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Syntéza proteinu - translace

Které bunky: v bunkach obsahujicich DNA

Kde v bunce: ribosomy (volné nebo vdazané na ER)
mitochondrie

Rozdily mezi eukaryoonty a prokaryonty:

prokaryonty: transkripce, Upravy transkriptu a
translace nejsou prostoroveé oddéleny

cukaryonty: translace probiha az je zrala mRNA
dopravena do cytoplazmy




Molekuly a dalsi species potrebné pro

syntézu proteinu

Latka Funkce

Aminokyseliny Substraty proteosyntézy
Rada enzymui Katalyzatory
Bilkovinn¢ faktory efektory

ATP, GTP energie

Anorganické ionty (Mg?*, K*) | Kofaktory enzymi

tRNA

Pienos AK na ribosu

mRNA

Urcyje poradi AK v proteinu

rRNA

Strukturni role, katalyzuje
vznik peptidove vazby




Geneticky kod

Proteiny — 20 AK RNA — 4 baze

o /

Kazda aminokyselina je charakterizovana tripletem
bazi v mRNA — kodonem

Celkem 64 kodonu — 61 koduje aminokyseliny
3 jsou STOP kodony (UAA, UAG, UGA)

Nierenberg (1961) — poly(U) sekvence mRNA je predlohou pro
syntézu polyfenylalaninu = sekvence UUU je kodem pro
fenylalanin



Geneticky kod

Prvni Druha Treti baze
Baze baze
S’ U C A G 3’
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C
U Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
C Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser C
Ile Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G



Vztah mezi mRNA a proteinem

*Sekvence bazi v mRNA je roztfidéna do kodonu
Startovaci kodon zahajuje ¢teni tiseku

*Poradi kodoni v mRNA urcuje poradi, ve kterém jsou
aminokyseliny pfipojovany v rostoucim polypeptidovém
fetézcl — Cteni je urCeno Ctecim ramcem

..... AUGICACAGUGGAGUU..........

Zly pes byl sam
Z lyp esb yls am



Efekt mutaci

Mutace jsou vysledkem poSkozeni nukleotidu v DNA nebo
neopravenych chyb béhem replikace.

Mohou byt piepsany do mRNA

Translaci chybné baze muze v proteinu vzniknout
abnormalni sekvence AK



Typy mutaci

1. bodovée *  vymeéna jeding baze

a) mirn€ - neovlivni sekvenci AK v proteinu

napi. CGA—CGG (obé sekvence koduji Arg)

b) ménici smysl — jedna AK je zaménéna jinou

napt. CGA—CCA vyvola zaménu Arg— Pro

¢) nesmyslné — vyvolaji pfedCasnou terminaci fetézce

napi. CGA ->UGA, kodon pro Arg — STOP kodon
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Typy mutaci (pokr.)

2. mserce — vlozeni jednoho nebo vice nukleotidu

3. delece — vypusténi jednoho nebo vice nukleotidi

Porucha zalezZi na poc¢tu vypusténych
nebo vlozenych nukleotidi

Jsou-li vypusStény tfi nukleotidy, Je-11 vypustén jeden nebo dva
nebo vice trojic nukleotidu pii nukleotidy, dojde ke zméné
zachovani ¢teciho ramce, dojde k Cteciho ramce a vznikaji
tvorbé polypeptidu s chybé&jicimi zkomolen¢ sekvence AK,

AK nesmyslné kodony atd.



Priklad bodové mutace

Bodové mutace v genech pro hemoglobin:

Je znamo asi1 800 strukturnich variant lidského hemoglobinu
V¢étSina je zpusobena bodovou mutaci a je neSkodna.
Ne¢ktere vSak vyvolavaji choroby.

Methemoglobinemie — napt. nahrazeni jednoho histidinu
tyrosinem=bilkovina je nepfistupna pro pusobeni methemoglobin reduktasy,
zvysSuje se methemoglobin v krvi (HbM)

Srpkova hemoglobinemie — nahrazeni glutamatu valinem v pozici 6 B-fetézce
— fetézec je meéné rozpustny, dochazi k fetézeni = srpkovity tvar erytrocytu
(HbS)

Priklad nonsense mutace

B0-thalasemie

Zpusobena mutaci na kodonu 17 v obou allelach, ktera zptusobuje
pied¢asnou terminaci syntézy B-fetézce 10



Syntéza proteint podle kodonl v cytoplazmé, ve vazbé na ribosomy

Aminokyseliny nemohou primo reagovat s
bazemi

,2adapterem jsou tRNA molekuly®

 kazda molekula tRNA obsahuje antikodon

» antikodon je triplet bazi komplementarnich ke kodonu
mRNA

 kazda tRNA muze vazat specifickou AK na svém 3’-
konci

Faze translace

A.Inciace

B. Elongace

11
C. Terminace



Struktura tRNA 3’_konec,

% akceptorova stopka
¥ pripojeni AK esterovou vazbou k 3°-OH
71 ribosy
Pr—a_ U a a - .
( . ) BERR T-smycka

