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Tri1 uloge RNK u translaciji

1. Informaciona RNK (iRNA) prenosi genetsku
informaciju prepisanu sa DNK u obliku
trinukleotidnih sekvenci, kodona, od kojih
svaki odreduje specificnu AK

2. Transportna RNK (tRNK) - deSifruje sromind @6 ii‘rﬁ;fi”n",;ﬂiﬂ
kodone u iRNK - svaki tip AK ima svoj il & o ”*”'-é.f‘_:e,
subset tRNK, koja vezuje AK i prenosi je | %_}{*‘f-nh_cm. " 40
na rastuéi kraj polipeptidnog lanca ukoliko F""“m”i o
to traZi slede¢i kodon u iRNK. Svaka tRNK |
koja “nosi” AK sadrzi antikodon, leaing K\, i
komplementaran kodonu u iRNK. i B2

3. Ribozomalna RNK (rRNK) ucestvuje u 3 3

stvaranju ribozoma, koji se fiziéki Cofon oo Coion Cen Colon Can G
pomeraju duz molekula IRNK, kataliSe P L —
udruzivanje AK u polipeptidne lance.

Takode vezuju tRNK i razli¢ite pomoéne

proteine neophodne za sintezu proteina.

Ribozomi se sastoje od velike | male

subjedinice, od kojih svaka sadrzi svoj(e)

rRNK molekul(e).




Funkcija tRNK (duge 70-80 nukleotida),

zavisi od 3D strukture. U

rastvoru, sve tRNK zauzimaju slican oblik.

Meslo vezivanja 3
aminakiseline " OH

Varijabilna
petlja

I Antikodonska
petlja

(o)

T¥CG loop

Acceptor stem

D loop

Variable
loop

Anticodon loop

U svim tRNK, na 3’ kraju se nalazi mesto vezivanja AK sa sekvencom
CCA, koja se obiéno dodaje nakon zavrSene sinteze i obrade tRNK.
Neke od baza u veéini tRNK se takode modifikuju nakon sinteze.



Prevodenje Sifre baza NK u sekvencu AK

proteina
Rastuéi\polipeptidni lanac Formiranje peptidne veze
Met—— Val Pro—— ——~GlIn Asp
Odlazec¢a tRNK Dolazeéa tRNK
e ~

Smer citanja sekvence na iRNK

Translacija - prevodenje Sifre baza nukleinskih kiselina u sekvencu AK
u proteinu. Translacioni sistem ¢ine ribozomi, tRNK, aminoacil tRNK
sintetaza i faktori inicijacije, elongacije i1 terminacije



Za vecéinu AK postoje 2 ili viSe kodona
(tJ. genetski kod je degenerisan)

Druga pezicija

Prva pozicija
(5' kraj)

U
C

A
G

Amino kiseline i njima odgevarajuéi kedoni

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leu
Leu
Leu

lle
lle
lle
Met

Val
Val
Val
Val

Alanin (Ala): GCU, GCC,GCA,GCG
Arginin (Arg): CGU,CGC,CGA,CGG,AGA AGG

Aspardgin (Asp): AAU, AAC
Aspartat (Asp): GAU, GAC
Cistein (Cys): UGU, UGC
Glutamat (Glu): GAA, GAG
Glutamin (GIn): GAA, CAG

Glicin (Gly): GGU, GGC, GGA, GGG

Histidin (His): CAU, CA
Izoleucin (lle): AUU, AUC, AUA

C

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro
Pro
Pro
Pro

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala

A

Tyr
Tyr
STOP
STOP

His
His
Gin
Gin

Asn
Asn
Lys
Lys

Asp
Asp
Glu
Glu

Leucin (Leu): CUU, CUC, CUA, CUG, UUA, UUG
Lisin (Lys): AAA, AAG
Metionin (Met): AUG
Fenilalanin (Phe): UUU, UUC

Prolin (Pro): CCU,CCC,CCA,CCG

Serin (Ser): AGU, AGC, UCU, UCC, UCA, UCG
Treonin (Thr): ACU, ACC, ACA, ACG

Triptofan (Trp): UGG

Tirozin (Tyr): UAU, UAC

Valin (Val): GUU, GUC, GUA, GUG

G

Cys
Cys

Ser
Ser
Arg
Arg

Gly
Gly
Gly
Gly

Treéa pozicijo
(3" kraj)

OFFNc OEOAC OO NC

[ e o

Start kodon
(NH, kraj
polipeptida)



Hipoteza nesigurnog sparivanja

tRNK

U mnogim éelijama se nalazi manje od 61 tRNK -
zato Sto jedan antikodon na tRNK moze da
prepozna visSe (ali ne nuzno svaki od) kodona koji
odgovara toj AK. Ova moguénost “Sireg”
prepoznavanja postoji zahvaljujuéi

(antikodon)

o

s [ Kadon 1 ° nestandardnom sparivanju baza na tzv.
RNK nesigurnom polozaju
Baza na treéoj (nesigurnoj) poziciji u kodonu na
Eukariote IRNK ¢esto moze da se upari na nestandardan
Nesigurna baza  Moguée baze nacin sa bazom na prvoj (nesigurnoj) poziciji u
kodona antikodona antikodonu na tRNK.
U Gilil Tako jedan antikodon moze da prepozna vise
razli¢itih kodona zahvaljujuéi neuobi¢ajenom
C Gilil sparivanju baze na 3’ kraju kodona i naspramne
baze (na polozaju 5’) antikodona
A u tRNK koja sadrzi I (inozin) na nesigurnoj poziciji

moze biti “uparena” sa tri razli¢ita kodona
(U,C,A), dok se tRNK sa G ili U u nesigurnoj
poziciji moze “upariti” sa dva kodona (C,U tj
A,G).

G C



AK se specifiéno vezuju za odgovarajuée
tRNK

Hh—i—f"'ﬁém Iy
S o Prepoznavanje kodon(a) koji
odreduju datu AK od strane

amino kiselina
specifiéne tRNK c¢ini drugi

® HN_E_I..;FD korak u dekodiranju
"y EriBez adenin genetske informacije.
adenilirana
amino kiselina Svaka od 20 razlicitih
PR sintetaza prepoznaje jednu
- adenin AK i sve njoj odgovarajuée

AP

tRNK.

aminoacil- tRNK

AK se pre vezivanja sa tRNK aktivisu
Aktivaciju kataliSu specificne aminoacil-tRNK sintetaze
Aminoacil tRNK sa vezanom AK prepoznaje odgovarajuéu tRNK sa visokom

specifiénoséu



Aminoacil-tRNK sintetaze aktivisu AK, kovalentno
ih povezujuéi sa tRNK

.F'-|T|i|-||:| acid High-energy
(Fhe) aster bond
H O H O H Eﬁl
|l |l I
HoN —?—C—DH HEN—El:—[:—D HEN_':l'-_':_D
CH; o I] CH; E CH;
| Net result:
| B Linkage of | 3 tRNAM® binds | = Phe is selected
Pl to the UUL codon by its codlon
L Phe to tRMNA 2 P : o )
SN
ATP AMP
| +PP,
Aminoacyl- AAA ALK g AAA 8
tRMNA synthetase  tRMA specific for Arninoacyl-tRMA 5 .
specific for Phe  Phe (tRNAP) mHRNA

Korak 1: Aminoacil-tRNK sintetaza vezuje specificnu AK, preko energijom
bogate veze (zuto), za hidroksilnu grupu u polozaju 3 (hidroksilna grupa
krajnjeg adenozina) odgovarajuée tRNK

Korak 2 : Antikodon tRNK se zatim sparuje sa komplementarnim kodonom na
IRNK koji je specifican za datu AK. Ukoliko dode do gresSke u bilo kojem od
koraka, u polipetidni lanac se moze ukljuciti pogreSna AK.



AK je vezana za tRNK visokoenergetskom vezom i stoga je aktivisana.
Energija ove veze obezbeduje energiju za sintezu peptidne veze u
rastucem polipeptidnom lancu.

Usled strukturne sli¢nosti AK, aminoacil-tRNK sintetaze mogu da
naprave gresku. Greske ispravljaju sami enzimi koji imaju sposobnost
prepoznavanja i ispravljanja greSaka $to omogucava proveru da li se
prava AK vezala za njen “dzep” , mesto za vezivanje AK.

