Geneticki kod i
sinteza proteina

B. Mildner

Geneticki kod povezuje nukleinske kiseline i proteine

* Geneticki kod povezuje sekvence baza DNA, odnosno njihovih
transkripata (RNA) sa sekvencom aminokiselina u proteinima.

» Tri nukleotida, Sifra su za jednu aminokiselinu
* Genska Sifra je nepreklapajuca
» Genska Sifra nema razmaka

* Genska Sifra je degenerirana (za veéinu aminokiselina postoji
nekoliko kodona) — degenerativnost smanjuje efekte mutacija (od 64
moguca kodona 61 kodon kodira aminokiseline, a 3 su stop kodoni
koji oznacavaju zavrSetak translacije)
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Geneticki kod povezuje nukleinske kiseline i proteine

TaBLE 4.4 The genetic code

First position| Second Position Third position
(5’ end) u C A G (3’ end)
Phe Ser Tyr Cys u
u Phe Ser Tyr Cys (3
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg u
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gin Arg G
lle Thr Asn Ser u
A lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly u
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Note: This table identifies the amino acid encoded by each triplet. For example, the codon 5’ AUG 3' on mRNA

specifies methion

of the initiation signal, in addition to coding for internal methionine residues.

Table 4-4
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

, whereas CAU specifies histidine. UAA, UAG, and UGA are termination signals. AUG is part

Geneticki kod povezuje

nukleinske kiseline i proteine

Reading frame 1 5'--{U U cJ[U ¢ G|[G A c][c U G|G A G|[A U U|[c A c|A G v]---3'

Reading frame 2 ---UJ[uU ¢ U|[c G GJ[A € c|[uU G G|[A G AJ[u U C|[A C Al[G U---
Readingframe3 ---U U|[c U c][G G A]lc ¢ U]l G A][G A UJlu ¢ AJ[c A G]lu ---
Figure 27-5

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

U tripletnom nepreklapajuéem kodu sve mRNA imaju tri potencijalna okvira
Citanja. Tripleti, a time i specificirane aminokiseline se razlikuju u svakom

prikazanom okviru ¢itanja.
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Degenerativnost genetickog koda

Number of Number of
Amino acid codons Amino acid codons
Met 1 Tyr 2
Trp 1 lle 3
Asn 2 Ala 4
Asp 2 Gly 4
Cys 2 Pro 4
Gin 2 Thr 4
Glu 2 Val 4
His 2 Arg 6
Lys 2 Leu 6
Phe 2 Ser 6

Table 27-3
Lehninger of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W. H.Freeman and Company

Za pojedine aminokiseline postoji i po nekoliko razli€itih kodova.

Geneticki kod je gotovo univerzalan

TasLe 4.5 Distinctive codons of human mitochondria

Standard Mitochondrial
Codon code code
UGA Stop Trp
UGG Trp Trp
AUA lle Met
AUG Met Met
AGA Arg Stop
AGG Arg Stop
st R A . " - .
02007 WitFreemanondCo Geneticki kod mitohondrija se razlikuje budu¢i da
‘  H.Freeman and Company

mitohondrijska DNA kodira drugacije tRNA nego $to

to €ini DNA genoma.
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tRNA molekule sli€énog su oblika

Karakteristike tRNA:

Jednolanéane su molekule izgradene od 73 — 93 ribonukleotida
U trodimenzionalnom prikazu, molekule su u obliku slova L
Sadrze mnoge neuobicajene baze (7 — 15 po molekli tRNA)

U dvo-dimenzionalnom prikazu tRNA su u obliku djeteline
5’-kraj je fosforiliran i obi¢no je na kraju pG

Aktivirana aminokiselina se veze na hidroksilnu skupinu

adenozina koji je na 3’CCA kraju u akceptorskoj peteljki. CCA
segment je fleksibilan i jednolancan.

7. Antikodon se nalazi u petlji koja je gotovo u srediStu sekvence.

o0k wbdpE

tRNA molekule slicnog su oblika

-tRNA su adaptorske molekule
izmedu kodona i aminokiselina.

- za svaku aminokiselinu postoji
barem jedna tRNA
Amino

TYCarm acid arm
64 I 15 1

Darm
(residues
10-25)

, Anticodon
loop

Anticodon

Figure 30-4
Biochemistry, Sixth Edition arm

©2007 W.H. Freeman and Company

Anticodon

Figure 27-18a
Lehninger Principtes of Blochemtry. Fth Edtion
o eerman and Company
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tRNA molekule slicnog su oblika

3
04'1_—— Amino acid-
attachment site

Phosphorylated
5'terminus 5" P —]

Akceptorska
peteljka

DHU loop

STITITIIL]

(variable)

«— Anticodon
loop

Figure 303
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H. Freeman and Company

tRNA molekule slicnog su oblika

[o] NH;
)HA/\ g6
| > o)\n H
g8 |
\ ribose ribose
ribose 5-Methylcytidine Dihydrouridine
Inosine (mC) (UH,)

[ —— i

* Baze u tRNA su obi¢no metilirane ili dimetilirane. Metilacija
onemogucava sparivanje odredenih baza, te su te baze u
mogucnosti doéi u kontakt s drugim kompnenetama translacijskog
sustava.

