Translace - preklad genetické informace

Slozky transla¢niho aparatu:
MRNA
20 standardnich aminokyselin (+ SeCys. Pyrrolyzin))
molekuly tRNA
aminoacyl-tRNA-syntetazy
ribozomy
translacni faktory: IF, EF, RF
ATP, GTP



Struktura molekuly tRNA

attached aminn 8.3
acid [Fhe)

anticodon
{A)

5" GCGGAUUUAGCUCH G/ iCUGGAGGUCCUGUGTWCGAUCCACAGAAUUCGCAGEM 2

{D) anticodon



Sekundarni struktura tRNA
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Srovnani struktury prokaryotického
a eukaryotického ribozomu
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Sekundarni struktura 16S rRNA E. coli
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Struktura molekul rRNA (5S a 23S) ve velké
ribozomové podjednotce bakterii stanovena
rentgenovou krystalografii

Trojrozmeérna struktura rRNA a L1 Schema sekundarni struktury
proteinu v pomeéerné velikosti 23S rRNA



Peptidyltransferazova aktivita 23S rRNA - ribozymu

235 rRNA

Aminoacyl- Dipeptide

tRNAs
100
80

60

% Activity

40

None I II m v v VI

Domain left out of the reaction mixture

Purifikovana 23S rRNA z

E. coli katalyzuje vytvoreni
peptidové vazby mezi
aminokysleinami vazanymi na

tRNA za tvorby dipeptidu

Schopnost sesti domén 23S
rRNA tvorit peptidovou vazbu.

Odstranéni domeény V vedlo
k neschopnosti vytvorit
peptidovou vazbu, tj. tato
doména ma pri vytvareni
peptidové vazby klicovou
funkci



Struktura velké podjednotky bakterialniho ribozomu

Sedé& = 55 a 23S rRNA; Zluté: L poteiny

rRNA zodpovida za:

1. Strukturu ribozomu

2. Interakci tRNA s mRNA pri translaci
3. Katalyzu peptidové vazby



Struktura ribozomu E. coli s vyzna&enim funkénich mist

schéma ribozomu 70S

E neboli misto P neboli peptidylové A neboli aminoacylové
exitu tRNA vazebné misto vazebné misto

djednotka 30S
LA

3

fenylalanyl-tRNA™™
s pfipojenym rostoucim
polypeptidem

smer pohybu

(a)



Standardni geneticky kod

Kodony
Prvni Druhy nukleotid Treti
nukleotid U C A G nukleotid
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser N N nebo Secys A
Leu Ser N (pyrrolyzin) Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
© Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
A lle Thr Lys Arg A
Met nebo | Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
© Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

e e e v s

Secys = kodon pro selenocystein, UAG = pyrrolyzin




Cteni genetického kodu molekulami tRNA

20 standardnich aminokyselin

}

20 aa-tRNA-syntetaz

}

22-45 molekularnich druha tRNA (tj.antikodonu)

61 kodonu se smyslem
at a2
tRNA tRNA, tRNA, (2 antikodony)

Kolisavé parovani bazi
1 kodon 4 kodony
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Kolisavé parovani bazi na 5" antikodonu tRNA

b s
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% Antikodon [
3 o %&» Ve A N\ ijl 5 ’
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u ¢ i~
5 . U/Cc _3 ’
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Y
Kodon Treti pozice kodonu
Jedna tRNA: AGG
T,
Dva kodony. UCU UCC -




Moznosti ¢teni tretiho nukleotidu kodonu podle
pravidel kolisavého parovani bazi

Prvni nukleotid Treti nukleotid . v . :
: Moznost ¢Eteni Organizmy
antikodonu kodonu
U UCAG Kodonové rodiny Mitochondrie, Mycoplasma,
chloroplasty
Kodonové rodin
0°U UAG y Eubakterie
(Ser UCN, Val, Thr, Ala)
mem>U AG Dvoukodonové sady Mitochondrie, bakterie,
eukaryota
m®°s2U A(G) Dvoukodonové sady Eubakterie, eukaryota
G ucC Dvoukodonové sady VSechny
G ucC Kodonové rodiny Bakterie
Q ucC Dvoukodonové sady Eubakterie, eukaryota
Hyp UCA Arg CGN Eubakterie
Kodonové rodiny krom é
Hyp UCA Gly GGN Eukaryota
A U Thr ACU, Arg Mycoplasma, r_nltochondne
kvasinek
C G VSude VsSechny

