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zasadné ovlivnit funkci proteinu

ilména jediné aminokyseliny muze

Srpkovita anémie

Srpkovity tvar cervenych krvinek u srpkovité anémie:
dusledek zamény jedné aminokyseliny v molekule hemoglobinu



Srpkovita anémie —
historické souvislosti

1904: chicagsky Iékar James Herrick objevil v
krevnim vzorku pacienta afrického pivodu se
zvétsenym srdcem, ktery trpél slabosti, zavratémi
a inavou, buiky neobvyklého srpkovitého tvaru

- Herrick poprvé vyslovil hypotézu Ze srpkovité
cervené krvinky by mohly byt pricinou anémie
a dalsich symptomu tohoto onemocnéni




Srpkovita anémie —
historické souvislosti

1927: dikaz, Ze zména tvaru normalnich cervenych krvinek na srpkovité
souvisi s poruchou jejich funkce — transportu kysliku v téle

1949: Linus Pauling, americky chemik (ktery jako prvni
aplikoval principy kvantové mechaniky v chemii a podilel

se rovnéZ na studiu prostorové stavby bilkovin), formuloval
hypotézu, zZe pricinou srpkovité anémie by mohla byt
abnormalni forma hemoglobinu, tj. hlavniho proteinu,
ktery zodpovida za vazbu kysliku

- hypotéza byla dspésné ovérena elektroforetickymi N
technikami 1901-1994

- Nobelova cena za chemii v roce 1954



Srpkovita anémie —
historické souvislosti

1954: Vernon Ingram (1924-2006)

= hemoglobin ze zdravych a srpkovitych bunék stépen [ nemogiobin A (oa)
trypsinem na fragmenty, které byly oddéleny X
elektroforézou a peptidovym mapovanim nalezen jeden
odlisny peptid

= trypsin $tépi proteiny za aminokyselinami lyzinem a
argininem, pokud po nich nenasleduje prolin

= v sekvenci aminokyselin B-fetézce hemoglobinu $§

nalezena jedind zaména: valin (hydrofobni) nahradil { peptides J
kyselinu glutamovou \"4 pOZiCi 6 na N-konci PEPTIDE FRAGMENT

= hydrofobni valin v neoxygenované formé zpusobuje HbA
shlukovani molekul hemoglobinu a deformaci krvinky

HbS




Bodova mutace miuze zasadné
ovlivnit fenotyp a funkci

7
v C A G
U | UUU | fenylalanin| UCU Serin UAU| tyrosin | UGU | cystein

UUC | fenylalanin| UCC serin UAC| tyrosin |UGC | cystein
UUA| leucin UCA serin UAA stop UGA stop
UUG| leucin |UCG| serin UAG stop UGG | tryptofan
C|CcUU| leucin |CCU| prolin |CAU| histidin |CGU| arginin
CUC| leucin |CCC| prolin |CAC| histidn |CGC| arginin
CUA| leucin |CCA/| prolin |CAA| glutamin | CGA/| arginin
CUG| leucin |CCG| prolin |CAG| glutamin |CGG| arginin
A AUU/| izoleucin | ACU| treonin | AAU| asparagin | AGU serin
AUC | izoleucin | ACC | treonin | AAC | asparagin | AGC serin
AUA | izoleucin | ACA | treonin | AAA lysin AGA | arginin
AUG| metionin | ACG| treonin |AAG lysin AGG | arginin
G | GUU valin GCU| alanin | GAU kys. GGU| glycin
GUC valin GCC| alanin | GAC|asparagova| GGC| glycin
GUA <wlin GCA| alanin | GAA kys. GGA| glycin
GUG valin GCG| alanin | GAQG| glutamova ||GGG| glycin




*Srpkovité anémie — patofyziologie

= molekuly hemoglobinu v mutantni formé se shlukuji a deformuji krvinku

= 7 toho plynou rozmanité komplikace, véetné abnormdlni adherence
k endotelidlnim buitkkam cév, spatné zasobovani tkani kyslikem



iSrpkovité anémie — genetika

= proC nebyla srpkovita anémie eliminovana selek¢nim tlakem?

= k udrzovani mutantniho genu v populaci prispiva selekcni tlak proti
jinému faktoru

{4

= jedinci, kteri zdédi ,,zdravou” alelu od jednoho rodice a ,,srpkovitou
od druhého maji jen jemnou formu anémie

= nasledkem je vyssi mira odolnosti k puvodci malarie (plasmodium)
neZ u zdravych homozygotu

= nejvétsi vyskyt srpkovité anémie je v malarickych oblastech

percent of
population Py
that has the
sickle-cell allele
(Hemoglobin S) ’
B 14+ 5-8
B 12-14 4-6
1012 2-4
8-10 0-2



i Struktura proteinu

= proteiny jsou slozené z 20 riznych aminokyselin
= tvori 15 % nativni hmotnosti bunék
= s vyjimkou vody predstavuji prevladajici slozku zivych organizmu

