Molekularni mechanismy ridici
expresi proteint
Ales Hampl

Proteiny
Proteios™ - prvni misto (Fecky)

I

Bilkoviny

- u vétSiny bunéénych typu tvori nejméné 50% jejich suché hmoty
- hraji klicovou ulohu ve vétsiné biologickych procest




Klicova dloha proteind je ddna mnohocetnosti jejich funkci

Enzymaticka
Proteiny - enzymy, které selektivné moduluji chemické reakce

Strukturdlni
Strukturdlni (stavebni, podplrné) proteiny - kolagen, elastin, keratin ...

Signalni
Proteiny zprostredkujici prenos informaci - hormony, cytokiny, receptory..

Motoricka
Proteiny zajiSt'ujici pohyb - myosin, aktin ...

Transportni
Proteiny prendsejici substance - hemoglobin, transferin, ..

Ochrannd
Proteiny chranici pred nezadoucimi substancemi - imunoglobuliny ...




Molekuly proteinl jsou syntetizovany z jednotlivych
aminokyselin spojenim jejich amino- a karboxy-skupin
za vzniku kovalentni pephdove vazby
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Mnohocetnost funkci proteinu stoji na unikatnich
vlastnostech jednotlivych proteinii

DNA

Sekvence nukleotid
(4 rdzné nukleotidy)

Stejné vlastnosti
+

Jedind funkce
UloZeni a prenos informace

Sekvence nukleotidi
neovliviiuje zdsadné
vyssi usporddani
retézce DNA

?

X

PROTEINY

Sekvence aminokyselin <—

(20 raznych aminokyselin)

Ruzné vlastnosti
+

Ruzné funkce

Sekvence aminokyselin
ma zdsadni vliv na
vys$si usporddani
molekuly proteinu

Stejny princip




Vyssi usporadani molekuly proteinu je urceno sekvenci
aminokyselin a jejich postrannimi retézci (R)
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Primarni Sekundarni Terciarni Kvarterni
struktura struktura struktura struktura
Predstavuje linedrni Je podminéna Je podminéna Je podminéna spojenim
sekvenci aminokyselin v interakcemi mezi interakcemi mezi vice polypeptidovych
polypeptidovémm komponentami pdterniho postrannimi retézci podjednotek.
retézci. retézce polypeptidu (vodikové vazby,
(alfa helix, beta disulfidické mastky,
skladany list). iontové vazby,
hydrofobni interakce).
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Vyssi uspordddni molekuly proteinu

Denaturace
- ztrdta vyssiho usporddani molekuly proteinu dand zménou fyzikdlnich ¢i chemickych podminek prostredi,
obvykle doprovdzena ztratou funkce proteinu, mize byt reverzibilni (napf. poskozeni proteint pri horecce)
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K ¢emu je dobré vyssi
usporadani molekuly proteinu ?

Vyssi uspordadani proteinu spolurozhoduje
o jeho funkci.

&

Funkce proteinu je témér vzdy zavisla na jeho
schopnosti rozeznavat ¢i vazat jiné molekuly.

Molekula CDK10 s vazebnym mistem pro ATP




Translace ANO/NE

’

\

DNA urcuje expresi/metabolismus
protein v zdsadé dvojim zplsobem

Na drovni Na drovni
transkript proteind

Syntéza mRNA

daného proteinu Primarni sekvence aminokyselin

daného proteinu
+ (urcuje vlastnosti - stabilitu
daného proteinu)

Stabilita mRNA
daného proteinu



Syntéza polypeptidu podle sekvence mRNA
se odehrdva procesem zvanym ,translace™

\
Messenger RNA
(mMRNA)
. lekularni k
Ribosomy > " dizové pro translaci”

Transferova RNA
(t1RNA)




Ribosomy - obecné

Vytvari prostredi pro rozezndni kodéni mRNA
a ndaslednou syntézu polypeptidového retézce

Obecné sloZeni ribosomu
Proteiny - 1/3

: a1 Diky obrovskému po¢tu ribosémi v burice
Rib 4 P
! :;;)\lr:al-mzl;;l A »  je rRNA nejhojnéjsim typem RNA
(syntetizovdna v jadércich RNA PolT)