* Inozini u tRNA nastaju deaminacijom adenozina nakon $to je
sintetiziran primarani transkript.
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Neke tRNA prepoznaju vise od jednog kodona

Koja su pravila koja upravljaju
raspoznavanjem kodona
pomocu antikodona?

tRNA

>
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Figure 27-8a
Lehninger Principles of Biochemistry,Fith Edition
2008 W.H Freeman and Company

Neke tRNA mogu prepoznavati viSe od jednog
kodona

Npr. arginil-tRNA koja ima antikodon ICG (I = inozin), raspoznaje tri kodona:
CGA, CGU i CGC

(5")
(3")

N QI N

1
w Clil= a

Anticodon (3')
Codon (5')

1
w Bl a

- nnlm w
N mllln N
- NI w
- nlllm w
N mnlﬁ N
w n|||— -

Figure 27-8b
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
) 2008 W. H. Freeman and Company
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Neke tRNA prepoznaju viSe od jednog

kodona
ribose\N
/\\ Sparivanje
ribose i N
Ny rlbose\ AN \ baza s
i/}\ /T:l 'n\ inozinom
N M
o] !“/ N/H ? 'l‘ 0 r:q pf
! | : H : i
ior i b
N N b K
il [ [
i s N A
N
N J J
N\/ N N
ribose/ ribose/ ribose/
Inosine—cytidine Inosine-vridine Inosine-adenosine
base pair base pair base pair

Neke tRNA prepoznaju viSe od jednog kodona

How the Wobble Base of the Anticodon
(L2 Determines the Number of Codonsa
tRNA Can Recognize
1. One codon recognized:
Anticodon  (3')X-Y-E(5") (3")X-Y- A(5")

Codon (5) X'-Y'-G(3') (5") X"-Y'-U(3")
2. Two codons recognized:
Anticodon  (3')X-Y- U(5") 3)X-Y-G(5)

Codon BIX-Y-83)  (5)X-Y-§E)
. Three codons recognized:
Anticodon  (3') X-Y- 1 (5')

w

Codon ") x'-v'-g(r)

Note: X and Y denote bases complementary to and capable of strong
Watson-Crick base pairing with X’ and Y', respectively. Wobble bases—
in the 3’ position of codons and 5’ position of anticodons—are shaded
in pink.

Table 27-4

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W. K Freeman and Company

Veca steri¢ka sloboda sparivanja s
“kolebljivom” bazom (tre¢a baza
kodona, prva baza antikodona)
razlog su degenerativnosti
genetic¢kog koda.

Opcenito:

Prve se dvije baze standardno
sparuju. Kodoni koji se razlikuju u
jednoj od prvih baza raspoznaju se
s razli¢itim tRNA. Npr. UUA i CUA
Sifriraju za leucin, ali to raspoznaju
dvije razli¢ite tRNA.

Prva baza antikodona odreduje da li
odredena tRNA cita jedan, dva ili tri
kodona.

10.6.2014.



Neke tRNA prepoznaju vise od jednog kodona

TasLe 30.3 Allowed pairings at the third
base of the codon according
to the wobble hypothesis

First base of Third base of
anticodon codon

C G

A V)

1] AorG

G UorC

I U,CorA

Table 303
Biochemistry, Sixth Edition
©.2007 W.H_Freeman and Company

Za sintezu dugih proteina potrebna je velika to€nost

Brzina translacije: 40 aminokiselina/s; to¢nost ~10-4

TasLe 30.1 Accuracy of protein synthesis

PROBABILITY OF SYNTHESIZING
AN ERROR-FREE PROTEIN

. . NUMBER OF AMINO ACID RESIDUES
Frequency of inserting

an incorrect amino acid 100 300 1000
102 0.366 0.049 0.000
103 0.905 0.741 0.368
104 0.990 0.970 0.905
105 0.999 0.997 0.990

Note: The probability p of forming a protein with no errors depends on n, the
number of amino acids, and ¢, the frequency of insertion of a wrong amino acid:
p=(1-¢€).

Table 30-1

Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H.Freeman and Comparny
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Aminokiseline se prvo aktiviraju adenilacijom

(1) aminokiselina + ATP « aminoacil-AMP + PP,

\Y4
+H3N\21\
~
35 o "~ o
HO
Aminoacyl adenylate

Biochemisry Soth Eftion

adenine

OH

(2) aminoacil-AMP + tRNA + H20«- aminoacil-tRNA + AMP +2P;

om0

m
1§,

i T
‘Amino acid ATP MW

H (]

a-Carboxyl of amino acid

attacks a-phosphate of 10 OH oH
ATP, forming 5’ aminoacyl PP

adenylate.