= podileji se na vystavbé a funkci jejich tél



aminoskupina
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Aminokyseliny [ e

proteiny se skladaji z polypeptidii, polypeptidy z aminokyselin

kaidy polypeptid je kodovan genem a sklada se ze specifické
kombinace 50-1000 aminokyselin uspofadanych do dlouhych
Fetézci, ve kterych jsou spojeny kovalentnimi vazbami

existuje 20 aminokyselin; vsechny maji volnou aminoskupinu (NH2)
a volnou karboxylovou skupinu (COOH)

pocet kombinaci AK v riznych ?olypeptidech je obrovsky
(u peptidu se 7 AK existuje 20/ kombinaci)

aminokyseliny se od sebe odlisuji postrannimi skupinami (R)
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i Postranni skupiny aminokyselin

= zdroj jejich strukturni (a funkéni) diverzity

4 typy:

= hydrofobni (nepolarni)

= hydrofilni (polarni)

= kyselé (negativné nabité)
= bazické (pozitivhé nabité)

postranni retézec

11



1. Hydrofobni neboli nepolarni postranni skupiny.

glycin L-alanin L-valin L-leucin L-izoleucin L- prolin
(Gly) (Ala) (Val) (Leu) (lle) (Pro)
Gl (Al \d (L] U (PI
H H O tli H O H O H H O H H O H O

H CHs CH

CH CH CH CH
S |2 7% N7
CH; CHs CH, CHj CH,
/N ’
CHy CH, CH,
2. Hydrofilni neboli polarni postranni skupiny.
L- metionin L-serin L-treonin L-tyrozin L-asparagin
(Met) (Ser) (Thr) (Tyr) (Asn)

M] [S] [T] [v] (N]
P9 TR TR TR e
H—N—C'I—C—OH H—N—?—C—OH H—N—(|)—C—OH H—N—(IJ—C—OH H—N—(')—C—OH
C|:H2 (|3H2 H—(|3—0H3 (l3H2 CH,

[
(IJHZ OH OH C—NH,
[
S—CH, 0
|
OH
3. Kyselé postranni skupiny. 4. Bazické postranni skupiny.
| -kyselina asparagova L-kyselina glutamova L-lyzin L-arginin L- histidin
(Asp) (Glu) (Lys) (Arg) (His)

[O] [E] K] Rl (H]
TR T g TR T
H—N—(|3—C—OH H—N—Cl—C—OH H—N—CIJ—C—OH H—N—('J—C—OH H—N—(li—C—OH
(|3H2 ?Hz (I3H2 (|3H2 Ptz
COOCH CH CH C—N
/2 CBy |2 I ScH
COOH CHy CH, HC—N 3,
H,N — CH, i

C=NH

|
NH,

L- fenylalanin
(Phe)
[F]

HH O
.

L-glutamin
(Gln)
[Q
HHO

Lo
H=N—C—~C—OH

L- tryptofan

(Trp)
W]

H H O

| Il [ [ [ [ [ [
H—N—(ll—C—OH H—N—(ll—C—OH H—N—(|3—C—OH H—N—(ll—C—OH H—N—?—C—OH H—/N—C\—C—OH H—N—Cli—C—OH H—N—(E—C—OH

o
C=CH

5
NH

L- cystein
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Spojeni aminokyselin:
peptidova vazba

aminokyseliny jsou v peptidech spojeny kovalentnimi peptidovymi vazbami

peptidova vazba vznika reakci mezi aminoskupinou jedné AK
a karboxylovou skupinou druhé AK pFi soucasném uvolnéni molekuly vody
(kondenzace)

H.. _H
rTH2 ] N R,
A |
Ry—CH-C + R,—CH-COOH _— CH H. -COOH
Yo - Hy0 N e ey

M-konec C-konec
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i Usporadani proteinu v prostoru

4 Grovné organizace struktury proteinii:
= primarni struktura: urcena sekvenci aminokyselin (kodovana genem)

= sekundarni struktura: lokalni prostorové usporadani polypeptidového
Fetézce - urceno prostorovymi vztahy a vazbami nékolika po sobé
nasledujicich aminokyselin v castech polypeptidu

= terciarni struktura: celkové sloZeni polypeptidu v trojrozmeérném prostoru

= kvartérni struktura: vyplyva ze spojeni dvou nebo vice polypeptidia
ve vicepodjednotkovém proteinu

14



* Usporadani proteini v prostoru

primarni struktura sekundarni struktura terciarni struktura

kvartérni struktura
(ex-8roubovice)

polypeptid polypeptidy 3-globinu
(3-globinu

H\ /H n

+ N

N ' i
R-@CH H ~ aminokyselina 1

=

C)=0 -

P _

H—= N

~N
H;@_Rz > aminokyselina 2

/N —H by hemové
Rs_QiH > aminokyselina 3 skupina
C =0
/ —
H— N polypeptidy a-globinu
N
H-@)-R i '
~R. > aminokyselina 4 molekula hemoglobinu
0= '
|
0 .
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Nejbéznéjsi typy
sekundarni struktury proteint

