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§ SaZetak iv

§ Sazetak

Ribosom je supramolekulski ribonukleoproteinski kompleks na kojemu se odvija biosinteza
proteina. Za vrijeme njihove biosinteze, proteini se i modificiraju (moze doci do, primjerice,
acetilacije N-kraja), ali zapocinje i njihovo smatanje. Bududi da proteini imaju razli¢ite uloge
unutar i izvan stanice, oni se moraju usmjeriti prema svom konac¢nom odredistu.

Ribosom igra veliku ulogu u "Zivotu" novosintetiziranog polipeptida — smatra se da
ribosom potice stvaranje sekundarne strukture, te da orkestrira vezanje raznih enzima koji
ko-translacijski modificiraju polipeptid u nastajanju. Osim Sto moZe potaknuti stvaranje
sekundarne strukture dok se polipeptid nalazi u izlaznom tunelu, ribosom moze i privremeno
vezati Saperone koji pomazu u daljnjem smatanju proteina za vrijeme njihove sinteze. lako se
proteini, teoretski, mogu i sami poceti smatati za vrijeme sinteze, u stanici im najcesce ipak
pomazu razli¢iti Saperonski sustavi.

U usmjeravanju proteina veoma je bitan SRP (eng. signal recognition particle), koji se
veie za ribosom, privremeno zaustavlja translaciju i usmjerava ribosom i polipeptid prema
stanicnoj membrani (kod prokariota), odnosno endoplazmatskom retikulumu (kod
eukariota).

Iz navedenog se moze vidjeti da ribosom uistinu jest svojevrsna platforma, na koju se
vezu mnogi faktori i enzimi koji zatim na razne nacine utjecu na konacnu strukturu i funkciju
proteina. U ovom radu se razmatra uloga ribosoma u modificiranju, smatanju i usmjeravanju
proteina te, Cesto veoma sloZzen, medusobni odnos tih procesa, u svrhu njihovog boljeg

razumijevanja.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. Uvod
1.1. Translacija — sinteza proteina

Translacija, ili sinteza proteina, je od velike vaznosti za svaki organizam. Ona se dogada u pet
faza: aktivacija aminokiselina, inicijacija, elongacija, terminacija i otpusStanje polipeptida te
smatanje i posttranslacijsko modificiranje.

Za sintezu bioloSkih molekula potrebni su aktivirani prekursori i proteini nisu iznimka —
zato je prvi korak biosinteze proteina upravo aktivacija njihovih monomera, aminokiselina.
Aktivacija aminokiselina potrebna je jer karboksilne skupine aminokiselina moraju biti
aktivirane da bi dosSlo do stvaranja peptidne veze i mora postojati veza izmedu svake
aminokiseline i dijela mRNA koji kodira za tu aminokiselinu. Zbog ovoga se veze tRNA na
aminokiselinu i to je izuzetno vazan dio biosinteze proteina jer se nakon stvaranja aminoacil-
tRNA identitet aminokiseline viSe ne provjerava i ugraduje se na mjesto odredeno
identitetom tRNA. Ova reakcija dogada se u citosolu i za kovalentno vezanje aminokiseline
na odredenu tRNA trosi se ATP, a tu reakciju kataliziraju aminoacil-tRNA-sintetaze. tRNA
imaju izmedu 73 i 93 nukleotidna ostatka, aminokiselinsku ruku s terminalnim slijedom CCA
na 3'-kraju gdje se esterificira aminokiselina, antikodonsku ruku, TYC ruku i D ruku, dok neke
imaju i varijabilnu ruku. Antikodon je zaduien za specificno prepoznavanje kodona na
MRNA.

Inicijacija translacije ukljuuje vezanje mMRNA na manju podjedinicu ribosoma i
inicijacijsku metionil-tRNA, a zatim se veZe velika podjedinica ribosoma pri ¢emu nastaje
inicijacijski kompleks. Inicijacijska tRNA veze se na kodon AUG na mRNA, $to znaci da je prva
aminokiselina u polipeptidu metionin (kod eukariota). Kod prokariota radi se o N-formil-
metioninu (fMet) i ta formilna skupina uklanja se ko-translacijski pomodéu peptid-
deformilaza, o ¢emu ée biti vise rijeCi kasnije u radu. Za proces inicijacije je potreban GTP i tri
inicijacijska faktora, koji su citosolni proteini.

Za vrijeme elongacije na polipeptid se dodaju aminokiseline prema slijedu kodona mRNA

i izmedu aminokiselina stvaraju se peptidne veze. Elongacija se dogada u tri koraka — vezanje
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$ 1. Uvod 2

aminoacil-tRNA, stvaranje peptidne veze i translokacija. Za proces elongacije potrebni su
elongacijski faktori, takoder citosolni proteini. Hidroliza GTP-a osigurava pomicanje ribosoma
po mMRNA i vezanje dolazec¢ih aminoacil-tRNA.

Signali za terminaciju translacije su stop kodoni na mRNA (UAA, UGA, UAG). Protein se
otpusta s ribosoma pomocu proteinskih faktora otpustanja. Ti faktori olakSavaju hidrolizu
terminalne peptidil-tRNA veze, otpustanje polipeptida i tRNA iz P mjesta ribosoma i
disocijaciju velike i male podjedinice ribosoma.

