Prevajanje RNA: genetski kod in
metabolizem proteinov



Izrazanje genetske informacije

Prenos bioloske informacije:

podvojevanje

(DNA -> DNA)
DNA Polymerase

DOV oA

prepisovanje

(DNA -> RNA)
RNA Polymerase

Proces: prevajanje ali translacija M RNA

prevajanje
(RNA -> Protein)
Ribosome

O-O-0-0-0-0O0 Protein

http://en.wikipedia.org


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/68/Central_Dogma_of_Molecular_Biochemistry_with_Enzymes.jpg

Prevajanje RNA
Sinteza proteinov poteka na ribosomih, ki se nahajajo v citolazmi, matriksu mitohondrijev in
stromi kloroplastov.

58S rIRNA <-—

— 23S rRNA O
e 55 IRNA 28S rIRNA -<—
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60S

—> 34 proteinov

708 80S
— 16S rRNA 18S IRNA <——
303 — > 21 proteinov 33 proteinov <€——— 405
(a) prokarionti (b) evkarionti
E. coli:
znacilnost celotni ribosom velika podenota mala podenota
sedimentacijski kolicnik 708 50 S 308
molekulska masa (kDa) 2 520 1590 930
vsebnost RNA 66 % 23 S (2 904 baze] 16 S (1 542 bhaz)
5 S [120 baz]
vsebnost proteinov 34 % 34 razlicnih proteinov 21 razlicnih proteinov

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005



Genetski kod

druga baza kodona

Triplet = niz treh nukleotidnih baz
na mRNA, ki dolocajo eno AK.

Triplet = kodon

Degeneriranost = posamezno AK
lahko kodira vec kot en tripletni
kod.

Univerzalnost = enak genetski kod
pri vseh organizmih.

prva baza kodona

Prevajanje se zacne na prvem AUG
kodonu in se nadaljuje po tripletih
do stop kodona.
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Bralni okvirji

* Branje (translacija) mRNA poteka od 5‘-konca proti 3‘-koncu.

* Prevajanje se zacne na START kodonu AUG in se nadaljuje po tripletih do STOP
kodona.

e Sinteza proteinov se nadaljuje v istem bralnem okvirju do stop kodona.

e Odprt bralni okvir je zaporedje, ki se zacne se z Met, vsebuje 50 ali ve€ kodonov in
se konca s stop kodonom. Daljsi bralni okvir je zelo verjetno del gena, ki kodira
protein.

* Pri bakterijah je prva aminokislina vedno N-formilmetionin (fMet).

Amino acids
open reading frame A

7,
lMotAThrAspGInHoGhNaGMLouN;PﬁoTET;rAspNaProﬁlsmp
| |

MRNA e N o | 1 | | 1 | ] | | | y
AUGACGGAUCAGCCGCAAGCGGAAUUGGCGUUUACGUACGAUGCGCCG JUAA

A
Codon
Sense strand (Coding strand) p
ATGACGGATCAGCCGCAAGCGGAATTGGCGTTTACGTACGATGLGLLCG TAA
DNAlllllIlIllllllIllllllIIIlIllllllllllllllllllllll i

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCAAATGCATGCTACGCGGC L ATT

(4

Antisense strand (Non-coding strand)

http://www.genome.gov/dmd/img.cfm?node=Photos/Graphics&id=85216
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Bralni okvirji

*  Bralni okvirji se ne prekrivajo: vsi trije nukleotidi enega tripleta se uporabijo le enkrat —
kodoni si nukleotidov ne delijo.

Nonoverlapping| A U A,C G A,G U C,

code 1 2 3
Overlapping AUACGAGTUC
code 1
2
Fig. 27-3, Lehninger, 5th ed., 2008 3

* Sinteza proteinov tece od aminskega proti karboksilnemu koncu proteina.
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estrska vez
Aminoacil-tRNA —— s

; 0!
. - . . .. 2'or3's |
* Aminokisline s tRNA povezujejo encimi Y- 0—C--CHR
aminoacil-tRNA-sintetaze. gy Illl{ =
13
e Reakcija sinteze:
aminokislina + ATP == aminoaciladenilat + PP, o P
aminoaciladenilat+ tRNA == aminoacil-tRNA + AMP N (f
PP, + HHO = 2P, o B
e (
B G
= U
e Vvsakem organizmu je 20 razli¢nih . PR P - (@
aminoacil-tRNA-sintetaz. : ‘@
lG[c|a]

e Za specificnost vezave sta
najpomembnejsi prvi dve bazi kodona.

antikodon

mRNA 5’ G—-C—-C 3’
s D)
kodon
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Sinteza aminoacil-tRNA
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Potek translacije - iniciacija
* Ribosom prepozna zacetno mesto na mRNA in v ribosom vstopi N-formilmetionin (fMet).
 fMet je prva AK na N-koncu v bakterijskih celicah.