Ukoliko se pogresna AK veze za tRNK, ta ista sintetaza kataliSe uklanjanje
pogresne AK sa tRNK. Ova vazna uloga omogucéava da tRNK “donese”
pravu AK masineriji koji vrsi sintezu proteina.

Ukupna greska za translaciju kod E. coli je niska, priblizno 1 na 50,000

kodona, $to pokazuje znacaj korektivne uloge aminoacil-tRNA
sintetaze.



Sinteza proteina se odvija na ribozomima

f""ErRNK
40S SubjedlnICCI
.""’. rlbozoma
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45S rRNK

Nukleolus

Jedro
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Efikasnost translacije se viSestruko povec¢ava vezivanjem iRNK i pojedinaénih
aminoacil-tRNK za ribozome, koji usmeravaju elongaciju polipeptida brzinom
dodavanja od 3 do 5 AK u sekundi



Zakljuéak- aktivacija amino kiseline i
“Citanje” iRNK

m Genetska informacija se prepisuje sa DNK na iRNK u obliku
kontinuiranog, preklapajuéeg, degenerisanog genetskog koda koji
¢ine tripleti nukleotida

m Svaku AK kodira jedan ili vise trinukleotidnih sekvenci (kodona) u
iRNK. Svaki kodon precizira jednu AK, ali najveci broj AK ima vise
od jednog kodona.

m Kodon AUG za metionin je uobi¢ajeni start kodon, koji odreduje AK
na NH2-kraju poplipeptidnog lanca. Tri kodona (UAA, UAG, UGA)
imaju ulogu stop kodona.

m A reading frame, neprekinuti redosled kodona u iRNK od specifi¢nog
start kodona do stop kodona, “prevodi” se u linearnu sekvencu AK u
polipeptidnom lancu.

m Za dekodiranje nukleotidne sekvence u iRNK u sekvencu AK u
proteinu potrebni su i odgovarajuée tRNK i aminoacil-tRNK
sintetaze.

m Sve tRNK imaju sli¢nu 3D strukturu koja podrazumeva akceptorsko
mesto za vezivanje specificne AK i antikodonsku petlju. Antikodon
se komplementarno sparuje se odgovarajué¢im kodonom u iRNK.



m Usled ne-standardnih interakcija, tRNK se moze
komplemetarno upariti sa viSe od jednog kodona na IRNK;
sliéno tome, odredeni kodon se moze komplemetarno upariti
sa vise tRNK. Ipak, samo odgovarajuée AK se ukljucuje u
rastuci polipeptidni lanac

m Svaka od 20 aminoacil-tRNK sintetaza prepoznaje odredenu
AK i kovalentno je vezuje za odgovarajucu tRNK, gradedi
aminoacil-tRNK. U ovoj reakciji se AK aktivise, tako da moze
uc¢estvovati u formiranju peptidne veze.

m Ribozomi—veliki kompleksi ribonukleoproteina na kojima se
odvija translacija— se sastoje od velike | male subjedinice.
Svaka subjedinica sadrzi mnoge razli¢ite proteine i jedan
glavni molekul rRNK (veliki ili mali). Velika subjedinica sadrzi
i dve pomoéne rRNK (5S i 5.8S kod ki¢menjaka).

m 'RNK iz razli¢itih vrsta se uvijaju u slicne 3D struture koje
sadrze brojne petlje i vezna mesta za proteine, IRNK, i
razlicite tRNK.



Translacija se odvija u tri stepena:

1. Inicijacija
2. Elongacija

3. Terminacija



Inicijacija sinteze proteina

Mala subjedinica

ribozoma
Velika
Met elFs subjedinica
(X]) ADP + P ribozoma
GDP + P,
elFs
Met-tRNAMe!
elF2-GTF
(O0-GTP)
Met-tRNAMe!
» 3'

Kod eukariota, inicijacija translacije ukljucuje nastajanje kompleksa
koji ¢ine metionin-tRNKMet iRNK i ribozom



RNK vezujuéa mesta na ribozomu

LAY — ;.

mRMA-
binding site
L=}




]

Prikaz ribozoma E.coli

Postoje velike slicnosti u strukturi
ribozoma izmedu razlic¢itih
organizama. Proteini se vezuju za
RNK, koje ¢ine oko 60% mase
ribozoma

Prikazane su tri tRNK na A (roze), P
(zeleno), E (Zuto) mestu. Nastajuci
polipeptidni lanac se nalazi u “tunelu”
u velikoj subjedinici koji zapocinje
blizu mesta vezivanja AK na tRNK
koja je na P mestu.



(o)

e Metionil-tRNK;Met prepoznaje start
n alF2- + Mat-t et
& kodon AUG
Mat{ -G TP
@ AUG kodon za metionin predstavlja start kodon kod ogromne
\9 vedine iRNK.
Preirifistion corpie Kljucni aspekt inicijacije translacije je pocetak sinteze
Er S e e protelna na start kodonu, ¢ime se stvara preduslov za
tacno “Citanje” celokupne IRNK.
Met @-GTP Postoje dve razlicite metionin tRNK: tRNK:Met moze da
5 irs otpocne sintezu proteina, dok tRNKMet ukljucu1e metionin
mMGPPP — E4E AUG man, U rastuci polipeptidni niz. Obe tRNK koriste istu aminoacil-

tRNK sintetazu (MetRS). Medutim samo Met-tRNA;Met
(tj., aktivisani metionin vezan za tRNAMet) se moze vezati
sc .1.'..'1". e za odgovarajuée mesto na maloj subjedinici ribozoma, P
it site > ADP + P, mesto, kako bi otpocela sinteza popipetidnog lanca. Ostale
secanion it g whaiin tRNK se vezuju za drugio mesto na ribozomu, A mesto.

Koraci inicijacije translacije:
Koraci 11 2 : Vezivanjem jedne po jedne komponente za

kompleks 40S subjedinice-el F1A i elF3 nastaje
605 subunit-elF6, elF5GTP inicijacioni komp|eks

IF6, elF 5-GDP + P, Korak 3: Ovaj kompleks “skenira” i nalazi dovodi do
postavljanja male subjedinice i vezane Met-tRNA;Met na
mestu start kodona.

Korak 4 : Udruzivanjem sa velikom (60S) subjedinicom nastaje
80S funkcionalni ribozom spreman za translaciju iRNK.
- e Dva faktora inicijacije, elF2 (korak 1) i elF5 (korak 4) su
80S ribosome proteini koji vezuju GTP, i upravo njihov GTP podleze
hidrolizi tokom inicijacije translacije.

Initiation complex

2" STruciure — ATP

77f

T
% %

(AAA), 3

'




Inicijacija translacije se obicno deSava blizu
prvog AUG najbllze 5’ kraju IRNK
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Inicijacija sinteze proteina u éeliji eukariota

Prikazana su samo 3 faktora inicijacije, od mnogih,
koji su potrebni za ovu fazu sinteze proteina.

Da bi sinteza proteina bila efikasna potreban je i
ocuvani poli A rep iRNK za koji su vezani poliA
vezujuci proteini koji intereaguju sa elF4G. Na
ovaj nacin, maSinerija translacije se osigurava da
su oba kraja iRNK intaktna pre inicijacije
translacije.



Ugradivanje sledeée AK u rastuéi lanac proteina

R ()

o H O K, H H ) E:. O

Fl”lJ i R HyN-C-C L0 i | | " s
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aminoacyl
peptidy| tRMA attached to tRNA y
C-terminus of the growing
palypeptide chain tAMNA molecula fread from
its peptidyl inkage

Polipeptidni lanac se produzava dodavanjem nove AK na C-
terminalni kraj.

nw peptidyl tRMNA molecule
attached to C-terminus of
the growing polypeptide chain

Stvaranje peptidne veze je energetski povoljno obzirom da je
sam C-teminalni kraj aktiviran kovalentnim povezivanjem
molekula tRNK.



Tokom inicijacije translacije, za 5’ kapu IRNK koja se “prevodi”
vezuje se el FAE subjedinica elF4 kapa vezujuceg kompleksa.
IRNK-elF4 kompleks se udruzuje sa kompleksom preinicijacije
preko interakcije el F4G subjedinice i el F3, gradedi inicijacioni
kompleks.