Zadnji dio biosinteze proteina je njihovo smatanje i usmjeravanje. On je bitan jer da bi
protein mogao vrsiti svoju biolosku funkciju, prvo se mora smotati u svoj aktivni oblik. Za
vrijeme ili nakon translacije te prije ili nakon smatanja, protein se i enzimatski modificira, Sto
ukljuuje uklanjanje jedne ili viSe aminokiselina (obi¢no s N-kraja), adiciju acetilinih,
fosfornilnih i drugih skupina, proteoliticko cijepanje, glikozilaciju, dodatak prostetickih
skupina... Po zavrSetku svih ovih faza, protein je "gotov" i spreman za obavljanje svoje

bioloske funkcije.
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tRNA
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Slika 1. Shematski prikaz translacije. Preuzeto i prilagodeno prema °,
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

§ 2. Modificiranje, smatanje i upucivanje proteina na
ribosomu

2.1. Struktura ribosoma

Ribosomi se sastoje od dvije podjedinice — male (30S, odnosno 40S kod eukariota) i velike
(50S, odnosno 60S za eukariote). Bakterijski ribosomi (70S) manji su od eukariotskih (80S). U
50S podjedinici 5S i 23S rRNA Cine strukturnu jezgru. Proteini su sekundarni elementi u
strukturi i uglavnom se nalaze na povrsini. Bakterijski ribosomi sadrze oko 55, a eukariotski
oko 88, razlicitih proteina.

Mala podjedinica zaduZena je za dekodiranje mRNA, a u velikoj podjedinici nalazi se
peptidiltransferazni centar s aktivnim mjestom za stvaranje peptidne veze. Zanimljivo je da
se to aktivno mjesto sastoji od ribosomske RNA i da upravo rRNA ima kataliticku funkciju.
Ribosomi imaju i ribosomski izlazni tunel kroz koji izlaze novosintetizirani polipeptidi.
Ponekad viSe ribosoma translatira istu mRNA.

Izlazni tunel dugacak je od 80 do 100 A i $irok oko 10 A na najuzem, odnosno oko 20 A
na najsSirem dijelu. Tunel je dovoljno dugacak da se u njemu moZe nalaziti dio polipeptida od
oko 30 aminokiselina, ili ako je moguce stvaranje sekundarne strukture, ¢ak 60 aminokiselina
u strukturi a-zavojnice. Kod bakterijskih ribosoma, stijenka tunela sastoji se uglavnom od 23S
rRNA i dijelova ribosomskih proteina L4, L22 i L23 u obliku petlji. Izmedu petlje proteina L4 i
B-ukosnice proteina L22 postoji suzenje tunela; ono se nalazi otprilike 30 A od
peptidiltransferaznog centra. Izlazni tunel se na svom distalnom kraju Siri, a sam njegov rub
se sastoji od RNA i prstena Cetiri o€uvana ribosomska proteina — L22, L23, L24 i L29. Neki od
ovih proteina imaju vaznu ulogu u modifikaciji, smatanju i usmjeravanju proteina kao mjesta

vezanja raznih faktora.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

Slika 2. Prikaz 70S ribosoma, pogled s desne strane. Velika podjedinica obojena je sivo, a

mala plavo. Preuzeto iz 10,

a Alb

Slika 3. (a) Prikaz prolaska novosintetiziranog polipeptida (narancasto) kroz ribosom (sivo) od
peptidil-transferaznog centra (PTC) do izlaza iz ribosomskog tunela. Vidi se da proteini L4
(plavo), L22 (ruzi¢asto) i L23 (zeleno) dolaze u interakciju s polipeptidom. (b) Pogled na
ribosomski tunel (sivo), s ozna¢enim petljama ribosomskih proteina L4 (plavo) i L22 (roza).
Strelicom je oznaceno suzZenje tunela. Na izlazu iz tunela nalazi se protein L23 (zeleno). (c)

Suzenje tunela gledano od PTC-a. Preuzeto i prilagodeno prema ™.
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2.2. Enzimske kotranslacijske modifikacije

2.2.1. Peptid-deformilaze

Peptid-deformilaze (PDF) su metaloenzimi koji kataliziraju uklanjanje formilne skupine s N-
formil-metionina koji se veZe na ribosom pri inicijaciji translacije. Ova ko-translacijska
modifikacija nuzna je za kasnije uklanjanje metionina na N-kraju proteina pomocu metionin-
aminopeptidaza. PDF pripadaju klasi hidrolaza koje djeluju na ugljik-dusik veze u linearnim
amidima. Reakcija koju kataliziraju glasi:
formil-L-metionil-peptid + H20 = format + metionil-peptid.
PDF u bakteriji Escherichia coli moze imati ione Fe?*, Co**, Ni** i Zn** u aktivnom mjestu,

ali se enzimska aktivnost smanjuje znagajno ako je vezan ion Zn**.

Slika 4. Tri molekule PDF (ruzicasto, zeleno i plavo) s ionima Ni** u aktivnom mjestu, u

kompleksu s Met-Ala-Ser tripeptidom i dva sulfatna iona. Preuzeto iz **.

Kod bakterije E. coli PDF se veZe preko svojeg C-kraja na veliku podjedinicu ribosoma, i to
izmedu proteina L22 i L23, koji se nalaze na izlaznom tunelu ribosoma. Nacin vezanja enzima

veoma je bitan za obavljanje njegove funkcije, a ovakvo vezanje omoguéuje da aktivho
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

mjesto PDF bude u blizini izlaznog tunela ribosoma i time spremno za interakciju s izlaze¢im

novosintetiziranim polipeptidom.

Slika 5. Prikaz interakcije PDF s novosintetiziranim proteinom (Zuto) i ribosomom (sivo).
Prikazan je i ribosomski protein L22 (ljubi¢asto), a izlaz iz ribosomskog tunela je oznacen

zvjezdicom. Preuzeto iz '

O vaZnosti ovog proteina za stanicu moZda najbolje govori podatak da je delecija gena za PDF
kod bakterije E. coli letalna, kao i da inhibicija PDF-a aktioninom usporava rast bakterija i

fotosintezu u kloroplastima biljaka i zelenih algi.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

2.2.2. Metionin-aminopeptidaze

Metionin-aminopeptidaze (MAP) su citosolni metaloenzimi koji kataliziraju uklanjanje
metionina s N-kraja novosintetiziranih proteina. Zanimljivo je da sam novosintetizirani
protein regulira ovu reakciju’, a njoj prethodi reakcija peptid-deformilaze, kao $to je opisano
u prethodnom odjeljku. MAP pripadaju obitelji dimetalohidrolaza. Kataliziraju sljedecu
reakciju:
peptid-metionin = peptid + metionin.

lako neki podatci upuéuju na to da se ovi enzimi veZu na ribosome (primjerice, kod
kvasca®), nisu poznata to¢na mjesta gdje dolazi do interakcije izmedu MAP i ribosoma. Sli¢no
kao u slucaju PDF enzima, delecija gena za MAP kod bakterije E. coli dovodi do smrti stanice.