RN A
g2 = 0]
e " mRNA + [F + podenota 30 S I
IF = iniciacijski faktorji .~ P—O—CH, 0
= ]
H
IF (l) OH
mRNA 5’ AUG UUU 3 0 =0
| H |
" INeS T "
G Mg |
podenota 30 S fMet formilna CH,
skupina ‘
CH,
|
S
UAC |
tMet CH,
3
GTP N
N fMet -tRNApyeq
IF UAC
mRNA 5’ AUG UUU 3’
AV

iniciacijski kompleks 30 S
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Potek translacije — iniciacija = elongacija

= £: NN

+ GDP + P podenota 50 §

mRNA 5’ AUG UUU 3

iniciacijski kompleks
Phe
AAA
TP et
Elongacija: = O
kompleks 70 S x‘ , w’
AAA

AUG UUU

P U\

mRNA 5’ 3’

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Potek translacije - elongacija

Pri podaljSevnaju verige sodelujejo proteini, ki jih dipeptidil-tRNA

imenujemo elongacijski faktorji (EF). l

l peptidna vez
Nastanek vezi katalizira peptidiltransferaza, sestavni del f{fﬁt/
podenote 50 S.

mRNA 5 AUG UUU 3/

AV
GTP
OH . . ..
premestitev ali translokacija
UAC

mRNA 5’

+ GTP
GDP + P; UTTA

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



™Met Gly MerGly
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Potek translacije - elongacija

mRNA 5’

mRNA 5’

k sprostitveni faktor

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Potek translacije - terminacija
fII\/Iet
Plhe
Asn

sprostitveni faktorji = RF

mRNA 5’ 3’

sn-Phe-fMet

H,O
peptidiltransferaza
COO™

OH

+30S l disociacija podenot
+ 508

mRNA 5’
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Molekule, ki so vkljucene v translacijo

TABLE27-5 | = oo

Stage Essential components

Za sintezo proteinov in : :

. l. Activation of amino acids 20 amino acids
nJIhOVO dodelavo 20 aminoacyl-tRNA synthetases
(procesiranje) pri e
prokariontih potrebnih vec Mg**
kot 100 razlicnih proteinov 2. Initiation mRNA »
. v N-Formylmethionyl-tRNA™¢*
in vec vrst molekul RNA. Initiation codon in MRNA (AUG)

308 ribosomal subunit

508 ribosomal subunit
Initiation factors (IF-1, IF-2, IF-3)
GTP
Mg+

3. Elongation TFunctional 708 ribosome (initiation complex)
Aminoacyl-tRNAs specified by codons
Elongation factors (EF-Ta, EF-Ts, EF-G)

GTP
Mg®*
4. Termination and ribosome Termination codon in mRNA
recycling Release factors (RF-1, RF-2, RF-3, RRF)
EF-G
IF-3
5. Folding and posttranslational Specific enzymes, cofactors, and other components
processing for removal of initiating residues and signal

sequences, additional proteolytic processing,

modification of terminal residues, and attachment

of acetyl, phosphoryl, methyl, carboxyl,
Lehninger, 5th ed., 2008 carbohydrate, or prosthetic groups




Sinteza proteinov je energijsko drag in zahteven proces:

Potrebna energija za sintezo proteinov

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005



Translacija

Molekulo mRNA hkrati prevajajo gruce ribosomov — poliribosom, ki sintetizirajo vec
enakih proteinskih molekul in s tem povecajo ucinkovitost sinteze proteinov.

evkariontska celica

y @l

growing 5‘
polypeptide
chain

=

Fig. 7-39, Essential Cell Biology, 4ed, 2014



el _se_ _s . NH, Hoh
Inhibicija sinteze proteinov 2 /an_;_
N
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H H H H
O OH Hi\]" OH
C= C=0
.e . . . l ]
Ba k.te.ru.e rodu Streptomyces |:v)r0|zva jajo o gl (‘-Hz@ i
antibiotik puromicin, ki se veze na NI, NI,
mesto A, kar povzrodi predcasen aminoacik-tRNA puromicin
zaklju€ek sinteze proteina. (a)
NH2 N((‘Hz)g
-sto P mesto A
Nk)IN\> mesto It)iN\> (Sibka vezava)
O = N b N
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(disociira z ribosoma)
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Inhibicija sinteze proteinov

Antibioti¢ni inhibitorji sinteze proteinov pri prokariontih.

