvni: Bakterialni translace

Peptid = kratky retézec aminokyselin (AA); polypeptid = dlouhy retézec AA

- na ribozomech se tvofi polypeptidové retézce za ucasti tRNA podle informace obsazené v mRNA
- vychozimi latkami je 20 standardnich aminokyselin + selenocystein a pyrrolysin
- aminokyseliny se nejprve aktivuji enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou
- dojde k vazbé aminokyseliny na tRNA a vznika aminoacyl-tRNA (aa-tRNA)
1. Iniciace: tvorba inicia¢niho komplexu z ribozom( 70S, mRNA a tRNA
2. Elongace: prodluzovani polypeptidového retézce
3. Terminace: zakonceni syntézy polypeptidového retézce, signalizovano terminacnim

kodonem.
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Aminokyselinovy (poly-peptidovy) fretézec (protein)

- AA spojeny peptidovou vazbou mezi -NH, a COOH

- rozliSujeme N-konec a C-konec

- na tRNA se vaze C-koncem, k fetézci se pripoji N-koncem

NH, - Amin; COOH - karboxylovad kyselina
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Trp (tryptofan; W; kodon UGG); Lys (lyzin; K; AAA a AAG); Asp (kyselina asparagovd; D; GAU a GAC); Phe (fenylalanin; F; UUU a UUC)



Transferova RNA (tRNA)

- sekvence CCA na 3'-konci

- obsahuje neobvyklé baze - zpresnuji syntézu protein(
- jednotlivé tRNA uskutecnuji prenos jednotlivych aminokyselin
(existuje vice tRNA pro jednu aminokyselinu)

Sekundarni struktura - jetelovy listek (komplementarni sekvence)

- 4 hlavni ramena
- variabilni smycka

a) kratka (3-5 nukleotid(l)
b) dlouhd (13-21n., 75%RNA)
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Transferova RNA (tRNA)
Terciarni struktura

- vodikové vazby mezi bazemi dihydrouridinového ramena a preudouridinového ramena

pseudouridinové akceptorové rameno

iR A.konec
misto pfipojeni
9 aminokyseliny

Svétlymi Sarami je
vyjadfenc spojenl
vodikovymi vazbami.

Sedym a dernym zbarvenim
je znazarnéno proplétani
felézce.

variabilni ¢
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\ 28 antikodonové
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| antikodon Pofadové &isla bazi, jejichz umisténi
- je zde piiblizng, mag‘)i st-sﬂnfr vyznam

antikodonova jako na obr. 141.

smyéka



. . . ATP NH;
Aktivace aminokyselin
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HO—p—0—p—0—H—0 <N | P
Pripojeni aminokyseliny (AA) k pfislusné tRNA OH OH OH © §
- ve dvou krocich za katalyzy enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou (esterifikace)
OH OH
1. AA + ATP < AA-AMP + PP
2. AA-AMP + tRNA <> AA-tRNA + AMP
1 2.
R | |
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Estery: organické slouceniny, ve kterych je -OH skupina (napr. z karboxylu COOH) nahrazena organickym zbytkem vzniklym
z alkoholu po odstépeni vodiku.

Esterifikace: chemicka reakce, pri které ester vznikd



Vazebna rozpoznavaci mista na enzymu:
1. pro aminokyselinu

2. pro ATP
3. pro tRNA

Aktivace aminokyselin enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou

- AA + ATP vstupuje do aktivniho mista enzymu

- ATP ztraci pyrofosfat (PP) a AMP se kovalentné vaze na AA
- PP je hydrolyzovan na dveé fosfatové skupiny

- tRNA se kovalentné vaze na AA a nahrazuje tak AMP

- AA-tRNA se uvolnuje z enzymu

Aminoacyl-tRNA

Amino acid synthetase

0 Amino acid and ATP enter
the active site of the enzyme.

© AWP is joined to the
amino acid, accompanied
by release and breakdown
of pyrophosphate.

®

o
rophosphate

@ Pyrophosp

Phosphate

© AWP is displaced by tRNA,
creating an aminoacyl tRNA.

o Aminoacyl tRNA
is released from the
enzyme.

Aminoacyl tRNA

© 2012 Pearson Education, Inc.



Enzym aminoacyl-tRNA-syntetaza

- kazda aminoacyl-tRNA-syntetdaza je specificka jen pro jednu aminokyselinu a k ni odpovidajici varianty
tRNA (pribuzné)

- evoluéné konzervovana: 70% homologie mezi bakteriemi a savci
- patri mezi nejstarsi enzymy, spjat s vyvojem genetického kddu
Vazba enzymu na prislusnou tRNA:

- mimoradné presna (mutace v jednom nukleotidu zpUsobi nerozpoznani)
- rozpoznavaci mista lezi na akceptorovém a antikodonovém rameni

[sRekd

N

akceptorové rameno

antikodonové rameno

N




Aktivace aminokyselin - souhrn

Amino acid 3
attachment site OH >

"k Ester bond
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These structures are drawn in the
3’ — 5' orientation because tRNA
aligns this way relative to mRNA.

Alanyl-tRNAAl

tRNAA

(a) Secondary structure of tRNA, before and after amino acid attachment

3!
Amino acid /

attachment site

In the rest of the chapter,
tRNAs will be illustrated
using the simplified
version of this structure

Hydrogen bond shown below:

Color coding in this structure
corresponds to colored loops
shown in part (a) above.

oy

Anticodon

Anticodon

(b) Tertiary structure of tRNA
© 2012 Pearson Education, Inc.



Aminokyseliny

Essential
Kde se berou? Histidine
Isoleucine

Leucine

Syntéza AA probiha v biochemickych drahach za katalyzy enzymy

Lysine

Ne véechny organismy dokazi syntetizovat vsechny AA Methionine

Phenylalanine

Clovék nedokaZe syntetizovat 9 z 21 AA (esencidlni aminokyseliny) Threonine
Tryptophan
L X Valine

Esencialni AA pfijima Clovék v potravé

Zakladnim kamenem pro aminokyseliny je dusik (téZ pro nukleotidy)
Hlavnim problémem v prirodé je ziskat dusik v pouzitelné formé; ve vzduchu 78%

Atmosfericky dusik N, (N=N) je relativné inertni a netvofi snadno slouceniny

Nonessential **
Alanine
Arginine®
Aspartic acid
Cysteine”
Glutamic acid
Glutamine®
Glycine*
Proline*
Serineg”
Tyrosine*
Asparagine”

Selenacysteine

Reseni: mikroorganismy redukuji atmosfericky dusik N=N na amoniak (¢pavek, NH;) a ten pak pouZivaji

rostliny pro tvorbu aminokyselin

* za urcitych patofyziologickych podminek muZe byt syntéza téchto AA omezena
- Fenylketonurie: porucha premény fenylalaninu na tyrosin; genetickd, mentdlni retardace
** pyrrolyzin neni zahrnut v tabulce, jelikoZ se nevyskytuje u ¢clovéka (zdroj: Wikipedia)