L 2 —0»? M,
. eag
BRSO © N
N ' 5'-Aminoacyl adenylate
(lmlnol(YI-AMP)
amlmu yl tRNA amino: xyi mNA
synthetases mthetases

3’ end of tRNA

1 _.,_._o- /-i\—o—-—o

H,

Amlno.ql -AMP Aminoacyl-AMP

o-t-0-g

ovv-o “0—p=0

()%L_o tRNA C—_ig‘L_O tRNA
Aminoacyl group s transferred to

20 of the 3'-tarminal reskseof oty kg b
AMP"{@ TRNA, releasing AMI "‘"’1@9 generating the aminoacy-tRNA product.
-< j :_1 (ohi ]
* transesterification ? —L
“0—P=0 @ 'O-Tﬂ
Transesterification moves
aminoacyl group to 3'-OH of
the same tRNA residue, gener-
ating the aminoacyHANA
product. Aminoacyl-tRNA

Figure 27-19
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W. H. Freeman and Company

Aminokiseline se
aktiviraju vezanjem na
tRNA

Povezivanje i
aktivaciju
aminokiselina na
tRNA vrse
aminoacil-tRNA
sintetaze.
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Aminokiseline se aktiviraju vezanjem na tRNA

3'end of tRNA

H

2

arm

Anticodon

arm

Figure 27-20
Lehninger Principles of Biochemistry ifth Edition
2008 W.H. Freerman and Company

O *NH3

Aminoacyl
group

H OH H
g [ !
H 0—C—C—R
.
- \Vean
(o]
|

-0—P=0

Opc¢a struktura aminoacil-tRNA.

Aminoacilna skupina je
esterificirana na 3’ polazaju krajnjeg
A ostatka tRNA. Esterska veza koja
aktivira i povezuje aminokiseline s

tRNA je obiljeZzena ljubi¢astom

bojom.

Aktivacija aminokiselina s aminoacil-tRNA sintetazama

HO

2L
*H3N COo0-

Threonine

C
C‘H

coo~
Valine

nnumbered figure pg 863b
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H.Freeman and Company

*H;3N

je vrlo specificna

HO
\c/

H

Ccoo-
Serine

*H3N

Povezivanje tRNA s
pripadajuéum
aminokiselinom vrlo je
precizno. PogreSke se
dogadaju jednom u svakih
10* — 10° reakcija.

10.6.2014.
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Aktivacija aminokiselina s aminoacil-tRNA sintetazama
je vrlo specificna

Thr

Aktivno mjesto treonil-tRNA
sintetaze. Mjesto vezanja
Threonine sadrzi cinkov ion (zeleno) koji
koordinira treonin preko amino
Zincion i hidroksilne skupine, te time
/ razlikuje treonin od strukturno
i sli¢nih valina i serina.

%

Ala

Asp

Figure 30-7
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

Dodatna kontrola pomoéu aminoacil-tRNA sintetaza
povecava to¢nost translacije

Editing site Osim diskriminirajuceg
aktivhog mjesta veéina
aminoacil-tRNA sintetaza
imaju i mjesto za editiranje

r\ (kontrolu) ispravno vezane

’\‘ aminokiseline.
5
Activation site

10.6.2014.
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Sintetaze prepoznavaju antikodone i aktivatorsku
peteljku tRNA

» Sintetaza prepoznaje tRNA tako $to prepoznaje specificne petlje i
aktivatorsku peteljku.

* Vazno je da aminoacil-tRNA sintetaze ispravno biraju svoje supstrate, jer su
to jedine molekule koje “znaju” geneticki kod.

GIn-tRNA u kompleksu s

-
3,';‘. / glumamil-tRNA-sintetazom

Ribosom je ribonukleoproteinska €estica koja je
izgadena od dvije podjedinice

50$ subunit 70S ribosome 30S$ subunit

Figure 30-13
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H. Freeman and Coy

Mddeli ribosoma priredeni na osnovu rezultata kristalografskih

studija. 23S RNA je zuta, 5S RNA je narancasta, 16S RNA je zelena.

Proteini u 50 S podjedinici su crveni, a u 30S podjedinici, plavi.

Malu podjedinicu izgraduje 21 razli€itih proteina (S1-S21) i 16S RNA.

Veliku podjedinicu izgraduje 34 (L1-L34) razli¢ita proteina, te 23S i
5S RNA.

10.6.2014.
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Ribosomske RNA imaju kljuéne uloge u sintezi
proteina
RNA €ini 2/3 mase ribosoma.

()

Kljuéna kataliticka mjesta
ribosoma izgraduje samo RNA.

Figure 30-14
Biochemistry, Sixth Edition
©.2007 W.H. Freeman and Company

(A) Prikaz sekundarne strukture 16S
RNA; i njezina tercijarna struktura (B)

mRNA se translatira u 5’—>3’ smjeru

» Smijer translacije ima ozbiljne konzekvence:

u prokariotima, buduéi da je smjer transkripcije 5° —3’ a i smjer
translacije je 5 —3’, translacija se moze odvijati istovremeno kada i
transkripcija.

mnogi ribosomi mogu simultano translatirati jednu mRNA

ekspresija gena prokariota — translacija i transkripcija povezane su |
vremenski i prostorno.

