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Number of
Residues” Function

7 Assists IF-3 binding

390 Binds initiator
tRNA and GTP

180 Releases mRNA and
tRNA from recycled
308 subunit and aids
new mRNA binding

Binds aminoacyl-tRNA
and GTP

Displaces GDP from
EF-Tu

Promotes translocation
through G'TP binding
and hydrolysis

Recognizes UAA and
UAG Stop codons
Recognizes UAA and
UGA Stop codons
Stimulates RF-1/RF-2
release via G'TP
hydrolysis
Together with EF-G,
induces ribosomal
dissociation to small
and large subunits

All E. coli translational factors are monomeric proteins.
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Aktivni center peptidiltransferaze.
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Nastanek peptidne vezi s posredovanjem ribosomske peptidiltrasferaze.
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ascent polypeptide

Terminacija pri E. coli

RF1: UAA, UAG
RF2: UAA, UGA

RRF: ribosome recycling factor




EF-Tu

¢ tRNA
&,

EF-G

RF3

RF1/2

RRF
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Consensus RBS Sequences
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Methylated cap [nitiation site

1 Small subunit binds to methylated cap

*I\IVWV\GGGEGGAUGG

2 Small subunit migrates to initiation site
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Courtesy of Oscar L. Miller, Ir. and Steven L. McKnight, University of Virginia

Polisomi v svilnih Zleznih celicah sviloprejke (elektronska mikroskopija).



Protein PABI (vezavni protein za poli-A-rep |) skupaj
z nekaterimi podenotami elF4 poveze kapo in
poli-A-rep in s tem cirkularizira mRNA. Ribosomi

tako lazje vstopajo v naslednji cikel sinteze proteina.
Lodish et al.: Molecular Cell Biology, 4. izdaja, slika 4-42




TABLE 29.4 Antibiotic inhibitors of protein synthesis

Antibiotic Action
Streptomycin and other Inhibit initiation and cause misreading of mRNA
aminoglycosides (prokaryotes)

Tetracycline Binds to the 30S subunit and inhibits binding of
aminoacyl-tRNAs (prokaryotes)

Chloramphenicol Inhibits the peptidyl transferase activity of the 505
ribosomal subunit (prokaryotes)

Cycloheximide Inhibits the peptidyl transferase activity of the 60S
ribosomal subunit (eukaryotes)

Erythromycin Binds to the 505 subunit and inhibits translocation
(prokaryotes)

Puromycin Causes premature chain termination by acting as an

analog of aminoacyl-tRNA (prokaryotes and
eukaryotes)
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Neribosomska sinteza peptidov

- predvsem pri bakterijah in glivah

- predvsem za peptidne sekundarne metabolite

- peptidi so pogosto ciklicni

- sintezo katalizirajo peptid-sintaze, ki delujejo neodvisno od RNA (NRPS)

- encimi so specificni za vsak posamezen peptid

- mozna je vgradnja modificiraninh aminokislin in D-aminokislin

- geni za NPRS enega peptida so pogosto organizirani kot en operon oz. grozd

- znanih je ~500 monomerov, ki jih NRPS lahko vgrajujejo

- razen aminokislin NRPS lahko vkljuCujejo tudi masc. kisline in alfa-hidroksi kisline



Ciklosporin: zgradba in biosinteza

Ciklosporin-sintetaza: 4 domene, 1,6 MDa

- organizirana po modulih

- vsak modul sestavlja veC domen, povezanih z linkerji
- sinteza se zakljuci s ciklizacijo in sprostitvijo produkta
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Mehanizem delovanja:

1. aktivacija monomera (domena A)

2. rast verige (domena PCP (peptidyi carrier protein))
3. kondenzacija aminokislin (domena C)
4. sprostitev produkta (domena TE ticesteraza))

Struktura modulov:

- sestavljeni iz vecC kataliticnih domen

- 3 domene so esencialne: A, PCP in C

- domena TE je samo v terminacijskem modulu
- znane so le strukture posameznih modulov



Energijske zahteve za ribosomsko sintezo proteina, ki ga sestavlja
N aminokislinskih ostankov:

2N  ATP za vezavo AK na tRNA (ATP -> AMP + PPi -> AMP + 2Pi)

1 GTP za iniciacijo translacije (IF2)

N-1 GTP za usmerjanje aa-tRNA v ribosom za N-1 pept. vezi (EF-Tu)
N-1 GTP za N-1 translokacijskih korakov (EF-G)

1 GTP za terminacijo (RF-3)

4N

Za vgradnjo vsake aminokisline je potrebna cepitev 4 visokoenergijskih fosfatnih vezi.
Vsaka taka cepitev sprosti ~40 kJ/mol - skupaj 160 kJ/mol za eno peptidno vez.

Ce reakcija ne bi bila katalizirana, bi bil vioZzek energije samo ~20 kJ/mol.

Zakaj je sinteza peptidov na ribosomih tako energetsko potratna?
Zato, da lahko nastane natancno definirano zaporedje aminokislin.

Hitrost sinteze: 15 AK/s, usklajena s hitrostjo sinteze mRNA (45 nt/s).

Hartmut Luecke, UC Irvine
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