U ljudskom MAP-u katalitcki metalni ion veZe se na His331, Glu364, Glu459, Asp263 i
premoscujuéu molekulu vode ili hidroksilnu skupinu. Jo$ nije utvrdeno koji se metalni ioni
nalaze u aktivnom mjestu MAP-a u fizioloSkim uvjetima i smatra se da bi se moglo raditi o

Fe** Co*, Mn?*ili zn**.

Slika 6. MAP (plavo) u kompleksu s 5-(2-(trifluorometil)fenil)furan-2-karboksilnom kiselinom

(sivo), pogled s prednje strane. Preuzeto iz *2.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

2.2.3. Acetiltransferaze

Acetilacija N-kraja veoma je cCesta kotranslacijska modifikacija proteina; c¢ak 80-90%
citosolnih proteina sisavaca i 40% proteina kvasca je acetilirano, dok je kod prokariota ova
modifikacija rijetka. Reakciju acetilacije N-kraja kataliziraju neesencijalne hetero-oligomerne
acetiltransferaze (NAT). Razliite vrste ovih enzima razlikuju se po specifi¢nosti za supstrate i
smatra se da su NAT vezani na ribosome te da se uistinu radi o ko-translacijskoj, a ne post-
translacijskoj, modifikaciji.

Misljenje da su ovi enzimi vezani na ribosome potvrduju eksperimentalni dokazi —
nadeno je da se NatA iz kvasca veZe i na ribosome koji translatiraju mRNA i na one
neaktivne, te da su i NatB i NatC takoder vezani na ribosome®. Nadalje, poznato je i da se
NatA unakrsno povezuje (eng. cross-linking) s novosintetiziranim proteinom’. Postoje i
dokazi da ribosomski proteini L23 i L29 imaju ulogu u vezanju NAT na ribosom®.

NatA glavna je acetiltransferaza u citosolu kvasca i katalizira acetilaciju mjesta u proteinu
gdje su prisutni serin, alanin, treonin ili glicin. NatA sastoji se od tri podjedinice — kod kvasca
su to Natlp (98 kDa), Ard1p (27 kDa) i Nat5p. Natlp sluzi za vezanje na ribosom, Ard1p ima

kataliticka svojstva, a fukncija Nat5p josS nije poznata.

Slika 7. NatA u kompleksu s melanotropinom alfa, gvanozin-5',3'-tetrafosfatom, acetil
koenzimom A i karboksimetil koenzimom A. Vidljive su i razli¢ite podjedinice NatA - Natlp

(zeleno), Ard1p (plavo) i Nat5p (ruziasto). Preuzeto iz 2.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 9

2.3. Kotranslacijsko smatanje proteina

2.3.1. Utjecaj brzine sinteze proteina na njegovo smatanje i nacini usporavanja sinteze

Budué¢i da se za vrijeme sinteze proteina on pocinje smatati, modificirati, pa c¢ak i
usmjeravati, potrebni su mehanizmi uskladivanja tih procesa. Primjerice, sinteza proteina na
ribosomu moze se usporiti pojavom rijetkih kodona ili strukture mRNA koja je lokalno
stabilna na ribosomu.

Sinteza se Cesto usporava pojavom kodona koji se sporije translatiraju, i to na dijelovima
MRNA koje kodiraju buduce granice razli¢itih domena proteina ili neke specificne elemente
sekundarne strukture (npr. B-ploce). Obilje eksperimentalnih dokaza podupire ovu tvrdnju;
tako, npr., zamjena rijetkog kodona nekim ucestalim u genima organizama Escherichia coli i
Saccharomyces cerevisiae ima za posljedicu brzu translaciju, ali smanjenu specificnu
aktivnost konaénih proteinskih produkata translacijel. Jo$ jedan zanimljiv primjer je tiha
mutacija ljudskog gena ABCB1 (MDR1), koja uzrokuje drugacije smatanje konacnog P-
glikoproteina®.

Osim ve¢ spomenutih nacina regulacije brzine translacije, i sam izlazni tunel na ribosomu
ima ulogu u tom procesul. On moze olaksati vezanje nekih faktora i enzima na polipeptid koji
se sintetizira na ribosomu i potaknuti stvaranje sekundarne strukture. Do privremenog
usporavanja, ili ¢ak zaustavljanja, translacije moze dodi ako se u polipeptidu pojavi odredena
sekvenca dok je u izlaznom tunelu. To mogu biti nabijeni aminokiselinski ostatci, primjerice
lizin ili arginin, koji imaju pozitivan naboj. Smatra se da u tom slucaju do zaustavljanja
translacije dolazi zbog interakcije naboja na tim aminokiselinskim ostatcima i tunela. Slicnim
mehanizmom dolazi do pauziranja translacije kada se translatira poliadeninski (poli(A)) rep
mRNA bez stop kodona jer se tada sintetizira polilizin pa, opet, dolazi do interakcije
pozitivnih naboja na polilizinu i tunela.

Osim lizina i arginina, i druge aminokiseline i kratke sekvence polipeptida mogu imati
utjecaj na brzinu translacije. Tako kod bakterije E. coli ciljni peptid TnaC moZe privremeno

zaustaviti translaciju kada je prisutan triptofan, Sto pospjesuje translaciju nizvodnog gena u
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§ 2. Prikaz odabrane teme 10

istom operonu®. Drugi primjeri uklju€uju prolin (i to Pro166) kod translacije gena secA i
argininski atenuator iz kvasca koji moze zaustaviti translaciju i u lizatu ze¢jeg retikulocita®,
Sto sugerira da je ovaj mehanizam ocuvan kroz sve domene Zivota, i kod prokariota i kod
eukariota.