Inicijacioni kompleks “klizi” niz (skenira), IRNK dok helikazna
aktivnost el F4A koristi energiju hidrolize ATP-a da rasplete
sekundarnu strukturu iRNK. Skeniranje prestaje kada tRNA;Met
antikodon prepozna start kodon, koji je prvi AUG nishodno od 5’
kraja u vecini IRNK eukariota. Prepoznavanje start kodona dovodi
do hidrolize GTP-a udruzenog sa elF2, ireverzibilan korak koji
sprecava dalje skeniranje.

Prepoznavanje pocetnog AUG olakSavaju specifi¢ni nukleotidi koji ga
okruzuju tzv, Kozak sekvenca : (5) ACCAUGG (3). A koji prethodi
AUG i G koji sledi neposredno iza su najvazniji nukleotidi koji
odredUJu efikasnost inicijacije translacije.

Kada se mala subjedinica ribozoma sa vezanom tRNA.Met Met tacno
smesti na start kodon, spaja se sa velikom (60S) ribozomalnom
subjedinicom i nastaje 80S ribozom. Za ovo je potreban elF5 i
hidroliza GTP-a koji je sa njim udruzen. Spregnuta reakcija
hidrolize GTP-a ¢ini da je ovo ireverzibilan korak, tako da se
subjedinice ribozoma ne razdvajaju sve dok se translacua
celokupne IRNK i sinteza proteina ne zavrse.

Tokom elongacije lanca, rastuci polipeptidni lanac ostaje vezan za
tRNK na P mestu ribozoma.




Elongacija polipeptidnog lanca

P mesto Aminoacil tRMK

za drugi kodon

Prazno

E mesto ‘
5L
Oslobodena - _
IRNK S RNK T )
g (g s
L r | kodon  kodon ; al

(1) Verzivanje
¥ ¥ Py
arninoacil IRNK = aTE L

Peptidil
transferaza In

3
@ Stwvaranje
peptidne veze




Tokom elongacije, svaka nova
o a aminoacil-tRNK se kreée kroz 3
ad % mesta na ribozomu

Entry of next
aa-tRMA at
A site

Korak 1: Kada nastane 80S ribozom sa Met-tRNKMet
na P mestu ribozoma, kompleks koji nosi sledeéu
AK (AK,) koju kodira iRNK vezuje se za A mesto.

GTP hydrolysis Korak 2: Hidroliza GTP-a EFla GTP dovodi do
cxin konformacione promene ribozoma,

Korak 3: Velika rRNK kataliSe nastajanje peptidne
veze izmedu Met; i AK,.

Korak 4 Hidroliza GTP -au EF2 GTP dovodi do nove
konformacione promene ribozoma koja dovodi do
PRpEis Hond Hl translokacije za jedan kodon niz iRNK, tako da se
neacilovana tRNK.Met pomera na E mesto i tRNK sa
vezanim dlpeptldom prelazi na P mesto.

Ciklus se moze ponoviti vezivanjem narednog
kompleksa koji nosi AK; za slobodno A mesto. U

narednim ciklusima elongacue tRNK na E mestu

Ribosome HF‘ ' se izbacuje tokom koraka 2 kao rezultat

e CF2GOPR konformacione promene izazvane hidrolizom GTP-

auEFla GTP.




growing polypeptide chain
STER1 'I

incoming
aminoacyl
tRMA

HN
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5
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Kretanje molekule IRNK.

Svaka AK koja se dodaje na rastuci kraj pp lanca je
rezultat komplementarnog sparivanja iRNK i tRNK. Kodon
iIRNK odreduje specifi¢nost ovog uparivanja.

Korak 1: nova aminoacil tRNK se vezuje za A mesto
ribozoma

Korak 2: formira se nova peptidna veza i IRNK se pomera
za 3 mesta (kodon) kroz malu subjedinicu

Korak 3. uklanja se iskoris¢ena tRNK, ribozom se
“resetuje” tako da moze da se veze sledeca tRNK

I ako se na slici mala subjedinica znatno pomera u odnosu
na veliku subjedinicu, u realnosti su ove konformacione
promene mnogo manje izrazene. Smatra se da one
predstavljaju malo rearanziranje unutar svake subjedinice
kao i malo pomeranje izmedu obe subjedinice.

Kao Sto je i prikazano, iRNK se pomera u 5-3° smeru, prvo
nastaje N-terminalni kraj a AK se dodaju na C-teminalni
kraj.

Rastudi pp lanac je stalno, tokom elongacije, vezan za P
mesto velike subjedinice.



CIKLUS TRANSLACIJE -prokariote

U inicijalnom koraku , aminoacil tRNK koja je tesno povezana sa EF-Tu se
vezuje za kodon na A mestu male subjedinice. Tokom ovog koraka, kodon-
antikodon formacija aktivira GTP hidrolizu preko EF-Tu posle ¢ega se on
odvaja od aminoacil tRNK, koja sada popunjava A mesto i moze dalje da
uc¢estvuje u elongaciji. KaSnjenje izmedu vezivanja aminoacil tRNK i
njenog ukljuc¢ivanja u sintezu proteina, predstavlja korak kojim se
obezbeduje kontrola translacije.

U daljem toku, faktor elongacije EF-G u GTP-vezanoj formi ulazi u
ribozom i vezuje se za ili blizu A mesta velike subjedinice, Sto ubrzava
pomeranje dve vezane tRNK iz A/P u P/E hibridno stanje. Kontakt sa
ribozomom stimuliSe GTP-aznu aktivnost EF-G, Sto dovodi do znatnih
konformacionih promena u EF-G posto on prelazi iz GTP u GDP-vezanu
formu. Ovo dovodi do pomeranja tRNK koja je vezana za A/P hibridno
stanje u P-mesto i omogucava napredovanje translacije za jedan kodon.

Hibridna stanja podrazumevaju pozicije koje zauzimaju tRNK izmedu A/P i
P/E mesta.

EF-Tu i EF-G su oznake za faktore elongacija bakterija i odgovaraju
faktorima elongacije EF-1 i EF-2.

Za svaku formiranu peptidnu vezu molekuli EF-Tu i EF-G se oslobadaju u
svojoj inaktivnoj, GDP vezanoj formi. Da bi se ponovo mogli iskoristiti,
moraju ponovo preéi u GTP vezanu formu. (GTP faktori izmene- GTP
exchange factors).



Translacija se zavrsava delovanjem faktora
oslobadanja kada se stigne do Stop kodona

Postoje dva tipa specificnih faktora
oslobadanja:

- eRF1, Ciji je oblik slican tRNK,
vezuje se za A mestu u direktno
prepoznaje stop kodon

- eRF3 je GTP-vezujuéi protein.
Kompleks eRF3-GTP deluje zajedno
sa eRF1 kako bi pospeSio cepanje
peptidil-tRNK, ¢ime se oslobada

Peptidyl-tRMA

cleavage eRF1 + eRF3-GDP + P, komPIEtan prOtEin

%@WO



Struktura humanog faktora oslobadanja eRF1

sliénost sa molekulom tRNK
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Finalna faza sinteze proteina

Vezivanje oslobadajuceg faktora na A mesto, posto
se na njemu nade STOP kodon, prekida translaciju.
Umesto amino grupe se dodaje voda na peptidil-
tRNK c¢ime se vrsi hidroliza veze izmedu peptida i
tRNK na P mestu.

Kompletan pp lanac se oslobada, i posle delovanja
faktora recikliranja ribozoma (ribosome recycling
factor, nije prikazan), ribozom disosuje na 2
pojedinacne subjedinice



Ribozomi u citoplazmi éelije eukariota

400 mm
Elektronska mikrografija- neki ribozomi su slobodni u
citoplazmi dok su drugi vezani za membranu EPR.



Uporedivanje strukture ribozoma
prokariota I eukariota
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Poliribozom - niz ribozoma vrSi
translaciju na istom molekulu IRNK

Dva fenomena znacajno povecavaju
ukupnu brzinu kojom éelije mogu da
sintetisu protein:
st;p 1 start . .- .
kodon kodon - Istovremena translacija istog
POl (A) veztjuc molekula iRNK pomoéu multiplih
ribozoma (delovanjem poliribozoma)

- brza reciklaza subjedinica
ribozoma posto su se odvojili od 3’
kraja IRNK.