Oif CILOI
02N~©»(|:—cl‘. — NH—C—CHCl,
H OH

kloramfenikol

NH¥

|
NHz NH—C—NH,

HQN— HNI
O

OH

H
HO /Cu,on
H H;CNH
H H
OH H
streptomicin

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005

CHj
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H,C._ _OH o
CHOH
CH,
tetraciklin 0O N )
g N §
cikloheksimid

CH; H

eritromicin



Inhibicija sinteze proteinov

antibiotik

nacin delovanja

puromicin

streptomicin
tetraciklin
eritromicin
kloramfenikol
cikloheksimid

povzroca predcasno terminacijo s tem, da oponasa delovanje aminoacil-tRNA; deluje na
prokarionte in evkarionte

povzroca napacno branje mRNA in inhibira iniciacijo: deluje na prokarionte

veze se na mesto A na ribosomu in blokira vstop aminoacil-tRNA; deluje na prokarionte
veze se na ribosome in inhibira translokacijo; deluje na prokarionte

inhibira peptidiltransferazno aktivnost podenote 50 S pri prokariontih

blokira peptidiltransferazno aktivnost podenote 60 S pri evkariontih

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



* Ricin je strupen protein iz semen kloscevca.
* Jelektin = protein, ki se veZe na ogljikove hidrate.
* LD, =22 pg/kg pri inhalaciji ali injiciranju.

* Veriga A je N-glikozidaza, ki odcepi adenin na poziciji
4324 iz 28S rRNA.
* Veriga B je lektin, ki se veze na galaktozne ostanke na

povrsini celic.

veriga A

http://en.wikipedia.org/wiki/Ricin

archers

© Kjell B. Sandved/Photo Resea


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e4/Ricin_structure.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Castor_beans1.jpg

Neantibioticna inhibicija sinteze proteinov

Bakterija Corynebacterium diphtheriae izloca eksotoksin, ki povzroca
nalezljivo bolezen zgornjih dihalnih poti davico ali difterijo. Eksotoksin
povzrocCi odlaganje psevdomembrane iz fibrina, bakterij in vnetnih celic.

Povzroca tudi poSkodbe srca in jetr ter mielinske ovojnice v osrednjem in
obkrajnem ziv€evju, kar vodi v izgubo nadzora gibanja in zaznavanja.

Gen za toksin Tox je zapisan bakteriofagu P. http://sl.wikipedia.org/wiki/Davic:

Le sevi, ki imajo lizogen fag, so toksicni.

Je polipeptid, sestavljen iz dveh podenot A in B, ki sta povezani z S-S
mostickom.

Fragment A ima kataliti¢no aktivnost in inhibira elongacijski faktor 2 (eEF2)
tako da ADP-ribozilira aminokislino diftamid. Ze ena sama molekula
fragmenta A ubije celico.

Fragment B je potreben za translokacijo proteina v celico.
diftamid

o J/l
NH

http://en.wikipedia.org/wiki/Diphtheria_toxin


http://sl.wikipedia.org/wiki/Slika:Diphtheria_bull_neck.5325_lores.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Diphthamide.png

Posttranslacijska dodelava
proteinov — zvitje proteinov

Vecina proteinov po koncani sintezi Se ni v
biolosko aktivni obliki (nativni konformaciji).

Po koncani sintezi veCinoma sledi zvitje
proteinov v nativno konformacijo.

Proces zvijanja je pogosto kooperativen.

folding

(Gouli) 5

narascanje energije

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005

razvit
(neaktiven)
neaktiven
neaktiven &}’\/
neaktiven :
biolosko aktiven
(nativen)
pot zvitja

folding of protein
completed after
release from ribosome

C-terminal
folded domain
N-terminal
domain ] «/
growing '
polypeptide .
chain \ -
— — — —
47 <

| ! Fig. 6-84, Alberts, Molecular

mRNA ribosome

Biology of the Cell, 5ed, 2008



| hesized Fig. 4-10, Alberts,
newly synthesized, Essential Cell

partially folded protein Biology, 4ed,

Zvitje proteinov 2014

* Proteini, ki katalizirajo, usmerjajo in
pospesujejo zvijanje proteinov so

v i chaperone

saperoni. proteins
* Poznamo vec vrst Saperonov: 26 %

nekateri so ATPaze in omogocajo / \

zvijanje ob hidrolizi ATP. &

incorrectly folded correctly folded
protein protein

GrokES cap
incorrectly or hydrophobic
incompletely protein-binding
folded protein sites “ correctly

folded
1 protein
hsp60-like Fig. 6-87, Alberts, Molecular

) Protein complex Biology of the Cell, 5ed, 2008




Zvitje proteinov — nastanek S-S vezi

fa)

S-S vezi pogosto precno povezujejo cisteinske ostanke v proteinu.
Encim, ki katalizira nastanek S-S vezi je protein-disulfid-izomeraza (PDI).

]
s

SH-
:

T

]
s

.