10.6.2014.
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mRNA se translatira u 5’—3’ smjeru

e n
Vgt ,
{ Ribosomes -
4 onmRNA
DNA A% '
oy

YA

Figure 30-15
Blochemistry, Sixth Edition
2007 W.H. Freeman and Company

Polisomi. U prokariotima,
transkripcijom dijela DNA nastaju
mRNA koje odmabh translatiraju
mnogobrojni ribosomi.

Mehanizam sinteze proteina

10.6.2014.
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Sintezom proteina desifrira (prevodi, translatira) se
informacija pohranjena u mRNA

x 5 Sinteza proteina zahtjeva mnogo
Polypeptide energije i to je sloZeni proces
koji se odvija u tri faze:
inicijaciji, elongaciji i
terminaciji.

U elongaciji, kodoni se ocitavaju
u 5 —3’ smjeru, a protein se
sintetizira od svog amino prema
karboksilnom kraju.

Kada se na mRNA ocita stop
kodon, specijalni proteini
hidroliziraju polipeptid s

posljednje tRNA te se polipeptid
Eniar 35 mampe oslobada, a takoder se razlaze i
€00 Wit Compiry translacijski sustav.

Stage Essential components

1. Activation of amino acids 20 amino acids
20 aminoacyl-tRNA synthetases
32 or more tRNAs
ATP
Mgzo
Initiation mRNA
N-Formylmethionyl-tRNA™et
Initiation codon in mRNA (AUG)
30S ribosomal subunit
50S ribosomal subunit
Initiation factors (IF-1, IF-2, IF-3)
GTP
M92+
. Elongation Functional 70S rik initiati P
Aminoacyl-tRNAs specified by codons
Elongation factors (EF-Tu, EF-Ts, EF-G)
GTP
Mg?*
4. Termination and rib Termination codon in mRNA
recycling Release factors (RF-1, RF-2, RF-3, RRF)
EF-G
IF-3

P

w

. Folding and posttranslational Specific f and other
processing for removal of initiating residues and signal

P ytic p
modification of | residues, and h
of acetyl, phosphoryl, methyl, carboxyl,
carbohydrate, or prosthetic groups

Table 27-5
L Principles of Bi istry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company
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Ribosomi imaju tri vezna mjesta za tRNA koja povezuju
30S i 50S podjedinice

Prvi korak u sintezi proteina je inicijacija. Za taj korak (kao i za

elongaciju) potrebna je kooperacija ribosoma, tRNA, mRNA i razli€itih
faktora.
(A) ®

% ¥
S

Y

mRNA Y

Esite Psite Asite E site P site A site

@ Company

Vezna mjesta za tRNA. (A) 3 su vezna mjesta za tRNA na 70S ribosomu: A
(aminoacil); P (peptidil) i E (exit (izlaz)). Svaka je tRNA u kontaktu i s 30S i s 50S
podjedinicom. (B) tRNA molekule u A i P mjestima sparuju baze s mRNA, a to se
dogada na 30S podjedinici ribosoma. Suprotni krajevi tRNA u interakciji su s 50S
podjedinicom.

Ribosomi imaju tri vezna mjesta za tRNA koje
povezuju 30S i 50S podjedinice

\ 5
Aminoacyl-tRNA Peptide-bond
binding formation
GTP
Translocation [ Elongation
factor G
GDP +P;
Y YR L
tRNA
dissociation
Figure 30-19
Biochemistry, Sixth Edition , . .
©2007 W.H. Freeman and Company Opca shema sinteze pephda

10.6.2014.
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Signal za start je AUG (ili GUG) ispred kojih je nekoliko
nukleotida koji se sparuju s 16S rRNA

Dvije vrste interakcija odreduju start sinteze proteina: (1) sparivanje mRNA s 3'-
krajem 16S rRNA (Shine-Dalgarno sekvenca) i (2) sparivanje kodona mRNA s
antikodonom na inicijacijskoj tRNA molekuli.

Shine-DaIgzilrno sekvenca

, ,
:GCACGAGGGGAAAUCUGAIIGGAACGCUAC E. colitrpA
UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA E. coliaraB
GGUAACCAGGUAACAACCAUGCGAGUGUUG E.colithrA
CAAUUCAGGGUGGUGAAUGUGAAACCAGUA E. colilacl
AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUUCGUUCU X174 phage A protein
UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAGACA Qp phagereplicase
UCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUU R17 phage A protein
AUGUACUAAGGAGGUUGUAUGGAACAACGC )\ phagecro

Pairs with  Pairs with
16S rRNA initiator tRNA

Figure 30-16
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Compan,

Sintezu bakterijskih proteinainicira formilmetionin
tRNA

CH3 Sinteza proteina u bakterijama
/ zapocinje s N-formilmetioninom.