5 e

lanac




Sinteza proteina na zrnastom
endoplazmatskom retikulumu

Signalna sekvenca g e - :
3 Y f ? 60S
Protein prepoznavanja . o eﬁ R @I '
signalne sekvence (PPS) PPS  Pora Signal
receptor peptidaza Q‘i,’
~ ?

f'—l
. Otcepljen Nascentni  Zavrieni
Granulisani ER signalni peptid  protein protein




Zakljucak: Sinteza proteina

m Od dve metionin tRNK koje se nalaze u Celijama, samo jedna
(tRNKMet) uéestvuje u inicijaciji translacije.

m Svaka od faza translacije—inicijacija, elongacija lanca, |
terminacija—zahteva specificne proteinske faktore ukchuwa |
GTP- vezu1uce proteine; GTP hidrolizuje u GDP kada se korak
uspesno zavrsi.

m Tokom inicijacije, subjedinice ribozoma se udruzuju blizu mesta
pocetka translacije na molekulu iRNK sa tRNK koja nosi amino-
terminalni metionin (Met-tRNAMet) koji je uparen sa start
kodonom.

m Elongacija lanca podrazumeva ponavljanje cetvorostepenog ciklusa:
slabo vezivanje dolazece aminoacil-tRNK za A mesto na ribozomu;
c¢vrsto vezivanje od ovarajuce aminoacil-tRNK za A mesto
udruzeno sa oslobadanjem prethodno iskoriSc¢ene tRNK sa E
mesta; transfer rastuceg peptidil lanca na dolazeéu AK $to
katalise velika rRNK; I translokacija ribozoma na slededi kodon,
pomerajuci tako pept|d|I -tRNK sa A mesta na P mesto i
neacilovane tRNK sa P mesta na E mesto.



m U svakom ciklusu elongacije, ribozom prolazi kroz dve
promene konformacije koje “nadziru” GTP-vezujuci
proteini. Prvi omoguéava ¢vrsto vezivanje dolazece
aminoacil-tRNK za A mesto i izbacivanje tRNK sa E mesta,
dok drugi utice na translokaciju.

m Terminacija translacije se odvija dejstvom dve vrste
faktora terminacije : onih koji prepoznaju stop kodone i
onih koji pospesuju hidrolizu peptidil-tRNK,

m Efikasnost sinteze proteina se povecava istovremenom
translacijom jednog molekula iRNK pomocu vise ribozoma.
U celijama eukariota, interakcije posredovane proteinima
dovode dva kraja poliribozoma u bliski kontakt,
pospesujuci brzu izmenu subjedinica ribozoma, $to dalje
povecava efikasnost sinteze proteina



OBRADA
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Posttranslaciona obrada proteina
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Proces genske ekspresije se ne zavrSava

upotrebom genetskog koda za kreiranje

sekvence amino kiselina koje grade

protein.

Da bi proteini mogli biti korisni,

novosintetisani polipeptidni lanci

— Moraju se uviti u svoju jedinstvenu
trodimenzionalnu konformaciju

- Vezati neke male molekule kofaktore
neophodne za njihovu aktivnost

- Moraju da budu adekvatno
modifikovani protein kinazama ili
drugim enzimima modifikacije

— Moraju da se udruze korektno sa
drugim subjedinicama sa kojima
funkcionisu

folding and
cofactor binding
inon-covalent
intaractions)

S

covalent modification
by glycosylahon,
phosphorylation,

acetylation etc.
P

binding to other
proten subunits

F)



 Informacija neophodna za sve navedene korake sazrevanja
proteina sadrzana je u sekvenci amino kiselina koja je
proizvedena u toku translacije

e Uvijanjem proteina:
- hidrofobni regioni se postavljaju u unutrasnjost
molekula

- uspostavljaju se brojne nekovalentne interreakcije
izmedu razli¢itih delova molekula

e Zbir svih ovih energetski povoljnih interakcija odreduje
finalno uvijanje proteina kao konformaciju sa najmanjom
slobodnom energijom.



Eksperimentima je pokazano da
proteinski domen u proteinu koji se
sastoji od viSe domena, neposredno
nakon sinteze na ribozomu, gradi
kompaktnu strukturu unutar
nekoliko sekundi koja sadrzi najvedi
broj finalnih sekundarnih struktura
(a heliksi i p nabrane strukture)
koje su poslagane u paralelne nizove.

Ova neobi¢no otvorena i fleksibilna
struktura se naziva izlivena globula,
| ona za mnoge domene proteina
predstavlja polaznu tacku za
relativno spori proces u kome se vrsi
prilagodavanje mnogih boc¢nih lanaca
I eventualno formiranje korektne
tercijerne strukture.




Proteini nadzornici potpomazu uvijanje mnogih
proteina

Proteini nadzornici
(chaperons) pripadaju heat-

shock proteinima (hsp), zato oG romme " ACCIDENTS
Sto se sintetiSu u dramatiéno

poveéanoj kolié¢ini posle

kratkotrajnog izlaganja celije |
povisenoj temperaturi (npr. @
42°C za Celije koje normalno e

Zive na 37°C). ! e
U éelijama eukariota postoji /
najmanje dve glavne familije

saperona- hsp60 i hsp70. T
Razligiti Elanovi familije N e
funkcionidu u razliéitim *‘@ el
organelama.



proteina

Hsp60 1 hsp70 proteini rade udruzeni sa malim sopstvenim setom

Oni imaju afinitet za izlozene hidrofobne delove nekompletno

uvijenih proteina, hidrolizuju ATP, esto vezujuéi i oslobadajuéi

proteine u svakom ciklusu hidrolize i

nego Sto protein napusti ribozome.

ATP-a.

Hsp70 se vezuje za deo od oko 7 hidrofobnih amino kiselina pre

' hspT0
machineary

e,

correctly folded
protein

ADP

machinery

ribogsome

o

incorrectly folded
protein



Kotranslaciono oblikovanje proteina

Rastuci pp lanac pocinje da zauzima svoju sekundarnu i
tercijernu strukturu kako napusta ribozom. Prvo se oblikuje N-
teminalni kraj dok se C-terminalni kraj jo$ sintetiSe. To znaci da
Ipak pp lanac josS uvek ne poseduje adekvatnu konformaciju posto
napusti ribozom.

fodding of protein
completed after

folding release from ribosome

C-tarminal

folded comain
M-terminal
domain
growing
poly peptide
ch Eil‘l.\x\
‘7 —_— —_— — —i




Hsp60-like proteini grade cilindriénu strukturu koja deluje
na proteine nakon sto su oni u potpunosti sintetisani.

Formiraju izolacionu komoru u koju ulaze pogresno uvijeni
proteini, sprec¢avajuéi njihovu agregaciju i obezbedujuéi
odgovarajuée okruzenje u kome pokuSavaju da se ponovo
uviju.

GmES cap

|nmrmcrl1,r hydrophobic
I'nlu;led protein-binding nrren:tlw

prutam sites folded
protein

hsp&l-like
1A} protein complex

(B}



Molekularni Saperoni prepoznaju i uklanjaju hidrofobne delove
proteina, vezujuéi se za njih i pokuSavaju da poprave protein dajuéi
mu Sansu da se ponovo ispravno uvije.

Pokrivajuéi hidrofobni deo takode spre€avaju agregaciju proteina.
Proteini koji se korektno i brzo uvijaju ne reaguju sa Saperonima.
Ako pokusSaj da se protein ponovo uvije propadne, uljuéuje se treéi
mehanizam

- Kompletno uklanjanje proteina proteolizom

G2
H| :.":.""-'i“'l'-'

newly
gynthesized
protein
correctly folded correcily folded  incompletely
without help with help of a tolded forms
maolecular digested in
. chaperone proteasome
|r||_'.rr_~,.'-_|5|r|g timie




1zlozeni hidrofobni regioni - kljuéni signal u
kontroli kvaliteta proteina

Hsp70 ucestvuju u
uspostavljanju strukture
za oko 20% proteina

Hsp60-like molekularni
proteini nadzornici za oko
10%.

Kako se ovi proteini
iIzabiraju za ponovno ATP-
katalizovano uvijanje?