“C-_Fjl
Bl
w ° ;{d— =" é‘
alfa-sroubovice a beta-struktura (1 _n—c=
el
| Fll_l.--‘.:" g
obé jsou stabilizovany vodikovymi vazbami E ] N§
,Hl'”c: |
w ° w w V & ) & r":} H
alfa-sroubovice: retézec AK se sklada do (L ,tl';ﬁn' “u
tvaru valce, ve kterém se vodikové vazby | Bt
tvori mezi atomy podilejicimi se na \ :“?xﬁ
peptidovych vazbach, vzdilenymi 3-4 AK ‘i:f---_-:._.i_;?'
= H |8
il s
C '|:‘ f!_.__‘__.*
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Neibeinsici
St::llla(eznejﬂ typy sekundarni
tury proteinu: beta-struktura

beta-struktura e
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Terciarni struktura proteintl

celkové slozeni polypeptidu (konformace)

hydrofilni AK: obvykle na povrchu proteint

hydrofobni AK: interaguji vzajemné ve vnitinich oblastech proteinu

terciarni strukturu stabilizuji hlavné nekovalentni vazby:

- jontové

- vodikové ek = LB

- hydrofobni interakce 2 2

- Van der Waalsovy sily

jediny typ kovalentni vazby
- disulfidické mustky

iontovéa vazba

H,C CH
2N

CH HC
N\ /
H,C CH,

—y——\ hydrofobnij
interakce

disulfidovy mustek

van der Waalsova
interakce




i Nekovalentni vazby

= iontové vazby: mezi skupinami s opachym nabojem

= vodikové vazby: mezi elektronegativhimi atomy (které maji castecny
negativni naboj) a atomy vodiku

= hydrofobni interakce: mezi nepolarnimi skupinami

= Van der Waalsovy interakce: nastavaji mezi atomy, které jsou v tésné
vzajemné blizkosti (slabé, 1/1000 sily vazby kovalentni), dilezité pro
udrzovani konformaci makromolekul
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* Kvartérni struktura proteinu

= tyka se jen proteind slozenych z vice nez jednoho polypeptidu
(napr. hemoglobin)

polypeptidy 3-globinu

hemova
skupina

polypeptidy a-globinu

molekula hemoglobinu




Take home message

vétsina genu realizuje svou funkci (vliv na fenotyp)
prostiednictvim proteini

proteiny jsou makromolekuly slozené z polypeptidi
kazdy polypeptid je polymer slozeny z riznych aminokyselin

aminokyselinova sekvence kazdého polypeptidu je urcena
nukleotidovou sekvenci genu

funkcni diverzita proteini je z velké miry diusledkem slozZitych
trojrozmérnych struktur, které proteiny zaujimaji

21



Principy translace

preklad genetické informace z mRNA do sekvence aminokyselin pomoci
genetického kodu

do procesu je zapojeno:

- vice neZ 50 proteini

- mRNA

- 3 az 5 typua rRNA v ribozomech

- 20 enzymu pro aktivaci aminokyselin (aminoacyl-tRNA syntetazy)
- 40 az 60 ruznych tRNA

- Fada rozpustnych proteint

translacni systém predstavuje dominantni ¢ast metabolického aparatu
kazidé bunky

22



Celkovy prehled proteosyntézy

chromozomova DNA

LT T T T T T T T T T T T LTI

transkripce l l

1 I 1 AT T O 6 T KT 0 T T U T O YT AT TS

L

prekurzor rRNA mRNA

Upravy l l l

RNA Lo
58 16S 23S RN

I

translace

/"

ribozomové

proteiny "\

rozklad na
mononukleotidy

> volné
\>O ribozomové

podjednotky

—)

vznikajici
peptid

b T

tRNA

")

")

T )

")

")

T )

elongacni faktory,
pfenosové enzymy,

GTP

aktivaéni
enzymy

<

")

A AAAWAY,

aminoacyl ~ tRNA

b N

aminoacyl ~ AMP

T

aminokyseliny + ATP
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i Geneticky kod

= systém, podle kterého se urcuje specifita AK razené
do polypeptidového retézce podle nukleotidové sekvence mRNA

= kaida AK je urcena kodonem v mRNA
= kaidy kodon obsahuje t¥i nukleotidy (triplety)

= ze 64 moinych tripletii: 61 urcuje aminokyseliny + 3 terminaci
translace

= kodony v mRNA jsou rozeznavany (a doc¢asné vazany na zakladé
parovani bazi) komplementarnimi sekvencemi (antikodony) v tRNA,
které nesou specifické aminokyseliny
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:L Ribozomy

" mista syntézy proteinu

= nespecifické (dokazou syntetizovat jakykoliv peptid kddovany mRNA
pochazejici i z jinych bunék ¢i organizmi)

" molekula mRNA mize byt soucasné prekladana nékolika ribozomy:
tvorba polyribozomi (polyzomii)

= v bunce E. coli je cca 200 000 ribozomu (tj. 25% suché hmotnosti

bunky)