Hyp = hypoxantin; Q = queozin 05U = uracil-5-oxyoctova kyselina; m53S2U = 5-metyl-2-tiouracil;
mem?3U = 5-metylkarbonylmetyl-2-tiouracil;



Kolisavé parovani bazi mezi antikodonem CGI v tRNA a
tremi odlisSnymi (synonymnimi) kodony

kodony mRNA
A
| |
5' I 3 5' I 3
CGl CGl

| = InosIn

Ala

T~

alanyl-tRNAMR!
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Cteni kodont pro serin molekulami tRNA

Kodon tRNA Antikodon

UCuU o
tRNASer AGG + kolisani

UCC

UCA o
tRNASer; AGU + kolisani

UCG

AGU o
tRNASer3 UCG + kolisani

AGC

Izoakceptorové tRNA jsou tRNA o riznych antikodonech
vazajici tutéz aminokyselinu



Srovnani vyuzivani kodonu silné a slabé
exprimovanych genu u E. coli

silné/slabé silné/slabée silné/slabé silné/slabé
U
_ _ Cys c
U Ser ¢ o
12 71 6 37 opal A
L.eu{
K 16 &4 Lo12 e2 25 66 | G
26 73 : 21 29 19 95 ] 223 99 | U
33 69 2 46 .75 59 101_ 133 C
C‘ Leu -3 22 Pro] 26 45 38 90 Arg{ 27 | A
345 294 | 162 101 169 166 i a2 | G
| ! 57 156 [ 103 4 12101 [ 56 | U
C {262 118 137 11 159 938 | 61
A '”e: l ,Thl‘-# : g ¢
U= 2 15 32 250 163 - 28 | A
Met 140 130 . | 28 s Lys i 108 44 Arg ( - 17 | G
192 108 - 11173 87 A 116 183 226 124 | U
‘| 41 es ag 178 204 106 174 140 | C
G | Valy Alay : '
119 48 119 107 ‘ azz 210 - 4 a2 | A
83 123 | 129 140 G 106 98 »14 6 | G

Silné exprimované
geny predstavuje 24
druhli mRNA s
celkovym poctem 5253
kodonl. Mezi tyto geny
patri gen pro RNA-
polymerazu, geny pro
dvanact ribozomych
proteint, nékolik
protein( vnéjsi
membrany a geny pro
elongacni transla¢ni
faktory.

Slabé exprimované
geny predstavuje 18
druhlit mRNA s 5231
kodony. Patri sem
nékolik represorovych
genl, gen pro
transponazu

a B-laktamazu.

Kodony, které jsou cteny jen jevdinou' tRNA a jejichZ vybér je zavisly na povaze a sile interakci mezi kodonem a
antikodonem, jsou v ramecku. Sipkami jsou oznaceny kodony, které jsou pouzivany jen zridka a mohou se

podilet na regulaci genové exprese.
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Klasifikace aminoacyl-tRNA-syntetaz

Prvni tfida (acylace na C2") Druha tfida (acylace na C3")
ira?r?gli(i/i;ael?rrﬁ Pocet podjednotek :&?ﬁg@iﬁ;ﬁ Pocet podjednotek

Arg monomerni Ala tetramerni

Cys monomerni Asn dimerni

GIn monomerni Asp dimerni

Glu monomerni Gly tetramerni(a,f3,)
lle monomerni His dimerni
Leu monomerni Lys dimerni
Met dimerni Phe tetramerni(a,f3,)
Trp dimerni Pro dimerni

Tyr dimerni Ser dimerni

Val monomerni Thr dimerni

Napr: tryptofanyl-tRNA-syntetaza

Bez ohledu na spolecnou funkci jsou syntetazy strukturné odlisné




Translace probiha ve dvou etapach:

1. mimoribozomové (ppojeni aminokyseliny k jeji
tRNA pomoci aminoacyl-tRNA-syntetazy)

2. ribozomove (na ribozomech jsotirpazovany
aminokyseliny podle sledu kodbn

Ribozomova etapa mé faze:

1. Iniciace translace

2. Elongace polypeptidovélietzce
3. Terminace translace



1. Mimoribozomova etapa:Nabijeni tRNA aminokyselinou

1. Vytvoreni aminoacyladenylatu 2. Prenos aminokyseliny na tRNA
aa + ATP —— aminoacyl-AMP + PPi aminoacyl-AMP + tRNA ——aminoacyl-tRNA + AMP

