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Proteinsko metabolicno obracanje (turnover):
Proteini zivijo razlicno dolgo.
Razpolovni €asi Stevilnih encimov v jetrih so od 0.2 do 150 ur.

Pravilo N-konca: Razpolovni Casi proteinov so povezani s
strukturo N-terminalne AK.

¢ Proteini z N-terminalnim Met, Ser, Ala, Thr, Val, ali Gly imajo
razpolovne Case vecje od 20 ur.

¢ Proteini z N-terminalnim Phe, Leu, Asp, Lys, ali Arg pa
razpolovne Case manjse od 3 minut.
PEST proteini, bogati s Pro (P), Glu (E), Ser (S), Thr (T), se hitreje
razgradijo kot drugi proteini.



Proteolitiéni sistemi v celici
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,Domaci‘ proteini se pretezno razgrajujejo v proteoliticCnem
kompleksu proteasomu. Najprej jih ustrezni encimi oznacijo za
razgradnjo z vezavo malega, evolucijsko zelo ohranjenega,

proteina ubikvitina.
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Proteasomska pot razgradnje proteinov
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THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.42 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Razgradijo se delno denaturirani ali okvarjeni proteini, ki imajo
specificno mesto razkrito, da ga prepozna aktivni center encima
ubikvitin ligaza, ki tja ,pripne‘ ubikvitin.

Vezava ubikvitina na ,obsojeni’ protein je sklopljena s hidrolizo
ATP.
Delujejo trije encimi (E1, E2 & E3).

¢ Najprej se terminalni karboksil ubikvitina poveze s
sulfhidrilno skupino (-SH) cisteina na E1. To je sklopljeno s

hidrolizo ATP.

¢ 7atem se ubikvitin prenese na —SH cisteina na ubikvitin-
konjugacijskem encimu (E2).
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[ubiquitin} C—S—Cys—E2 + H,N—Lys—protein to be degraded

lES (Ubiquitin-Protein Ligase)
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Koncno ubikvitin-protein ligaza (E3) prenese aktiviran ubikvitin na
g-amino skupino na Lys ,obsojenega’ proteina (izopeptidna vez).
Poznamo veliko razli¢nih ubikvitin ligaz z razlicno substratno
specificnostjo. En E3 je specificen za N-konec (pravilo N-konca).
Nekateri E3 so specificni za prav doloCene proteine.



destruction Primary structure of a protein

box targeted for degradation
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Vec ubikvitinov se doda, dobimo verigo ubikvitinov.

Terminalni karboksil ubikvitina se veze na e-amino skupino Lys na
sosednjem ubikvitinu.

Veriga najmanj 4 ubikvitinov je znak, da se bo protein razgradil v
proteasomu.
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Jedro proteasoma (20S) vsebuje 2 x14 razli¢nih proteinov.
¢ 7/ a-proteinov tvori o obroce na konceh valja.
¢ '/ B-proteinov tvori 2 centralna 3 obroca.



20 S Proteasome
(yeast) closed state

two views PDB 1JD2

V jedru proteasoma je votlina (prostor) s 3 kompartmenti,
Ki jih povezujejo ozki prehodi.

3 B podenote imajo proteazno aktivnost z razli¢no
substratno specifi¢nostjo. Gre za treoninske proteaze,
aktivni centri so znotraj votline.



Cilinder (jedro) proteasoma ima lahko dve vrsti pokrovov (cap)
— manjsi je 11S in vecji 198S.
Vloga 19S pokrova je, da denaturira protein, preden se bo v

jedru proteasoma razgradil. Za to je potrebna hidroliza ATP.
Poleg tega ta pokrov odcepi ubikvitine, da se lahko ponovno

uporabijo.

20S Proteasome




Manjsi 11S pokrov:
Omogoca, da majhni,
neubikvitirani proteini &
peptidi lahko pridejo v jedro
proteasoma. To ne zahteva
hidrolize ATP. Za vstop morajo
biti vsaj delno razviti.

11S pokrov je kupolast, na vrhu
ima veliko luknjo.

Vezava 11S pokrova povzroci
konformacijsko spremembo
jedra, da se odpre vhod van,;.

20 S Proteasome
(yeast), with
11S Regulator
(Trypanosome)

two views

PDB 1FNT



,Tuji‘ proteini in del ,domacih’
proteinov se razgradi v lizosomih

Phagocytosis Autophagy Receptor-mediated
endocytosis

Cell or particle Damaged Macromolecules
organelle

V lizosomih so proteinaze
katepsini z zelo raznovrstno
specificnostjo. Poleg njih je
tam Se vrsta drugacnih
hidroliticnih encimov. Vsi
optimalno delujejo pri pH
okrog 4,5.

Early endosome

(fusing with

Lysosome Late vesicle from
endosome Golgi)

Figure 7-14 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Proteinaze v lizosomih so KATEPSINI,
razlikujejo po ,aktivni‘ AK in po specifiCnosti.

Vrste proteinaz (tudi katepsinov):

* serinske proteinaze (treoninske proteinaze)
* t1olne proteinaze

* karboksilne proteinaze

* metalo-proteinaze
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kataliticna triada P

Triada povzroci, da postane OH- od Ser
veliko bolj reaktivna (nukleofilna).

Struktura tripsina, tipicne serinske proteinaze,
in njegova katalitiCna triada
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1. stopnja: kovalentna kataliza

Chymotrypsin 2. stopnja: kislinsko-bazna kataliza
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mehanizem
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Kataliticni

serinskih
proteinaz.
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Serinske and tiolne proteinaze
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A Serine protease

Acylation

Kataliticna triada aktivira OH- Ser
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B Thiol protease

Deacylation

Kataliticna triada aktivira SH- Cys



Karboksilne and metalo-proteinaze delujejo preko
aktivirane molekule vode
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C Carboxyl protease Aktivno vlogo ima voda, ki jo aktivira COOH- skupina Asp

D Metallo protease Aktivno vlogo ima voda, ki jo aktivira kovinski ion, najveckrat Zn?*
>



velike AK + nabite AK male AK
(aromati¢ne) (Lys, Arg) (Ala 1td)

Chymotrypsin Trypsin Elastase

KatalitiCna reza v aktivnem centru doloca
specificnost - razlikuje med radikali AK, ki je
ob peptidni vezi, ki se bo razcepila(ta AK je
seveda del tistega proteina, ki je substrat).

© 2004 John Wiley & Sons, Inc.
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Kontrola kvalitete proteinov - povzetek

* Proteasomski sistem je glavno kontrolno mesto za razgradnjo
poli-ubikvitiniranih proteinov.

 Nekateri proteini (specifi¢na sekvenca in delno razvitje!) so
mono-ubikvitinirani. Ti se verjetno prenesejo v lizosom.

* Lizosomi vsebujejo proteoliticne encime katepsine , ki
predvsem razgradijo ekstracelularne proteine ter le nekatere
(mono-ubikvitirane) celici lastne proteine.

 Oba sistema potrebujemo za odstranjevanje ‘izrabljenih’ In
napacno zvitih proteinov.

» Skoraj 50 % vseh sintetiziranih proteinov se takoj razgradi!