Protein koji ima izloZzen znacajan deo
hidrofobnih amino kiselina na svojoj
povrSini je obi¢no abnormalan ili nije
uspeo da se korektno uvije u
odgovarajuéu konformaciju, ili je
pretrpeo neki uticaj pa je delimi¢no
razvijen kasnije ili nije uspeo da
pronade odgovarajuéu subjedinicu u
veéem kompleksu proteina.

Ovakav protein moze da bude
neupotrebljiv u éeliji i takode moze
biti opasan za éeliju (agregati koji
mogu se mogu taloziti).

Najveéi broj éelija ima moéan sistem
za kontrolu kvaliteta.



* Pravilo N-kraja”

e veza izmedu poluzivota proteina i N-terminalne
rezidue.

e DestabiliSu¢u N-terminalnu reziduu prepoznaje
posebna ubikvitin ligaza.
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Produkcija proteina u
¢eliji eukariota

Krajnji stepen produkcije
svakog proteina, zavisi od
odvijanja svakog od
pojedinacnih koraka uklju¢enih
u sintezu i obradu proteina do
njihove finalne strukture i
funkcije.



Obrada proteina u endoplazmatskom retikulumu

Membrana ER tipi¢no ¢ini vise
od polovine ukupnih membrana
u prosecnoj animalnoj celiji.
ER ima centralnu ulogu u
biosintezi lipida i proteina.

Proizvode se svi
transmembranski proteini i
lipidi za najvedi broj ¢elijskih
organela uklju¢ujuéi ER, GoldZi
aparat, lizozome, endozome,
sekretorne vezikule i plazma
membranu.

Proizvodi i najveéi deo lipida
za membrane mitohondrija i
peroksizoma.

10 pm



Endoplazmarski retikulum (ER)

ER je mreZza membranozmnih cevéica i kesica (cisterae) koja se pruza od jedarne membrane
kroz citoplazmu

Proteini namenjeni sekreciji ili ER, Goldzi aparatu, lizozomima, ili plazma membrani se najpre
usmeravaju u ER, uglavnom dok joS traje translacija na ribozomoma vezanom za membranu

Free ribosomes in cytosol Membrane-bound ribosomes
Cytosol Cytosol
miEMA 5 {i:i:‘fﬁ 3

miMNA 5

(= .
% Lurmeen of

endoplasmic
reticulum
% Protein ﬁnleln@

// [\ \\ // \ \\
yomomes
membrane
|J'-.-'Ijtf:-chundrla | | Chloroplasts | Secretory

vesicles

Proteini koji ostaju u citosolu ili su namenjeni jedru, mitohondrijama, ili peroksizomima se sintetiSu na
slobodnim ribozomima i oslobadaju u citosol kada se zavrsi njihova translacija



Ribozomi vezani za membranu definiSu
granulirani ER

Import proteina u ER - ko-
translacioni proces. |
inner nu Elerar membrane ER membrana

palyribosome
LY

Jedan kraj proteina je obi¢no  ucus s
translociran u ER pre nego §to se bt S D R
sintetiSe ceo protein
- protein nije nikada osloboden u
citosol i ne uvija se pre nego Sto

stupi u kontakt sa transporterom u
ER

- Saperoni nisu potrebni za
odrzavanje proteina neuvijenim

Ribozom koji sintetiSe protein je

direktno pri¢vrééen za membranu ) ®

ER.

Kada se na ribozomu sintetiSe
protein sa signalnom sekvencom za
ER tada se ribozom usmerava na
membranu ER




Kotranslacioni put zapocinje udruzivanjem ribozoma sa ER.

Ribozomi se usmeravaju ka vezivanju za membranu ER
membrane prisustvom sekvence AK na polipeptidnom lancu
koji se sintetise

Slobodni i ribozomi vezani za membranu se ne mogu razlikovati po funkciji: sinteza
proteina uvek otpocinje na ribozomima koji su slobodni u citosolu.

Ribozomi ukljuceni u sintezu proteina namenjenih sekreciji se
usmeravaju u ER zahvaljujudéi signalnoj sekvenci na NH,
kraju rastucéeg polipeptidnog lanca.

Signalne sekvence - kratki nizovi hidrofobnih AK koje se
Isecaju sa polipeptidnog lanca tokom njegovog prelaska u
lumen ER.

Cleavage site of
signal |i'l. plidase

COLOSTTSCTCTTHCOTCTTCTIDS ﬁ]ﬂ o) 'EE’Q;C'

Sgnalna sekvenca hormona rasta



Glatki endoplazmatski retikulum

e Sadrzi izlazna ER mesta
kroz koja transportne
vezikule koje nose
novosintetisane proteine i

rough ER smaoth ER
s

u Goldzijev aparat.
e Ima i druge uloge

- metabolizam lipida

(sinteza steroidnih . T e
hormona, lipoproteina)

— reakcije detoksikacije
(cyt P450)

— sekvestracija kalcijuma



Ribozomi vezani za membranu definisu
granulirani ER

mRMNA encoding a cytosalic protein
rermains free in cytosol free polyribosome
1 in cytosol

e Pojedinacni ribozomi se slucajno ﬁ i
rasporeduju izmedu dve populacije ME"—' W%?
IRNK: & )
- iRNK koje kodiraju proteine sa & QQ’O

signalnom sekvencom i ® & Q N
priévrééene su preko ( Rl w

poliribozoma za membranu ER o

signal
SEqUEBMCE

- IRNK koje kodiraju proteine

1 4
mAMNA encoding a protein polyribosome bownd to ER

H targeted 1o ER remains membrane by multiple
beZ S I g nal ne Se kvence |I."l membrana-bound nascent polypeptide chains

EII‘! mambranes



Kako se pojavljuju sa ribozoma, signalne sekvence prepoznaju i vezuju Eestice koje
prepoznaju signal (signal recognition particle - SRP) 6 polipeptida i mala
citoplazmatska RNK (7S rRNK).

SRP se vezuje za ribozom i signalnu sekvencu, inhibirajuéi dalju translaciju i usmeravajuci
ceo kompleks (SRP, ribozom, i rastuci pollpeptldnl lanac) u zrnasti ER vezivanjem za SRP
receptor na membrani ER membrani

3 mRMA

5 Signal sequence

4
lu‘l
i

Step 3

HRP
receplor

Endoplasmic \
reticulum lumen ] i Signal peptidase
Sech] ranslocation Step 5§
complex P




Posttranslaciona obrada proteina

3" mRMA
5.'
——Signal sequence

)

Completed
wwde chain

Endoplasmic
reticulum lurmen




Sortiranje proteina

Free ribosomes in cytosol

Membrane-bound ribosomes

Cytosol Cytosol
) RNA 57—
mRMNA 5’ :-- "—E ; 37
Lurmen of
endoplasmic
reticulum
% Protein Protein
Mucleus / \ Feroxisomes Plasma \ | yaosomes
membrane
Mitochondria | | Chloroplasts Secretory

vesicles




Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

e Signalna sekvenca se nalazi na N-
terminalnom kraju peptida.

e N-terminalna ER signalna sekvenca
usmerava :

— solubilne sekretovane proteine
[

— prekursore drugih proteina :
ukljuéujuéi i membranske : soiad Nr=>1
proteine.

e (Cestica za prepoznavanje signala

polypeptide chain

(SRP) usmerava ER signalnu
sekvencu do specifi¢énih receptora
u granuliranom ER



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

o Cestica za prepoznavanje signalne sekvence (signal-recognition
particle SRP)

cirkuliSe izmedu ER membrane i citosola i vezuje se za signalnu
sekvencu i receptor u ER membrani

sastoji se od 6 razlicitih polipeptidnih lanaca vezanih za jednu
malu RNK (7s rRNK)

konzervirana tokom evolucije (homologija ¢estice i receptora u
svih proucavanih organizama)

signal-sequence- signal-sequence-
SAP AMNA moleculs binding pocket binding pocket

translational
pause domain

[A) GTPase and SAP receptor
binding site
[ l
25 nm




Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Signalna sekvenca - razli¢ita sekvenca amino kiselina
- ima 8 ili vise nepolarnih amino kiselina u svom centru

- mesto vezivanja signalne sekvence je veliki hidrofobni dZzep oblozen metioninom