Slozeni vzduchu

mDustk mKysllk w Ostatnl piyny

1%




Ribozom
Ribonukleoproteinova Castice (rRNA + proteiny)

Funkce: Katalyzuje pripojovani aminokyselin podle kodu v mRNA
Poprvé popsan rumunskym védcem Georgem Emilem Paladem v 1950s

- v elektronovém mikroskopu se jevily jako "husté ¢astice" ¢i "granula”
- 1. 1974 obdrzel Nobelovu cenu

Termin "ribozom" byl navrhnut na konferenci "Syntézy protein(" r. 1958

During the course of the symposium a semantic difficulty became apparent.
To some of the participants, microsomes mean the ribonucleoprotein parti-
cles of the microsome fraction contaminated by other protein and lipid

material; to others, the microsomes consist of protein and lipid contami-

nated by particles. The phrase ‘microsomal particles’ does not seem

adequate, and ‘ribonucleoprotein particles of the microsome faction’ is

much too awkward. During the meeting the word| ‘ribosome’ Jwas sug-

ested; this seems a very satisfactory name, and it has a pleasant sound. The

present confusion would be eliminated if ‘ribosome’ were adopted to des-

ignate ribonucleoprotein particles in the size range 20 to 100 S.

Obr.: www.nobelprize.org



Prokaryotické ribozomy 70S

- Sedimentacni koeficient 70S
- Podjednotky: 30S a 50S

Proteiny - fialovd; rRNA oranZovd/Zlutd

S - Svedberg - sedimentacni koeficient



Ribozom Small subunit Large subunit Intact ribosome

(b) Two views of a bacterial ribosome and its subunits

© 2012 Pearson Education, Inc.



A (aminoacyl) site

Vazebna mista na prokaryotickém ribozomu
it

P (peptidyl) site |
1. pro mRNA 50S subun
- na podjednotce 30S E (exit) site
- obsahuje proteiny a 3'-konec 16S-rRNA
2. Aminoacylové misto (A-misto) ——— i

- vazba AA-tRNA MRNA-binding — =
site

- na obou podjednotkach

3. Peptidylové misto (P-misto)
- na obou podjednotkach
- pfipojeni nové AA (na tRNA) k nascentnimu polypeptidovému retézci

4. Vlystupni misto pro deacylovanou tRNA (exit; E-misto)
- vystup pro tRNA bez AA
- na podjednotce 50S

Growing
peptide
chain

mRNA-binding
site

© 2012 Pearson Education, Inc.



PROCES TRANSLACE

tRNA carrying
first amino acid Ribosomal
sgsd subunits
UAC === >
Anticodon
INITIATION
5’ 3’ ps e
et e © During initiation, the components ELONGATION
AUG mRNA UAG of the translational apparatus come 1
Start codon Stop codon ~/ together with an mRNA, and a tRNA ‘.. @ During elongation,
carrying the first amino acid (AA,) 1 amino acids are brought to
binds to the start codon (AUG). the mRNA by tRNAs and
are added, one by one, to a
growing polypeptide chain.
Recycling of
translational
components
Completed :‘ Elense
. actor
polypeptide .
& TERMINATION
/ © During termination, a stop codon
5’ 3’ in the mBNA is recognized by a
protein release factor, and the
translational apparatus comes apart,
Stop codon
© 2012 Pearson Education, Inc.

releasing a completed polypeptide.



Prubéh translace - Iniciace

- bakterialni mRNA se vaze do mRNA binding site ribozomu 5'-koncem (Shine-Dalgarno sekvenci)
- zacina AUG a konci stop kodonem (UAG, UAA nebo UGA) a za nim nekodujici sekvence na 3'-konci

- tyto sekvence jsou spolec¢né pro vSechny prokaryotni geny
- u prokaryot jsou geny polycistronni (vice genll na jedné mRNA) a tyto sekvence ma kazdy gen zvlast

Shine-Dalgarno sequence

Untranslated Coding sequence Untranslated
s & Y A N/ A ”
5’ Y
Ribosome- Start codon SJ:g cg:oAn
binding site AUG ’ ’
e or UGA

(a) Bacterial mRNA



Prubéh translace - Iniciace

- prvni se zarazuje aminokyselina formylmethionin
- vznik katalyzovan transformylazou - terminus
- k formylaci dochazi az po pfipojeni metioninu k tRNA (fMet tRNAMet)
- vazba na kodon AUG, pokud je na za¢atku - fMet-tRNA™et pokud neni > Met-tRNAMet
- po prodlouzeni na 15-30 AA se (50/50):
a) deformyluje na zpét methionin (katalyzovano deformylazou)
b) odbourava (katalyzovano aminopeptidazou)
- tedy cca 50% polypeptidd zac¢ind methioninem a zbytek tou druhou AA (kterakoli)

| i
H,N—C—COOH 0—C¢— N—C—COOH
o formyl\ | R
CH2 CH
| ._deformylaza | 2 Aldehyd
CH - S cH
| 2 transformyldza ~ [ 2
S s
| | |
CH3 CH3 O
[
Metionin N-formylmetionin /C\

H H

Formaldehyd

Aldehyd: organicka sloucenina, kterd obsahuje aldehydickou funkcni skupinu formyl (-CHO)
neplést s alkoholem (R-CH,-OH)



Prubéh translace - Iniciace *

@ Initiation factors
Iniciaci Fidi iniciaéni faktory IF1, IF2 a IF3 36 ibokmid bt IF1 @ 'F"

Ribosome-binding site
(Shine-Dalgarno sequence)

1. Disociace ribozomu na jednotky 30S a 50S
- vazba IF na 30S mj. zabranuje znovuspojeni
- mRNA se spojuje Shine-Dalgarno sekvenci Initiator tRNA

s podjednotkou 30S © Initiator tANA and

mRNA bind to the
30S ribosomal subunit.

AUG
Start codon

2. IF2 se vaze s fMet-tRNAfMet 3 ten nasedne na AUG

3. Odpojeni IF1 a IF2 za hydrolyzy GTP je signalem pro

pripojeni velké podjednotky - zlstava fMet-tRNAMet ng 5
AUG kodonu mRNA v peptidylovém misté - iniciaCni HENE- g ot
komplex na Uplném ribozomu

30S initiation complex

: : 50S subunit
0 50S ribosomal subunit
becomes bound to the GTP hydrolysis -
30S initiation complex.
! ®

70S initiation complex
© 2012 Pearson Education, Inc.