= yvsechny molekuly zapojené do proteosyntézy dohromady tvori 1/3
suché hmotnosti bunék, vysoka energeticka narocnost
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‘_L Ribozom

prokaryoticky ribozom

e~ 21 ribozomovych
' o5l proteind
SCgd

O_,J\(\’

31 ribozomovych
protein(

odjednotka
0S

rRNA ]
podjednotka @ O p
508 & ))3
L=

20 nm
70S ribozom

= komplex proteinii a RNA poméru priblizné 1:1

= sloZzen ze dvou podjednotek: velké a malé

49 ribozomovych &7

protein(

28S
rRNA

!
2 &
3 [

eukaryoticky (sav€i) ribozom

! b x 7

4 N&%;@«m 33 ribozomovych
o o e

3 Ss A o proteinu

podjednotka
60S

24 nm
80S ribozom

= kaida podjednotka obsahuje velkou sloZzenou molekulu RNA,
na které se sestavuji ribozomové proteiny

= velikosti ribozomi se casto vyjadruji podle rychlosti sedimentace
(Svedbergovy jednotky "S")
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i Ribozomy prokaryot a eukaryot

Prokaryota:

= velikost 708 (20 x 25 nm)

= mala podjednotka 30S: rRNA 16S + 21 proteini

= velka podjednotka 50S: rRNA 58 a 23S + 31 proteina

Eukaryota:

= obvykla velikost 80S (urcita mezidruhova variabilita)

= v mitochondriich a chloroplastech 60S

= mala podjednotka 40S: rRNA 18S + 33 proteinu

= velka podjednotka 60S: rRNA 58S, 13S, 285 + 49 proteini
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Sestavovani ribozomu

jaderna
% membrana

= rRNA vznikaji transkripci DNA
" u eukaryot rRNA vznika v jadérku

transkripci RNA-polymerazou 1|
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Transkripce genu pro rRNA

transkripci genit pro rRNA obvykle vznikaji delsi prekurzory,
které se posttranskripcnimi apravami modifikuji do konecné podoby

(3 L]
E. coli Savci
gen pro rRNA gen pro rRNA
| | T |
SICSANINUNUNUNUNONININTNININ\N BICSANONINOUNUNONONINIUNTININONONINI NN
l transkripce
prekruzor " primami transkripce
rRNA30S | | transkript
Stépeni — prekurzor
endoribonukledzami rRNA45S | e————— 13000 nukleotidi ~———»|
5 ppp [ ~T T 10H 3
prekurzor  4S prekurzor prekurzor
168 rRNA ItRNAI : 238 rRNA I 53 I’RNA roz'ozené oblasti )
— primarniho transkriptu Upravy RNA
druhotné $tépeni
endoribonukleazou
a zkraceni exoribonukledzami nulllgﬁidﬁ nuk?ggtidﬂ
5 3 5 3 5 4718 nukleotidl 3
[ [ ] [ ] I I | ]
16S 48 23S 58 18S 5,85 28S

(a) rRNA  tRNA rRNA rRNA (b) rRNA  rRNA RNA



Transferové RNA (tRNA)

= malé RNA (4S5, 70-95 nukleotidii)

® funguji jako adaptéry mezi aminokyselinami
a kodony v mRNA

= obsahuji antikodon - sekvenci tfi nukleotidi
komplementarnich ke kodonu mRNA

= k 3’-konci tRNA je kovalentné pripojena urcita
aminokyselina

Anticodon
|
R ~ u

CCP»OOOOm

Crm

>>PCCO@O>00PQ

o
I

acceptor stem

Ve

TyC loop

J

cu
GACAC ™~ ~miA

variable loop

= v tRNA se casto objevuji modifikované nukleotidy
(vznikaji posttranskripcnimi apravami, napomahaji spravnému

skladani a interakcim tRNA)
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Vazba mezi aminokyselinou a tRNA

= yvysoka specifita: enzymatické zajisténi
= 20 aminoacyl-tRNA syntetaz (pro kaidou z 20 AK)
= vazba se tvori mezi karboxylovou skupinou AK a 3'-OH koncem tRNA
= vazba AK (tj. aktivace, nabiti tRNA) probiha ve dvou krocich,
katalyzovanych aminoacyl-tRNA syntetazou:
1. aktivace AK energii z ATP:
AK + ATP — AK-AMP + P-P
2. reakce s tRNA:
AK-AMP + tRNA — AK-tRNA + AMP
= aminoacyl-tRNA jsou vlastnimi substraty proteosyntézy na ribozomech
(zajistuji spravhou kombinaci AK a kodonu, pristupnost antikodonu pro
reakci s kodonem, prezentuji AK v takové prostorové konformaci, ktera
umozinuje tvorbu peptidovych vazeb)
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i Struktura tRNA

= ovlivnéna vodikovymi vazbami mezi komplementarnimi nukleotidy uvnitr

téze molekuly

= antikodon se nachazi uvniti nesparované smycky ve stiedni casti molekuly

lantikodonova
smycka

pary bazi spojené
vodikovymi vazbami

ribdzo-fosfatova
kostra

} antikodon

nesparovang
baze
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i Specifita tRNA