Cestica za prepoznavanje signalne sekvence se vezuje za signalnu sekvencu
¢im peptid po¢ne da izlazi iz ribozoma
nastaje pauza u sintezi proteina Sto ribozomima daje dovoljno vremena da se

vezu za ER membranu (posebno zna¢ajno za sintezu sekretovanih i
lizozomalnih hidrolaza)

signal-sequance- signal-sequence-
binding pocket hunrlurng pocket

i
r
r
'l
s
)
A
;L

\

[A) GTPasa _am:':l SHF:JFEL'EFIIEI' i}
binding site
| I
25 nm

SAF AMA molecule

'|

translational
pause domain




Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

e Kompleks - signalna sekvenca/ribozom kompleks se vezuje za SRP receptor

- SRP receptor - integralni membranski protein izlozen samo na citosolnoj povrsini
GER.

e Interakcija dovodi SRP/ribozom kompleks do proteina translokatora.
e SRP i SRP receptor se tada oslobadaju i rastuci polipeptidni lanac prolazi
kroz membranu

e SRP ima GTP vezni domen. Hidroliza GTP-a osigurava takvu konformacionu
promenu SRP da se odvaja tek posto ribozom dode u kontakt sa
translokatorom

1RMNA

SRP AND SRP RECEPTOR

) DISPLACED AND RECYCLED

BINDANG UF SHFP
T SIGMAL

EFTIDE CAUSES

A PAUSE IM

¥ THANSLATION

SHP-ELHINLD HIBCESLNME
ATTACHES TO SRP
RECEFP TLHA 1N
ER MEMERAME

THAMNSLATICNMN
COMTINUES AND
THRAMNSLOLATICHNMN
BEGINS

mRANA

signal sequeance SHP
an nascent
palypeptida
CYTOSOL

ER LUMEN

|
protein pliig SAP receplor protein
translocator in rough ER membrane




Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

* Protein translokator
— gradi vodom ispunjenu poru u membrani
- naziva se Sec61 kompleks

- sadrzi tri ili ¢etiri kompleksa proteina , svaki graden od tri
transmembranska proteina.

— Centralna pora translokatora je u liniji sa “tunelom” velike
subjedinice kroz koju pp lanas napusta ribozom

amall ribosomal subunit
— -,

protein-conducting
channel in large
ribasomal sutmnit

large ribosomal
subanit

[A)
\-\“\ protein translocator = :

in ER mambrana

{9
{B]



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Vezani ribozom gradi tesnu vezu sa translokatorom i sprecava da molekuli
pobegnu iz ER

Luminalni proteini ER zatvaraju translokator i on se samo prolazno otvara u
toku prolaza polipeptidnog lanca

Smatra se da signalna sekvenca otvara pore

Signalna sekvenca se dakle prepoznaje dva puta

- jednom u reakciji sa SRP
- drugi put preko vezivanja za translokator

fluorescent dye
guenched by lodide

fluorescent dye
in membrane-bound

ribosome is inacoessible
tn}ndide in cytosol

)
{A)

CYTOSOL  tight seal

ER LUMEN

iodide in ER lumen
can enter ribosome
and quench dys

{B] C]

ER membrana



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

ER signalna sekvenca se uklanja sa veéine
solubilnih proteina posle translokacije

Uklanja je signal peptidaza sa luminalne
strane ER.

Postoji dodatno mesto za cepanje koje
specificno prepoznaje peptidaza.
Signalne sekvence koje se nalaze unutar
polipeptidnog lanca, a ne na N-kraju
nemaju ovo dodatno mesto prepoznavanja
I nikada se ne isecaju (one sluze da
zadrze transmembranski protein u

ER LUMEM

mem b ran I) in::?i‘;?c:‘;t:::ari" translocator peptidase o
. . . - COOH
N-terminalne signalne sekvence imaju

dve Signalne funkCije: SIGNAL PEPTIDASE CLEAVES OFF

B . SIGMAL SEQUENCE, RELEASIMNG

— usmeravaju protein na ER membranu NUATYIRE PROTTEININTOER LUWEN
- sluze kao start-transfer signal koji Posto je protein u potpunosti translociran,
otvara pore pora se zatvara ali se translokator otvara

- . boéno, unutar lipidnog dvosloja, kako bi
Kada C kraj proteina prode kroz poru hidrofobna signalna sekvenca difundovala u

signalna sekvenca se oslobada i brzo lipidni dvosloj, gde se dalje brzo
razgraduje. razgraduje.



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Postoje tri nacina insercije proteina sa
jednim transmembranskim domenom u

membranu

start-transfar -
SEOUence

I - dodatni hidrofobni region - stop-

stop-transfar

transfer signal zaustavlja transfer pre sequence

translokacije celokupnog polipeptida a—

—- Stop transfer signal pri¢vrséuje

ER LUMEN

protein u membrani nakon Sto je wdrophitis  hudriphobic "
stop-transfer-  start-transfer- :
signalna sekvenca oslobodena sa Tindingste binding se

- v translocator protein
translokatora i isecena.

1
| ’
mature transmembrane protein
in ER mambrana

— Stop transfer signal se prebacuje u

membranski avosloy preko lateralno Pored signalne sekvence (N-kraj) postoji i stop

otvora i tu ostaje kao jedan alfa transfer sekvenca. Kada ona dode u translokator
_ ) _ | reaguje sa veznim mestom, translokator menja
heliks sa N- krajem u lumenu ER 1 C svoju konformaciju i pomera protein lateralno u

krajem u citosolu. lipidni dvosloj.



Ugradivanje proteina u membranu

Cytosol

ﬁ.—
Signal Stop-transfer

‘%
é
Endoplasmic reticulum lumen
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sequemnce sequenmce
i



Uloga ER u sintezi

e U druga dva slu¢aja signalna
sekvenca je u unutrasnjosti.

 Prepoznaje je SRP, dovodi ribozom
koji stvara protein do ER i sluzi
kao start-transfer signal.

» Posle oslobadanja sa translokatora
ostaje u membrani kao jedan
transmembranski alfa heliks.

e Orijentacija signalne sekvence
odreduje koji e se segment
proteina prebaciti kroz poru u
lumen ER.

Integracija proteina koji jednom prolazi kroz membranu sa
unutrasnjom signalnom sekvencom koja funkcionise kao
start -transfer signal koji se vezuje zatranslokator pri ¢emu
pozitivniji kraj pp lanca ostaje u citosolu.

(A)Ukaliko ima vise pozitivno naelektrisanih AK oko
hidrofobnog dela start-transfer sekvence, C-kraj biva unet
kroz translokator u ER.

(B)Ako ima vise pozitivno naelektrisanih AK neposredno iza
hidrofobnog dela start transfer sekvence, start transfer
sekvenca se unos kroz translokator u odgovar aj uéoj
orijentaciji. Samo se N kraj translocirai to tek posto je
potpuno sintetisan na robozomu.

I modifikaciji proteina

NH,

NH;
internal ——
start-transfer
seguence

CYTOSOL

ER LUMEMN
[A]

|
COOH |
\

mature transmembrane

protein in ER membrane

COOH

insert
signal
SeqUencs

minus énd
first

CYTOSOL

ER LUMEMN
B8h

N
MNH,
mature transmembraneg
protein in ER membrane



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Kombinacija Start-transfer signala i Stop-transfer signala odreduje
topologiju transmembranskih proteina sa dva prolaza kroz membranu

Unutrasnja ER signalna sekvenca deluje i kao start transfer signal i inicira
transfer C-kraja proteina. PoSto stop-transfer sekvenca ude u translokator,

translokator postavlja ovu sekvcenu lateralno u membranu.

b \g o
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NH,
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SBUance I
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Sequeance

LT 5 ey
., ‘ 2 ‘ ER LUMEN

. mature

double-pass
transmambrana
protein




Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

e Kombinacija Start-transfer signala i Stop transfer signala odreduje

topologiju transmembranskih proteina sa vise prolaza kroz membranu
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Obrada proteina obuhvata:

(1) Dodavanje i obadu ugljenohidratnih komponenti (glikozilacija) u ER i
Goldziju

(2) Formiranje disulfidnih mostova u ER

(3) Adekvatno uvijanje proteina i organizaciju proteina sa veéim
brojem subjedinica u ER

(4) Specifi¢no proteoliticko cepanje u ER, Goldziju u sekretornim
vezikulama

Glikozilacija:
O-glikozilacija : preko OH grupe Serina i Treonina. Uglavnom prisutni u
kolagenu i glikoforminu i uglavnom sadrze 1-4 UH jedinica

N-glikozilacija : preko NH2 grupe Asparagina. Veci i kompleksniji
oligosaharidi.