19




Aktivace aminokyseliny aminoacyl-tRNA-

syntetazou
R
| O OH
H,N—C—Cc? |
4 SOH
amino acid tRNA
R (
P P | /(]
‘ H,N— C—C <
— i i i R
2@ H P — ribose - adenine l 40
adenylated amino acid FaN—C—C ~
: ®
H |
aminoacyl-
tRNA

P — ribose - adenine

AMP

20



Vznik aminoacyl-tRNA pusobenim

aminoacyl-tRNA-syntetazy

/

3 vazebna mistana —
aa-tRNA-syntetaze = ——

1. aa + ATP --- aa-AMP + PP
Vznik
aminoacyladenylatu

2. aa-AMP + tRNA
vznik aa~tRNA

tRNA s nabitou
aminokyselinou

v

1. pro aa
2. pro tRNA
3. pro ATP

Vazba spravné tRNA je sta-
bilizovana konformacni
zménou enzymu, ktera
umozni rychlou
aminoacylaci.

Pokud je navazana chybna
tRNA, ke konformacni
zmeéneé nedojde.
Vysledkem je pomalejsi
reakce

a disociace tRNA.

Prenos na ribozom

21



Ribozomova etapa translace - 3 faze

1. Iniciace translace — vazba mRNA a prvni aa~tRNA na
rbozom

2. Elongace polypeptidovéhdetézce — pmibézne prirazovani
aminokyselin do rostouciho polypeptidovéhdetézce podle
kodonu na mRNA

3. Terminace translace — zakoeni syntezy polypeptidoveho
iretézce, odpoutani mMRNA z ribozomu a jeho rozpad na
podjednotky

22



Zarazovani metioninu do polypeptidu béhem iniciace translace a béhem
jeji elongace u prokaryot - odlisné vlastnosti tRNA vazajicich Met

Metionin

Podoba se spise
peptidyl-tRNA

tRNA, fMet /

Met-tRNAfMet

| formyl
\ 4

fMet-tRNAfMet

tRNAMet

Met-tRNAMet

Kompletni
ribozom, vazba v
A-misté

EF-Tu

IF2 30S

\ 4

T s s Vv 7

Vazba na kodon AUG
pro Met uvnitr genu

kodon AUG v P
misté ribozomu

\ 4

fMet---protein

7N\

Deformylace fMet
(deformylaza) (aminopeptidaza)

23



Metionin je po vazbé na fmet-tRNAi formylovan na
formylmetionin, ktery je po zaclenéni do polypeptidu
deformylovan na metionin, ktery muze byt nasledné
Zz N-konce polypeptidu odstranen

H blokqje NH 2- H H
‘ skupinu ’
H_N—C—COOH 0=—C—N—C—COOH
formyl|
CH, H CH,
) deformylaza

CH, transformylaza CH ‘

> 2
S“» ? aminopeptidaza
CH

: CH

3
metionin N-formylmetionin

24



Formylace metioninu na
A) Struktura iniciatorove tRNA B) Iniciatorove tRNA

h h
CHssCHQCHQ == NH2 CHSSCHQCHg - (i. —NH- (i__ll —H

c=o O

Formylated > C

amino acid

formylace
ARL ;o Met-tRNA, N-formyl-Met-tRNA,
10-formyl
U A tetrahygrof):)late ietplpydiohlite
GGCC
008 01 A
UUGG T G
v

Sekvence

umoziujici vstup do

P mista

25



Ribosome

mRNA

Tri faze translace u prokaryot

ek b Ty . e iy
L\_ tRNA and l\_
tRNA amino acid
(formylmethionine)
. Initiation factors
3 Protein
3. Terminace i GTP

Terminaligg Initiation §
S

Other i i
amino acid -
Formvimethioni Initiation factors (regenerated)
ormylmethionine and GDP .
b Elongation factor Tu
Termination e and GTP
factors 3 K :
Elongation factor Tu Cm— tRNA and N
(regenerated), GDP P amino acid
Peptidyltransfera .
pidyltra rase Elongation
factor G
(regenerated)

and GDP

I\" tRNA Elongation
factor G
and GTP

1. Iniciace

26



Iniciace translace u prokaryot (E. coli)

¥

Jr“d"» mRNA
Tuorba komplex IF-2/RNAME Y
a IF-3/mRNApodiednotka 30S.

komplex IF-2/f-met-RNA

i0+ 5

4
Komplexy vytvorens v kroku 1

se spolu kombinuli a po pfipojent
|F-1.a GTP vanika iniciaéni kemplex 308,

@ =

"““m‘m.k,-.._._—«% Lt e st 50

e

3

iniciaéni komplex 30S

‘

B0
© ro woinéni IF-3 se K iniciatnimu komplexu
pfipojuje padjednotka 50S; &tépi se GTP

a uvoliiuji se IF-1 a IF-2.