= musi mit spravnou sekvenci antikodonu
(aby reagovala na spravny kodon)

= musi byt rozeznana spravnymi aminoacyl-tRNA syntetazami
(aby nesla spravnou AK)

= musi se vazat na spravné misto v ribozomu
(aby mohla realizovat svou adaptérovou funkci)
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i Vazba tRNA k ribozomum

na kazdém ribozomu jsou tfi
vazebna mista:

= A (aminoacylové): vaze
aminoacyl-tRNA

= P (peptidylové): vaie tRNA,
ke které je pripojen rostouci
peptid

= F (misto exitu): vaie tRNA
zbavenou AK pred opusténim
ribozomu

lschéma ribozomu 70S

E neboli misto
exitu tRNA

mRNA &

fenylalanyl-tRNA®
s pfipojenym rostoucim
polypeptidem

P neboli peptidylové
vazebné misto

A neboli aminoacylove
vazebné misto

podjednotka 30S

smeér pohybu
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i Vazba tRNA k ribozomum

= pii pohybu ribozomu podél mRNA se ve vazebnych mistech objevuji
nové kodony, které urcuji specifitu tRNA

= samotna vazebna mista na ribozomu (za nepritomnosti mRNA) jsou
oteviena - mohou vazat jakoukoliv aminoacyl-tRNA
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Tri faze translace:
iniciace, elongace, terminace

Iniciace: vsechny déje, které zajistuji sestaveni ribozomu

ry © (] (] w 1 4

Zapojené molekuly u prokaryot:

= ribozom
= iniciatorova tRNA
= mRNA

y O (] (] w I 4

= jedna molekula GTP
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Iniciace translace u prokaryot

ribozomova struktura 30S

Tvorba 2 komplexii:

= mald podjednotka se vaie na
mRNA + IF-3 (interakce
Shineovy-Dalgarnovy
sekvence s 16S rRNA)

= iniciaCni metionyl-tRNAMet
+ IF-2: nese antikodon k
iniciacnimu kodonu AUG a
metionin, jehoZ aminoskupina
je blokovana formylovou
skupinou

= oba komplexy se spojuji,
pripojuji se IF-1 a GTP:
vznika 30S iniciacni komplex

f-metionyl-
tRNAfMet
5
{30

Tvorba komplexi [F-2/tRNAMe!
a IF-3/mRNA/podjednotka 308

komplex IF-2/f-met- tRNAf'V'et

KR Oy 5'E
2]

Komplexy vytvorené v kroku 1
se spolu kombinuji a po pfipojeni
IF-1 a GTP vznika iniciacni komplex 30S.

@ GTP

Y

iniciaéni komplex




Iniciace translace u prokaryot

= po uvolnéni IF-3 se
k inicia¢nimu
komplexu pripojuje
velka podjednotka

= vznika ribozom 70S$
s metionyl-tRNAMet
pripojenou primo do
mista P

= Stépi se GTP a
uvolnuji IF

iniciacni komplex

*P\O,f
(—/W/e

GDP P

ribozomova podjednotka 50S

Po uvolnéni IF-3 se k iniciacnimu komplexu
pfipojuje podjednotka 50S; Stépi se GTP
a uvoliuji se IF-1 a IF-2.

ribozom 70S




Elongace translace u prokaryot

Elongace zahrnuje vsechny reakce od dokonceni prvni peptidové vazby
po pridani posledni aminokyseliny; ribozom se pohybuje po mRNA a
kaidy kodon vyuzije k translaci

godon/2 codon3 codond4 codon5 codon6 codon7
(GLY) (SER) (PRO) (THR) (Stop)




Terminace translace u prokaryot

Terminace zajistuje rozeznani terminacniho kodonu ribozomem
a uvolinovacim faktorem, odstépeni dokonceného polypeptidu
od posledni peptidyl-tRNA a disociaci ribozomu z mRNA

X XXX AUG C€CGC GGA uUccC
L

codoni codonZ codon3 codon4d
(f-MET/Start) (ARG) (GLY) (SER)




i Shineova-Dalgarnova sekvence

= vazebné misto pro ribozomy na prokaryotické mRNA, definuje zacatek
translace

= umisténa 7 nukleotidi proti sméru translace od iniciacniho kodonu AUG
= je komplementarni sekvenci 3 -konce 16S rRNA

= parovani bazi mezi SD sekvenci a 16S rRNA je podminkou translace u
prokaryot

Shineova-Dalgarnova translacni
sekvence iniciacni kodon
mRNA — 1
5 - w3
3 oblast 5
16S parovani bazi konec _
rRNA >

John Shine (*1946)
Lynn Dalgarno (*1935) 42



Translace je castym tercem antibiotik

Protein
synthesis
site

Growing

peptide
Tunnel chain

Growing polypeptide

{a) Three-dimensional detail of the protein Protein sythesis site
synthesis site showing the 305 and 505 E i
subunit portions of the 705 prokaryotic rythromycin
ribosome, tRNA Binds to 505 portion, prevents
translocation—-movement of
ribosome along mRNA