D-smycka L1 B, =
L (et o)

Vazba na povrch
ribosomu

RN

antikodon
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Tvorba aminoacyl-tRNA

1. aminokyselina je nejprve aktivovana reakci s ATP na
aminoacyl-AMP

2. aktivovana AK je pfendSena na 2’- nebo 3'- OH
skupinu ribosy na 3 konci tRNA

- reakce 2 je katalyzovana specifickymi enzymy
(aminoacyl-tRNA synthetasy) a vyzaduje dodani energie
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Aminoacyl-tRNA syntetasy

(nejméné 20 ruznych enzymil v bunce)
vykazuji vysoky stupen specifity pro aminokyseliny.

Enzym rozpoznava jak aminokyselinu, tak specifickou tRNA.

Chyba 1 : 10 000.

Tato vysoka specifita se Casto nazyva 2.geneticky kod

Z4visi na lokalizaci urCitych bazi v tRNA, nikoliv na antikodonu
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Ribosomy

Ribonukleoproteinové Castice — slozen¢ z RNA a
proteintl

Tvoteny velkou a malou podjednotkou

V inaktivnim stavu podjednotky oddé€leny, pii zah4ajeni
proteosyntézy agreguji.

© Na vétsi podjednotce tfi vazebna mista pro molekuly

tRNA-P, A E
P-peptidyl-tRNA
A-aminoacyl-tRNA
E-volna tRNA (exit)

V¢étsi podjednotka katalyzuje tvorbu peptidové vazby
mezi aminokyselinami.

Mensi podjednotka vaze mRNA a kontroluje spravné
parovani bazi mezi kodonem a antikodonem 15




Prokaryotické x eukaryotické ribosomy

Vlastnost Bakterialni Lidsky
Sedimentac¢ni konstanty:

kompletni ribosom 70S 80S

Mensi podjednotka 30S 40S

V¢étsi podjednotka 50S 60S
Obsah RNA 65 % 50 %
RNA-mensi podjednotka 16S 18S
RNA-v¢Etsi podjednotka 5S 23S 5S 5,8S 28S

Umisténi v bunce

Volné v cytoplazmé
nebo vazané na
plazmatickou
membranu

Volné v cytoplazmé
nebo vazané na
membrany ER

1¢




Vazba m-RNA K preiniciaCnimu komplexu

ememmm g m-RNA
eIF2 E 25
n B
\1
GTP ]:(
C{GHV - '
\ g, 110 |\j Reakce spotiebovava
- ATP pro rozvinuti
- vlasenkovité
o struktury mRNA

Komplex skenuje mRNA od 5 konce, dokud nenarazi na sekvenci AUG 1



Inicia¢ni komplex 80S

oA s I

UAC

Pi + GDP ]_( | *pi1poji se veEtsi
O “—‘ PO Gy ribosomalni
LE P r7lA podjednotka

—
:{ ‘Met-tRNA se

r elF

HO BED vaze v P-misté
HN-G-C-C vEtsi
i djednotk
* GTP je hydrolyzovano vet R podjednotxy
ribosomu

e elF se odd¢eli
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Elongace peptidového retézce

* tvorba dalsi aminoacyl-tRNA
 vazba aminoacyl-tRNA do mista A ribosomu
e tvorba peptidove vazby

» translokace peptidyl-tRNA do mista P

19



Ktera dalsi AK bude pripojena? Dalsi kodon je UUG

Antikodon je AAC

Aminokyselinou je leucin
20



Leu-tRNA se vaze do mista A

*’-P-P-F-S’-

UAC AAC

GDP-EFlo.  p;

GTP je hydrolyzovano na GDP + Pi, komplex GDP-EF1a se uvolni

Proces elongace je u prokaryotl a eukaryonti velmi podobny (odlisn¢ kofaktory elongace)



Tvorba peptidové vazby (transpeptidace)

*’-P-P-F-S’-

UAC AAC

Vazebné misto na Peptidyltransferasa je
3’ _konci tRNAMet rRNA. Je to slozka 28S

je volng = > I RNA podjednotky 60S —

W ribozymova aktivita
Q_
G

Syntéza proteini zacina N-koncem \)Y\( & /Leu
Met

Peptidyltransferasa katalyzuje odstépeni methioninu od tRNA
a pfeneseni na leucin za vzniku peptidove vazby
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Presun Met-tRNA do mista E

*’-P-P-F-S’-

UAC AAC
EF2 + GTP

1. k ribosomu se vaze
EF2 a GTP

2. tRNAMet ge presouva do
mista E, P misto se uvolni
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Vysledek animace na