£

ribozom 708
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Vazba mRNA na 16S-rRNA

, 16S-rRNA
3- AUUCCUCCACUAG 5

mRNA AGGAIGGUGAUC AUG
meova-Dalgarnova Iniciacni kom

5° sekvence ; ]
P misto 3

RBS

Shineova-Dalgarnova translacni
sekvence iniciacni kodon

mRNA —N 5

oblast

28



Vazba mRNA na 16S-rRNA

, 16S-rRNA
3- AUUCCUCCACUAG 5

mRNA AGGAIGGUGAUC AUG
meova-Dalgarnova Iniciacni kom

5° sekvence ; ]
P misto 3

RBS

Shineova-Dalgarnova translacni
sekvence iniciacni kodon

mRNA —N 5

oblast
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Elongace polypeptidovéharetézce (1)

EF-Tu-GTP: vnasi aa-
tRNA do mista A, pri

O ;P tvorb & peptidové vazby
©  rromorsn G je GTP hydrolyzovan na
domlstaAnbczomu GDP

z tRNA v misté P na tRNA v misté A.

peptidyltransferaza (aktivita podjednotky 508) EF'G'GTP. Zaj|ét,UJe
translokaci ribozomu o
jeden kodon

ot . +RO
¢ l o Pfenos rostouciho polypeptidu

30



Elongace (2)

pokr. predchoziho
obrazku

e Opakovéni kroku 2,
T Fmet4RNAT™ opousti misto E.

£
© Transiokace 1RNA s rostoucim

polypeptidem navazanym
z mista A do mista Pa 1RNA

pfechazejici do mista E.
g

Opakovani
kroka 1-3

Translokace
ribozomu o jeden
kodon

31



Elongacni faze translace

aa-tRNA (druha a vsechny dalsi) vstupuje
do mista A a vaze se svym antikodonem
na kodon mRNA v A misté

Vytvari se peptidova vazba mezi posledni
aminokyselinou rostouciho polypeptidu

a aminokyselinou vazanou na tRNA, ktera
se posunuje do mista P. Zacina
translokace ribozomu.

Ribozom se posunuje na mRNA o jeden
kodon, prazdna tRNA ze uvolni z mista E

Do mista A vstupuje dalsi aa-tRNA

rostouci polypeptidovy fetézec

32



Ucast translac¢nich faktord pfi zajisténi
presnosti translace

1. aa~tRNA pevné vazana na EF-Tu se prechodné vaze s
kodonem v A-misté 30S.

2. aa~tRNA se nachazi v hybridnim misté, parovani kodon-
antikodon vede k hydrolyze GTP navozené EF-Tu. Chybné
zarazeni tRNA zpomaluje hydrolyzu a aa~tRNA tak mlze
opustit ribozom jesté pred vytvorenim peptidoveé vazby.
Casovy prostoj mezi vazbou aa~tRNA na kodon a jeji
dostupnosti pro elongaci zvysSuje presnost translace

3. V pripadé zarazeni spravné aa~tRNA dochazi k disociaci EF-Tu
a aa~tRNA se tak dostava do mista A a mlZe se Ucastnit
elongace peptidového retézce.

4. Naribozom do (nebo pobliZ) mista A na 50S se vaze EF-G
+(GTP) a urychluje pohyb tRNA do hybridnich mist A/P a P/E.

5. Kontakt EF-G s ribozomem stimuluje GTP-azovou aktivitu
EF-G - dochazi ke konformacni zméné EF-G, pomoci niz je
tRNA presunuta z hybridniho mista A/P do mista P a proces
translace tak posune o jeden kodon = translokace ribozomu.