— .
e
4
3
3
2
MNonnative 5-5 bonds Mixed disulfide . Mative 5-5 bonds
B)
Oxidized
PDI Reduced
> SH PDI
J B )
o SH - .
— —
- -

Reduced protein Mixed disul

Fig. 9-15, Voet, Biochemistry, 4ed, 2011

V4

fide Onidized (native) protein



Biokemijske modifikacije

(l:)
* Dodajanje acetilne skupine na N-konec:
CH:C—NH
* Proteoliti¢na cepitev verige
1 245| kimotripsinogen
(neaktivna oblika)
tripsin
1 15 16 245 m— kimotripsin
| | (aktiven)
Arg le kimotripsin
Ser-Arg in Thr-Asn
14 15 147 148
1 5 16 146 149 245 O~ kimotripsin
J | | | (aktiven)
Leu Ile Tyr Ala
veriga A veriga B veriga C

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Biokemijske modifikacije

Vezava sladkorjev na AK Ser, Thr, Asn. Modifikacija AK: fosforilacija in hidroksilacija.
O
NN Serali Thr N\ |
C_
., o
N C—H
O /1 2
/
H,C 5 3CH,
GalNAc \\é
l-—»/ Y—»:-. / 1&
; HO H
Gal Sia

4-Hydroxyprolyl residue
(Hyp)

(a) O-glikozidne vezi

Dodajanje prosteti¢nih skupin: hem, FAD, biotin.

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005 Fig. 9-15, Voet, Biochemistry, 4ed, 2011



Usmerjanje proteinov pri prokariontih

Proteini, ki morajo preiti iz citosola skozi membrane, imajo signalno zaporedje (14 AK — 26 AK na
N-koncu).

14-26 aminokislin
signalno zaporedje

A

N — \—

bazi¢na regija hidrofobna regija, ki niv
reguya ‘)thkl‘ O cepitveno mesto
vijacnice
Boyer, Temelji biokemije, Studentska

3.8 7_13 45 zalozba, Ljubljana, 2005

aminokislin aminokislin aminokislin

Inner membrane proteins
cleavaga

Phage td, major ai:e
coat protein Met Lys Lys Ser Leu Val Leu Lys Ala Ser Val Ala Val Ala Thr Leu Val Pro Met Leu Ser Phe Ala Ala Glu —

Phage fd, minor . +
coat protein Met Lys Lys Leu Leu Phe Ala [le Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser Ala Glu -

Periplasmic proteins p
Alkaline phosphatase Met Lys Gln Ser Thr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr Pro Val Thr Lys Ala Arg Thr -

Leucine-specific ¥
binding protein Met Lys Ala Asn Ala Lys Thr Ile Ile Ala Gly Met Ile Ala Leu Ala Ile Ser His Thr Ala Met Ala Asp Asp -

B-Lactamase of v
pBR322 Met Ser Ile GIn His Phe Arg Val Ala Leu Ile Pro Phe Phe Ala Ala Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro -

Outer membrane proteins

Lipoprotein Met Lys Ala Thr Lys Leu Val LeuGly Ala Val Ile Leu Gly Ser Thr Leu Leu Ala Gly*Cys Ser --

LamB Leu Arg Lys Leu Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Ala Gly Val Met Ser Ala Gln Ala Met Ala’ Val Asp —
Fig. 27-39,

Lehninger, 5th OmpA Met Met Lle Thr Met Lys Lys Thr Ala Ille Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gln Ala” Ala Pro -
ed., 2008



Usmerjanje proteinov pri prokariontih
*  Priprokariontih lahko proteini ostanejo v celici ali se iz nje izlocCijo.
« Saperon SecB prepozna signalno sekvenco za prenos v periplazmo na N-koncu proteina.

* Energija za translokacijo prihaja iz hidrolize ATP in transmembranskega elektrokemijskega
potenciala.

@ Cytosol

Periplasmic
Fig. 27-44, Lehninger, 5th ed., 2008 space



CYTOSOL

Usmerjanje proteinov
pri evkariontih %l
NUCLEUS PEROXISOMES
* Proteini, ki so namenjeni izlo€anju iz
celice ali pa v lizosome imajo skupnih MITOCHONDRIA PLASTIDS

nekaj korakov, ki se zacnejo na ER.

ENDOPLASMIC RETICULUM

* Proteini, ki so namenjeni v
mitohondrij, kloroplaste ali jedro

imajo tri razli¢ne loéene mehanizme. GOLG!