Drugacija, ali jednako zanimljiva, je interakcija izlaznog tunela i polipeptida u nastajanju
kojom se regulira afinitet SRP-a za vezanje na ribosom. U ovom slucaju dolazi do prijenosa
signala preko ribosomskog proteina L23, o ¢emu ce biti viSe rijeci kasnije u radu. No, bitno je
naglasiti da je ovaj prijenos signala neovisan o sekvenci polipeptida te da ¢ak i polipeptidi koji
nisu dovoljno dugacki da dosegnu kraj izlaznog tunela mogu povedati afinitet SRP-a za

vezanje na ribosom (i to oko 100 puta?).
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§ 2. Prikaz odabrane teme 11

2.3.2. Bakterijski Saperoni

Prokarioti i eukarioti imaju razli¢ite, strukturno nepovezane, Saperonske sustave koji se ¢esto
privremeno vezu na ribosome. Kod prokariota razvio se Saperon Trigger faktor, a kod
eukariota Hsp70 i sustavi koji koriste J-protein.

Trigger faktor veZe se privremeno za ribosom i to je klju¢no za njegovu aktivnost. Cak i
kada se na ribosomu ne sintetizira polipeptid, Trigger faktor se opetovano veze na ribosom i
zatim disocira s njega. Kada se na ribosomu sintetizira polipeptid, on moze, ovisno o duZzini
polipeptidnog lanca, ubrzati vezanje Trigger faktora na ribosom i usporiti njegovu disocijaciju
s njega, §to povecava afinitet Trigger faktora za vezanje na ribosom od 9 do 30 puta’. Ovaj
mehanizam zanimljiv je jer omogucuje polipeptidu da za vrijeme svoje sinteze sam kontrolira
vezanje Trigger faktora na ribosom. Smatra se da je ovakav mehanizam moguc jer se Trigger
faktor, kako je ve¢ i spomenuto, mozZe brzo vezati na ribosom i disocirati s njega te jer moze
brzo vezati i otpustati polipeptide koji imaju puno aromatskih i bazi¢nih aminokiselinskih
ostataka®, $to znadi da Trigger faktor moze sam "pretrazivati" nastajuéi polipeptid kako bi
pronasao mjesta za koja se moze vezati. Nadalje, ovo omogucuje Trigger faktoru da razlikuje
prazne ribosome i one na kojima se dogada sinteza proteina te se tako moze preferentno
vezati na aktivne ribosome.

Za vezanje svojih supstrata, Trigger faktor koristi cijeli svoj unutrasnji dio, koji stvara
Supljinu u koju se moZe vezati supstrat. Ovo mu omogucuje da stvara i hidrofilne i
hidrofobne interakcije sa supstratom jer u toj Supljini Trigger faktor ima i hidrofilne i
hidrofobne ostatke. Zanimljiv je podatak da novosintetizirani proteini mogu ostati vezani u
Supljini Trigger faktora cak i nakon smatanja, za Sto se vjeruje da Stiti te proteine od
razgradnje nekom proteazom. No, zbog svojih kinetickih svojstava on disocira s
novosintetiziranog proteina i veze se na aktivni ribosom. Smatra se da je ovakvo "kruzenje"
Trigger faktora iskoriSteno pri smatanju proteina koji imaju vise domena.

Molekula Trigger faktora ima izduzenu strukturu, koja se Cesto naziva strukturom zmaja.

"Rep" zmaja Cini N-kraj na kojem se nalazi sekvenca pomocu koje se veze na ribosom, a C-
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kraj tvori svojevrsnu "kolijevku" s dvije helikalne "ruke". Stoga se C-kraj naziva jos i "ledima"

zmaja, dok je peptidil-prolil-izomerazna (PPl-azna) domena "glava" zmaja.

Kolijevka

Kolijevka
Ruka 2

Slika 8. Struktura Trigger faktora. Gornja slika prikazuje Trigger faktor iz bakterije E.coli vezan
na ribosom iz bakterije E. coli u kompleksu s novosintetiziranim polipeptidom. Ribosomski
proteini su prikazani zeleno, a rRNA sivo. Zvjezdica oznacava ribosomski tunel. Donja slika
prikazuje kristalnu strukturu Trigger faktora gledano iz ribosomskog tunela. Preuzeto i

prilagodeno prema .

N-kraj se veZe na ribosom putem interakcije s proteinom L23, u blizini izlaza iz ribosomskog
tunela. Uloga PPl-azne domene nije jo$ sasvim razjasnjena — ona nije kljuéna za funkciju
Trigger faktora i, zapravo, Trigger faktor moze obavljati svoju funkciju bez PPl-azne domene
in vivo™. Pretpostavlja se da PPl-azna domena sluzi kao pomoéno mjesto za vezanje
supstrata, a moguce je i da ona pomaZe smatanje odredenih proteina, samo Sto takvi
proteini joS nisu pronadeni. C-kraj Trigger faktora ¢ini najveéi dio "zmaja" i nalazi se izmedu
PPl-azne domene i N-kraja, no, za razliku od ove dvije komponente Trigger faktora, izoliran i

stabiliziran C-kraj pokazuje Saperonsku aktivnost in vitro. Nadalje, skracivanje C-kraja
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uzrokuje smanjenu aktivnost Trigger faktora, dok fragmenti Trigger faktora s oCuvanim C-

krajem omogucuju ponovno smatanje denaturiranih supstratalo.