Rychlost syntézy: 2-20 aminokyselin/sec



Terminace syntézy polypeptidovéhdretézce

S

uvoliiovaci faktor 1

0
"“o* Uvnlfiovaci fakior 1 se vaze
na terminacni kodon UAG
v misté A rioozomu a tRNAPH
opousti misto £

(3l ‘_“o
ef Urolnéni vzniého polyoeptid
a RF-1 & pfenos tRNA
z mista P do mista E.

34



Terminace translace

1. Do mista A se dostava terminacni kodon na mRNA

2. V misté A se na terminacni kodon vaze
terminacni (uvolnovaci) faktor (RF1,RF2 n. RF3

3. Zmeéna aktivity peptidyltransferazy vede k
uvolnéni karboxylového konce peptidoveho
retézce z P mista, volna tRNA se presouva do E
mista a opousti ribozom

4. Ribozom disociuje na podjednotky, které se
mohou ucastnit dalsiho cyklu translace

AUGAACUGGUAGCGAUCG

5 3

35




Struktura lidského terminacniho faktoru eRFl
a jeho podobnost s molekulou tRNA

eRFl tRNA

terminacni faktory = molekularni mimikry

36



Zakonéeni translace molekulou tmRNA
tmRNA (transfer/messenger)

ribosome stalled on
broken mRNA

Short message
(~10aa)

Stop

broken RNA

elongation resumes
using codons of tmRNA

incomplete protein 11-amino

acid tag

}

Degradace peptidu specifickou
tag-proteazou



Inkorporace selenocysteinu do polypeptidovéeho
retézce — ¢teni bifunk éniho kodonu UGA

SELB

selenocysteine-specific
translation factor

serine \

selenocysteine
— added to growing
peptide chain

serine

seryl-tRNA 5
synthetase ACU enzymatically ACU

ACU

selenocysteine sgloenn\gecr\:z?e}ge 5
tRNA
‘ preceding UGA
encodes selenocysteine
Specialni tRNASec Potencialni =peekil
sekvence pro

stop kodon SELB (Element
UGA SECIS)




Vnaseni tRNA-sec na vnikni stop kodon UGA

a) U bakterii

Vlasenka je sowasti

Single protein
hinds tRNA-Sec
and stem - loop

kodujici sekvence mRNA

|
T
OH
serin

H

H,N— G — COOH
B
CH,
|
S
|
H

CYSTEINE

b) U savc

mRNA

Vlasenka je sowasti

3 ' netranslatované mRNA
"

HN—C — COOH

@

H

|
CH,
|

SELENOCYSTEINE



Translace u eukaryot

1.

na ¢epi¢ku na mRNA se
postupné navazou elF-
4F, elF-4A, a elF-4B
(dohromady tvorici CBP-
protein)

Je vyhledan iniciaéni
kodon a Met-tRNA™et je
umisténa proti nému (v P
miste)

Uvolni se iniciaéni
faktory a pripoji se
podjednotka 60S

Zacina faze elongace
EF-1 a EF-2 (analogy EF-
Tu, Ts)

EL iniciacni tRNA
mala ribosomalni

podjednotka s navazanymi
iniciacnimi faktory

l vazba mRNA

mRNA
3

cepicka RNA
se pohybuje podel
mRNA, a hleda
prvni triplet AUG

2
iniciaéni
faktory disociuji

Met

navaze se velka

ribosomalni
podjednotka

navéaie se
aminoacyl-tRNA
(1. krok)

peptidova vazba
(2. krok)

} tvofi se prvni

elF4A a B se podileji
na rozmotani
sekundarni struktury
mRNA

elF6 udrzuje
ribozom v
disociovaném stavu

1.  u baktérii se
tvori primo na
sekvencich
ohranicujicich AUG
2. ueukaryot
nejdrive 40S
rozpozna 5 konec
mRNA a pak se
pohybuje k
kde se spojuje s
60S



initiator tRNA

© small ribosomal
subunit with
initiator tRNA
bound

AAAAAAAA By,
)
B0 cIF-1G_ g

et

elF-4E  b'cap

additional
initiation factors

mRNA
3

AUG

INITIATOR tRNA
MOVES ALONG

RNA SEARCHING
i FOR FIRST AUG

elF-2 AND OTHER
INITIATION FACTORS
DISSOCIATE

LARGE
RIBOSOMAL
SUBUNIT

. BINDS

’ AMINOACYL-

tRNA BINDS
(step 1)

