kinetika encimske pretvorbe

pretvorba encimov sledi kinetiki prvegareda V = k [E]
sinteza encimov sledi kinetiki nultega reda

v ravnotezju

dE

razpolovni ¢as

poveéana encimska aktivnost

S
N

9 4
8
7 4
6
5 4
4 4
3 triptofan 2,3-dioksigenaza
12225 h
2 4 . .
piruvat kinaza
14 t1/,724 h
ornitin dekarboksilaza
o t + 11,703 h




kapilare

intravenozni vnos *aminokisline

*aminokislin T " razredéenez —T* “aminokisline razredcene
aminokislinami z intracellularnimi aminokislinami -
v plazmi

specifi¢na radioaktivnost
nabora aminokislin

specifi¢na radioaktivnost

k4 mearitve
vV
specifi¢na radioaktivnost
encima
+ t t t t t t t t t
0 10 20 30 40 50
&as (min)
encim Razpolovni éas (h)

razpolovni &as encimov ornitin-dekarboksilaza 03
v jetrih podgan 5-aminolevulinat sintaza 12
RNA-polimeraza I 13

tirozin -aminotransferaza 15

triptofan 2,3-dioksigenaza 20

timidin-kinaza 26
hidroksimetiglutaril-CoA reduktaza 4.0

serin dehidrataza 5.2
fosfoenolpiruvat-karboksikinaza 8.0

RNA-polimeraza IT 13.0
glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza 24

i 30

katalaza 33

acetil CoA-karbokislaza 50
gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza 74

piruvat -kinaza 84

arginaza 108
fruktoza-bifosfat-aldolaza 17
laktat-dehidrogenaza 144

6-fosfofruktokinaza 168




razpolovni &as (v dnevih) encimov v razli€nih tkivih podgan

encim jetra | srce skeletne ledvice | moZgani
misice
piruvat-kinaza 35 42 216 - -

laktat-dehidrogenaza 18-383.7-99 3.0-85 3.0-50| 30-72

ornitin-aminotransferaza | 0.95 - - 4.0 -

masCobne kisline -sintaza | 6.4 - - - 2.8

signali za degradacijo

PEST elementi
- obmo¢ ja bogata z Pro (P), Glu (E), Ser (S), Thr (T)
- pogosto vsebujejo tudi fosforilacijsko mesto potrebno pri
razgradnji
- zaletne stopnje se odvijajo preko protein kinaze, temu pa sledi
prepoznavanje E3 ubikvitin ligaze
N-zaporedje
- proteini s kratko Zivljensko dobo (|< 3min) posedujejo
najverjetneje Arg, Lys, Phe, Leu ali Trp
- proteini z dolgo iivqensko dobo (>30 ur) posedujejo
najpogosteje Cys, Ala, Ser, Thr, Gly, Val ali Mef
D-predel razgradnje (o=destruction)
- R-(A/T)-(A)-L-(6)-X(D)-(T/V)-(6/T)-(N) (R in L sta ednina
nespremenljiva ak preostanka)
- prisotni pri ciklinih
KFERQ
- za vnos v lizosom
SSSTDSTP
- prisotni pri transkripcijskih faktorjih

mehanizem proteinske razgradnje

+ 1980 Avram Hershko
konjugacija proteinov z ubikvitinom

(selektivna razgradnja)

+ 1980 Sherwin Wilk, Robert Orlowski

p roteosom (neselektivna razgradnja)




mehanizem proteinske razgradnje

citozolni proteini

abnormalni proteini

kratko-Ziveli proteini — | ubikvitin-proteosomska ::;?;\rfat?ja
ot C
ER-asocirani proteini 7 P‘ﬁ( ) razreda IT
dolgo-Ziveli proteini / \aktacistin \qj
MG132 aminokisline
endocitozirani proteini
antigenska

/ razreda T

ekstracelularni proteini S
E-64

dolgo-Zivei proteini Klorokin
Sibke baze

membranski proteini presentacija
-)

razgradnja v lizosomih

= — = Plasma
— " membrane
&> (. Phagosome
Bactorium —< G ) 5, ==\
= 7 ((amm))
Phagocytosis — Primary '\
Iysosome |