* Proteini, ki so namenjeni delovanju v
. . . SECRETORY
citosolu, enostavno ostanejo v njem. LATE ENDOSOME VESICLES

LYSOSOME

EARLY ENDOSOME

KEY: Il = 9ated transport
I = transmembrane transport

Fig. 12-6, Alberts = vesicular transport

Molecular Biology of the

Cell, Sed, 2008 CELL EXTERIOR




Usmerjanje proteinov v endoplazemski retikulum

* Proteini, ki so namenjeni v membrane, ER, lizosome ali za izloCanje iz celice, se
sintetizirajo na ribosomih, ki so pritjeni na ER.

* Proteini, ki morajo preiti iz citosola skozi membrane (v mitohondrij, kloroplaste ali
ER), imajo kratko zaporedje aminokislin, imenovano signalno zaporedje na N-

koncu proteina.

Rough —— _
endoplasmic :
reticulum Signal
sequence
remq_\_fed
Translocon .
SRP receptor —__ /
s U
SRP — ""G
NH{ @ & Gop|
Signal —__%
sequence \ \ , T
Ribosome ~— 4 \ .- |
f I
Messenger — ; ."I | m \
RNA / ! | N\
5 /’ 2 Polypeptide | \
/ synthesis :
1 Polypeptide inhibited 3 SRP docks to
synthesis the SRP receptor
initiated to form the ribosome-

translocon complex.

Lumen
o
-]
£
NH3
Carbohydrate NHI
‘ NHZ
NH; ! COO—
f ) -
B ) 7 Ribosome
// '\_____——————\.f"'___ dissociates
5 Signal 6 Protein extrudes, folds,
seqluence and is anchored to
excised

membrane

4 SRP and SRP receptor
dissociate and polypeptide
synthesis resumes

Fig. 12-46, Voet, Biochemistry, 4ed, 2011



Usmerjanje proteinov v endoplazemski retikulum

Evkariontska signalna zaporedja:

Signal
peptidase
cleavage

site
Bovine growth hormone MMAAGPRITSIDEDAFANECEPWTQVVG |AFP
Bovine proalbumin MEwYV TIERSIDDDEFESSAYS |RGV
Human proinsulin MALWMEBEEPDDANDAEWGPDPAAA|FVN
Human interferon y MY Ts YIREA R e ITYEcsLGg|cyc
Human o-fibrinogen MFSMRBIEVELDVESVWWETAWT |ADS
Human IgG heavy chain MEFGLSWIEFEVANTNEKGVQC |EVQ
Rat amylase MEEVIRERESINEFECcwWA | QYD
Murine a-fetoprotein MW | TPASIEDNEENEEH FAASK |ALH
Chicken lysozyme MRS BRIV R G | KV F
Zea mays rein protein 22.1 MATEINEARNDANDANEWS ATNA | F I

Fig. 12-47, Voet, Biochemistry, 4ed, 2011



Glikozilacija proteinov

B N-Acetylglucosamine (GlcNAc)
® Mannose (Man)
® Glucose (Glc)

5 GDP 5 GDP-Man

tunicamycin
|

UMP + UDPy 2 UDP-GlcNAc

translocation ( s @

@

oy
=y
o 4

. ' O o

4‘\.

)
Y

oo

4 Dolichol(P)-Man

4 Dolichol<®)

(\ 3 Dolichol<P) Glc
\ 3 Dolichol-(P)

%: 8/

Endoplasmic Dolichol (P)
reticulum

Cytosol

Fig. 27-39, Lehninger, 5th ed., 2008

CH,4 CH,
— CHj4
CH; "
Dolichol phosphate
(n = 9-22)
B . phosphate
P.




Fig. 27-40, Lehninger, 5th ed., 2008



Proteini namenjeni v jedro

Cytosol Nuclear

protein
p

=

Proteini se v jedro prenasajo
preko jedrnih por. @ /

Proteinom, ki so lokalizirani v
jedru, se signalna sekvenca

(NLS) ne odcepi. entilleoa,
* NLS se nahaja znotraj
zaporedja proteinov. Mucoat
pore L,—\
complex Ranj
* Prenosv jedro poteka preko \GDE,
importinov, ki krozijo med “Ran @
citosolom in jedrom. GEF
GDP
(EZB
\GTP

= /
Nucleoplasm\ -

Fig. 27-42, Lehninger, 5th ed., 2008



Usmerjanje proteinov v mitohondrij

NH,*
M(%‘t'l Metn —‘ =
Leu m
Ster { Leu
L\_El.l
Arg
GIn - gor matrix
" lle (®)
Phe| outer intermembrane
ﬁh‘e membrane space
Lys
Pro inner
) Ala membrane Fig. 15-11, Alberts, Essential
The Cell Biology, 4ed, 2014
AIQ“'—L::——
Fig. 12-22, Alberts, Molecular Biology of
the Cell, 5ed, 2008 TOM
complex
IrﬂsEEMTSAHHm outer mitochondrial membrane
precursor TOM COMPLEX inner mitochondrial membrane
protein
signal g
sequence
—
BINDING TO TIM23 mmplex CLEAVAGE MATRIX
o IMPORT RECEPTORS BY SIGNAL SPACE
Proteini se FEFTIDA‘SE
v . receptor
prenasajo v protein in THA.HELGCATIDH o
oys o mature
razviti obliki. TOM complex INTO MATRIX mrtﬂ-chundrlal
) protein

Fig. 12-25, Alberts,
Molecular Biology of the
Cell, 5ed, 2008

cleaved
signal peptide




Usmerjanje proteinov v mitohondrij
Za transport je potrebna energija ATP in transmembranskega potenciala.