Obrazky: http.//www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-22/CB22.html



Pribéh translace - Elongace

e vs 17 v s Initiation et (or tide! . Termination
Elongaci Fidi elongacni faktory: e
ve PR . Empty A site
1. EF-Tu (prinasi aminocyl tRNA) mally ’ " :,TLZ‘;‘:,%:T;:"
2. EF-G (posunuje ribozom o 1 kodon)
- 3 ternarni

binarni
komplex

v - sl x ko Iex
1. binarni komplex EF-Tu.GTP - ternarni komplex % °°3°" con
EF-Tu.GTP.AA-tRNA (viechny AA s vyjimkou fMET- Bl o sy ]| “‘

tRNAMet) kodon AUG je ¢ten vzidy jako metionin

o An aminoacyl! tRNA binds
to the A site, escorted by EF-Tu
bound to GTP. During tRNA

binding, the GTP is hydrolyzed
... and EF-Tu is released. EF-Ts
helps recycle the EF-Tu. \
. 'I'ramlocnlonl

0 The mRNA advances by three
nucleotides, the peptidyl tRNA
moves from the A site to the

P site, and the empty tRNA
moves from the P site to the

E site, accompanied by the
hydrolysis of GTP bound to EF-G.

V Recycling of
EF-Tu with help
of EF-Ts
Zarel. EF-G <
posunuje @
o kodon Peptidyl
transferase

;Poptldo bond formation

Q A peptide bond is formed between
the carboxyl group of fMet (or, in later
cycles, of the terminal amino acid) at the
P site and the amino group of the newly
arrived amino acid at the A site.

2. ternarni komplex fidi vazbu aa-tRNA do A-mista
ribozomu. Vazba na kodon mRNA a nukleotidy 16S
rRNA a 23S-rRNA. Hydrolyza GTP a uvolnéni EF-Tu

Gy,
h°
J

vazby se sousedni AA. Z E-mista je vytésnéna
deacylovana tRNA

3. presun z A-mista do P-mista. Tvorba peptidové

4. Ribozom se posune o jeden kodon (3 nukleotidy)
smérem ke 3'-konci mRNA. Vlivem EF-G Do A-mista
se dostava novy kodon. Prodlouzeni
polypeptidového retézce o jednu AA. OznacCujeme
jako translokace ribozomu. © 2012 Porson Eticton, e

Latinsky: "binarius" = sloZeny ze 2 Casti; "ternarius" = sloZeny ze 3 asti



Prubéh translace - Terminace

Nutna pfitomnost terminacniho kodonu a
terminacnich faktoru

Terminaci ridi "release" faktory RF1, RF2 a RF3

RF1: rozezndva kodony UAA a UAG
RF2: rozezndva kodony UAA a UGA
RF3: vaze GTP a stimuluje ¢innost RF1 a RF2

Pribéh terminace:

faktory uvolni tRNA z karboxylového konce
polypeptidového retézce - zastavi jeho
prodluzovani. Nasleduje uvolnéni polypeptidu a
rozpad ribozomu na podjednotky

Video: Bakteridlni translace

Polypeptide chain still
attached to tRNA

Release
factor

Stop codon at A site
(UAG, UAA, or UGA)

Release
Polypeptlde factor
Ribosomal
subunits
Free tRNA
mRNA

5l

© 2012 Pearson Education, Inc.


https://www.youtube.com/watch?v=Ikq9AcBcohA
https://www.youtube.com/watch?v=Ikq9AcBcohA
https://www.youtube.com/watch?v=Ikq9AcBcohA
https://www.youtube.com/watch?v=Ikq9AcBcohA

Pojmenovani STOP kodonu:

UAG Amber
UGA Opal
UAA Ochre

Nejprve byl objeven STOP kodon UAG a jeho objevitelé Richard Epstein a Charles Steinberg pojmenovali
"Amber" po svém kamaradovi Harrisi Bernsteinovi. DalSi 2 STOP kodony byly pojmenovany pro
zachovani "pojmenovani barevnych nerostd".

der Bernstein............. Amber....cccovveeeneeennnnn. Jantar
der Opal.....cccvvveeennnn. (0] o1 USRS Opal
das Ocker......cccuveun..... Ochre..ueeeeeiieeeieeenn, Okr

< panaonption AN
, . DNA e polymerase
Rychlost syntézy polypeptidu ,
Polyribosome
- v E. coli se fetézec prodluzuje 10-20 AA/sek (cca 40 nukleotidi/s) g g}

- na jedné molekule mRNA obvykle 10-15 ribozomu (polyribozom) —_— %@
e Polypeptide |




Geneticky kad
Sady tfi nukleotid(i (kodony) kéduji jednotlivé aminokyseliny

4 druhy nukleotid(l v kodonu po tfech: 43 = 64 kombinaci

Platny pro vSechny organismy od bakterie po ¢lovéka

Geneticky kod prolomen v 1960's

* Nebunécny systém translace prelozil poly-uracil (UUUU...) do peptidu
ze samych fenylalanin(, poly-adenin (AAAA...) do poly-lysinu Ribonucleic acid
* Kombinace kratkych retézci mRNA filtrovany skrz filtr s ribozomy a byly
analyzovéany vysledné aminokyseliny - odhaleni triplet( kddujicich jednotlivé AA

1959 Nobelova cena "syntéza RNA a DNA" 1968 Nobelova cena "breaking the genetic code"
S. Ochoa M. W. Nirenberg T
A. Konberg H. G. Khorana

R. W. Holley

Severo Ochoa Arthur Kornberg
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

www.nobelprize.org

Codon 1

Codon 2

Codon 3

Codon 4

Codon 5

Codon 6

Codon 7




Tabulka mRNA kodonu

nonpolar | polar basic acidic

1st
base
uuu
uuc
U
UUA
UuG
Ccuu
CcucC
c
CUA
CUG
AUU
AUC
A
AUA

U

(Phe/F) Phenylalanine

(Leu/L) Leucine

(llefl) Isoleucine

AUGHH! | (Met/M) Methionine

GuUU
GUC
GUA
GUG

AUG na zacdtku retézce je rozpozndn formylmethioninem, jinde pouze methioninem

(Val’\V) Valine

(stop codon)

ucu
Ucc
UCA
UCG
Cccu
CCC
CCA
CCG
ACU
ACC
ACA
ACG
GCU
GCC
GCA
GCG

Celkem 64 kodonti (4 x 4 x 4; dle tabulky) kéduje 20 + 1 + 1 aminokyselin

Platny pro prokaryota i eukaryota

Standard genetic code

2nd base

UAU
UAC
UAA
UAG
CAU
CAC

(Ser/S) Serine

(Pro/P) Proline

(Thr/T) Threonine

(Ala/A) Alanine

A

(Tyr/Y) Tyrosine

Stop (Ochre)
Stop (Amber)

(His/H) Histidine

(GIn/Q) Glutamine

(Asn/N) Asparagine

(Lys/K) Lysine

(Asp/D) Aspartic acid

(GIu/E) Glutamic acid

3rd
G base
UGu u
(Cys/C) Cysteine
UGC c
UGA | Stop (Opal) A
UGG | (Trp/W) Tryptophan G
CcGu u
CGC c
(Arg/R) Arginine
CGA A
CGG G
AGU u
(Ser/S) Serine
AGC c
AGA A
(Arg/R) Arginine
AGG G
GGU u
GGC c
(Gly/G) Glycine
GGA A
GGG G