Presun met-tRNA do mista E obr37

A -

UAC AAC o
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Translokace a uvolnéni Met-tRNA

< Smeér

. oSunu
A seres
AAC
oo ©

GDP-EF2 + E?_;ax

W

L oW
-
-
~
—~

N < A1 ¢
o \g Vzajemny posun
L g ribosomu a mRNA o
jeden kodon, misto A

W& ,
. 0 W& se uvolni
GTP je \*\rfvr\‘* @
hydrolyzovano, e - Leu

EF se uvolni Met



Dalsi cyklus elongace

Do mista A se navazuje dalSi tRNA s navazanou AK (prolin)

o

Které dalsi kroky budou nasledovat ? ‘-
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Terminace

 Elongace pokracuje dokud se terminacni (Stop) kodon
neposune k mistu A na ribosomu

* V cytoplazmé neni Zadna tRNA schopna vazat se ke Stop-
kodonu

K ribosomu se navazou uvoliovaci faktory (releasing
factors)

 Peptidyltransferasa hydrolyzuje esterovou vazbu mezi
peptidovym fetézcem a tRNA

* Nov¢ syntetizovany peptid je uvolnén z ribosomu

« Ribosom disociuje na podjednotky, mRNA se uvolni
27



Polysomy

Simultanni translace mRNA na vice ribosomech

Ny 5’
NH,
NH,
NH,

Zatimco jeden ribosom se pohybuje podél mRNA a produkuje
polypeptidovy fetézec, dalsi ribosom se muze vdzat do prazdného mista na
5’-konci. Sou€asné miuZze na jedné mRNA plisobit mnoho ribosomu (s
odstupem cca 80 nukleotidu = polyribosom (polysom)

28



Syntéza proteinu v mitochondriich

*Mitochondrie obsahuji 2-10 kopii uzaviené kruhoveé,
dvouvldknové DNA

*Velikost kolisa v zavislosti od druhu
*Zivo¢isna mitochondridlni DNA ma M ~ 107
*Koduje rRNA, sadu tRNA a mRNA pro nékolik proteintt DR

*Proteiny syntetizované v mitochodriich jsou nepatrnou frakci
proteinu vnitini mitochondridlni membrany, jsou vSak esencialni
pro prubéh oxidativni fosforylace (Cast komplexu LIILIV a ATP
synthasy)

*Syntéza proteini v mitochodriich ma fadu ryst shodnych se
syntézou u prokaryontu (iniciace formylmethioninem, citlivost k
antibiotiklim atd.) 99



U¢inky antibiotik na proteosyntézu bakterii

* Pi1 plisobeni antibiotik jsou vyuzivany rozdily v mechanismu proteosyntézy u
eukaryontt a prokaryontii

 Nckterd antibiotika reaguji specificky s proteiny bakterialnich ribosomu

Antibiotikum Udinek

Streptomycin Vaze se k 30S ribosomalni podjednotce, inhibuje tvorbu

.....

Tetracyklin Viaze se k 30S ribosomalni podjednotce a inhibuje vazbu
aminoacyl-tRNA do mista A

Chloramfenikol Vaze se k 50S ribosomalni podjednotce a inhibuje
peptidyltransferasu

Erytromycin Viaze se k 50S ribosomalni podjednotce a inhibuje
translokaci

Puromycin Obsazuje A-misto ribosomu a vyvolava pred¢asnou

terminaci 10




Skladani proteinu (folding) » @i

Nascentni polypeptidovy fetézec je transportovan z
ribosomu

Postupné se dostava mimo ,,chranénou‘ oblast ribosomu
a nastava jeho prostorové skladani

31


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/c/c5/Protein_folding_schematic.png

Skladani proteint

Transport out

Ubiquitin-
proteasome
system

Degraded
protein

Ribosome ™

Moaodification
and folding

Correctly
folded

ER/)

Vesicle

32



Folding

Polypeptidovy fetézec se sbalenim dostava do prostorovych konformaci
— pouze jedina je spravna a odpovida nativnimu stavu.

Jin¢ konformace mohou vzniknout napt. i€inkem tepla, chemikalii,
ozareni, oxida¢nim stresem atd. Skladani je regulovano chaperony.

Spatné sbaleni proteinti miiZe vyplyvat z mutace genu

Spatné sbalené proteiny jsou cilem ubikvitinace a jsou degradovany v
proteasomu.

Akumulace velkého mnozZstvi Spatné sbalenych proteinii miZe nastavat
pi1 nadprodukci proteinu, poSkozeni nebo disfunkeci.

Vznikaji proteinové shluky (amyloid), které mohou vést k poskozeni a
zaniku bunky:.
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Poruchy ve skladani - amyloidosy

Alzeimerova choroba, BSE (bovinni spongiformni
encefalopatie), Parkinsonova choroba ad. Jsou vyvolany
akumulaci proteinovych agregatu v neuronech CNS.