Rozdily mezi ribosomy eukaryot a prokaryot maji medicinsky vyznam

Eukaryota Prokaryota

Ribosomy necitlivé X Ribosomy citlivé k
k nékterym neékterym
antibiotikim antibiotikim




Ribosomy - struktura

A - vazebné misto pro Aminoacyl-tRNA
.| P - vazebné misto pro Peptidyl-tRNA
E - misto vystupu tRNA (Exit)

Mala podjednotka

vazebné misto pro mRNA



Transferova RNA - tRNA

Zajist'uje:
* Transport aminokyselin do mista syntézy polypeptidového retézce
- interpretaci kodént mRNA

Délka tRNA - jen asi 80 nukleotidi
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Translace

Volné tRNA

— —
kodony

lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll>

5\ smér &teni mRNA

smér pohybu ribosomii po mRNA

Aminoacyl T1RNA START kodon

Zacatek translace
Met-1RNA

3UAC »
mrRNA 5 — AUG — 3

Konec translace

3 mrNA 5° — UAG— 3
mRNA 5 — UAA— 3
mrNA 5° — UGA — 3

STOP kodony
vazi ,uvoliujici faktor®

POLYRIBOSOM

(klastr ribosomi prekladajici
urCity Usek mRNA)

%

osomy

s ST EET




Regulace translace

Obvykle se odehrdva na drovni iniciace translace

Blokovani mRNA regulacnimi proteiny

» vazbou na specifické struktury/sekvence
v nepreklddané 5° oblasti mRNA, obvykle brani
vazbé ribosomii

Nedostatecné dlouhy poly-A konec mRNA

* na 3" nepreklddaném konci mRNA

» mechanismus typicky pro dormantni mRNA
akumulovanou ve vaji¢ku

Inaktivace faktoru/t nutnych pro iniciaci

translace
- globdlni inhibice translace
* mechanismus také typicky pro vajicko




Regulace funkce proteinu se odehrava
také po jejich syntéze

Posttranslacni modifikace proteinu

- proteolytické $tépeni pro-proteinu (inaktivni
forma) za vzniku aktivniho proteinu (nhapr. pro-
insulin na insulin)

» pridani modifikujicich chemickych skupin

(fosforylace, glykosylace, acetylace, metylace -
a reverze téchto zmén)

Transport proteinu do mista jeho funkce
* tfransport z cytoplasmy do jadra
(napr. transkripcni faktory)

* fransport z cytoplasmy na membrdnu
(napr. receptory)

Regulace doby zivota proteinu
- doba Zivota proteint se pohybuje v $irokém
rozmezi (minuty az dny)




Regulace doby Zivota proteinii

Délka Zivota proteint spolurozhoduje o jejich U€inkovani v burice

. 3

Degradace proteinii musi byt proto realizovdna
mechanismem umozZnujicim precizni rizeni

. 3

Ktery to je
?

Degradace proteini
"> ubiquitin-proteasomovou”
cestou




Nobelova cena za chemii 2004

.Za objev degradace proteini mechanismem vyuZivajicim ubiquitin"

Aaaron Ciechanover Avram Hershko Irwin Rose
*1947 *1937 *1926
Israel Israel USA

Technion - Israel Institute Technion - Israel Institute University of California

of Technology, Haifa of Technology, Haifa Irvine, CA, USA




Degradacni cesta ,ubiquitin-proteasom”
KLICOVA FAKTA

Je zodpovédna za » regulaci hladiny/funkce mnoha
degradaci vétsiny proteind
(minimdlné 80%)
viech druht proteint
pritomnych v burice

(cykliny, transkripni faktory, signdini proteiny,...)

* eliminaci denaturovanych,
Je zodpovédnd za: nesprdvné syntetizovanych,
hespravné posttranslacné

o upravenych, ¢i jinak
Realizuje se v P Y J

g | poskozenych proteint
CYTOP asme 1 v (aZz 30% nové syntetizovanych proteind je u
JddF'e eukaryot degradovdno béhem nékolika minut po

jejich syntéze)

Jeji klicovi ,hrdci* jsou:
Ubiquitin - evolu&¢né konzervovany protein, 76 aminokyselin