21. aminokyselina Selenocystein je rozpozndvadna stop kodonem Opal (UGA) za specifickych podminek (vc. ¢lovéka)
22. aminokyselina Pyrrolysin je rozpozndvdna stop kodonem Amber (UAG) za specifickych podminek (pouze prokaryota)




Kodovani aminokyselin:

- Celkem 64 kodon( na mRNA (4 x 4 x 4; dle tabulky) kdduje 20 + 1 + 1 aminokyselin

- AntikodonU na tRNA, které rozezndvaji kodony na mRNA je vidy méneé a lisi se dle skupiny organism

- Tedy, jedna tRNA, ktera prindsi aminokyselinu dokaze rozpoznat vice kodoni na mRNA (na poslednim -
tfetim - misté kodonu nemusi odpovidat komplementarni baze)

= Pravidlo o kolisavém parovani bazi (wobble base pairing)

- v zavislosti na druhu organismu muze existovat vice tRNA pro jednu AA
- E. coli: 40 antikodonU (tRNA) pro 64 kodonU (gramnegativni bakterie)
- Grampozitivni bakterie: 33 tRNA; mykoplasmata: 28 tRNA

Leu Leu
1 & Identical o
leucine
tRNAs
GAG GAG
Normal Wobble
MRNA C U C Ppairing C U U Ppairing

EF s e 3 B2y e 3

©2010 Pearson Education, inc

Mykoplasmata: drobné bakterie bez bunécné stény. Resistentni viici antibiotikim cilicim na bunécnou sténu (napr. Penicilin)



Gramnegativni bakterie: 40 antikodoniG* (tRNA) pro 64 kodonu

Pravidlo o kolisavém parovani bazi

ivané ke &teni genetického kédu v ribozomech

Antikodony tRNA pouzi

gramnagatwnichbakterii o

5 kudol'l antlkudnn : kodﬂ*“ an‘tl_kpdorl kodun antlkodon kodnn antliéodon

{5-xxx3-} {5 xxxa": ﬁm-,- -5'{5- X3 {smta'} (5- {5-130(3'1 [S‘KKXB‘]

{Preuy) _Ser(UCU} GGA tryr wany Cys (UGU) c

i Phe {UUC} -:.’: Sm_(ucc] .Tyl' (UAC) o C‘J‘S {UGC} .
U n

,Leu EUUA} DAk Sar{UCA} UGA Trm (UAA) 0 Trm lUGA} R

'_Leu (uus) CAA Ser(UCG)*  CGA Trm (UAG) i (UGG] CCA |

Leu (cuu'.n G Pm(ccm ) Hls {cnuy QUG Arg {CGU} cG-=:

i {cum ' -~ |protccey His (CAC) i .- Ar‘g (C6C)

¥ Lau {CUA]. UAG Pm{CcA] UGG , Gln {CAA) uuG - AI'Q (I;Gﬁ) CCG

| Leu (CUG) ~ CAG [Pro(cce) . CGG Gln' (CAG | cuG|Arg (CGG)

e (AUU) ~ IThr (ACU} ' Asn {AAU) Ser (AGU}

GAU - Quu

lle (AUC) - by [ﬁCC‘j _ Asn [MCI SHI’ (AGC]

e (AUA) LAU  [The(ACA} | fys (AAA) o (AN f{“_*GN ucu

Met (AUG) CAU - [Thr (ACG) _' cgu Lys {AAG) Arg (AGG).  CcCU .

| val (GUU)  {Ala (GCU)  fsp (BAY) au c Gly (GGU) cc if

lval (Guc) YAC  laja (Geg) 89¢ e (GAQ) ey (66C) |

| val (GUA) Ala (GCG) s'zu (GAA) Gly (GGA)Ucc o

N ¢ ]GAC ( UGC " | wuc -

vat ouo)  waoomy - pcas)  loy 5o ccC |

* Ant/koonv tabu/ce nutno obrdtit zrcadlové

Neobvyklé baze typické v tRNA
(na poslednim misté*)

Lyzidin (L)
- specificky pro isoleucin
- vazba na adenin

NH

| &
N*N/\‘/\/\COOH
o) H

HO.

OH OH

Queuosine (Q)
- specificky pro histidin, tyrosin,

kyselinu asparagovou a asparagin
- vazba na uracil a cytosin

OH

- QH
HN o]
4 NH
0]
Inosine (1) oH O
- specificky pro arginin
- vazba na uracil a cytosin o

N
p) NH
GHZOH <Nfr\>

OH OH



0]

21. aminokyselina Selenocystein (Sec)
HS/YLOH
- je obsaZen v tzv. "selenoproteinech" (napf. enzym glutathion peroxidaza) L—ccsl,-itzein

- vyskytuje se i u Clovéka

- pfenasen specidlni tRNA (tRNA>e€)

- na tRNASe¢ se nejprve vaze serin, ktery je pomoci selenocysteinazy preménén na selenocystein
- rozpoznava Opal kodon UGA (normalné terminacni); znamo od r1986*

- aby nebyl UGA rozpoznan jako terminacni, je nutna vlasenka (hairpin) na mRNA a protein SELB
- selenocysteyl-tRNA%¢¢ je do ribozomu prenasena specifickym elonga¢nim faktorem SELB

0 0
HO OH selenocysteiniza HSe/\)LO H
NH; NH,
Serin Selenocystein

Sekvence ve vlasence je rozeznavana

Na tento kodon elonga&nim faktorem SELB pfenasejicim
se vaze EEC seienocysteyl-tRNA do ribozomut.
selenocysteyl~tRN

pomoci antikadonu ACU,

UVUUUUGGAUCCCU-3"

*Chambers et al., Zinoni et al.

Glutathion peroxiddza: enzym, ktery v téle méni jedovaty peroxid vodiku na vodu a molekuldrni kyslik



22. aminokyselina Pyrrolysin (Pyl)

- obsazena v nékterych archea a bakteriich, ne u ¢lovéka

- rozpoznava Amber kodon UAG (normalné terminacni)

- objeven v r. 2002*

- vyskytuje se v aktivnim misté enzymu methyltransferazy u archei produkujicich metan

- syntetizovan ze 2 molekul lysinu

- podobné jako u selenocysteinu, pritomnost RNA vlasenky (PYLIS; Pyl insertion structure) za UAG
mistem umoznuje inserci Pyrrolysinu v archaea.

- ostatni varianty lysinu (napt. hydroxylysin, methyllysin) nejsou kédovany samostatnym kodonem a
vznikaji post-translacni modifikaci lysinu

O 0
H2N N
OH ~ OH
NH; NH,
2x L-lysin Pyrrolysin

Pyrrolysine Encoded by UAG in
Archaea: Charging of a
UAG-Decoding Specialized tRNA

Gayathri Srinivasan, Carey M. James, Joseph A. Krzycki*

Pyrrolysine is a lysine derivative encoded by the UAG codon in methylamine
methyltransferase genes of Methanosarcina barkeri. Near a methyltransferase
gene cluster is the pylT gene, which encodes an unusual transfer RNA (tRMA)
with a CUA anticodon. The adjacent pyl5 gene encodes a class Il aminoacyl-
tRNA synthetase that charges the pyiT-derived tRNA with lysine but is not
closely related to known lysyl-tRNA synthetases. Homologs of pylS and pylT
are found in a Gram-positive bacterium. Charging a tRNA_,,, with lysine is a
likely first step in translating UAG amber codons as pyrrolysine in certain
methanogens. Our results indicate that pyrrolysine is the 22nd genetically
encoded natural amino acid.