BOND FORMS

FIRST PEPTIDE
(step 2)

Iniciace translace u eukaryot

elF-4G je vazan na polyA-konec RNA
a na elF-4E vazany riapicku =
prekladany budou jen mRNA s
uplnou délkou
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Standardni signalni sekvencexportovanych proteina

42



Kotranslaéni export proteina u bakterii

signalni peptidaza

Tl el

g SECA

Sienal f 2~
seguencc Slgnalnl

peptid

mRNA
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Syntéza extracelularnich a membranovych
proteinu

preprotein = polypeptid se signalnim peptidem na N-konci

SRP odstranén a recyklovan

rozeznavajici \

castice {SRP) CYTOSOL

Sekvence - SEE e e e T . HEe e

na rostoucim\
polypeptidu receptor pro SRP translokaéni

""" v membrané ER kanal

LUMEN ER

44



Translokace proteinu membranou do vnitrniho
prostoru endoplazmatického retikula

: i zbytek
- ]—polypeptidového
fetézce

signalni
sekvence

CYTOSOL

. ' " ER

signalni
peptidaza

translokaéni
kanal

45



Zaclenéni transmembranového proteinu
do membrany ER

g
gy

CYTOSOL

/ iniciaéni sekvence

/ (start-transfer)
terminadén( sekvence

NH;

"R, LUMENER

(stop-transfer) . /
’ 5|gn§|n| _

Hydrofobni pepticaza \

sekvence hotovy transmembréanovy

protein v membréné ER
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Posttranslac¢ni procesy

1. Kotranslaéni Gpravy

* deformylace

* pd§tépeni aminokyselin z N-konce aminopeptididzou

* chemické modifikace aminokyselin (hydroxylace, fosforylace, acetylace, aj).

* tvorba disulfidovych miistki - vznik terciarnf struktury

* pripojeni cukernych zbytku (oligosacharidii) - glykozylace, vznik glykoproteini

* vznik sekundarni a terciarni struktury

2. Posttranslaéni Gpravy

* vyStépeni peptidi (proinzulin > inzulin)

* tvorba kvarterni struktury (spojovani protomeri do aktivnich oligomerii)

* pridani prostetickych skupin, koenzymii apod. (hemoglobin)

* posttransla¢ni $té€peni polyproteini (polypeptidovy prekursor > peptid , napi. ACTH)
* proteinovy sestfih (vyStépeni IVPS - intervening protein sequence), vytvoreni nové

peptidové vazby

3. Sestavovani oligomernich proteini a nadmolekularnich struktur

(nekovalentni interakce mezi rozpoznavacimi misty polypeptidovych Fetézcii)

* tvorba organel (membrany aj)

udast chaperonii a chaperoninii pfi sestavovani struktur

4. Samosestavovani (spontinni seskupeni proteinovych podjednotek)
* ribozomy

* morfogeneze viri (sestaveni virovych kapsidii) -



Modifikace aminokyselin

Dekodovanim mRNA pri translaci je mozno do bilkoviny vybrat jen asi 20
aa - z bilkovin lze vsak vyizolovat az 100 riznych modifikovanych forem
aminokyselin:

hydroxylovany prolin a lyzin
fosforylovany serin, treonin, tyrozin
karboxylovana kys. glutamova
acetylovany lyzin
metylovany lyzin a prolin
adenylovany tyrozin
glykozylované zbytky
modifikace lipidickymi zbytky
* zbytky nenasycenych mastnych karbonovych kyselin (acylace: 12C - laurylace,
14C - myristylace, 16C - palmitylace)
* zbytky polyizoprenového charakteru (iso/prenylace: 15C - farnesylace,
20C - geranylgeranylace)

Mnohé modifikaCni enzymy se nachazeji v ER a Golgiho Mikrozomalni
aparatu, nékdy vsak dochazi ke zménam az mimo bunku. frakce
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Prubéh vzniku funkcéniho proteinu

] Sbalovani, vazba kofaktoru (nekovalentni interakce)

l Kovalentni modifikace (glykozylace, fosforylace, acetylace aj)
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Kotranslacni sbalovani proteinu

Sbalena
, C-terminalni
Rostouci Sbaleng , oblast
polypeptidovy N-terminalni
retézec oblast

"Tf"z‘

Sbaleni proteinu je
dokonceno po jeho
uvolnéni z ribozomu

mRNA ribosome
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Sbalovani proteinu za ucasti chaperonu