Proteasom - proteolyticky komplex, jehoZ funkce je zdvisld

na ATP, a ktery sestdvd ze tri jednotek:
- jeden centrdlni 20S proteasom ($tépi proteiny)
+ dva 195 komplexy (Fidi substrdtovou specifitu a hraji regulacni dlohu)



Degradace proteini cestou ,ubiquitin-proteasom"

= *‘c\%

ubiquitin
ligaza

Q ubiquitin-konjugujici
enzym
PPi + AMP
ATP

X X (&=

ubiquitin- ak'rlvu jic
enzym

o e e~

26S
@an Proteasom

(~60 podjednotek)

Krok 1 Krok 2

Ubiquitin
(8.5 kDa)

modifikovdno z Wang & Maldonado, Cellular & Molecular Immunology, 2006



Molekularni aparaty pro translaci a degradaci
proteini jako zdroje i U€astnici abnormalit
Cloveka

ANO ci NE ???




Abnormadlni funkce ribosomu?

Diamond Blackfan anemie
* vdzna hypoplastickd anemie o
- obvykle se projevuje jiz v prvnim roce zivota Spolecny.m
+ doprovdzena zdvaznymi vyvojovymi abnormalitami znakem je
- pacieanl ma mutaci v genu pro protein Rspl9 (komponenta 405 podjednotky ribosomu) h klinicka )
» Dosud jediné onemocnéni, u kterého byla nalezena vazba na mutaci v genu pro e‘l’gr'tl)(gebm'ra
néjaky ribosomdlni protein a Jaxoby
tkanove
> nahodné
efekty.

, . . , . , , Je to typicky
Dalsi onemocnéni, kterd jsou vazand na faktory znak onemcnzn;
zahrnuté v syntéze ribosomu: danych chybnou
» Vrozend dyskeratéza vdzand na X chomozom funkci ribosomi?
* Treacher Collins syndrom
»+ Shwachman Diamond syndrom

Tato a mnohé
dalsi otdazky
zlstavaji
k zodpovézeni




Abnormalni translace jako
duvod rakoviny?

Podplrné nalezy:

Vnimavost k nadordm
md vazbu na geny, které
kontroluji proteosyntézu
(napt. Tcs1/2, PTEN) @ biogenezu

ribosomu (nap. bKet, s19)

Experimenty na zviratech
ukdzaly, Ze deregulovana
exprese reguldtori
translace ma onkogenni

efekTy (naptiklad mysi s mutovanym genem
Dkc-1 maji tendenci ke vzniku nddora)

Néktera efektivni
protinddorova léCiva
jsou cilena na kli¢ové
reguldtory proteosyntézy

(napriklad Rapamycin ovliviiuje mTOR kindzu)

Mozné mechanismy:

Globdlni porucha translace
+ deregulace velikosti bunék
+ nadmérné déleni

Deregulovana translace
vybranych onkogennich proteint

Chybna translace se vznikem
aberantnich proteint

Vznik nadoru




Abnormality v intraceluldrni degradaci proteinu jako
divod neurodegenerativnich onemocnéni?

Proteinopatie

Neurodegenerativni onemocnéni s pozdnim ndstupem,
kterd jsou typicka akumulaci agregatt toxickych proteind

Priklady onemocnéni: Priklady dysfunkci:
Cytosolickd akumulace Hladiny a aktivity 20/265
- Parkinsonova choroba proteasomu jsou snizeny
- Huntingtonova choroba s ndstupem v dospélosti v citlivych oblastech
, u pacientl se sporadickou
Nuklearni akumulace Parkinsonovou chorobou

+ Spinocerebeldrni ataxie typu 1
Autosomdlné recesivni
Extracelularni akumulace mutace genu E3 ligdzy (parkin),
- Alzheimerova choroba (beta amyloid) zplsobujici ztratu funkce,
vyvolava Parkinsonovu chorobu.




Dekuji za pozornost

Otazky a komentdre na:
ahampl@med.muni.cz






-Global Impairment in mRNA

Translation (cell size deregulation)

-Impairment in Translation of
Selected “Oncogenic” Target mRNA

-Mistranslation

Tumorigenesis




Aberrant Signaling ; rANA gene

Impaired
Pseudouridylation

Normal Ribosome Altered Ribosome

Biogenesis/Function

Tumorigenesis : :
Tumorigenesis