* Srinivasan et a., Science 2002



Translace v elektronovém mikroskopu
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Translace eukaryotické mRNA



Cast druha: Eukaryoticka translace

a) u zivocich( v cytoplasmé a v mitochondriich
b) u rostlin v cytoplasmé, mitochondriich a chloroplastech

Cytoplasmatické ribozomy: lisi se od prokaryotickych; 80S
Mitochondridlni a chloroplastové ribozomy: stejné jako u prokaryot; 70S

Rozdily v eukaryotické (cytoplasmatické) translace oproti prokaryotické:

1. Pocatecni AA je methionin (na N-konci polypeptidového retézce)
- inicia¢ni tRNAMet neni formylovana in vivo*
- stejny iniciacni kodon AUG
- po prodlouzeni fetézce byva odstépen aminopeptidazou

2. Vys$si pocet inicia€nich faktor( nez u prokaryot

prvni AA v fetézci je methionin \ Peptice

H— N
H

* pokusy prokdzaly, Ze in vitro ji Ize formylovat formyldzou z E. coli



Eukaryotni mRNA:

- narozdil od prokaryotni mRNA neobsahuje Shine-Dalgarno sekvenci (ribosome binding site)
- startovaci kodon se nachazi v "sekvenci Kozakové" CAAAAUG, kam je poloZena prvni AA Met-tRNAMet
proti kodonu AUG (ne, formylmethionin)
- oproti prokaryotlim, obsahuje navic:
- Cepicka na 5'-konci (5 prime cap; m7G - 7-metylguanozin) - vaze CBP-proteiny™* nezbytné
pro iniciaci translace (posadi mMRNA na ribozom)
- polyadenylace 3'-konce (3 prime poly(A) tail) - ochrana proti ucinku exonukledz

Untranslated Coding sequence Untranslated
- 2 v 2 N il %

5’ 3’
Shine-Dalgarno Ribosome- Start codon SJZE °8:°A"
binding site AUG > ’

g or UGA
(a) Bacterial mRNA
Untranslated Coding sequence Untranslated
(& = B4 2 A .

\
& - o) >

(b) Eukaryotic mRNA

© 2012 Pearson Education, Inc

5I

*CREB-binding protein (poprvé izolovdn jako nukledrni protein, ktery se vaze na CREB protein)



Cytoplasmaticky ribozom 80S:

155 FRNA

- 2 podjednotky slozené z:
. 30 prntmnu
- 4 molekuly rRNA (18S, 5S, 5,8S a 28S u savcl) s '
- 70 protein{ 5,05 rRNA
5,85 rRNA
_ - . o _ 128S rRNA (savci) |
- Sedimentacni koeficient zavisi na druhu organismu: 1255 rRNA (rostliny}

- celkem kolem 80S g i
- podjednotky cca 40S a 60S

a) Volné ribozomy: volné v cytoplasmé
- vétSinou syntéza intraceluldrnich proteint

b) Vazané ribozomy: vazané na endoplazmatické retikulum (ER)
- pokryté ¢asti ER (drsné ER) a nepokryté N
gasti ER (hladké ER) $ % "’Tf‘,“’ R D o e g
- vétsSinou syntéza extraceluldrnich proteint - 3
(cirkulujici v krvi a membranové)

slideshare.net



Signalni rozpoznavaci castice (SRP)

- SRP slouZi pro vazbu protein(i na endoplasmatické retikulum (pro transport ven z bunky ¢i zabudovani

do membran) u eukaryot*

- SRP se vyskytuje téZ u prokaryot u proteinl cytoplasmatické membrany*

- N-konec polypeptidu obsahuje signalni sekvenci (15-25 AA)

- Béhem syntézy vazba na SRP a zastaveni elongace

- Komplex nascentniho polypeptidu + SRP se vaze na specificky receptor v membrané ER

- SRP je odstépen )
. 3

- po dokonceni

translace je

ribozom uvolnén

z ER

Ribosome
o nascent chain

Signal
sequence

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology

*Nagai et al., EMBO 2003



Prubéh cytoplasmatické translace

1

Ipiciace: S . V tmavych krouzeich
Ucastni se soubor eukaryotickych iniciacnich faktoru - "elFs" e diska 3 ’

[24) @
- elF-3 (na malé podjednotce) a elF-3A (na velké) udrzuji N tomrni \'

, . omplex
ribozomové podjednotky od sebe aq—// e an\
: 8

- DllezZitou roli hraje elF-2, ktery vaze iniciacni tRNAMet na
malou ribozomalni podjednotku 40S (43S-transla¢ni komplex) —CBP-proteiny o
e -

;
4F W Gmmuolm}\\

- mRNA se napoji na malou podjednotku ribozomu (43S-
komplex) pomoci CBP-proteinti 5'-konci mRNA (m’G)

ATP
- Neni zde Shine-Dalgarno sekvence za kterou by nasledoval
AUG kodon - probiha tzv. skenovani (hledani za¢atku AUG)

prediniciaéni /3

komplex
et

A U G NavdZe se na dalsf
volnou podfednothu
408,

- 40S podjednotka se pohybuje po mRNA od 5'-konce k 3'-
konci az nalezne "sekvenci Kozakové" CAAAAUG CBP-proteiny

Q-0

- Met-tRNAMet je poloZena na peptydylové misto proti kodonu

- Uvolnénim faktor( elF-3 a elF-3A se ribozomové
NavdZe se na dalsj

podjednotky spoji _ Obr. 287a valnou podjadnothu
Iniciace eukaryotické translace '




Prubéh cytoplasmatické translace
Elongace

- Rizena elongaénimi faktory EF-1 a EF-2
- Oba faktory znacné homologni s bakterialnimi EF-T a EF-G
- Elongace probiha stejné jako u bakterii

Terminace

- Na rozdil od prokaryot (3 RFs) pouze jeden terminacni faktor: eRF (eukaryotic release factor)
- Rozezndva stejné 3 terminacéni kodony jako u prokaryot a uvolnuje polypeptidovy retézec z ribozomu

UAG
UGA
UAA




Kédovani aminokyselin u eukaryot

- Standardni geneticky kéd
- Plati pravidlo o kolisavém parovani bazi: 45 tRNA pro 64 mRNA
- z neobvyklych bazi se vyskytuje pouze inosine (l) (vazba na uracil a cytosin)