Poruchy vyvolané chybénim proteinu v dusledku
chybného skladani

cysticka fibroza ( CFTR protein)
Marfan syndrome (fibrillin),
Fabryho choroba (alfa galactosidasa)

34



Chaperony
*kontroluji a zabezpecuji spravnou prostorovou strukturu
proteintll a brani vzniku nespravnych vazeb.
« mnoho chaperont patfi mezi ,,heat shock proteins* (hsp)
*Vazou se hlavné k hydrofobnich oblastem proteint

* nachazi se hlavné€ v mitochondriich, cytoplazmé, lumen ER
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Posttransla¢ni modifikace proteinu

Modifikace

priklad

Odstranéni methioninového
zbytku, odstranéni signalniho
peptidu

Definitivni Uprava proteinu po translaci

Zména délky molekuly pepsinogen—pepsin, aktivace koagulacnich faktort

Glykosylace O-,N- glykoproteiny (viz dale)

Acetylace Lysinové zbytky v histonech

Karboxylace Gama-karboxylace glutamatu (osteokalcin, faktory
krevniho srazeni)

Methylace Lysin v histonech

Prenylace proteinl zprostfedkujicich bunécnou proliferact (GTP-
vazici proteiny, napt. Ras, Rac, Rho)

Hydroxylace Prolin, lysin v kolagenu

Fosforylace Proteinkinasy, Casto regulacni role

Sumoylace Stabilizace topoisomerasy II, regulace funkce 36

traskripénich faktorua




Transport bilkovin do subcelularnich a
extracelularnich prostoru (targeting)

Synteza proteinll na volnych

ribosomech

Proteiny zustavaji v
cytoplazmé nebo jsou
transportovany do
organel (jadro,
mitochondrie). Obsahuyi
sekvenci AK, ktera
smeéruje jejich transport

Syntéza proteinu na RER

Transport do lyzosomu,
ER, Golgiho komplexu
nebo do membran,
sekrece z bunky
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Transport proteinu syntetizovanych na RER-pokr.

(

38

http://vcell.ndsu.nodak.edu/animations/proteintrafficking/first.htm



http://vcell.ndsu.nodak.edu/animations/proteintrafficking/first.htm

Transport proteinu syntetizovanych na RER-pokr.

* Proteiny syntetizované na RER jsou formou vesiklu
transportovany do cis-€asti Golgiho aparatu

* Zde je tridici centrum — strukturni rysy urcCuji, kam bude
protein smeéfovan (sorting)

* Nékteré zustanou v Golgiho aparatu, jiné se vraceji do RER
* DalSi putuji ve formé vesiklu do trans ¢asti Golgiho aparatu
 Zde se odd¢€luji lyzosomy a sekrecni vacky

* Obsah sekrec¢nich vacku je uvolnén extracelularné

* Hydrofobni proteiny zabudované v membranach vacku se
stavaji membranovymi proteiny
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Principy intracelularniho tridéni
(sorting)

Priklad 1:

proteiny urcené pro lyzosomy jsou ozna¢eny N-vdzanymi
oligosacharidy zakonCenymi mannosa-6-P

Prot-oligosacharid-

mannosa-6-P ,,adresa* je rozpoznana

specifickymi
membranovymi

receptory v Golgiho
LT' z 0S D“ aparatu, ktery protein
zabuduje do klathrinem
pokrytého vesiklu 40




Principy intracelularniho tridéni

Ptiklad 2:

Proteiny ur¢ené pro ER maji na karboxylovém konci
sekvenci Lys-Asp-Glu-Leu

Proteiny jsou z Golgiho
aparatu transportovany zpét
do ER

Lys-Asp-Glu-Leu
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Priklad posttranslacni upravy: syntéza insulinu

C-peptid
preproinsulin
M= 11 500 y
r < Stépeni
~.  karboxypeptidasami v
. Golgiho aparéatu
Vodici
peptid Vytvoreni H-
23 AK mustkl
/
SH HS

SH SH
/

S

I Odstépeni vodiciho peptidu v ER
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Vysledna struktura insuliny

Na ribosomech RER se syntetizuje preproinsulin
Po vstupu do RER se odstrani vodici peptid
Vytvoii se dva disulfidové mustky

Proinsulin putuje do Golgiho aparatu, zde za¢ina proteolyza a ukladani do
sekrecnich granul

Granula putuji cytoplazmou k plazmatick€ membrané

Po stimulaci flizuji s membranou a inzulin se vyléva do extracelularniho prostoru
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Glykosylace proteinu

Glykoproteiny

N-glykosidove O-glykosidove

Vazba oligosacharidu na -

Vazba oligosacharidu na
OH skupiny serinu nebo

amidovou NH, skupinu
asparaginu threoninu

L1Si se obsahem sacharidi a zpusobem syntézy
44