2.3.3. Eukariotski Saperoni

Kvasac, S. cerevisae, ima dva sustava Saperona — Saperonsku trijadu Ssb/Ssz/Zuotin i nascent
polypeptide-associated complex (NAC). Oni sluze kao pokazni modeli eukariotskih Saperona,
ali njihove uloge u smatanju proteina jos nisu sasvim razjasnjene.

Ssb se veze direktno na ribosome i moZe se vezati na novosintetizirane polipeptide kako
bi ih zastitio od krivog smatanja i, konac¢no, ubikvitinacije. Ssz i Zuotin stvaraju heterodimerni
kompleks koji se naziva ribosome-associated complex (RAC). Zuotin je u interakciji s
ribosomskim proteinom Rp131 pa je njegova uloga vezanje RAC-a na ribosom. No, vjerojatno
postoje i dodatna mjesta na koje se Zuotin veZe buduci da se Zuotin veze na ribosom ¢ak i
kada je protein Rp131 uklonjen. RAC i Ssb rade zajedno — RAC je koSaperon Ssb-a i stimulira
njegovu ATP-aznu aktivnost. Da bi doslo do stimulacije ATP-azne aktivnosti Ssb-a, dostatan je
samo Zuotin, ali Ssz je potreban da bi taj proces bio ucinkovitiji.

Aktivnost Ssb kod kvasca se regulira pomocu tri faktora za izmjenu nukleotida (eng.
nucleotide-exchange factors, NEF), iako jo$ nije razjasnjeno koja je njihova to¢na uloga u
regulaciji. Poznato je da NEF-ovi ubrzavaju izmjenu ADP-a i ATP-a te da se radi o NEF-ovima
Fes1, Snll i Sse (koji je ¢lan Hsp110 obitelji proteina). Postoje i misljenja da se u slucaju Sse i
Ssb radi o Saperonskoj kaskadi, i to tako da se supstrat vezan na Ssb prenosi na Sse.

Ssb, Ssz i Zutoin su dio stani¢ne mreZe Saperona ukljuenih u sintezu proteina (eng.
cellular network of chaperones linked to protein synthesis, CLIPS). Buduéi da su geni koji
kodiraju CLIPS potisnuti u uvjetima stresa i transkripcijski ko-regulirani, smatra se da oni
uistinu imaju ulogu u smatanju novosintetiziranih proteina. Delecija bilo kojeg od gena koji
kodiraju CLIPS povecava osjetljivost stanice na antibiotike koji inhibiraju translaciju i na
azetidin-2-karboksilnu kiselinu, analog prolina koji se ugraduje u novosintetizirane proteine i
sprecava njihovo pravilno smatanje. Zanimljivo je da svi CLIPS migriraju s polisomima u

procesu translacije.
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No, ovi sustavi nisu prisutni samo u kvascu — postoji i ljudski ortolog Zuotina iz kvasca, J-
protein MPP11, a Ssz je povezan s ljudskim Hsp70L1. MPP11 i Hsp70L1 Cine stabilan
kompleks, a MPP11 se veZe na ribosom. MPP11 "suraduje" s citosolnim Hsp70 Ssa.

Osim opisane Saperonske trijade, u kvascu postoji i NAC, koji se takoder veZe na ribosom.
Tocnije, NAC veZe novosintetizirane polipeptide i ribosome u omjeru 1:1. Ovisno o tome
govorimo |li o eukariotskom ili arhejskom NAC-u, on se sastoji od dvije razlicite (a i B),
odnosno dvije jednake (a), podjedinice. Eukariotski NAC veZe se na ribosom pomodéu J
podjedinice, a obje podjedinice dolaze u kontakt s novosintetiziranim polipeptidom.

Tocna uloga NAC-a u smatanju proteina joS nije sa sigurnos¢u utvrdena. Poznato je da
delecija gena koji ga kodiraju ne uzrokuje velike nedostatke organizmu — radi se o
nedostatcima vidljivima samo pri viSim temperaturama i kod odredenih sojeva. S druge
strane, ako govorimo o obli¢cima, voénim musSicama i miSevima, nedostatak NAC-a uzrokuje
smrt embrija’.

Nakon opisa eukariotskih i prokariotskin Saperona, namecée se pitanje o razlogu
postojanja dva razli¢ita sustava za smatanje proteina kod eukariota, kada bakterije imaju
samo jedan. Odgovor bi mogao lezati u cinjenici da eukarioti imaju "kompliciranije"
proteine, tj. ceS¢e imaju proteine koji imaju viSe domena. OCito je da ce takvi, "komplicirani"
proteini zahtijevati i kompliciraniju mreZzu Saperona koja ¢e posao smatanja proteina
obavljati brze i uéinkovitije — iako je mogucée da su se prvo razvile ovakve Saperonske mreze i
da je time omogucen razvoj proteina s vise domena koji zahtijevaju sloZenije Saperonske
mreZe za svoje smatanje. Osim toga, treba napomenuti i da eukariotski Saperoni imaju i
dodatne uloge u stanici — primjerice, transport proteina u organele ili regulacija signalnih
putova. Kada se sve to uzme u obzir, ¢ini se logicno da su eukarioti razvili sloZeniju i

specijaliziraniju Saperonsku mrezu.
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2.4. Usmjeravanje proteina

Usmjeravanje proteina potrebno je jer razli¢iti proteini obavljaju razli¢ite funkcije na
razli¢itim mjestima u stanici i izvan nje, zbog ¢ega im vedi dio njihovih biosintetskih puteva
nije zajednicki. Primjerice, proteini koji su namijenjeni mitohondriju, kloroplastu i jezgri

imaju tri razli¢ita mehanizma sinteze®.

2.4.1. Struktura SRP

Signal recognition particle (SRP) je ribonukleoproteinski kompleks koji kotranslacijski upucuje
membranske proteine i proteine za sekreciju do stanitcne membrane (kod prokariota),
odnosno do endoplazmatskog retikuluma (kod eukariota). SRP i njegov receptor, SR,
orkestriraju prijenos translatirajucih ribosoma sa signalnim sekvencama na translokone na
cilianoj membrani - za taj proces potreban je GTP.