Tab. 27
Antikodony tRNA pouzivané ke &teni genetického kodu v cytoplazmatickych ribozomech eukaryotické bunky
j i aminokyselina aminokyselina aminokyselina .
“"“fﬁﬂﬁe"“a antikodon kudff, antikodon|  gkodon antikodon kodon antikodon
(5XXX37) (5'XXX3") (5"XXX3") (5'XXX3" | (5'XXX3") (5XXX3) | (500A3Y (5 XXX37)
Phe (UUU}) Ser (UCU) Tyr (UAU) Cys (UGU)
Phe(UuC) ser (UCC)  IGA Tyr (UAC)  GUA Cys (UGC)  GCA
- Trm (UAA) 0 Trm (UGA) 0
Leu (UUA) Ser (UCA) UGA
Louuue) PP caa |ser (uce) cGA |Trm (UAG) o Trp (UGG)  CCA
Leu (CUU) Pro (CCU) His (CAU)  gyg Arg (CGU)
Leu (CUC) IAG Pro {CCC) GG His (CAC) Arg (CGC)  ICG
Arg (CGA)
Leu (CUA) Pro (GGA) Gin (CAA) e uee
Leuicug) ACcac |Procoe)  Y®Ccee | ein (cAc cuG | Arg (CGG) cce
lle (AUU) Thr (ACU) Asn (AAU) LU Ser (AGU) ccu
lle (AUC) AU Thr (ACC)  IGU Asn (AAC) Ser {AGC)
lle (AUA) UAU | Thr (aCA) UGU Lys (AAA) 1y Arg (AGA) UCG
Met (AUG)  CAU Thr (ACG) CGU | Lys (AAG) CUU | Arg (AGG) ccG
Val (GUU) Ala (GCU) Asp {GAU) GUC Gly (GGU)
val (GUC)  IAC Ala (GCC) IGC Asp (GAC) Gly (GGC) GCC
Glu (GAA) Gly (GGA)
Val (GUA) Ala (GCA) UGC uuc uce
val (GUG) UAC ¢ | Al(GCco) cac | Glu (GAG) cuc | Gly (GGG) cce

* Antikodon v tabulce nutno obrdtit zrcadlové



Translace v mitochondriich

- translace podobna jako u bakterii (podpora endosymbiotické teorie)
- zaCina formylmethioninem

- ribozomy 70S
- probiha uvnitf mitochondrie, ale neni Uplné autonomni
- zavisla na nékterych proteinech tvorenych v cytoplasmé

- aminoacyl-tRNA-syntetazy; ribozomové proteiny a iniciacni a elongacni faktory
- vlastni tRNA

Geneticky kad:
- pouze 22 tRNA (bez neobvyklych bazi)
- nejnizsi znamy pocet druht tRNA schopny zajistit translaci

i i i i i lina aminokyselina
(5°XXX3") (5"XXX3") (53" {(5'XXX3") | (5'XXX3") (BMXX3) | (53 {5'XXX3")
Phe (UUU) Ser (UCU) Tyr (UAU) Cys (UGU)
Preuug) oA Ser (UCC) o0 Tyr (UAC)  GUA Cys (ugc) GCA
Leu (UUA) Ser (UCA) Trm (UAA) 0 Iﬁrp {322 UCA
Leu (UUG) UAA Ser {(UCG) Trm (UAG) ] rp (UGG)
Leu {CUU) Pro (CCU) Hi_s (CAU) GUG :rg Ezgz:
Leu (CUC) UAG Pro (CCC) UGa His (CAC) A:g; oon Uee
Leu (CUA) Pro (CCA} GIn (CAA) UG
Leu (CUG) Pro (CCG) Gln (CAG Arg (CGG)
Thr (ACU Asn (AAU) Ser (AGU)
lle (AUU) GAU r {ACU) GUU o) acu
lle (AUC) Thr (ACC) oy Asn (AAC) r (“
GA
Met (AUA) Thr (ACA) Lys (AAR) 1y Trm (AGA) g
Met (AUG) Thr {ACG) Lys (AAG) Trm (AGG)
Gly (GGU)
Val (GUU) Ala (GCU) Asp (GAU) suc
Val (GUC) Ala (GCC) Asp (GAC) Gly (GGC) uce
UAC Ala(cca  YCGC G GAA)  uc Gly (GGA)
val (GUA) o (6001
Val (GUG) Ala (GCG) Glu (GAG)

* Antikodon v tabulce nutno obrdtit zrcadlové



Translace v chloroplastech

- podobna jako u bakterii a mitochondrii
- zaCina formylmethioninem

- ribozomy 70S

- 30 druht tRNA (bez neobvyklych bazi)

aminokyselina i aminokyselina - i i i i

kodon antikodon ko‘gﬂ antikodon amt;::g:e " antikodon am:i::::elma antikodon
(50XX3") (5"XXX3" (5 XXX3) (5"XXX3) | (5™XKXX3Y (5XXX3") | (537 (570(X3")
Phe (UUU) Ser (UCU) ' Tyr (UAU) Cys (UGU

c ys ( }

Phequugy  O°A ser (uccy  °°A Tyr (UAC)  GUA Cys (UGC)  GCA
Leu(Uua) Ser (UCA) Trm (UAA) 0 Trm (UGA) )
Leu (UUG) CAA |Ser (UCG) Trm (UAG) 0 Trp (UGG) CCA
Leu (C i

eu (CUU) Pro (CCU) His (CAU) GUG Arg (CGU) ACG
Leu(cuc) . Pro (GCC) oo His (CAC) Arg {CGC)

Leu (CUA) - Pro (CCA) Gin (CAR) Arg (CGA}

Leu (CUG) Pro (CCG) Gin (CAG Arg (CGG)  C€CG
le (AUU) AU Thr (ACU) . Asn (AAU) Ser (AGU) oc
lle (AUC) Thr (ACC) Asn(aac) ©UY Ser (AGC) v
lle (AUA) CAU Thr (ACA) Lys (AAA) Arg (AGA)

uGuU uuu
Met (AUG)  CAU Thr (ACG) Lys (AAG) Arg (AGG) ¢V
val (GUU) Ala (GCU) Asp (GAU) Gly (GGU)
GAC

val (GUC) Ala (GCC) Asp (GAC) GUC Gly (sacy  GCC
Val (GUA) Ala(GCA)  UGC Glu (GAA)  ic Gly (GGA) .o
val (Gug) JUAC Ala (GCG) Glu (GAG) Gly (GGG)

* Antikodon v tabulce nutno obrdtit zrcadlové




Posttranslacni procesy



Posttranslacni procesy

- U prokaryot i eukaryot
- translaci konci prenos genetické informace ze strukturniho genu na protein
- vlastnosti proteinu urcuje primarni struktura: tvar, chemické vlastnosti...