Posle inicijalne glikozilacije u ER, oligosaharidni lanac se modifikuje i u
ER kao i u Goldziju.



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

e Proteini koji ée ostati u ER
sadrze signal ER retencije (4

amino kiseline na C kraju)

e protein disulfid izomeraze

(svi cisteini okrenuti ka

Endoplasmic reticulum lumen

EC prostoru ili lumenu \

organela su povezani

disulfidnim vezama)

e Saperoni BIP (unutar ER)



Formiranje i1 rearanziranje disulfidnih
mostova - protein disulfid izomeraza

(@) Formation of a disulfide bond

S
ZH ZH ‘:‘,} 2
L_, | f_“: -
v S 5
Reducead
substrate

protein

(B} Rearrangement of disulfide onds

Re duced SH SH
(1] o= 5‘:}3

),
s 5
sHg ——

Protein with
incorrect disulfide bonds

Cixidized
substrate
protain

Protein with
correct disulfide bonds



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Najvedli broj proteina sintetisanih
na granuliranom ER je glikozilirano
dodavanjem zajedni¢ kog N-vezanog
oligosaharida

Pet Secera (sivo) predstavljaju osnovu ovog
oligosaharida. Za mnoge glikoproteine, samo
ovaj deo oligosaharida prezivi dalju obradu
koja se deSava u Goldzi aparatu. Samo
asparagini u sekvenci Asn-X-Ser i Asn-X-
Thr ( X je bilo koja AK osim prolina)
postaju glikozilirani. Ove dve sekvence se
pojavljuju rede u glikoproteinima nego u
neglikoziliranim citosolnim proteinima;
predpostavlja se da je to zbog Cinjenice da
glikozilacija na ve¢em broju mesta moZe da
interferira sa zauzimanjem odgovarajuce
konformacije proteina.

asparaging
side chain

Q glucose = O
O Mannose = O

Nacetylglucosamine = @



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Najvedi broj proteina sintetisanih
na granuliranom ER su glikozilirani
dodavanjem zajedni¢kog N-vezanog
oligosaharida

Neposredno poSto se unese pp lanac,
on se glikozilira na ciljnom
Asparaginu. Prekursor oligosaharida
se prenosi na Asn kao intaktna
jedinica aktivno$¢u enzima,
membranski vezanog oligosaharid
transferaze. Kao i sa signalnom

Q,
® /"
0
id iedna Kopii og
epti azom, jedna Koplija ovo
pep i pij g ::3
9

growing
polypeptida chain

enzima je vezana sa svakim
proteinom translokatora u membrani

ER lipid-linked
! aligosaccharide



Sinteza oligosaharidnih sekvenci na
dolihol fosfatu
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Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

e Najveéi broj proteina sintetisanih na granuliranom ER su

glikozilirani dodavanjem zajednickog N-vezanog oligosaharida
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Zrnasti endoplazmatski retikulum
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lipid bilayer of
ER membrane

CYTOSOL

ER LUMEM

—— 2 [upF-GicNAc
= [uoe}[ume]

mannasae donor made from
dolichol phosphate
and GOP-mannosa

dalichol Hglupuae donor made from
D = dolichol phosphate
daolichal and UDP-glucose

3X

(GleliMan)al GleMNAcl:

Sinteza prekursora oligosaharida vezanog za
lipid, u membrani granuliranog ER. Oligosaharid
se gradi dodavanjem jednog po jednog Secera na
lipidni prenosilac DOLIHOL (poliizopren). On je
dugacak i veoma hidrofoban. Sastoji se od 22
subjedinice od kojih svaka sadrzi 5C atoma, i
moze da prode najmanje 3 puta kroz lipidni
dvosloj tako da je vezani oligosaharid usidren u
membranu.

Prvi Secer je vezan za dolihol pomocu
pirofosfatnog mosta Ova visokoenergetska veza
aktivira oligosaharid za njegov eventulani
transfer iz lipidnog dvosloja na Asparagin u pp
lancu u lumenu ER.

Sinteza oligosaharida pocinje na citosolnoj strani
ER i nastavlja se na luminalnoj strani posto se
(Man)5(GIcNACc)2 lipidni inermedijeri prenesu
kroz dvosloj pomoéu transportnog proteina.

Sve dalje reakcije glikozilacije na luminalnoj
strani ER ukljucuju transfer sa dolihol-P-glukoze
I dolihol-P-manoze; ovi aktivirani, u lipidni dvosoj
uronjeni monosaharidi se sintetisu iz dolihol
fosfata i UDP-glukoze ili GDP-manoze na
citosolnoj strani ER a potom se prenose kroz
membranu ER.



Glikozilacija proteina u ER

Dalichal

5

Asn
N-acetylglucosamine {

hlannose

\

Oligosaccharide is
tramsierred from a
dolichol lipid carrier
to paly peptide
chains during their
translocation across
the ER membrane.

\

[hree glucose residues One mannose is removed.
are removed by two
SEparate enzymes.

Endoplasmic|reticulum lumen

U cis-Goldzi



Uloga N-glikozilacije u oblikovanju
proteina u lumenu ER

ER membranski vezan protein saperon- kalneksin vezuje
proteine koji nisu zauzeli definitivhu konformaciju a sadrze
terminalno vezanu glukozu na N-vezanom oligosaharidu,
koji zadrzava protein u ER. Uklanjanje terminalne glukoze
glukozidazom, oslobada protein od kalneksina.

Glikozil transferaza je klju¢ni enzim koji odreduje da i
protein zauzima odgovarajucu konformaciju ili ne. Ukoliko
ne, enzim vrsi transfer nove glukoze sa UDP-glukoze na N-
vezani oligosaharid, tako da protein obnavlja svoj afinitet
prema kalneksinu i zadrzava se u ER. Ovakav ciklus se
ponavlja dok protein ne zauzme odgovarajuéu konformaciju.



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

e Oligosaharidi se koriste kao markeri stanja uvijanja proteina
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Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

« Neadekvatno uvijeni proteini se eksportuju iz ER i razgraduju u citosolu
E.Q:ﬁ

proteasome

ul:rluumn-

AECEESOryY exit
proteing

“misfolded protein

N |
CYTOSOL dlyanass

ER LUMEMN

chapsarons

EFI protein translocator
(SecEl complex)

Pogresno oblikovani solubilni protieni ER, membranski proteini- transportuju
se kroz iste translokatore u citosol (pomocni proteini) gde podlezu
procesima deglikozilacije, ubikvitinacije i proteolizi u proteozomima.



Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Neadekvatno uvijeni proteini stimuliSu transkripciju gena za citosolne
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Uloga ER u sintezi i modifikaciji proteina

Neki proteini plazma membrane dobijaju glikozilfosfoinozitolsko sidro na
C kraju proteina

Neposredno po zavrsenoj sintezi proteina, prekursor proteina ostaje
usidren u membranu ER preko C-terminalne hidrofobne sekvence od 15-20
AK. Ostatak pp Iancaée u lumenu ER. Za manje od 1. minuta enzim u ER
sece protein i oslobada ga od C-terminalnog dela i simultano ga vezuje za
C-terminalnu amino grupu GPI intermedijera. Signal koji diktira ovu
modifikaciju se nalazi unutar C-terminalne hidrofobne sekvence na
nekoliko AK od luminalne strane membrane ER. Kako je nova veza
kovalentna, protein ostaje usidren u membrani.

cleaved C-terminal

CYTOSOL COOH glycosylphosphatidylinoesitol COOH _—~ peptide
ER LUMEN
e U P i, (pReeee®
P ]
- prataein bouwnd

to mambrans
- by GPl anchor

- NH‘I
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Zadrzavanje nepotpuno organizovanih molekula At u ER

budding transpor
vasicle

antibody antibody
haawy chain light chain

i’

CYTOSO0L

RETAINED IMN ER SECRETED

Dva laka i dva teSka lanca At se povezuju u ER.

Saperon BIP vezuje sve nepotpuno sastavljena At. Tako
samo adekvatno organizovana At mogu da se sekretuju iz ER.



