Translace u prokaryot

Struktura ribosomu

Bakterialni ribosom byl prvni buné¢nou organelou podrobné popsanou na
molekuldrni drovni. Ribosom E. coli je ribonukleoproteinovéa Castice (70S, Struktura ribozomu
Mr = 2,5 milionu), skladajici se z jedné mensi (30S) a z jedné vétsi

(50S) podjednotky. Mensi podjednotka obsahuje jednu molekulu — o
ribosomaini RNA (16S rRNA) a 21 molekul proteint, oznacovanych S1, Mf?ﬁﬁﬁ“":."“‘ i
S2,...521 (angl. small=maly). Vétsi podjednotka (50S) se u bakterii skldda -
ze dvou rRNA (23S a 5S) a 34 proteint (angl. large = velky, proto L1, L2,...
L34). Vétsina proteinl je v ¢astici zastoupena jednou molekulou. Slozky
ribosomédlnich podjednotek jsou usporadany tak, aby organela mohla plnit
vazebné, katalytické a regulacni funkce a aby mohla ménit konformaci a posunovat molekulu mRNA. Vétsi
podjednotka tvarem pripomina kreslo, mensi je ovalna.

Struktura ribozomu

Iniciace translace

Syntéza peptidového retézce je u bakterii zahajovana vytvorenim inicia¢niho komplexu, sklddajiciho se z
podjednotky 30S, mRNA a iniciaéni aa-tRNA, coZ u bakterii je N-formylmethionyl-tRNA (fMet-tRNA;Met), Tato
aa-tRNA se vaze na mRNA s inicia¢nim kodonem AUG (nékdy téZz GUG, ¢tenym jako signal pro Met). Na mRNA byl
objeven Usek pred inicia¢nim kodonem (Shineova-Dalgarnova sekvence), ktery je komplemetéarni k 3’'-konci
16S rRNA. Asociace mRNA s 16S rRNA prispiva ke spravné lokalizaci mRNA na ribosomu.

Iniciacni komplex se tvori tak, ze na podjednotku 30S se nejdrive navazou proteinové iniciacni faktory IF1, IF2 a IF3.
Pripojeni GTP k IF2 umozni vazbu tohoto komplexu s mRNA a inicia¢ni Met-tRNA. Vznikne inicia¢ni komplex
30S.IF3.mRNA.IF1.IF2.fMet-tRNA.GTP. K nému se pak navdaze ribosomalni podjednotka 50S. Soucasné se uvolni
faktory IF1, IF2, IF3 a hydrolyzuje se GTP na GDP a fosfat.

fMet-tRNAMet obsadi na ribosomu tzv. peptidylové misto P. Dalsi, aminokyselinové misto A, je uré¢eno k vazbé
dalsi aa-tRNA, odpovidajici kodonu néasledujicimu za AUG.

Methionin je formylovan transformylasou za Gc¢asti N10-formyltetrahydrolistové kyseliny a to az po navazani
aminokyseliny na inicia¢ni tRNAs Met-tRNA,,,, zafazujici methionin dovnitf peptidového fetézce, je poznavana téz
kodonem AUG, pfi translaci se vdZze na aminokyselinové misto ribosomu a neni formylovana. Popsand modifikace
iniciaéni Met-tRNA neni zndma u eukaryot.

Elongace peptidu o
Prodluzovani syntézovaného peptidu probiha ve tfech krocich: m
.. |-

|

1.faze: Navazani dalsi aa-tRNA na aminoacylové misto ribosomu. Tato a

aminoacyl-tRNA je vybrana kodonem nachdzejicim se v tomto misté. Na '
ribosom je dopravena v komplexu s proteinovym elonga¢nim faktorem EF- Met

Tu, vazajicim GTP. Pri predani aa-tRNA se GTP hydrolyzuje a EF-Tu se

uvolni z ribosomu. Na EF-Tu.GDP se pfipoji elongacni faktor EF-Ts a zméni

konformaci komplexu natolik, Ze se GDP uvolni. Regenerovany EF-Tu m{ze po vazbé s novym GTP vstoupit do
daldiho cyklu. EF-Tu nereaguje s f-Met-tRNAMet, Proto se tato aa-tRNA nenavazuje na aminoacylové misto. EF-Tu
vSak vaze Met-tRNA a zajistuje tak zarazeni methioninu dovnitr retézce.

Formylace iniciac¢ni Met-tRNA¢

Pri hydrolyze GTP a uvolhovani EF-Tu-GDP z ribosomu se konformace faktoru méni v blizkosti pravé navazané aa-
tRNA natolik, Ze jen aa-tRNA pevné a presné vdzana na antikodon a aminoacylové misto se neuvolni. Pokud je
omylem zarazena nespravna aa-tRNA se slabSimi vazbami, je v této fazi translace opét uvolnéna. Faktor EF-Tu
udava rychlost (krok) celé translaci.