SRP i SR imaju dijelove koji su strukturno i funkcionalno ocuvani u razli¢itim domenama
Zivota. U bakteriji E. coli SRP ima dvije komponente — obje su ocuvane i u drugim
organizmima — protein Ffh (kod eukariota je to SRP54) i 4,55 SRP RNA. Protein Ffh ima regiju
bogatu metioninom (M domena), helikalnu N domenu i GTP-aznu (G) domenu. M domena je
domena pomocu koje dolazi do vezanja RNA i prepoznavanja signalnih sekvenci, a na N
domeni dolazi do interakcije s ribosomom. SR kod bakterije E. coli se sastoji od jednog
proteina, FtsY, koji ima domene slicne N i G domenama kod Ffh i dodatnu, A, domenu koja je
zaduZena za interakcije s membranom i translokonom. Kada imaju vezan GTP, SRP i SR tvore
stabilan heterodimerni kompleks jer se medu njihovim N i G domenama ostvaruju brojne
interakcije. Na mjestu gdje se SRP i SR spajaju, nastaje aktivno mjesto pomocu kojeg SRP i SR
mogu recipro¢no aktivirati jedan drugog®. Da bi do$lo do GTP-azne aktivacije u SRP-SR
kompleksu, mora do¢i do konformacijskih promjena i u SRP-u i u SR-u. No, bitno je naglasiti
da su te promjene drugadije od onih koje se dogadaju da bi doSlo do stvaranja SRP-SR

kompleksa. Ova GTP-azna aktivacija izuzetno je bitna za translokaciju proteina jer je
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pokazano da mutacije koje blokiraju GTP-aznu aktivaciju jako ometaju usmjeravanje i
translokaciju proteina®.

RNA u SRP-u je klju€na i in vivo i in vitro. Potrebna je za usmjeravanje i translokaciju
proteina in vitro i za odrzivost stanice in vivo. Kod bakterije E. coli 4,55 RNA ubrzava
interakciju izmedu Ffh i FtsY jer ubrzava stvaranje i disocijaciju kompleksa, i stimulira GTP-
aznu aktivnost kada se stvori SRP-SR kompleks. Osim toga, smatra se da 4,55 RNA ima
dodatnu ulogu platforme na kojoj se dogadaju konformacijske promjene u proteinima Ffh i
FtsY nakon sto M domena prepozna signalnu sekvencu.

Kod proteina Ffh i FtsY, M domena se veZe blizu tetraloop regije (u blizini zavojnice 8)
4,55 RNA, a NG heterodimer je u dodiru sa suprotnim krajem 4,5S RNA. Kod Ffh proteina,
poveznica izmedu M i NG domena je zavojnica od 30 aminokiselina koji utje¢e na sposobnost
SRP RNA da stimulira stvaranje SRP-SR kompleksa i hidrolizu GTP-a? ali nije jos sasvim jasno
kako. Sigurno je jedino da ova zavojnica aktivirane NG domene proteina Ffh i FtsY stavlja na
distalni kraj 4,55 RNA. Brzina GTP-azne reakcije odredena je brzinom stvaranja kompleksa.
Tetraloop regija klju€na je za ubrazavanje stvaranja SRP-FtsY kompleksa, ali povecava brzinu
GTP-azne aktivacije tek dva puta nakon Sto je GTP-azni kompleks stvoren. Skracivanje SRP-
FtsY kompleksa za do deset parova baza nemaju znacajan utjecaj na brzinu GTP-azne
reakcije, ali kada se taj kompleks skrati za dodatnih pet parova baza, dolazi do velikog
smanjenja k., — Cak do osam putaz. Iz ovoga se moZe zakljuiti da je ova regija na distalnom
kraju od presudne vaznosti za hidrolizu GTP-a pomognutu sa SRP RNA. Nadalje, ova je regija
glavno mjesto za vezanje NG domene SRP-SR kompleksa na distalnom kraju RNA. Pri
skradivanju SRP RNA nije doSlo do znatnih promjena u vrijednosti K./ke.at za GTP-aznu
reakciju dok RNA nije skracena za vise od 56 nukleotida®. Brzina stvaranja SRP-FtsY
kompleksa limitira vrijednost K./k.t za GTP-aznu reakciju, pa rezultati dobiveni u
eksperimentu sa skrac¢ivanjem SRP RNA sugeriraju da distalni kraj SRP RNA ubrzava korak
katalize GTP-om, ali ne ubrzava i stvaranje SRP-FtsY kompleksa. |z svega navedenog moze se
zakljuciti da SRP RNA regulira interakciju SRP-FtsY na dva nacina — tetraloop regija ubrzava
stvaranje kompleksa, a distalni kraj utjeCe na GTP-aznu aktivaciju nakon stvaranja

kompleksa.
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Zanimljiv podatak o SRP RNA je Cinjenica da je sekvenca RNA u distalnoj regiji o€uvana, i
radi se o sekvenci GUGCCG. Ova sekvenca prisutna je u cijelom nizu 4,55 RNA (i to najcescée u

zavojnici 5), a pored toga, nalazi se i u prokariotskoj 6S SRP RNA.

Tetraloop

Distalni kraj

Slika 9. (a) Pogled na SR-SRP kompleks s gornje strane. Ffh je obojen plavo, 4,55 RNA sivo,
FtsY zeleno. (b) Pogled na SR-SRP kompleks sa strane. N je N-domena, G je G-domena, M je

M-domena, L je fleksibilna linker regija, a F je finger petlja. Preueto i prilagodeno prema 2,
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2.4.2. Interakcija SRP-a s ribosomom i ciklus SRP-a

Signalni slijed je kratki aminokiselinski slijed (obi¢no sadrzi 13-36 aminokiselina) koji
usmjerava protein na njegovo mjesto u stanici. Kao Sto je ve¢ spomenuto, kod prokariota on
upuéuje membranske proteine i proteine za sekreciju prema staniénoj membrani. Kod
eukariota signalni slijed upuduje proteine prema endoplazmatskom retikulumu, bilo da se
radi o sekrecijskim proteinima ili onima koji ¢e ostati u stanici.