So——m— == )
4 Early Late w‘
\ endosome endosome [
(v & Primary
- Mitochondrion *7) lysosome./
A\ Autophagosome /
o Autophagy -
o
N cl
X HsC
‘ NH O
Z COOH
s
\ Ho HNTCH
CH
a\ CH,
HsC CH,CH,N(CoHs), o

klorokin laktacistin




. og e Gly76
ubikvitin (e S

ubiquitus=povsod

Lys48

N-konec

diubikvitin

izopeptidna vez

N-konec

vloga ubikvitina

* kontrola celi¢nega cikla

* razgradnja onkoproteinov

- apoptoza

* regulacija transkripcije

* odgovor na stres

+ vzdrZevanje strukture kromatina
popravljanje DNA

*+ Ag prezentacija




ubikvitin-proteosomska pot

mono
ubikvitinacija

regulacija
@Ub ng @Ub ng ? - procesoli

Ub "@Ub "@Ub _’@Ub _><

razgradnja
—
@Ub - b
Ub
UpUb
Ub 265 proteosom
E1 Ub aktivirajo¢ encim
E2 Ub konjugirajo¢ encim poli
E3 Ub protein ligaza ubikvitinacija

ATP AMP + PPi

o) (o]
] [
Gb)-c-oH @-S-C— Ub

H

ubikvitin aktivirajoé encim

aktivacija ubikvitina z encimom E1 (Uba)
- Ub se aktivira za konjugacijo s tarénim proteinom
- Gly s C-konca Ub tvori tioestersko vez s Cys encima E1
- samo en E1 encim obstoja, ki katalizira aktivacijo Ub

ATP AMP + PPi

lo) o
1 Il
UB)-c-oH M E)sco

& s
©
Ub aktivirajo¢ encim E1

Ub konjugirajoc
encim E2

Ub konjugirajo¢ encim E2 (Ubc) 7

1
- transesterifikacija na Cys E2 S-C-Wb
- poznanih preko 30 E2 encimov .
- moc¢no ohranjena domena 130 ak,
kjer se nahaja aktivni Cys @' 3
- edinstven N- in C-konec, ki
izkazujeta specifi¢nost




RING

] o
. N
o NH, s-c- (b \H-L OB
] \
€)sco =\, . SH
domena ~Ns-c-Ub

Il
NH, \O
Ub ligaza, encim E3 (Ubl) NH

- poznanih stotine E3 encimov, ki prepoznajo motive na substratu 2
- olajsa interakcijo med E2-Ub in substratom
- dve druzini E3 ligaz
+ RING (Really Interesting New Gene)
+ HECT domena
RING omogoca direkten prenos Ub na substrat N
- HECT domena sluzi kot intermediat za prenos Ub NH-C-{Ub
(E2—E3—substrat)
- Ub je kovalentno vezan na substrat preko e-NH, skupine na Lys

©®
*/?”U@LU? e
Ub @

JpUeYe i

Ub> é/

(3

peptidi

26S proteosom

deubikvitinirajoCi encimi

UCH UBP
195 C-terminalna hidrolaza (30 kba) PA700 izopeptidaza (35-37 kDa)
o c76¥ o ali - povezava i _eredkeyas
BOOBY o %
Ap-UCH Uiy
HN —miw o '576‘
Ub Ub
UcH Tzopeptidaza T

e a- ali e- povezava . G76YKas coon
Ub Ub

+ so tiolne proteaze

* UCH (Ub C-terminalne hidrolaze) cepijo Ub Gly76
od manjsih peptidov

- UBP (Ub specifi¢ni encimi) odstranjujejo Ub z
ved jih proteinov in razstavljajo poli-Ub verige




proteosom

+ osrednji del je cilindri¢ne oblike (CP)
- §tirje heptamerni obroéi
- zunanja obroca sta neaktivna (a-podenote)

- nofranja obrola sta proteolizno aktivna (p-
podenote)

+ proteosom arhej
- ena vrsta a-podenot 205
- ena vrsta p-podenot

+ euvkariontski proteosom
- sedem vrst a-podenot 20
- sedem vrst p-podenot S

- regulatorna enota
(vsaj 17 podenot) ] 195

26S

QA TTAa

wll = W
4 ki
Thermopl Rhod Sacharomyces

pr pr proteoesom

Liwe et al.




Side view of the 208 proteasome

Top view of the 20S proteasome

© Liwe et al.

Longitudinal section of the 20S proteasome

kimotripti¢na aktivnost (Arg, Lys)
tripti¢na aktivnost (Tyr, Phe)
post-glutamilna aktivnost (Glu)

proteosom/Saperonin

205 Proleassme




PA700 regulatorna enota

SUMO1

SUMO1 ubikvitin

11S regulatorna enota

RV
f% 2}

%3

proteasom brez
115 regulatorne
enote

proteasom z
11S regulatorno
enoto
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bakterijski proteasom?
HsIUV (HsIV + HsIUV)

E coll U Hav

Lon FtsH
ClpAP, ClpXP
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