Protein EF-Tu patri do velké a fylogeneticky staré rodiny protein G, které jsou mimo jiné soucasti mechanismu
hormonalni regulace.

2.faze: Tvorba peptidové vazby (transpeptidace). Vznik peptidové vazby je katalyzovan
peptidyltransferasou, ktera je soucasti podjednotky 50S. V podstaté jde o nukleofilni ataku skupiny dusiku 2-NH,
skupiny pripojované aminokyseliny (aa-tRNA na misté A) na karboxylovy uhlik f-Met-tRNAMet nebo peptidyl-tRNA,
nachdazejici se na misté P. Mezi zi¢astnénymi aminokyselinami se vytvori peptidova vazba a zaroven se rozstépi
esterova vazba mezi aminokyselinou a tRNA na misté P. Na misté A tak vznikne peptidyl-tRNA. Jinak receno,
peptidyl se prenese z predchozi tRNA na skupinu NH, nasledujici aa-tRNA, ¢imz se fetézec prodlouzi o jednu
aminokyselinu. Z toho vyplyvd, ze peptidovy rFetézec roste od N-konce k C-konci.

3.faze: Translokace je pochod, pfi kterém se volnd tRNA z peptidylového mista uvolni a mRNA se posune o 3
nukleotidy (o jeden kodon), takze peptidyl-tRNA se dostane z mista A na misto P. K posunu je tfeba elongacni
faktor EF-G s navdzanym GTP, ktery patfi mezi zminéné proteiny G jako EF-Tu. Hydrolyzou GTP se EF-G z ribosomu
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uvolni. Na volné misto A se mlze navézat dalsi aa-tRNA a cyklus se
opakuje. Timto zplsobem se mRNA posunuje po ribosomu, z néhoz se
zaroven odviji rostouci polypeptidovy retézec.

Terminace translace

Ribosom se béhem syntézy polypeptidu posune k terminatoru, tj.
kodonu, signalizujicimu ukonceni translace. Je to kodon UAG,UAA nebo / -
UGA. Zadny z nich nekdduje zafazeni n&jaké aminokyseliny do peptidu, i '
tyto kodony rozpozna néktery z proteinovych uvoliovacich | L
terminac¢nich faktora (releasing factors). Faktor RF1 pozna UAA a | I
UAG, RF2 pak UGA a UAA. Po navazani faktoru na ribosom se peptidyl- ' ' [
tRNA presune z mista A na misto P. Specifita peptidyltransferasy se zméni
natolik, ze prepoji peptidyl na molekulu vody misto na 2-NH> dalsi aa-
tRNA. Jinak reCeno, hotovy peptid se hydrolyticky uvolni od posledni tRNA.
Uvolni se tRNA a mRNA a ribosom se rozpadne na podjednotky 50S a 30S.
Inicia¢ni faktor IF3 se ihned navéze na 30S a tak zabrani reasociaci
ribosomu, ktery by byl nefunkcni, nebot neobsahuje mRNA. Jednotlivé

Translace (elongace peptidu)

Polyribozom (polysom)

slozky se mohou Ucastnit tvorby nového iniciacniho komplexu a zahgjit - PR O
novy cyklus. Na jediné mRNA je simultanné navéazano nékolik ribosoma, - g s C; _(;_,

které po retézci mRNA postupuji v ur¢itém odstupu a na kazdém z nich 5 el N — T T—
probihd syntéza jednoho peptidu. Cely Utvar se nazyvéa polyribosom, téz j o

polysom. Timto zplsobem se mRNA vyuziva velmi efektivné.

Inhibitory bakterialni translace Polyribozom

Rada antibiotik pouzivanych v lékafské praxi i pro vyzkumné Gcely inhibuje nékterou fazi translace.

Streptomycin brani v navazani fMet-tRNA;Met na 30S-podjednotku ribosomu a znemozniuje zahajeni translace.

Kromé toho je pricinou chybného ¢teni genetického kédu.

Tetracyklin se téz navazuje na podjednotku 30S a inhibuje pripojeni aa-tRNA na misté A. Bézné uzivany
chloramfenikol inhibuje bakteridIni peptidyltransferasu (toxicky cykloheximid plsobi analogickym zplsobem na
eukaryotickou translaci). Erytromycin zastavuje translaci tim, ze se pripojuje na podjednotku 50S. Uvedend
antibiotika se uzivaji k 1é¢eni baterialnich infekci, zatimco puromycin je s Uspéchem pouzivan k védeckym acelim,
ke studiu mechanismu proteosyntézy. Svou strukturou imituje 3'-konec tyrosinyl-tRNA. Methyltyrosinyl je v
puromycinu vazan pevnou amidickou, nikoli esterovou vazbou a molekula nema antikodon. Na misté A se rostouci
peptid prfenese na puromycin a vysledny peptidyl-puromycin se z ribosomu uvolni. Syntéza peptidu je tak
predcasné prerusena.
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