Kod eukariota signalni slijed obi¢no sadrzi oko 10 do 15 hidrofobnih aminokiselina, jednu
ili viSe pozitivno nabijenih aminokiselina, obi¢no blize N-kraju proteina i to prije hidrofobne
sekvence te kratku, relativno polarnu, sekvencu na karboksilnom kraju koja obi¢no sadrzi
aminokiseline s kratkim bocnim lancima, osobito alanin. Karboksilni kraj signalnog slijeda
odreden je mjestom cijepanja, tj. mjestom gdje proteaza uklanja signalni slijed nakon unosa
proteina u lumen endoplazmatskog retikuluma. Signalni slijed se pojavljuje rano pri sintezi
proteina jer se obi¢no nalazi na N-kraju, a on se prvi sintetizira. Cesto se signalni slijedovi
uklanjaju posttranslacijskim modifikacijama. Veéina membranskih i sekrecijskih proteina ima
signalnu sekvencu na N-kraju koja ih preodreduje za slanje u lumen endoplazamtskog
retikuluma. Proteini s ovakvim signalnim slijedovima sintetiziraju se na ribosomima na
endoplazmatskom retikulumu.

Treba naglasiti da kod prokariota interakcija SRP-a s ribosomom mozZe biti i neovisna o
signalnoj sekvenci — interakcija samog polipeptida koji se sintetizira na ribosomu s
ribosomskim tunelom moZze regulirati vezanje SRP-a. Kod bakterije E. coli ¢ak i lanci koji su
prekratki da dosegnu kraj izlaznog tunela mogu povecati afinitet SRP-a za vezanje na
ribosome za ¢ak sto puta'. To je moguce jer se signal prenosi iz unutradnjosti ribosomskog
tunela do povrsine ribosoma preko petlje u proteinu L23 koja prodire u izlazni tunel.

No, bududi da je za vezanje SRP-a Cesto ipak potrebna signalna sekvenca, potrebno je
nesto reci i o ciklusu SRP. Kod eukariota on se moZe podijeliti na Cetiri dijela: vezanje SRP na
ribosom, pauziranje translacije, usmjeravanje prema endoplazmatskom retikulumu i
disocijacija SRP. Usmjeravanje proteina zapocinje inicijacijom translacije na ribosomu;

signalni slijed pojavljuje se rano u sintezi jer se nalazi na N-kraju koji se sintetizira prvi. Pri
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izlasku signalnog slijeda iz izlaznog tunela dolazi do vezanje signalnog slijeda i samog
ribosoma na SRP — SRP tada hidrolizira GTP i zaustavlja elongaciju polipeptida kada on
sadrZzava oko 70 aminokiselina i signalni slijed je u potpunosti izasla iz izlaznog tunela. SRP
tada usmjerava ribosom prema SRP receptorima na citosolnoj strani endoplazmatskog
retikuluma. Novosintetizirani polipeptid se tada prenosi na peptidni translokacijski kompleks
(eng. peptide translocation complex, PTC), a SRP disocira s ribosoma i svojeg receptora (SR)
Sto je povezano s hidrolizom GTP-a. Elongacija polipeptida se tada nastavlja, pri ¢emu
translokacijski kompleks koristi ATP da bi unosio polipeptid u lumen endoplazmatskog
retikulumu sve dok se ne sintetizira cijeli polipeptid. Signalni slijed uklanja signalna peptidaza
u lumenu endoplazmatskog retikuluma i ribosom disocira s endoplazmatskog retikuluma.

Signalna
sekvenca o
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Slika 10. Pojednostavljeni prikaz cilusa SRP-a kod eukariota. (1) Inicijacija translacije. (2)

Pojava signalnog slijeda. (3) Veaznje SRP-a na ribosom i rastudi polipeptidni lanac. (4) SRP
usmjerava ribosom prema SR na citosolnoj strani endoplazmatskog retikuluma. (5) SRP
disocira s ribosoma. (6) Nastavlja se elongacija polipeptida. (7) Uklanja se signalni slijed. (8)

Disocijacija ribosoma. Preuzeto i prilagodeno prema °.

Gore je opisan ciklus SRP-a na malo jednostavnijoj razini — detaljniji ciklus SRP se moze vidjeti
na slici 11. Kao Sto se vidi na slici, SRP se na ribosom u kompleksu s polipeptidom kojeg
sintetizira veze preko N domene proteina Ffh na ribosomske proteine L23 i L29. Osim toga,

dolazi i do interakcije M domene proteina Ffh sa signalnom sekvencom. G domena proteina
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Ffh je tada u blizini tetraloop regije 4,55 RNA i moZe dodi u interakciju sa SR. Vezanje SR
olaksava tetraloop regija RNA jer dolazi do stabilizacije nove konformacije NG heterodimera
zbog interakcije sa SR. Aktivirani NG heterodimer se zatim odvaja s izlaza iz ribosomskog
tunela, ali ostaje povezan sa SRP RNA preko M domene, i premjesti se na alternativno vezno
mjesto na distalnom kraju 4,55 RNA. Pomicanje NG domene za posljedicu ima prijenos
translokona prema njegovom veznom mjestu na ribosomu (protein L23) jer se A domena
proteina FtsY veZe na translokon. Nadalje, interakcija aktiviranog NG heterodimera s
distalnom regijom 4,5S RNA stimulira GTP-aznu aktivnost u proteinima Ffh i FtsY, Sto dovodi

do njihove disocijacije i time zavrSava ciklus usmjeravanja.