Protein with

presequence
+++
N Protein with internal
\ N ' / targeting signals
c
Cytosol W 3

ei [ 000800000000 00080880(

0006800000808 " Qi | W2 TRy

Quter o i ;
membrane 40

complex Sam ;

000008000000800. - 0.0.........0...... complex L

DI~
\

e,
vy \)
Intermembrane
space )
inner membrane
protein
4 “Q
0000 soooooo noooooooooooooo ;ooous u ( . ooooooooo
Inner 0 Oxal
membrane TIM23
000L oooooor complex A ho00CO00000 g'mglgx nooo t « ' t ooooooooo
Metabolic camer protein

Matrix
w Matrix
v s / protein
() ’

OOOOOOS .\9 98 ".

amx

.....Ob’ ‘e .0 O

Fig. 12-80, Voet, Biochemistry, 4ed, 2011



Razgradnja proteinov

* Zrazgradnjo proteinov se odstranjujejo poskodovani in nepravilno zviti celi¢ni proteini.
e Proteini imajo razlicno dolgo zivljenjsko dobo.

TABLE27-9 |

Amino-terminal residue Half-life*

Stabilizing

Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val >20 h

Destabilizing

Ile, Gln ~30 min

Tyr, Glu ~10 min

Pro ~T7 min

Leu, Phe, Asp, Lys ~3 min Lehninger, 5th ed., 2008
Arg ~2 min

e lzvencelicni proteini, ki vstopijo v celico se s proteazami razgradijo v lizosomih.
e Znotrajcelicni proteini se razgradijo s pomocjo velikih proteoliticnih proteinskih
kompleksov — proteasomov.



Razgradnja proteinov - proteasom

* Proteini za razgradnjo so razlicno oznaceni.

* Primer: oznacevanje z ubikvitinom in razgradnja v proteasomu 26 S v evkariontskih
celicah. Za razgradnjo je potrebna energija ATP.

aminokisline

7
\

|

peptidni fragmenti

protein
predstavitev
+
Ub = ubikvitin NH;3
ATP = adenozintrifosfat
ADP = adenozindifosfat proteasom 26 S
O Il\IH
| €
[ - — it
l
H C=0

3 izopeptidnavez /-
Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005 i



Razgradnja proteinov - proteasom

Substrate
protein

Polyubiquitin
attached to
protein interacts
with proteasome

198 regulatory
particle

(a) 208 core particle (b) Complete proteasome

Fig. 27-48, Lehninger, 5th ed., 2008



Uravnavanje sinteze proteinov in izrazanja genov

gen

lzraZanje genov je lahko () tenskripelja

uravnavano na vec razlicnih

StOpnjah (Od ado f) primarni transkript /NN NI N nukleotidi

(b) zorenje RNA l

zrela MRNA A\ NN~ (c) razgradnja mRNA

(d) translacija ¥

e aminokisline
(neaktiven)
(e) dodelava
proteina /
Y (f) razgradnja proteina

modificiran
protein
Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2 (aktiven)



Uravnavanje genov

Vsi proteini v celici niso potrebni ves cas. Izrazanje genov je prilagojeno vrsti celice in trenutnim
pogojem.

Izrazanje genov je najveCkrat omejeno s Stevilom sintetiziranih molekul mRNA, saj je hitrost
sinteze proteinov povezana s koncentracijo njihove mRNA.

e Dva nacina izrazanja genov:

— lzrazanje konstitutivnih genov (hisni geni):
* raven proteina je konstantna,

pomembni za sploSno vzdrzevanje celice in osrednji metabolizem.
— lzrazanje reguliranih genov:

Inducibilni geni:izraZanje je aktivirano (inducirano) in koncentracija produkta naraste.

Represibilni geni: izraZanje je deaktivirano (reprimirano) in koncentracija produkta pade.
Uravnavanje poteka s pomocjo regulatornih proteinov, hormonov in metabolitov.