S Posebna, inicijacijska tRNA (oznacava
\ se kao tRNA;) dovodi formilmetionin do
CH ribosoma kako bi se inicirala sinteza.

2
/ tRNA; razlikuje se od tRNA,, koja
O H,C H dovodi (insertira) metionin unutar
sekvence peptida.

H \ N / Indeks “f” oznaCava da se metionin koji
C je vezan za tRNA; moze formilirati, dok
" se metionin vezan za tRNA,, ne moze
o formilirati i ugraduje se u sekvencu

fMe.l. proteina.

Unnumbered fgurepg 126 Ista aminoacil-tRNA sintetaza povezuje

Sloc hemmry Sixth Edition

s Cenes metionin ili za tRNA ili za tRNA,,.

10.6.2014.
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Sintezu bakterijskih proteina inicira formilmetionin

tRNA¢
+
Methionine

l Synthetase

tRNA¢
Methionyl-tRNA; (Met-tRNA;)

N'°-Formyl-
tetrahydrofolate
Transformylase
Tetrahydrofolate

tRNA
Formylmethionyl-tRNA; (fMet-tRNA;)
Figure 30-17

Biochemistry, Sixth Edition
©2007 W.H. Freeman and Company

tRNA

Specifi€¢an enzim, transformilaza,
formilira metionin vezan za tRNA;.
Donor formilne skupine je N1°-
formiltetrahidrofolat.

\ Formilacija metionil-tRNA.

Inicijacijska tRNA (tRNA;) prvo veze
metionin a tada se formilna skupina
prenosi s N1%-formiltetrahidrofolata na
amino skupinu metionina.

U procesu stvaranja 70S inicijacijskog kompleksa
formilmetion-tRNA se prvo veze za P mjesto ribosoma

30S ribosomal subunit

( Initiation factors

4
30S°IF1°IF3

- IF2(GTP)- fMet-tRNA
+ mRNA

308 initiation complex

Figure 30-22 part 1
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H. Freeman and Company

fMet

30S initiation complex

IF1+IF3

50S subunit + H,0
sz,eop +P,

70S initiation complex

Figure 30-22 part 2
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H Freeman and Company

Inicijacija translacije u prokariotima. Inicijacijski faktori pomazu da se prvo stvori
inicijacijski kompleks na 30S podjedinici, a zatim disociraju te omogucavaju
nastajanje inicijacijskog kompleksa na 70 S ribosomu.

10.6.2014.

18



U procesu stvaranja 70S inicijacijskog kompleksa
formilmetion-tRNA se prvo veze za P mjesto ribosoma

» 30S podjedinica prvo stvara kompleks s IF1 i IF3 koji sprje€avaju prerano
vezanje 50S podjedinice.

* IF2, GTPaza, veze GTP i ta konformacijska promjena omoguc¢ava da IF2
veze formilmetionil-tRNA;. IF2 specificno raspoznaje fMet-tRNA;.

. IF2-GTP-in|C|L cijska tRNA povezuje se s mMRNA (mRNA koja je ispravno
sparena sa Shine-Dalgarno sekvencom 16S rRNA) i sa 30S podjedinicom
te nastaje 30S mmuacuskl kompleks.

» Kada se 50S podjedinica ribosoma veze, dolazi do hidrolize GTP vezanog
za IF2 te ova energija otpusta i ostale inicijacijske faktore. Disocijacija
inicijacijskih faktora omoguc¢ava nastajanje 70S inicijacijskog kompleksa koji
je sada spreman za provodenje elongacije.

+ fMet-tRNA vezana je na P mjesto ribosoma, a preostala 2 mjesta A i E su
prazna. Vezanje fMet-tRNA za mRNA definira i okvir ¢itanja citave mRNA
(definira skupine od po tri nukleotida koji su u neprekidnom nizu).

Elongacijski faktori dovode aminoacil-tRNA do ribosoma

Aminoacil-tRNA iz kompleksa amioacil-tRNA
G = EF-Tu sintetaze do ribosoma prenose 43 kd proteini

¢ — elongacijski faktori Tu — EF-Tu.
Elongacijski faktor Tu veze aminoacil-tRNA
samo u Tu-GTP obliku. Vezanje EF-Tu za
aminoacil-tRNA sluzi:

- EF-Tu §titi aminoacil-tRNA od hidrolize

Guanine
nucleotide

- GTP vezan u EF-Tu hidrolizirati ¢e se u
GDP samo kada nastane ispravni kompleks
izmedu EF-Tu-aminoacil-tRNA i ribosoma
(ako antikodon nije ispravno sparen s
kodonom hidroliza GTP se ne odvija i
aminoacil-tRNA se ne prenosi na ribosom).
Hidroliza GTP doprinosi to¢nosti sinteze
proteina.

- nakon $to je GTP hidroliziran, EF-Tu
ponovno se vra¢a u GTP oblik pomoc¢u EF-

Stru ktura elogacijskog faktora Tu.