Citoplazma

Membrana

Slika 11. Detaljniji prikaz ciklusa SRP. (a) SRP prepoznaje ribosom u kompleksu s
novosintetiziranim polipeptidom (RNC) i M-domena dolazi u interakciju sa signalnim
peptidom. (b) N-domena je u interakciji s L23 i linker regija prekriva M-domenu. (c) SRP
vezan na RNC se prenosi u blizinu membrane pomodu interakcije SRP-a sa SR. (d) Promjene
ovisne o GTP-u u kompleksu omogucuju odvajanje N-domene proteina Ffh od proteina L23 i

RNA tetraloop regije i premjestanje NG kompleksa. Preuzeto i prilagodeno prema 2,
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2.4.3. Interakcija SRP-a i Trigger faktora

Jedna od najvaznijih "odluka" koja se donosi na ribosomu je sudbina novosintetiziranog
proteina — protein se moze smatati u citosolu ili se pak mozZe kotranslacijski translocirati u
membranu ili preko nje. Drugi od spomenutih procesa zahtijeva interakciju SRP-a s
ribosomom, pri ¢emu SRP prepoznaje hidrofobnu signalnu sekvencu na N-kraju
novosintetiziranog polipeptida pri njegovom izlasku iz ribosomskog tunela. No, SRP nije
jedini stani¢ni faktor kojeg "zanimaju" hidrofobne sekvence na novosintetiziranom
polipeptidu — Trigger faktor mu kompetira za vezanje na takve polipeptidne lance.

Kada se pojavi hidrofobna signalna sekvenca u novosintetiziranom lancu, dolazi do
stabilizacije interakcije izmedu SRP-a i ribosoma i, istovremeno, smanjenog vezanja Trigger
faktora na ribosom. No, pri pojavi manje hidrofobnih sekvenci, Trigger faktor inhibira
vezanje SRP-a na novosintetizirani lanac. Dapace, postoje dokazi da Trigger faktor utje¢e na
usmjeravanje proteina prema Sec translokonu — kada nema Trigger faktora in vivo, dolazi do
ubrzanja izlaska proteina iz stanice, povecanja broja ribosoma na membrani i smanjuje se
potreba za faktorom usmjeravanja SecB1.

lako se SRP i Trigger faktor mogu vezati istovremeno na ribosom, oba faktora vezu se na
isto mjesto — ribosomski protein L23, pa je ocito da je takav slucaj rijedak i malo vjerojatan.
Strukturni modeli pokazuju da bi u slu¢aju vezanja oba faktora na ribosom doslo do znacajnih
smetnji*. Nadalje, pri vezanju SRP-a na signalnu sekvencu u polipeptidnom lancu dolazi do
dodatnih interakcija izmedu povrSine ribosoma (rRNA) i SRP-a, te izmedu ribosomskih
proteina L22, L24 i L32, $to znaci da bi moralo do¢i do znacajnih konformacijskih promijena
na jednom od faktora da bi se SRP i Trigger faktor vezali istovremeno. Do konformacijskih
promjena pri vezanju na ribosom dolazi u slu¢aju SRP-a, ali ne zna se kako te promjene

utjecu na interakcije SRP-a i Trigger faktora, ako uopce imaju utjecaja.
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Slika 12. Interakcija faktora vezanih na ribosom u blizini izlaznog tunela (oznacen
zvjezdicom). (a) Za kratke polipeptidne lance (Zuto), Trigger faktor (crveno) koordinira ko-
translacijske promjene koje radi PDF (plavo) i traZenje signalnih sekvenci koje obavlja SRP
(narancasto). (b) SRP se veZe na duZe polipeptidne lance sa signalnim sekvencama. U ovoj

konformaciji bi se preklapao s Trigger faktorom, da je on vezan na ribosom. Preuzeto iz .
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2.4.4. Interakcija SRP-a i NAC-a

NAC, osim S$to sudjeluje u kotranslacijskom smatanju proteina, moze regulirati i aktivnost
SRP-a. Odsutnost NAC-a in vitro uzrokuje nepravilnu interakciju SRP-a s ribosomima u
kompleksu s novosintetiziranim proteinima koji nemaju signalne sekvence i krivo
usmjeravanje takvih proteina na membranu endoplazmatskog retikuluma ili preko te
membrane’.

Iz ovoga se mozZe zakljuciti da NAC kontrolira translokaciju proteina na i preko
endoplazmatskog retikuluma i to tako da povecdava specificnost SRP-a. Ovo dodatno
potkrepljuje ¢injenica da NAC i SRP kompetiraju za vezanje na istom mjestu na ribosomu.

U ovome se mogu vidjeti i neke slicnosti izmedu NAC-a i Trigger faktora i nac¢ina na koji su

povezani sa SRP-om.
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2.5. Zakljucak

Ribosom je mjesto na koje se veZu mnogi faktori kojima je zadaéa usmjeravanje,
smatanje ili modificiranje proteina. lako se dosta zna o nacinu interakcije ribosoma i tih
faktora, te samih procesa koji se dogadaju kotranslacijski na ribosomu ili odmah po zavrsetku
translacije, puno je jo$ neodgovorenih pitanja. Primjerice, mehanizmi koji omoguéuju tim
faktorima da obavljaju svoju zadacu jos nisu razjasnjeni, kao ni mehanizmi interakcije faktora
i ribosoma.

Zato je potrebno provoditi daljnja istrazivanja u ovom podrucju kako bi se u potpunosti
odgovorilo na sva pitanja koja okruzuju ovu zanimljivu ulogu ribosoma u Zivotu
novosintetiziranih polipeptidnih lanaca, Sto bi moglo imati primjenu u razvoju joS boljih
makrolidnih lijekova ili, pak, sasvim novih lijekova koji bi djelovali na neki od kotranslacijskih i
posttranslacijskih procesa opisanih u ovom radu. No, sigurno je da ovo podrucje nudi pregrst

mogucnosti za daljnja istraZivanja.
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