Nesbaleny
protein

Spravné
sbaleny
protein

i

chaperone

chaperone
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Molekularni chaperony/chaperoniny

® specialni skupina proteinu podilejicich se na sbalo-
vani polypeptidu (zabranuji chybnému sbalovani)
® hlavni rodiny chaperonu: proteiny hsp60 a hsp70
Ohsp70: rozpoznavaji kratké useky polypeptidu
tvorené hydrofobnimi aminokyselinami béhem
jeho syntézy na ribozomu

OHsp60 (GroE; Hsp60/Hsp10) vytvareji soudkovite
struktury, v nichz se upravuji kompletné o
nasyntetizované proteiny "




A)

Dva obecné mechanismy sobeni chaperonir

Hsp70

Protein released
and partially folded
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Ucast chaperonti na procesu sbalovani proteint

ADP ATP

Polypeptid uvolriujici se

z ribozomu.

N

Hsp70 se vaze na hydrofobni oblasti

chaperon
hsp70

.

Jesté nesbaleny
polypeptid.

Vazbou na chaperon
hsp70 se polypeptid
chrani pred nespravnym
shalenim.

nespravné sbaleny
polypeptid

hsp60
probiha opét shalovani
polypeptidu.
> Nespravné sbalemy
polypeptid je
odbowran,

‘spravneé sbhaleny
polypeptid

proteinu a zabranuje jeho agregaci.
Dalsi ulohy:

e transport

 disagregace denaturovanych
proteind (napr. Hsp60)

(GroEL, GrokES)

hsp = heat shock protein
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Posttranslacni uprava proinzulinu

— S Vite  Smee

—

ﬁ.*

—~ ‘e s

| - C-retezec ~

// Enzymaticky se vystépi \\
/ AN
( AN
\ \

\‘O : : .80 \\
stepent | A-retézec
S

B-retézec

\ y
/g Stépeni
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Proteinovy seskih

srovnani zpisohi odstranovani introna a inteina

DNA
S =y
Exon T hion Fxon?

Inteiny byly zjiS€ny u
kvasinekfas, bakterii a
archei — obvykle je
pritomen jen jeden
intein, vyjime&ne dva

B, Intein katalyzuje své

D ————

vlastni vysépeni

ROTEIN
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PROTEIN PRIOR TO SPLICING

M 2 INTEIN
2 | G5 CLEAVED OFF
& X . =

o

EXTEINS
REARRANGE

e'x‘“L

FINAL PROTEIN FORMED

Prabéh sestihu inteinu

- probihaautokatalyticky ve dvou
krocich

1. Extein 1 je uvolén a @Fpojen k
cysteinu exteinu 2 — vznika
vétveny intermediat

2. Intein je vyStpen a oba exteiny se
Spoji peptidovou vazbou do
zralého proteinu

Inteins are currently known in more then 200 types
of proteins with diverse in functions. These proteins
include metabolic enzymes, DNA and RNA
polymerases, proteases, ribonucleotide reductases,

and vacuolar-type ATPases.




Sestrih inteinu (proteinovy sestrih)

Intein-containing gene

Transcription

~~

Genova
konverze

.
>

M

Intein DNA
jumps

g — Intein homing

Sekvencné-specificka endonukleaza
Cut by the ‘
intein b A A AR S A

Stépeni genu bez inteinu v misté,

I kam se ma zaclenit intein

Intein-minus gene

o Translation
. C-extein
N-extein /

\

Sestrih ‘\
/».

5 Konzervativni
) sekvence
Intein ) .
\ aminokyselin
140-850 aa

+/- homing endonuclease gene (ng86)



Samosestavovani

TRI SESTAVOVAC| RADY

ocasek - .hlava viakna ocasku
l 5,6.7.8.10,25.26,
27,28,29.4 20,21.22. ‘
£ 23,24,31 37,38
1
12
bazalni l
des"éka m rekurzor —
gavy ///___
54 (19) :
241617 ¢ 36
- bazalni 49,50,64,65 -
- desticka =<
spolena : -
s proteiny kompletm 1’ 35
dutiny hlava :
ocasku T[T . —
fipojeni 13,14
t?balm’eho l %
proleiny 315 ¢ 34
kompletni
vlakna
ocasku

ocasek
sponlanm
spojeni ocasku

s fagovou hlavou

#lahilng
kompletni fagovy labilni faktor

virion

(self-assembling)