Ts.
GTPazna domena je na amino-
kraju EF-Tu. GTPazna domena je -EF-Tu ne reagira s fMet-tRNA;, te se ova
sli¢na ostalim G proteinima. inicijacijska tRNA ne dovodi u A mjesto
ribosoma.

10.6.2014.
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Initiation 5! fMet
complex P PR
sos( (pyelatal/ Elongacijski faktori dovode
(ORI » 2D N aminoacil-tRNA do ribosoma
L codon 7 =" codon
05 'l Incoming S -’
amioscyl 0 Prvi elongacijski korak u bakterijama je
vezanje 2. aminoacil-t-RNA. 2. aminoacil-tRNA
2, (AA2), vezana na EF-Tu-GTP (na slici
A prikazano kao Tu) ulazi u A mjesto ribosoma.
0 1 (Tu -GTP
Vezanje 2. aminoacil-tRNA na A mjesto
e omogucava hidroliza GTP u GDP i P; to
= crw dovodi do otpustanja EF-Tu sa ribosoma.
Tu 'l‘:
\ Vezani GDP na EF-Tu se otpusta kada se EF-
" @ Tu-GTP kompleks veZe za EF-Ts. EF-Ts
GoP disocira iz kompleksa kada se GTP veze za
o ¥ EF-Tu. Ovaj proces reciklira EF-Tu i
omogucéava vezanje naredne aminoacil-tRNA.
.ﬂm@gﬂ_—r_‘l?v A ‘ ‘ 9
5 ( \\'," W 3
Figure;'?-rzi .
Leh Principles of istry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

Peptidil transferaze kataliziraju sintezu peptidne
veze

+ Kada su na P i A mjesta vezane aminoacil-tRNA moze do¢i do
sinteze peptidne veze

* Formil-metionin, fMet, vezan za inicijacijsku tRNA prenosi se na
amino-skupinu 2. aminokiseline koja je vezana u A mjestu.

* Nastanak peptidne veze je termodinamicki spontana reakcija koju
katalizira peptidil transferaza koja je dio 23S rRNA 50S podjedinice
ribosoma

» Kataliticko srediste peptidil transferaze je duboko u 50S podjedinici
u blizini tunela koji omoguc¢ava nascentnom (novo sintetiziranom)
peptidu da odlazi s ribosoma
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Peptidil transferaze kataliziraju sintezu peptidne veze

H,N

| :
tRNA Rivz
(Psite) O H

?
tRNA
(A site)

Figure 30-20
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

0
HN
Ri+1 Ri+1
H* 9 / “H H* & “H
_4, ? NH ; ?H +

\ \

NH
H, H,
R; e R
0

NH
tRNA =R tRNA R
o “H o H
i i
tRNA tRNA

Tetrahedral

. S

intermediate

Peptidil transferaze kataliziraju sintezu peptidne veze

Esite Psite  Asite

fMet-tRNAMet

peptide bond
formation
Esite Psite  Asite

Figure 27-29
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
©2008W.H. Freeman and Company

Deacylated

2. Elongacijski korak je stvaranje prve
peptidne veze.

Peptidil-transferaza, ribozim, je dio 23S

rRNA. N-formilmetioninska skupina
prenosi se na amino skupinu 2.
aminoacil-tRNA, koja je u A mjestu, te
nastaje dipeptidil-tRNA.

U tom Casu, obje tRNA vezane za
ribosom mijenjaju polozaj u 50S

podjedinici te se 3’-kraj dipeptidil-tRNA

veze u P mjesto, a 3'-kraj inicijacijske

Dipegtidyl: tRNA veze se u E mjesto 50S

podjedinice.

10.6.2014.
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Nakon sinteze peptidne veze dolazi do GTP ovisne
translokacije tRNA i mMRNA

\ —_—
Aminoacyl-tRNA Peptide-bond
binding formation
GTP
. o .y Translocati Elongation
Ciklus zapoginje s peptidil-tRNA ranslocation \ factor 6
GDP +P;

u P mjestu. Aminoacil-tRNA

se veze u A mjesto. Kada su
oba mjesta popunjena, stvara
se peptidna veza. tRNA i mRNA
N ECY YUR

translociraju se djelovanjem
elengacijskog faktora G koji

pomice deacetiliranu tRNA u
E mjesto odakle tRNA moze
disocirati.

tRNA
dissociation

Nakon sinteze peptidne veze dolazi do GTP ovisne
translokacije tRNA i mMRNA

Esite = Psite  Asite

Deacylated
tRNAMet

3. Elongacijski korak.

Dipeptidyl-
Ribosom se pomice za jedan kodon
prema 3’-kraju mRNA pomocu energije
koju dobiva hidrolizom GTP koji je vezan
za EF-G (translokazu). Dipeptidil-tRNA
je sada u potpunosti u P mjestu, a A

TP mjesto je prazno i slobodno za
translocation L, , . .
EE—— £r-0)+GDP +P, nadolazec¢u (trecu) aminoacil-tRNA.
ts Deacilirana (inicijacijska) tRNA disocira s
@ Incoming E mjesta, te novi elongacijski ciklus
aminoacyl-tRNA; . T
; mozZze iznova zapoceti.

