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Topni proteinski faktorji pri sintezi proteinov E. coli



Kaj, če Met1 ne bi bil formiliran…?







Aktivni center peptidiltransferaze.



Nastanek peptidne vezi s posredovanjem ribosomske peptidiltrasferaze.







Shematski prikaz elongacije polipeptidne verige pri prokariontih.









Dogajanje na ribosomu pri poškodovani mRNA:
Trans-translacija



tmRNA = 10 Sa RNA = SsrA



Terminacija pri E. coli

RF1: UAA, UAG
RF2: UAA, UGA

RRF: ribosome recycling factor



Molekulska mimikrija omogoča vezavo različnih transkripcijskih faktorjev 
na isto mesto v ribosomu



Hidrolitična sprostitev tRNA s končnega aminokislinskega ostanka.







http://www.promega.com/enotes/features/0012/images/fe0009_fig4.gif

http://www.ambion.com/techlib/append/rbs_requirements.html









Sestavljanje prediniciacijskega kompleksa 43 S

IRES = notranje vstopno mesto za ribosom
(internal ribosomal entry site)



9, 971-980 (December 2008)

4E – vezava kape, 4A – RNA-helikaza, 4G – ogrodje, PABP – protein, ki se veže na poli-A  





Polisomi v svilnih žleznih celicah sviloprejke (elektronska mikroskopija).



Protein PABI (vezavni protein za poli-A-rep I) skupaj 
z nekaterimi podenotami eIF4 poveže kapo in
poli-A-rep in s tem cirkularizira mRNA. Ribosomi 
tako lažje vstopajo v naslednji cikel sinteze proteina.
Lodish et al.: Molecular Cell Biology, 4. izdaja, slika 4-42









Neribosomska sinteza peptidov

- predvsem pri bakterijah in glivah
- predvsem za peptidne sekundarne metabolite
- peptidi so pogosto ciklični
- sintezo katalizirajo peptid-sintaze, ki delujejo neodvisno od RNA (NRPS)
- encimi so specifični za vsak posamezen peptid
- možna je vgradnja modificiranih 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 vključujejo tudi mašč. kisline in alfa-hidroksi kisline



Ciklosporin: zgradba in biosinteza

Ciklosporin-sintetaza: 4 domene, 1,6 MDa
- organizirana po modulih
- vsak modul sestavlja več domen, povezanih z linkerji
- sinteza se zaključi s ciklizacijo in sprostitvijo produkta
 

Bmt = butenil-metil-treonin, Abu = L-alfa-aminomaslena kislina, Sar = sarkozin



Mehanizem delovanja:

1. aktivacija monomera (domena A)
2. rast verige (domena PCP [peptidyl carrier protein])
3. kondenzacija aminokislin (domena C)
4. sprostitev produkta (domena TE [tioesteraza])

Struktura modulov:

- sestavljeni iz več katalitičnih 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. 

Če reakcija ne bi bila katalizirana, bi bil vložek energije samo ~20 kJ/mol.

Zakaj je sinteza peptidov na ribosomih tako energetsko potratna?
Zato, da lahko nastane natančno definirano zaporedje aminokislin.
 
Hitrost sinteze: 15 AK/s, usklajena s hitrostjo sinteze mRNA (45 nt/s). 

Hartmut Luecke, UC Irvine
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