Tri vrste proteinov uravnavajo iniciacijo transkripcije z RNA-polimerazo:
— Represorji
— Aktivatoriji

— Specificnostni dejavniki (c-podenota v E. coli in TATA-vezani protein v evkariontih)



Uravnavanje genov

* Operon (prokarionti): odsek na kromosomu, ki nosi zapis za proteine, ki so
vklju€eni v isto metaboli¢no pot in so uravnavani istocasno.

* Sestavljajo ga:
— strukturni geni,
— promotorska regija,
— vezavno mesto za regulatorne proteine: - aktivatorje in
- represorje (operator).

vezavno mesto VEZavno mesto
. A e e 1 = operator
za aktivator 74 represor P
promotor
DNA
L
'

strukturni geni 1, 2, 3

regulatorni

zaporedji

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Nacini uravnavanja genov- pozitivna regulacija

e Aktivnost RNA-polimeraze dolocajo regulatorni proteini, ki se veZzejo na DNA.
Aktivatorji se vezejo blizino promotorske regije in pomagajo pri vezavi RNA-
polimeraze na promotor, kar poveca hitrost transkripcije.

* Na aktivator se veze regulatorna molekula (proteini, hormoni in metaboliti), ki
povzroCi

a) disociacijo aktivatorja z DNA ali
b) mocno vezavo aktivatorja na DNA.

bound activator RNA polymerase b)
protein ~

/\ 4 mRNA

l 5 3 5’
TR | ’
protein protein

ADDITION OF LIGAND REMOVAL OF LIGAND
BY REMOVING ACTIVATOR e N ACTINATOR

Fig. 7-37, Albert, Molecular Biology of the Cell, 5ed, 2008



Nacini uravnavanja genov - negativna regulacija

Aktivnost RNA-polimeraze dolocajo regulatorni proteini, ki se vezejo na DNA.
Represorji se vezejo znotraj promotorske regije in preprecujejo RNA-polimerazi
vezavo na promotor kar inhibira transkripcijo.

* Narepresor se veze regulatorna molekula (proteini, hormoni in metaboliti), ki
povzroCi

a) disociacijo represorja z DNA ali
b) mocno vezavo represorja na DNA.

bound repressor

protein '
‘ GENE OFF u
- —

i T /\

4 { L ® ..
ADDITION OF LIGAND “ OF LIGAND inactive repressor

WITCH A
SWITCHES GENE ON BY SWITCHES GENE ON

BY REMOVING
REMOVING REPRESSOR
PROTEIN REPRESSOR PROTEIN

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Regulatorni proteini

e Zvezavnimi domenami prepoznajo in se vezejo na specificna zaporedja v DNA.
* Med dusSikovimi bazami nukleotidov in stranskimi verigami aminokislinskih

ostankov pride do interakcij.

* Regulatorne proteine razvrs¢amo glede na prisotnost znacilnih strukturnih

motivov v vezavnih domenah:

— Motiv vija€nica-obrat-vijacnica

— Motiv cinkovega prsta
— Motiv levcinske zadrge.

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005

H O
|

HyNs~aN—C—C~~~~COO™
|

H CH,
glutamin

(a) timin : adenin

N
QN-WH-—NW

H O

\
HaN N —C—C~~CO0™

H CH,

arginin CH,

-
N—H-~0 N
\

=N
O---H—N

NN\

H

(b) citozin : gvanin



Motiv vijaCnica-obrat-vijacnica

Pri prokariontskih regulatornih proteinih je to
najpogostejsSa domena, ki se veze na DNA.

Dve kratki a-vija€nici (7-9 aminokislinskih
ostankov) sta povezani z B-obratom, ki vsebuje
glicinski ostanek.

Ena od a-vijacnic se povsem ulezZe v veliki zleb
DNA in s tem blokira transkripcijo.

vijacnica obrat

vijacnica za
prepoznavanje




Motiv cinkovega prsta
e Prisoten pri evkariontih.

* Zn?*se koordinativno povezZe na 4
aminokislinske ostanke v proteinu.

* Proteini se verjetno vezejo v veliki zleb
DNA in se ovijejo okrog osi dvojne
vijaCnice DNA.

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005



Motiv levcinske zadrge

Proteini z levcinsko zadrgo stopajo v interakcijo z DNA (veliki Zleb) in z drugimi
regulatornimi proteini.