Sortiranje proteina

Free ribosomes in cytosol

Membrane-bound ribosomes

Cytosol Cytosol
) RNA 57—
mRMNA 5’ :-- "—E ; 37
Lurmen of
endoplasmic
reticulum
% Protein Protein
Mucleus / \ Feroxisomes Plasma \ | yaosomes
membrane
Mitochondria | | Chloroplasts Secretory

vesicles




Ukoliko je sudbina proteina da ostane u lumenu ER,
onda je on na svom C-terminalnom kraju obelezen
sekvencom Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL receptor). Ovi
proteini kreéu da se vezikulama transportuju ka
Goldziju (sekretorna aktivnost ER), ali se
odgovarajuéim receptorima na grani¢noj povrsini ER
| Golzija (region ERGIC) ili na samom Goldziju oni
prepoznaju i selektivno vraéaju nazad u ER.



Selekcija proteina koji ostaju u lumenu EPR




Vezikularni transfer iz ER u Goldzi

vesicular-tubular cluster (WVTCI

ER

wesicular ")
tubular

cluster Q
ey

(B) ratrigwval transport

cis Golgi



Model vraé¢anja ER proteina

pH gradient _ neuteal _

wizsicular
tubular
cluster

soluble ER
resident protein

KDEL

empty
KDEL

raceptor

FORWARD |26y — g
PATHWAY

/
Cort
ot

(A
RETRIEWAL

T copl
PATHWAY @c .
-—

ER resident
protein

ER cis Golgi stack trans
(B} Golgi Golgi
niatwork network

Ovi proteini koji “beze” iz ER se vezikularnim transportom vracaju u ER.

KDEL receptor se nalazi na vezikulama Goldzi aparata, prihvata salubilne ER
proteine i prenosi ih u COPI-obloZene transportne vezikule kojim se vraéaju
nazad u ER. U kiselom pH, KDEL moze da menja konformaciju pa time povecava
afinitet prema COPI vezikulama.

U neutralnom pH ER, ER proteini disosuju sa KDEL receptora, koji se tada
vraca u Goldzi gde se dalje koristi.



Obrada proteina u Goldzi aparatu




Goldzi kompleks

[ &) (Bl

Goldzi kompleks ucestvuje u modifikaciji proteina nastalih u GER i u
sortiranju i rasporedivanju ovih proteina u lizozome, sekretorne

vezikule, ili plazma membranu.
Narocito je zastupljen u éelijama koje su specijalizovane za sekreciju



Sastoji se od izvijenih naslaganih spljoStenih vezikula (cisterni) u citoplazmi
koji se, uopSteno, deli u tri odeljka :

cis-Goldzi mreza, ¢esto konveksna i okrenuta ka jedru;

medijalni Goldzi slog; i

trans Goldzi mreza, koja je okrenuta ka plazma membrani.
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Goldzi aparat (Goldzi kompleks) - prihvata proteine iz ER koji se dalje
obraduju i sortiraju radi usmeravanja ka njihovom krajnjem odrediStu u
celiji - lizozomima, plazma membrani, ili se sekretuju iz ¢elije. U GoldZi
aparatu se sintetisu, glikolipidi i sfingomijelin.
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Funkcionalna kompartmentalizacija
Goldzi aparata
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e Obrada proteina u Goldzi komplelsu podrazumeva modifikaciju i sintezu
UH grupa glikoproteina.
- modifikacija N-vezanih oligosaharida koji su dodati proteinima u ER (u
ER proteinima se dodaje oligosaharid od 14 jedinica. Uklanjaju se 3
glukozna i jedan manozni ostatak dok je polipeptid jos u ER.

» N-vezani oligosaharidi se obraduju u Goldzi aparatu preko reakcija koje se
odvijaju odredenim redosledom

—  Proteinima namenjenin sekreciji ili plazma membrani uklanjanju se 3
dodatna manozna ostatka. Sledi dodavanje N-acetilglukozamina,
uklanjanje jos dve manoze, dodavanje fukoze i joS dva N-
acetilglukozamina. Konac¢no, dodaju se 3 galaktoze i 3 ostatka
sijalinske kiseline acid residues are added.

Razliciti glikoproteini se modifikuju u razli¢itoj meri tokom prolaska kroz
Goldzi kompleks, Sto zavisi od strukture proteina i broja enzima u
Goldzi aparatu koji u¢estvuju u njegovoj obradi, $to zavisi od tipa
celije



Obrada N-vezanih oligosaharidnih lanaca na
glikoproteinima u Goldzi aparatu

Nadial r_ UDp-= .ii
‘? LR i ........ el
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tr-,"lan:ngn.GI:: Nﬁ.c]z

: (Manjg(GlcMAc);
Golgi T -

Transport vesicle
from ER

m = N-Acetylglucosamineg
8 = Mannoso e = Galactose

4 = Fucose » = N-Acetylneuraminic acid

Nakon uklanjanja 3 Man ostatka u cis-Goldzi
cisterni (korak 1),

eprotein prelazi u medial-Goldzi, gde se
dodaju 3 GIcNAc ostatka (koraci 2 1 4),
euklanjaju se joS 2 Man ostatka (korak 3), i
edodaje fukozni ostatak (korak 5).

*Obrada se zavrSava u trans-Goldzi cisterni
dodavanjem 3 Galakt ostatka (korak 6) i
edodavanjem ostatka N-acetilneuraminske
kiseline acid na svaki od Gal ostataka (korak
7).

«Specificne transferaze dodaju Secere na
oligosaharide, jedan po jedan, od nukleotidnih
prekursora Secera koji su uzeti iz citosola.
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Zajednic¢ki pocetni deo i
kompleksnih oligosaharida i
manozom bogatih oligosaharida
(nastao u ER)
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'C} = N-acetylglucosamine (GlcNAc)
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1
= MNracetylneuraminic acid
[sialic acid, or MAMNA)

Kompleksni oligosaharid sadrzi
pocetni deo i terminalni deo koji
se sastoji iz ponavljajucih
trisaharidnih jedinica
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Manozom bogati oligosaharid pored
pocetnog dela sadrzi dodatne manoze



Obrada je jasno usmerena.
Zapoc€inje u ER uklanjanjem glu

Manozidaza u ER uklanja mano

Pocetni deo sa 3 manoze je rezistentan na dalje razlaganje
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Sinteza slozenih oligosaharida
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protein mixture gorting
I 1 SIGMNAL-MEDIATED

1|
DIVERSION TO LYSOSOMES
!
... mannose §-phosphate
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L |
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Golgi apparatus

Tri dobro poznata nacina sortiranja proteina u trans Goldzi mrezu

(1)

(2)

(3)

Proteini sa manozo 6-fosfatnim (M6P) markerom se predaju lizozomima u klatrinskim
transportnim vezikulama

Proteini sa signalom koji ih usmerava u sekretorne vezikule se koncentrisu u vezikulama
(specijalizovane sekretorne celije)

U nepolarizovanim celijama, proteini koji nemaju posebnu namenu se prenose na povrsinu
celije konstitutivnim sekretornim putem. U polarizovanim éelijama, proteini koji se
sekretuju ili ulaze u sastav plazma membrane se selektivno usmeravaju na apikalnu
/bazolateralnu membranu tako da je ovaj transfer usmeren posebnim signalima.
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Golgi

(A

Formiranje sekretornih vezikula

cis Golgi netwark Golgl stack

¢ -3 ®
frams Golgi immature mature
network secretory vesicle secretory
vegiche
(B £ .
CARGO CONCENTRATION trans Golgl network maturs secrotory

wasicla

(A) Sekretorni proteini se skupljaju i koncentruju u sekretornim vezikulama

(B)

pomocéu dva mehanizma. Prvo, oni se agregiraju u sredini povecane
koncentracije jona (trans Goldzi), lumen postaje kiseliji a vezikule se
kondenzuju tokom procesa sazrevanja. Drugo, viSak membranskog ili

luminalnog sadrzaja koji se nalazi u nezrelim sekretornim vezikulama se
vraca u klatrinskim vezikulama

Elektronska mikrografija -sekretorne vezikule koje formiraju trans
mrezu Goldzi aparata u B ¢elijama pankreasa.



Egzocitoza sekretornih vezikula

Elektronska mikrografija oslobadanja insulina iz p éelija pankreasa