Upravy polypeptidového fetézce
a) kotranslacni - Uprava nascentniho* retézce polypeptidu
b) posttranslacni - vznika funkéni polypeptidovy rfetézec

Urovné organizace proteinu (3D tvar)
1. Primarni struktura: poradi aminokyselin v retézci
2. Sekundarni struktura: prostorové uspordaddni hlavniho retézce (a-helix a 8-skladany list)
3. Tercidrni struktura: prostorové usporaddni celého retézce (vc. reakce na okoli hydrofobni)
4. Kvartérni struktura: usporadadni vice podjednotek (oligomerni protein)

*Nascentni retézec: jesté se prodluZujici (rozliSujte mezi nascentnim retézcem mRNA a polypeptidu)
Nékdy nebyva rozliSovana kotranslace a posttranslace a oba déje jsou spojeny do posttranslacnich modifikaci



H H H

KOTRANSLACE | |
H}HC*COOH 0—C—N—C—COOH
CI:H formle! C‘H
f s v v 2 s
Uprava nascentniho* fetézce by, W <telormiim [
| 2 transformylaza ] 2
S S
] \
- Deformylace s s
- u prokaryot; u eukaryot pouze v mitochondriich a chloroplastech  wetionin N-formylmetionin

- odstranéni formylové skupiny z formylmethioninu na N-koci polypeptidového retézce
- enzym: deformylaza

Paptide bond

- Oditépeni aminokyselin v n _
- u prokaryot i eukaryot """
- odstépeni prvni AA (N-terminalniho methioninu) (popf. i dalSich AA)

- enzym: aminopeptidaza
OO0H

OO0H
. 12 ege . . . HoN—G—H — TP, HZN_?_H
- Chemicka modifikace aminokyselin polypeptidu 2 T T
. o . . -proteinki
- modifikace R-zbytkl aminokyselin OH
a) Fosforylace - pfipojeni fosfatu (serin, treonin a tyrozin) serin “°_§_°“
b) Glykozylace - pfipojeni cukru (asparagin a serin) O-fosfoserin
c) Hydroxylace - pripojeni hydroxylové skupiny (-OH; lyzin a prolin) Ser
4 v/ v 4 . 0
- katalyza prisluSnymi enzymy PUR
OH 0 HOH,;C H;c:(CI'H
OH 0\\‘0
HQN e HEN OH .".\ Gilycosidic baomng
OH OH —
NH, NH, RN -CHy
lysine 5-hydroxylysine H

* s v v - vy v v es s -linked GalNAC .
Nascentni fetézec: jesté se prodluZujici N-acetyl-galactosamine



Sekundarni struktrura

- Spontanni tvorba sekundarni struktury jesté pfed dokoncéenim syntézy polypeptidu
- Sekundarni strukturu proteinu urcuji vodikové vazby mezi CO- a NH- skupinami

- a-helix nebo B-skladany list

- rozhodnuti jestli bude helix nebo list je zfejmé uréeno primarni strukturou

o~helix

B-pleated
sheet

Obr: www.studyblue.com



Terciarni struktura

- Tvorba disulfidovych vazeb (SS mustek)

- proti sobé polozené sulfhydrylové skupiny mohou byt oxidovany - tvorba disulfidovych vazeb

- pouze u cysteinu (vodiky se odstépi a vytvori peroxid vodiku)
- tvorba terciarni struktury polypeptidového retézce
- disulfidova vazba je kovalentni

- spontanné se tvori pomalu oxidaci (hodiny), v burice je vSak katalyzovana enzymem

proteindisulfidizomerazou (sek.)

coo- coo

polypeptid ?_lsrin Ry, HyN——CH HyN=—CH
2 w

iontova : l:H2 LH

vazbha . OH- opernsnne == I l s
vodikova a-——""

#° e ‘mbaa/p:égzg:a SHo wok
NEKOVALENTNI 0~ B cystein cystein
VAZBY Hz karboxylova

skupina P O=0

N
' /cH vodikova vazba
H mezi
2 _ CH, CH, peptidovymi vazbami
disulfidovd ¢, H3 hydrofobni
| vazba 3 nterakce
CH, NEKOVALENTNI

CHsy

CH, VAZBY

Kovalentni vazba: dva prvky sdili jeden nebo vice pdrt elektrond, vysokd vazebnd energie
Nekovalentni vazby: nizsi vazebnd energie, napr. iontova nebo vodikovad




Terciarni struktura

polypeptid

- Tvorba disulfidovych vazeb (SS mustek)

iontova + S
~ vazba 2 : PTG — Yol
oLy e

: ./ ~vazba

NEKOVALENTNI

Disulfidova vazba spojuje
VAZBY

a) cysteiny stejného retézce (napf. u ribonukleaz)
b) cysteiny rlznych retézcl (napf. glutathion, inzulin)

-0
2 karboxylové
skupina

' vodikova vazha

. . viir L . . ; A o mezi

Mikroorganismy zijici v extrémné vysokych teplotach 2 ¢fy, on,  Peptidovymi vazbami
.7 s Vé . 7 Vé o o ‘_;
mavjl ve svy’ch b||k9V|nach mnohem vice SS mustku dsulfidovi 1 3 hdrofobnd
nez ostatni organismy ,_vazba 3 nterakce
CHy NEKOVALENTNI
- VAZBY

Definice nekovalentnich vazeb ucastnicich se tvorby terciarni struktury proteinu:

Nekovalentni vazby:
- iontova: jeden prvek pritdhne elektron(y) druhého a stane se aniontem (-), druhy prvek kationtem (+). Prvky jsou

vdzdny elektrostaticky. Slabsi vazba neZ kovalentni
- vodikova (téZ vodikovy mustek): podstatné slabsi neZ kovalentni a iontovd. Vodik je vdzdn na silny elektronegativni

prvek (kyslik, fluor, dusik). Jediny elektron vodiku je odcerpdn a (napr. kyslikem) kladné nabité jadro je odhaleno a
vznika parcidlni kladny ndboj, ktery poutd okolni elektronegativni prvky (napr. kyslik)

Kovalentni vazba:
dva prvky sdili jeden nebo vice pdru elektrond, vysokd vazebnd energie



Skladani proteini (folding)

- pro spravnou funkci musi byt protein spravné sloZzen
- Primdrni sekvence je nékdy dostatecnd pro primé skladani

Chaperony

- Cerstvé vytvofené nebo denaturované proteiny ¢asto potiebuji pomoc "chaperontl" pro slozeni do
spravného tvaru

- Funkce: Chrani nesbalené proteiny a pomahaji jejich spravnému sbaleni

- Nejznaméjsimi chaperony jsou heatshock proteiny rodiny Hsp70 (velikost 70 kDa), které v podobné
strukture existuji u vSech organismi

- Prokaryota exprimuji 3 proteiny Hsp70 rodiny: DnaK, HscA (Hsc66) a HscC (Hsc62)

- Heatshock proteiny se také tvori vlivem stresu (napr. vysoké teploté)

- Proteiny denaturované teplem mohou byt renaturovany pomoci chaperont

C Q@

. p | J-domain
Q X protemn
Misfolded - — ' Native
protein x ;" , protein

Nucleotide-
binding

- )
Hsp70 d ;
| omain
Substrate- {Dnak) ‘

binding
domain 5

C

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



POSTTRANSLACNI UPRAVY
Chemicka modifikace, kterou vznika funkéni polypeptidovy retézec

- Vystépeni peptidl
- odstranuji se vétsi useky polypeptidu
- podobné jako u pre-mRNA dochazi ke "splicingu"
- vyStépuiji se "inteiny" a z(stavaji "exteiny"

- Tvorba kvartérni struktury
- spojeni vice polypeptidovych retézcli do "oligomernich protein("
- vétSinou vodikové mustky a jiné nekovalentni vazby
- dimer, trimer, tetramer...
- oligomer se v Zivé soustave chova jako jedna molekula s biologickou funkci

- Sestavovani nadmolekularnich struktur
- enzymové komplexy, ribozomy, proteinové filamenty, membrany aj.