Direction of
ribosome movement

Figure 27-30a

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.F: d Company
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Nakon sinteze peptidne veze dolazi do GTP ovisne
translokacije tRNA i mMRNA

EF-G

Figure 30-24
Biochemistry, Sixth Edition
©2007 W.H. Freeman and Company

Mehanizam translokacije. U GTP obliku, EF-G se veze na vezno mjesto EF-
Tu koje je na 50S podjedinici. Ovim vezanjem dolazi do hidrolize GTP koja
omoguc¢ava konformacijsku promjenu EF-G. Konformacijska promjena EF-G
prisiljava tRNA i mRNA da se pomaknu u ribosomu za duljinu koja je jednaka
duzini kodona.

Tijekom ovog procesa peptidni lanac ostaje u P mjestu 50S podjedinice te
moze ulaziti u “izlazni” kanal ribosoma.

Nakon sinteze peptidne veze dolazi do GTP ovisne
translokacije tRNA i mMRNA

Figure 30-1
Biochemistry, Sixth Edition
©2007 W. H. Freeman and Company

Proteini se sintetiziraju sukcesivnim adicijama aminokiselina na karboksilni kraj
peptida.

10.6.2014.
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Sinteza proteina zavrSava pomocu faktora otpustanja koji
prepoznavaju stop kodone

Peptide
cleaved
from tRNA

Figure 30-25
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H.Freeman and Company

Kako ne postoje tRNA koje prepoznavaju stop kodone (UAA, UGA i UAG), stop
kodone na mRNA mogu prepoznati “release” faktori (faktori otpustanja). RF1
prepoznaje UAA ili UAG, a RF2 prepoznaje UAA ili UGA. Treci faktor, koji je
GTPaza, RF3 omogucava interakcije RF1 ili RF2 i ribosoma.

RF1 i RF2 po tercijarnoj strukturi slice tRNA. Kada se vezu za ribosom, peptidi se
odmataju i popunjavaju prazninu izmedu stop kodona na mRNA i aktivnog mjesta
peptidil transferaze. Toéan mehanizam otpustanja peptida nije poznat ali vjerojatno
voda hidrolizira estersku vezu izmedu tRNA i peptidnog lanca $to omogucéava da se
peptid oslobodi.

Sinteza proteina zavrSava pomocu faktora
otpustanja koji prepoznaju stop kodone

@@ .
TR tRNA i mRNA ostaju jo$ kratko
ke vrijeme vezane za 70 S ribosom.

s Cijeli 70S kompleks disocira se
Wi AL ’ vezanjem EF-GTP i IF-3. U procesu

s I [ | TulAlc R 3 X o
e - & sudjeluje i ribosome release faktor
— (RRF) koji omogucava hidrolizu EF-
EF-G-GTP IF-3 GTP.
RRF components
P ey Kompleks ribosoma, tRNA i mRNA
i « disocira. IF-3 vezan za 30S
e podjedinicu onemogucava spajanje
s LT ol AT R— 30S i 50S podjedinica.
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Prokarioti i eukarioti se razlikuju u inicijaciji sinteze

proteina
Potinfactors Requied onitition o rasiationinBactrl nd EkanoteCell

Factor Function

Bacterial

IF-1 Pr pr e binding of tRNAs to A site

IF-2 Facilitates binding of fMet-tRNA™et to 30S ribosomal subunit

IF-3 Binds to 30S subunit; pr pr e association of 50S
subunit; enhances specificity of P site for fMet-tRNA™et

Eukaryotic

elF2 Facilitates binding of initiating Met-tRNAMet to 40S ribosomal subunit

elF2B, elF3 First factors to bind 40S subunit; facilitate subseq steps

elF4A RNA helicase activity removes secondary structure in the mRNA to permit binding
to 40S subunit; part of the elF4F complex

elF4B Binds to mRNA; facilitates scanning of mRNA to locate the first AUG

elF4E Binds to the 5’ cap of mRNA; part of the elF4F complex

elF4G Binds to elF4E and to poly(A) binding protein (PAB); part of the elF4F complex

elF5 Promotes dissociation of several other initiation factors from 40S subunit as a
prelude to association of 60S subunit to form 80S initiation complex

elF6 Facilitates dissociation of inactive 80S ribosome into 40S and 60S subunits

Table 27-8

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Prokarioti i eukarioti se razlikuju u inicijaciji i
provodenju sinteze proteina

Sliénosti i razlike:

- Ribosomi. Eukariotski ribosomi su veéi. Izgraduju se od 60S i 40S
podjedinica, a zreli ribosom je 80S. (Adekvatno, i rRNA su vece)

- Inicijacijska tRNA. U eukariota inicijacijska aminokiselina je metionin, a
ne fMet, ali postoji specifi¢na inicijacijska tRNA koja se naziva Met-tRNA,
(ili Met-tRNA; jer se u in vitro uvjetima moze formilirati)

- Inicijacija. PoCetni kodon u eukariotima je uvijek AUG i eukarioti nemaju
Shine-Delgarno sekvencu. AUG kodon koji je najblizi 5’-kraju je startno
mjesto. 40S ribosom s vezanom Met-tRNA, veZe se za kapu na 5’-kraju
mRNA i trazi AUG kodon. Proces kataliziraju helikaze koje se pomi€u po
MRNA (pomi€u se hidroliziraju¢i ATP). Sparivanje antikodona Met-tRNA,
i AUG, signal je za start. Eukariotske mRNA imaju obi¢no samo jedan
AUG kodon, za razliku od prokariota koji mogu imati nekoliko startnih
mjesta.