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Lactose ( }/alacu)side permease

Uravnavanje izrazanja genov — operon lac

* Operon: V strukturnih genih zapis za tri encime, ki so potrebni mf...t.:dj:::
pri metabolizmu laktoze.
* V odsotnosti laktoze je operon lac reprimiran. "
2
* Ob prisotnosti laktoze se je del pretvori v alolaktozo, ki se e Q e
v . ve . .e /s H N
veze na lac-represor in s tem povzroci, da represor disociira z b s
operatorskega mesta. | %
* Operon lac pa uravnava tudi koncentracija glukoze v gojiscu ¥ e S,
preko regulatornega proteina — katabolitnega aktivatorskega T
proteina (CAP). J
~ GH,OH
—Q
/ P o) Z Y A HO/H ;s — )‘C—Hz

Structural genes

a\OH H 4 & /—0\

RNA polymerase ~an A
DNA \-*j/ - ;

" 4
mRNA =
mRBNA
Polypeptide ",
Folding
Q © B
Repressor \ x \O
protein S 8 ’
Q mRNA \ \
H OH s
(®) © © Galactose Glucose
Medium wooooow

B-Galactosidase =~ Permease Transacetylase
Fig. 28-6, Lehninger, 5th ed., 2008
http://www.mun.ca/biology/scarr/bio4241 chapter13.htm
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Uravnavanje izrazanja genov — operon trp

Trp

repressor Irp

Attenuator
< /f

) Leader (trpL)

trpk I
t—————Regulatory region— Regulated genes |
l 91 v E L 4
trp mRNA
(low tryptophan levels)
Attenuated
mRNA .
thigh tryptophan levels) J\f\N / v v
'Anthranilate Anthranilate Tryptophan VTrypt;;;haix{'
| synthase, synthase, synthase, synthase,
‘ component I | component [1 B subunit | o subunit
/ 2 \ /
Anthranilate N-(5'-Phosphoribosyl)- | Tryptophan synthase
synthase anthranilate isomerase (@gBy)
(Lo, I1,) Indole-3-glycerol '
phosphate synthase

Chorismate —rvrAnthrandate r~=——>N—( 5'-Phosphoribosyl - —Enol-1-0-carboxy-——s Indole-3-glycerol - s 1-Tryptophan

thranilat 1 - ) hosphate
Glutasmine Gluamate PRPP pp, EEVREC 1";1:’:,:",:,[,',’1‘,?3’% co, oA )
4 phosphate + Glyceraldehyde  L-Serine
Pyruvate H,0 3-phosphate

Fig. 28-19, Lehninger, 5th ed., 2008



Uompleted

leader Attenuator
peplide — o}structure /\ 4 A 5
. MBAIF L, | ' U &
Mehanizem - 6 X
. 4 RNA (6; fG
atenuacije / polymerase g 8
C—G
Uuuu 3 cC—G
! G—C
e AU,
DNA AGAUAOCC uuuuu
\
f 110
trpL
Dovolj Trp —_ . 3:4 Pa]r
.o When tryptophan levels are high, the ribosome quickly translates (attenuator)
atenuacija sequence 1 (open reading frame encoding leader peptide) and blocks
(pre kinjena sequence 2 before sequence 3 is transcribed. Continued transcription
. leads to attenuation at the terminator-like attenuator structure
sinteza formed by sequences 3 and 4. %
mRNA) U A
G A
c—G— 100
G—-C
Incomplete AU ‘Z
leader peptide 90 C U
dy, C c
A A
o4
UA—U
5 U—A—110
¢ G-C
Premalo Trp wl S
i | nteza AC éq
mRNA N — G- C
G-C
When tryptophan levels are low, the ribosome pauses at the g % 8,
Trp codons in sequence 1. Formation of the paired structure A ©
between sequences 2 and 3 prevents attenuation, because A ¢
sequence 3 is no longer available to form the attenuator U
structure with sequence 4. The 2:3 structure, unlike the .
3:4 attenuator, does not prevent transcription. 2:3 Pair

(h) Fig. 28-21, Lehninger, 5th ed., 200



Primeri regulatornih mehanizmov

regulacijski regulatorni protein in strukturni motiv signalna molekula delovanije

sistem

operon /ac tetramer identicnih podenot, vijacnica-obrat-vijacnica  alolaktoza negativno; signalna molekula povzroci diso-
(E. coli] ciacijo requlatornega proteina

operon fac katabolicni aktivatorski protein, dimer identicnih glukoza in cAMP prisotnost glukoze reprimira /ac-gene,
(E. coli) podenot, vijacnica-obrat-vijacnica odsotnost glukoze jih stimulira

operon trp dimer identicnih podenot, vijacnica-obrat-vijacnica triptofan negativno; signalna molekula se veze na
(E. coli] represor in povzroci njegovo vezavo na

odzivni element za
steroidne
hormone
(evkarionti)

receptorski protein za glukokortikoide; dimer, dva
cinkova prsta

odzivni element za MTF-1 [ribe); sest cinkovih prstov

kovine

(evkarionti

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005

glukokorti kosteroid

ioni tezkih kovin, Zn'*, Hg'" itd.

operator; inhibira sintezo triptofana
regulacija metabolizma ogljikovih hidratov

sinteza metalotioneina, proteina, ki veze
ione tezkih kovin v kompleks