- PFidani prostetickych skupin (kofaktort)
- kofaktor: nepolypeptidova jednotka nutna pro funkci urcitého proteinu
- prosteticka skupina: kofaktor pevné vazany na protein (i kovalentné)

- nachazi se v aktivnim misté enzymu

a) organicka: vitamin, lipid, cukr
b) anorganicka: iont kovu



POSTTRANSLACNI UPRAVA HEMOGLOBINU

- transportni metaloprotein ¢ervenych krvinek obratlovc(
- Funkce: transport kysliku z plic do tkani a odstrafiovani oxidu uhli¢itého z tkani do plic
- u dospélého clovéka se sklada ze 4 podjednotek (2x a, 2x 13)
- kazda podjednotka obsahuje

a) bilkovinnou cast — globin

b) prostetickou ¢ast — hem (s Zelezem)

Hemovad skupina (zdroj: wikipedia)

Struktura hemoglobinu: Proteiny 2x o (Cervend) a 2x B (modra) a
hemoveé skupiny (zelena) (zdroj: wikipedia)



POSTTRANSLACNI UPRAVA HEMOGLOBINU

- podle polarity aminokyselin v globinu se molekula ve vodé usporada do terciarni struktury
(hydrofobni interakce)

a) hydrofilni AA vné molekuly
b) hydrofobni AA dovnitf molekuly (tzv. hydrofobni kapsa)

- do hydrofobni kapsy je vloZzena molekula hemu (dvojmocné Zelezo chranéno proti oxidaci Fe?* >
Fe3*)

- kazdy ze 4 Fe?* iontl hemu reverzibilné vaze molekulu kysliku (oxygenace hemoglobinu)

100
95.8

50

Percent saturation (sO,, %)

0 26.8 40 80 120
Oxygen partial pressure (pO,, mmHg)

Schopnost navazani 02 a ztrata CO2 na Zeleznatém ionu je Umérny parcidlnimu tlaku dychacich plyn( (v plicich ma kyslik vyssi parcialni tlak
nez oxid uhlicity — ve tkanich je tomu naopak). Zdroj Wikipedia.



Nékteré nemoci jsou charakteristické chybnym tvarem urcitych proteint

Alzheimerova nemoc (AD)

- 70% pripadl demence je zplUsobeno AD

- ztrata kratkodobé paméti - problémy s feci, dezorientace, vykyvy ndlad, nevhodné chovani - ztrata
télnich funkci a smrt

- doba preziti od diagnozy: 3-9 let

- priciny: genetické predispozice (70%), vysoky tlak, deprese

- fyzické a dusevni cviceni pomaha, IéCba neexistuje

Cerebral

Cortex o Extreme Shrinkage of
: e ! Cerebral Cortex

Extreme
Shrinkage of
Hippocampus

Hippocampus 5 Entorhinal
Cortex

Crews and Masliah, Human Molecular Genetics 2010; Wikipedia



Molekularni podstata AD

Amyloid prekurzorovy protein (APP)
- membranovy protein
- koncentrovdn v synapsich neuronut

- reguldtor tvorby synapsi, neurdlni plasticity a exportu Zeleza
- je prekurzorem molekuly beta amyloidu (AB) - polypetidu 37-49 AA
- oligomery AB zplsobuji amyloidni plaky na mozku pacientti s AD

Sekretaza

- enzym, ktery Stépi APP

- 3 formy:
1. a-sekretdza (hodna)
2. B-sekretaza (zI3)
3. y-sekretaza (neutralni)

- pokud stépi nejprve B-sekretaza a pak
y-sekretaza - vznika AB

- a-sekretaza Stépi blize bunécné membrané

a po Stépeni y-sekretazou nevznika A

a-sekretaza

Crews and Masliah, Human Molecular Genetics 2010; Wikipedia
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Molekularni podstata AD
Progresivni akumulace toxickych AB oligomeru vede k:
1. disbalanci mezi hladinou produkce, agregace a odstranovani AB

2. poskozeni synapsi - tvorba membranovych péru
3. zmény signalnich drah Ucastnicich se neurogeneze a spravné tvorby synapsi (GSK3b, CDK5)

Pro podporu teorie akumulace AB oligomer( v AD hovoti vyskyt nemoci (kolem véku 40 let) u Downova
syndromu (trizomie 21 paru, kde se nachazi gen pro APP)

pozn. Existuje také "Tau hypotéza", kterd prisuzuje vznik AD Spatné fungujicimu Tau proteinu, ktery ma za ukol stabilizovat
mikrotubuly v neurondlnich synapsich



Molekularni podstata AD

4. aktivaci imunitniho systému
- shluky AB oligomeru, tvofici amyloidni plaky, stimuluji vyplavovani chemoaktraktant(

poskozenymi neurony, makrofagy, mikroglii (druh makrofagu v mozku) a astrocyty (vyzivové,
strukturni a imunitni buriky)

- cytokiny jako IL-1B, IL-6 a TNF-a pUisobi pro-zanétlivé a privabi neutrofily

- tato imunitni reakce ma branit mozek, ale v disledku vede ke chronickému zdnétu a je

jednim z hlavnich faktor( rozvoje nemoci :(
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Molekularni podstata AD

Latky pro moznou lécbu AD

- anti-agregacni latky - blokuji tvorbu oligomert

- reguldtory APP proteolyzy - blokace B-sekretazy

- redukce produkce APP - napf. siRNA @

- odstranéni AB oligomerU - napt. protilatkami

Al dimer

= ! I__JI
':'%" | |
AP trimer
s
AR
.
AP rimer  monomer

- blokatory hyperaktivnich signalnich drah a jejich receptor(, které jsou aktivovany neurotoxickymi AB

oligomery (Fyn kinaza, GSK3b, CDK5 inhibitory)

Crews and Masliah, Human Molecular Genetics 2010
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Priony

- prirozené se vyskytujici proteiny v mozku zvirat a lidi jsou-li spravné slozené jsou neskodné
- Spatné slozené zpUlsobuji nemoci

- BSE u dobytka (Bovinni spongiformni encefalopatie; nemoc Silenych krav)

- Creutzfeldt-Jakobova nemoc u lidi

Normal prion Diseased prion

[ Amino acids
in alpha helix

Amino acids
in beta helix

Amino acids
in sheet form
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