Caopyright £ 2004 Pearsen Education, lese., pubishing as Bengamin Cummings,

} f Chloramphenicol
Iy, i Binds te 505 portion and inhibits
i b, formation of peptide bond
i ot
I 508
A portion
mRNA |

Messender 1 1 1 1 S - .
308 portion
705 prokaryotic
ribosome Tetracyclines

T Lati Iinterfere with attachment of
Streptomycin i L tRNA to mRNA-ribosome complex
Changes shape of 305 portion,
causes code on mANA to be e e
read incorrectly Direction of ribosome

movement

{b) in the diagram the black arrows indicate the different points at which chloramphenicol,
erythromycin, the tetracyclines, and streptomycin exert their activities.
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Iniciace translace u eukaryot

vvvvvv

L] L] L] w ) 4

.....

cepickou (ne v oblasti Shine-Dalgarno/AUG)

hetp://www.youtube.com/watch?v=5bLEDd-PSTQ;
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Iniciace translace u eukaryot

nuclear

envelope
1
cap-binding nuclear pore
s protein complex
junction \

A\
initiation factors —  TRANSLATION

for protein synthesis

complex N’*M
5¢cap —bp .g
< -
AAAAAA

&

poly-A-binding PROTEIN
protein EXCHANGE

NUCLEUS CYTOSOL

AAARBAP

Figure 7-23 Essential Cell Biology, 4th ed, (© Garland Science 2014)

= protein CBP (cap-binding protein) se vaze na cepicku na 5 -konci mRNA
= po dokonceni syntézy a sestirihu mRNA se CBP podili na translokaci do
cytoplazmy



Iniciace translace u eukaryot:

skenovaci model

navrien Marilyn Kozakovou

= zde je CBP nahrazen iniciacnimi faktory

= vazba malé podjednotky 40S ribozomu

s metionyl-tRNAMet k 5 konci mRNA s cepickou

= komplex se pohybuje ve sméru 5'- 3' po mRNA
a hleda iniciacni kodon AUG

= v misté AUG: iniciacni faktory se odpoutaji,
pripojuje se velka podjednotka 60S

= metionyl-tRNA;Met je pfipojena pfimo do mista P
= vznika iniciacni komplex

Eukaryotic translation initiation

Complex of small
ribosomal subunit

e Initiator tRNA
nitiator
~ and initiator tRNA
binds to 5" cap.

P~ Small ribosomal subunit

5" AUG 3
—_
5 cap Start codon
Met l Complex scans to
find the start codon.
I(( .

5 Nl AUG 3
Initiator tRNA binds
to start codon.

5l 3

l Large ribosomal
Large ribosomal subunit joins to form
subunit ~_ initiation complex.

Initiation complex




Elongace translace

= postupné pripojovani aminokyselin k rostoucimu polypeptidu
= probiha obdobné jako u prokaryot

Sled udalosti:

= vazba aminoacyl-tRNA do mista A ribozomu

= pienos syntetizovaného peptidu z tRNA v misté P na tRNA v misté A
vytvorenim nové peptidové vazby

= posun ribozomu po mRNA, vedouci k umisténi dalsiho kodonu do mista A
= soucasny posun tRNA nesouci vznikajici polypeptid z mista A do mista P

= piresun "prazdné" tRNA z mista P do mista E
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Elongace translace

= aminoacyl-tRNA se vaie k mistu A

= antikodon aminoacyl-tRNA se musi parovat s kodonem mRNA v misté A

" nutna pritomnost

<

elongacniho faktoru EF-Tu
a GTP

= po hydrolyze GTP na KA .
RO
v e Ami ItRNA vstupuj
GDP se EF-Tu uvoliiuje mnosciHRAvtipe @ Q




Elongace translace

= tvorba peptidové vazby mezi [s-—
NH2-skupinou aminoacyl- 5
tRNA v misté A a COOH
skupinou rostouciho
polypeptidového fetézce
pripojeného k tRNA v misté P

ztRNA v misté P na tRNA v misté A.
peptidyltransferaza (aktivita podjednotky 50S)

*‘RQf
l e Prenos rostouciho polypeptidu

= Fetézec se tim pripoji k
tRNA v misté A

= katalyzovano
peptidyltransferazovou
aktivitou velké podjednotky
(soucasna hydrolyza GTP)




Elongace translace

Ribozom se po mRNA posune o jeden
kodon smérem k 3 -konci:

- peptidyl-tRNA se presunuje z mista A
do mista P

- prazdna tRNA se presunuje z mista P do
mista E

ROz
o Translokace tRNA s rostoucim
polypeptidem navazanym
z mista A do mista P a tRNA

= nutna pritomnost EF-G a prechazejici do mista E.

energie hydrolyzy GTP

= misto A je prazdné a @
pripraveno pro prijem dalsi -
aminoacyl-tRNA




Elongace translace

(]
Opakovani kroku 2,
f—met-tRNAfrnEt opousti misto E.