10.6.2014.
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Prokarioti i eukarioti se razlikuju u inicijaciji sinteze

proteina

* Inicijacija (nastavak). Eukarioti imaju daleko viSe inicijacijskih
faktora koji se oznacavaju kao elF. Razlika u inicijaciji djelomi¢no je
posljedica razli¢itosti sazrijevanja RNA.

» Struktura mRNA. Eukariotska mMRNA je cirkularna. elF4-4E, protein
koji se veze na kapu mRNA veze se i na poli(A) pomocu jo$ dva

dodatna proteina.

* Elongacija i terminacija. Eukariotski elongacijski faktori EFla i
EF1By pandani su prokariotskim EF-Tu i EF-Ts. Terminaciju u
eukariotskim stanicama provodi samo jedan faktror otpustanja,
eRF1. Sli¢no kao i u prokariotima, elF-3, pandan IF-3, sprie¢ava
povezivanje ribosomskih podjedinica ukoliko na njih nije vezan

inicijacijski kompleks.

5' On— w— mRNA
Cap

Met

40s subunit |~ """
with initation

components nADP + P

Met
60S subunit
Initiation factors

[AUG]
80S initiation complex

Figure 30-26
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Compan

Initiation factors
+GTP
Met-tRNA,;

40S subunit

Prokarioti i eukarioti se razlikuju
u inicijaciji sinteze proteina

Inicijacija transkripcije u eukariotskim
stanicama. U eukariotima, translacija
zapocinje stvaranjem kompleksa na 5’-
kapi koji uklju€uje 40S podjedinicu i Met-
tRNA;. Pokretan hidrolizom ATP ovaj
kompleks skenira mRNA dok se ne
pronade prvi AUG. Nakon toga se veze
60S podjedinica te nastaje 80S ribosom.

10.6.2014.
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Prokarioti i eukarioti se razlikuju u inicijaciji sinteze
proteina

mRNA

80S

R

Figure 30-27
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H.Freeman and Company

Interakcija proteina omogucava cikularizirati mRNA. (PABPI = poly(A) -
binding protein

Razli¢ite molekule inhibiraju sintezu proteina

TasLe 30.4 Antibiotic inhibitors of protein synthesis

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

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

Chloramphenicol Inhibits the peptidyl transferase activity of the 50S ribosomal
subunit (prokaryotes)

Cycloheximide Inhibits translocation (eukaryotes)

Erythromycin Binds to the 50S subunit and inhibits translocation (prokaryotes)

Puromycin Causes premature chain termination by acting as an analog of

aminoacyl-tRNA (prokaryotes and eukaryotes)

Table 30-4
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company
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Razli¢ite molekule inhibiraju sintezu proteina

NH;
*_‘,.: HN SNH, Streptomicin, vrlo bazi¢ni
HzN NH trisaharid, utje€e na vezanje
@ fMet-tRNA na ribosom i time
dis sprje€ava ispravnu inicijaciju
sinteze.
o o]
CHO
H3C
Ho HO .
CH,OH
HLH
OH Streptomycin

Razli¢ite molekule inhibiraju sintezu proteina

NH, \N/cu,

- N.
Q 0 7 A
X B g_Z/Q
RO o J

H3CO Hy ©OH
\ -
K NH,
2 NH,
Aminoacyl-tRNA Puromycin

Figure 30-33
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W.H. Freeman and Company

Puromicin sli¢i aminoacilnom kraju aminoacil-tRNA. Njegova se amino skupina
povezuje s karboksilnim krajem rastuéeg polipeptida te nastaje adukt koji
disocira s ribosoma. Adukt je stabilan jer puromicin ima amidnu, a ne estersku

vezu.

10.6.2014.
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Razli¢ite molekule inhibiraju sintezu proteina

o
H
’/N\egl\
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O N
> /P\o ’% NH,
N/ \N
NQ/
HO OH
ADP-ribose

Toksin difterije inhibira sintezu
proteina u eukariotima tako $to
katalizira prijenos ADP riboze s
NAD™* na diftamid, modificirani
aminokiselinski ostatak u
elongancijskom faktoru 2
(translokazi). Diftamid nastaje
posttranslacijskom modifikacijom
(plavo) histidina.

ADP ribozilacijom EF2 inhibira se
sposobnost EF2 da provodi

translokaciju rastuceg polipeptida.
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