Vytvareni
nadmolekularnich
struktur, spojovani
proteinu
nekovalentnimi
vazbami

Cisly jsou oznaceny
strukturni geny,
kterymi jsou
kodovany proteiny
faga



Buneécné mechanismy monitorujici kvalitu
proteinu po translaci

| syntetizovany

protein

Proteinove
agregaty

Spravné
sbalen bez
cizi pomoci

Spravné sbalen
s pomoci
chaperont

Neuplné sbalena
forma je rozlozena
v proteazomu
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Odbouravani proteinl v proteazomech (eukaryota)

Schéma cyklu ubikvitinu -
E1 = enzym aktivujici
ubikvitin.
E2 = enzym pfenasejici
aktivni ubikvitin
sbaleny protein na shaleny protein.

centralni cylindr

' \ aktivni mista

' proteaz

Protein uréeny

—Se
k odbourani — @gl/am \
ubikvitin
[ e
Oznaéeni ubikvitinem

za ucasti enzymu E2. Aktivace
ubikvitinu

enzymem ET.

&

proteazom
19S ,,cap“
- vaze
oznacené
proteiny

nmg———proleéza

i 3 Odbourani proteinu

ratea’zu. _ fragmenty N
GlalEE Rl protei‘su1 )
N4 “O
) CHER B E\ED // N
Rozbaleni proteinu. GEE ViR ,.‘
/
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Oznafovani proteina ubigutinem

A. Aktivace ubiquitinu prost fednictvim enzymi E1, E2 a E3

ubiquitin
COO0™ '

SH S—C=0
ubiquitin blzggiﬂﬁi:?
activating li qase

sy ¢
+

ubiquitin ligase

primed with
ubiquitin

B. Pripojeni ubiquitinu na cilovy protein

€-amino group
on lysine
side chain

\

NH, |

target protein with
multiubiquitin
chain

degradation signal target protein first ubiquitin
on target protein bound to chain added
ubiquitin ligase to target protein




Ubiquitin ¢i ubikvitin (z lat. ubique, vSude) je maly globularni protein o délce
76 aminokyselin, gfitomny ve vSech eukaryotickych biikach, ktery reguluje rozklad
jinych proteina v proteazomu, lyzozomwi ve vakuole. V uritych pripadech vsak
také stimuluje endocytozu, vnitroburéény transport a podili se na udrzovani
struktury chromatinu (ubi kvitin se vaze se na histony).
Ubiquitin se zpravidla pripoji na protein, ktery ma byt rozlozen (degradovan),tento
proces navazani ubiquitinu se oznéuje jako ubiquitinace. Vaze se glycinem (na svém
C-terminalnim konci) k lysinu na proteinu uréeném k degradaci.
Po pripojeni ubikvitinu je oznaéeny protein degradovan proteasomem 26S. Tato
degradace je specificka a Pesre cilena, je tedycasto vyuzivana pro specifické
odstranéni proteina signalnich drah. Proteiny degradované proto, aby jegh
aminokyseliny, pripadné peptidy mohly byt pouzity jako stavebni kameny, byvg
degradovany spiSe nespecificky proteazami.
Mechanismus gFipojeni
Na cilovy protein, uréeny k degradaci, se ubikvitin vaze pomocii enzyma,
aktivacniho E1, konjugatniho E2 a liga&niho E3. Ligaéni enzym se spoji s cilovym
proteinem. Aktivaéni enzym nejprve ubikvitin aktivuje na ucet ATP a poté ho greda
konjugac¢nimu enzymu, ktery se spoji s komplexem, td@nym ligatnim enzymem
spojenym s cilovym proteinem uéenym k degradaci. V tomto komplexu tvé#enym
E2, E3, ubikvitinem a cilovym proteinem pak dojde knavazani ubikvitinu na cilovy
protein. E2 a E3 se recykluje.
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Aktivace aminokyseliny aminoacyl~tRNA-

SyntetaZOU
R O OH
|
H,N—C—CZ ]
| DoH
H
amino acid tRNA
R (
P P | /()
l H,N— C—C ::
it i : R
2@ v P — ribose - adenine l 0
L Z
adenylated amino acid HaN—=L—C =
l O
H
aminoacyl-
tRNA

P — ribose - adenine

AMP
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