Terminace translace

nastavd v okamiiku, kdy do mista A vstoupi terminacni kodon
(stop kodon): UAA, UAG nebo UGA

zaroven se do mista A vaze uvolnovaci faktor

ke karboxylovému konci vzniklého polypeptidu se navaze molekula
vody, coZ vede k terminaci
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terminacni kodon

uvolfiovaci faktor 1

RO,
Uvolfovaci faktor 1 se vaze

na termina¢ni kodon UAG
v misté A ribozomu a tRNAPe
opousti misto E.

= stop kodony jsou rozeznany
uvoliovacimi faktory (RF)

= k terminacnimu kodonu v misté A
se vaze RF

RO,
Q Uvolnéni vznikiého polgpeptldu
aRF-1a prenos tRNA™Y
z mista P do mista E.

= RF méni aktivitu peptidyltransferazy:
pridava molekulu vody k C-konci

= uvolnéni polypeptidu z tRNA v misté |
P, translokace prazdné tRNA do mista E : l
%of Rozpad komplexu mRNA-tRNA-ribozom.
= uvolnéni mRNA z ribozomu

disociace podjednotek ribozomu

mRNA

— 3

ribozomové podjednotka 50S




i Take home message

= geneticka informace ulozena v sekvencich nukleotidi mRNA se
preklada do sekvenci aminokyselin v polypeptidech pomoci ribozomu
a slozitého aparatu

= translacni proces je slozity a vyZaduje ucast mnoha riuznych RNA a
proteint

= tRNA slouzi jako adaptéry zprostredkujici interakce mezi
aminokyselinami a kodony v mRNA

= translace probiha ve fazich iniciace, elongace, terminace podle
genetického kodu
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‘_L Geneticky kod

= urcuje typ aminokyseliny, iniciaci a terminaci translace

= tripletovy neprekryvajici charakter
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i Vlastnosti genetického kodu

= sloZen z tripleti nukleotidu

= triplety se neprekryvaji

= neobsahuje interpunkcni znaménka

= je degenerovany

= obsahuje kodony pro zacatek a konec translace
= je témér univerzalni
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1966:
Rozlusténi genetického kodu

H.G. Khorana R. Holley M. Nirenberg

Nobelova cena za fyziologii a medicinu 1968

Pomoci bezbunécného systému odvozeného z E. coli provadéli translaci
s vyuzitim prirozenych a syntetickych mRNA o definovanych sekvencich

a nasledné urcili sekvence vytvorenych peptidi
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Geneticky kod je tripletovy

Inzerce/delece jednoho/dvou paru bazi méni ¢teci ramec

DNA ATG TTT CCC AAA GGG TTT:--~--- CCC TAG
(alela standardniho typu) TAc AAA GGG TTT, CCC, AAA GGG ATC
v Y v =V = —wv—
ltranskripoe
mRNA AUG UUU CCC AAA GGG UUU-=--.. CCC UAG
inzerce Y e e e Ve v v
jednoho translace
paru bazi
protein Met — Phe — Pro — Lys — Gly —Phe * - - Pro — (konec)
'/— vClenény par bazi T méni Cteci ramec
DNA ATG ATT TCC CAA AGG GTT T----- CC CTA G
(mutantnialela)  TAC TAA AGG GTT TCC CAA A GG GAT C
2 VY e Y 2 Ve Ve Y
transkripce
Y
mRNA  AUG AUU UCC CAA AGG GUU U----- CC CUA G
translace
\l
protein Met — lle — Ser — GIn — Arg — Val — =+ - Leu —

V

zménéna sekvence aminokyselin

fenotyp
standardniho

typu

mutantni
>
fenotyp
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i Geneticky kod je tripletovy

Supresorova mutace obnovuje pivodni ¢teci ramec

DNA
(mutantni alela)

mRNA

supresorova
mutace

(delece jednoho
paru bazi) protein

DNA
dvojnasobné
mutantni alela
revertanta

mRNA

protein

'/— v€lenény pér bazi T méni Cteci ramec
ATG ATT TCC CAA AGG GTT T=-=----
TAC TAA AGG GTT TCC CAA A
i V2 Y e Y e Ve

ce el e

GG GAT C
vV v v

ltranskripce
AUG AUU UCC CAA AGG GUU U-=--:-- CC CUA G
Y e 2 Vo Vo
ltranslace
Met — lle —Ser — GIn — Arg — Val — -+ - - lLeu —
: o i
zménéna sekvence aminokyselin
C
delece paru bazi G obnovi plvodni ¢teci ramec
—Aa -
AL M CINURNE Eol-L IR L
TAC, TAA AGG TTT, CCC AAA GGG ATC
ltranskripce
AUG AUU UCC AAA GGG UUU ««~--- CCC UAG
Al A AL A A VA AAL TN Ave T d A ) SAA NN Ll
ltranslace
Met — lle — Ser — Lys — Gly —Phe - -~ - Pro — (konec) .
zménéneé obnovena puvodni

aminokyseliny

sekvence aminokyselin

mutantni
>
fenotyp

L fenotyp
standardniho typu
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Geneticky kod je tripletovy

Inserce/delece 3 paru bazi cteci ramec nemeéni

AN A
Ty, B AT inzerce tfi pard bazi
DNA  ATG ATT GTA CCC AAA GGG TTT---+-CCC TAG
(9en)  TAC TAA CAT GGG TTT CCC AAA GGG ATC
vV Vv Vv Vv v v v v v
ltranskripce
>feno’[yp
mRNA AUG AUU GUA CCC AAA GGG UUU"""*"CCC UAG standardniho typu
ltranslace
protein Met — lle — Val — Pro —Lys — Gly — Phe - - - Pro - (konec)
— — ’ :
Zmenena sekvence puvodni sekvence
S jednou pFidanou aminokyselin
aminokyselinou standardniho typu
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i Supresorové mutace

= nékteré mutace v genech pro tRNA méni strukturu antikodoni
a proto vedou k chybné interpretaci kodoni v mRNA

= tyto mutace byly puvodné nalezeny jako supresorové mutace,
které potlacovaly ucinek jinych mutaci

= priiklad: mutace tRNA, které suprimuji mutace amber zpusobujici
terminaci retézce v UAG

61



Mutace amber (UAG) —
predcasna terminace translace

kodujici
»== sekvence
genu 3
standardniho typu

transkripce ¢

|
|
|
|
|
|
mutace i mRNA 5 AuG CAG UAA 3
(C £s I) :
i, : translace i
i
: polypeptid  Met « Gln - (konec)
|
| mutace
\ koduijici
Ve == sekvence
mutantniho

genu




Translace mutace amber 1a
nepritomnosti supresorové tRNA

koduijici

sekvence

mutantniho

genu

. mRNA 5 AUG UAA 3

translace
za nepfitomnosti
supresorové tRNA uvolriovaci faktor-1

pro terminaci translace

\ fragment Fiet
Met (konec)

polypeptidu




Translace mutace amber za
pritomnosti supresorové tRNA

. mMRNA 5 AuaGt

translace
za pritomnosti
supresorove tRNA

mutantni supresorova tRNATY2
pfitomna u bakterii s genotypem
amber su3

\ Met-”
polypeptid Met Tyr (konec)

= nékteré supresorové mutace méni antikodony tRNA tak, Zze mutantni
tRNA reaguji na terminacni kodony

= tim se do polypeptida zaclenuji aminokyseliny (na misto terminace
translace)
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prvni (5°) pismeno

druhé pismeno
U C A G
uuu ucu'| UAU UGU y
Phe (F) Tyr (Y) Cys (C)
uuc ucc UAC UGC (@
> Ser (S)
UUA UCA UAA  stop UGA stop A
Leu (L) (terminator) (terminator)
UUG UCG | UAG stop UGG Trp (W) G
(terminator)
CuU | ccu'] CAU CGU']| U
His (H)
cuc CCC CAC CGC C
> Leu (L) > Pro (P) > Arg (R)
CUA CCA CAA CGA A o
GIn (Q s
CUG | CCG | CAG CGG | G E
o
AUU] ACU] AAU AGU U | =
Asn (N) Ser (S) =
AUC > lleu (1) ACC AAC AGC C =
> Thr (T)
AUA | ACA AAA AGA A
Lys (K) Arg (R)
Met (M) ACG | AAG AGG G
AUG (iniciator)
] GCU| GAU GGU] u
GUU Asp (D)
GCC GAC GGC @
CUC L val (v) S Ala (A) S Gly (G) = iniciaéni kodon
GCA GAA GGA A polypeptidového retézce
o Gl B I:I = terminacni kodon
GUG- Gl RGE e | & polypeptidového fetézce

@ Kazda tripletova nukleotidova sekvence neboli kodon odpovida sekvenci nukleotidi v mRNA (ne DNA) a uruje zaclenéni
uvedené aminokyseliny nebo terminaci polypeptidového fetézce. V zavorkach za standardnimi tfipismennymi zkratkami
aminokyselin jsou uvedeny jejich jednopismenné symboly.
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i Geneticky kod

= Iniciacni a terminacni kodony:

.....

- terminacni: UAA, UAG, UGA

= témér univerzalni (vyjimky: mitochondrie a nékteri prvoci)
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Take home message

kazda z 20 aminokyselin v proteinech je urcena jednim
nebo nékolika nukleotidovymi triplety v mRNA

z 64 moinych tripleti vytvorenych ze 4 bazi v mRNA,
61 urcuje aminokyseliny a 3 signalizuji terminaci retézce

kdd je neprekryvajici (kazdy nukleotid pat¥i k jedinému
kodonu), degenerovany (vétsina AK je urcena 2-4
kodony)

kod je témér univerzadlni; s minimalnimi vyjimkami ma 64
tripletdl stejny vyznam u vsech organizmu
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HEY MISTER....
JUST BECAUSE YOU
ARE AN EUKARYOTE

DOES NOT MEAN
WHATEVER YOU SAY
IS TRUE!




