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Uvod

Ova skripta je namenjena za predmet Istrazivanje podataka u bioinformatici. U skripti su

opisane bioloske osnove potrebno za bavljenje bioinformatikom. Poglavlja su nastala dopunom

materijala dr Milosa Beljanskog.
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Glava 1

Osnove biologije

1.1 Celije i organizmi

Zivot se, najkrace i najopstije, moze definisati kao visoko (samo)organizovani kompleksan
sistem, koji se sastoji od molekula i atoma (jona).

Americka svemirska agencija (NASA) je definisala Zivot kao: samoodrzivi hemijski sistem
sposoban za Darvinijansku evoluciju. Savremena minimalna definicija zivota je [8]: Zivot je
samoodrzivi hemijski sistem van ravnoteze, sposoban za obradu, transformaciju i akumulaciju
informacije prikupljene iz svoje sredine. Na slici 1.1 se mogu videti osnovne karakteristike zivih
bica.

Celija je osnovna strukturalna i funkcionalna (bioloska) jedinica svih do sada poznatih
organizama.

Organizam ili jedinka, je slozeni sistem organa i moze biti jednocelijski ili viseéelijski.
Jednodelijski organizmi se sastoje od subcelularnih (strukture unutar celije) komponenti, tj.
organela. Ta jedna ¢elija mora da obavlja sve osnovne zivotne funkcije, kao sto su ishrana, rast,
razmnozavanje ili kretanje. Primeri jednocelijskih organizama su bakterije, amebe, neke alge,
kvasci.

Visecelijski organizmi mogu biti kolonijalni ili sa diferentovanim ¢elijama. Kod kolonijalnih
visecelijskih organizam Celije su grupisane u koloniju, ali su sli¢ne i relativno nezavisne, tj. svaka
¢elija moze da funkcionise skoro samostalno. Primer kolonijalnog organizma je kolonijalna alga,
Volvox. Diferentovani visecelijski organizmi su organizmi kod kojih su éelije specijalizovane za
obavljanje razli¢itih funkcija u organizmu. Na primer, nervne éelije prenose nervne impulse,
misiéne céelije omogucéavaju kretanje, a krvne éelije prenose kiseonik. Kod slozenijih viseéelijskih
organizama diferentovane éelije formiraju tkiva, tkiva grade organe, a organi zajedno ¢ine organske
sisteme. Primeri diferentovanih visecéelijskih organizama su: ¢ovek, zivotinje ili biljke.

Prema svojoj organizaciji ¢elije se manifestuju u dva osnovna tipa:
 prokariotske éelije ¢iji je geneticki (informacioni) materijal organizovan kao nukleid i nije

odvojen membranom od ostatka celije i

o cukariotske ¢iji je geneticki materijal organizovan kao nukleus odvojen dvostrukom mem-

branom od ostatka éelije.

Eukariotska celija se sastoji od:
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RAST | RAZVOJ

RAZMNOZAVANJE

stvaranje potomstva

NASLEDIVANIE

nasledivanje osobina

CELIJSKA STRUK-
TURA | SASTAV

Slika 1.1: Osnovne karakteristike zivih bic¢a

e jedra - organela koja sadrzi genetski materijal céelije u obliku DNK. Jedro kontrolise

aktivnosti Celije, ukljucujuéi sintezu proteina, rast i deobu celije.

o jedarca (nucleolus) - struktura unutar jedra u kojoj se sintetise ribozomska RNK (rRNK) i

formiraju podjedinice ribozoma.
« mitohondrija - organele u kojima se odvija celijsko disanje i proizvodnja energije.

e ribozomi - strukture u kojima se vrsi sinteza proteina. Oni prevode genetsku informaciju sa

RNK u proteinske molekule.

o Celijska membrana je polupropustljiva struktura koja okruzuje ¢éeliju i regulise ulazak i

izlazak supstanci izmedu ¢elije i spoljasnje sredine.
Prokariotska celija sadrzi:

e nukleoid, region u ¢éeliji gde se nalazi DNK prokariota.

e ribozome koji u prokariotskim celijama imaju istu osnovnu funkciju kao i kod eukariota —

sintezu proteina.

e Celijsku membranu koja reguliSe transport supstanci u ¢eliju i iz nje i uc¢estvuje u nekim

metabolickim procesima.

o Celijski zid koji daje Celiji oblik i pruza mehanicku zastitu.
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e kapsulu, zastitni sloj koji se nalazi oko celijskog zida kod nekih bakterija. Ona Stiti ¢eliju

od nepovoljnih uslova i moze povecati sposobnost bakterije da se veze za povrsine.

o flagelum, tj. bi¢ je struktura koja omogucava kretanje Celije u te¢noj sredini.

Na slici 1.2 se mogu videti delovi eukariotske i prokariotske ¢elije, a u tabeli 1.1 poredenje

njihovih karakteristika.

Eukaryote Prokaryote

Membrane- Mitochondrion
enclosed nucleus

Nucleoid Capsule
{some prokaryotes)

Flagellum

Cell Wall

Cell Membrane
{in some eukaryotes)

Slika 1.2: Eukariotska vs prokariotska celija

1.2 Klasifikacija organizama

Bioloska sistematika organizama se bavi proucavanjem, razgranicavanjem, uporedivanjem,
hijerarhijom i filogenijom organizama, ili preciznije, obuhvata

a) dodeljivanje imena,

b) njihovo opisivanje,

c¢) njihovo uzorkovanje i ¢uvanje,

d) klasifikaciju i odredivanje kriterijuma za nju,
e) izucavanje njihove evolucije i

f) mehanizama adaptacije.

Cesto se uz termin bioloska sistematika koristi i termin bioloska taksonomija. Medutim,
taksonomija je uzi pojam i bavi se tackama od (a) do (d), tj. taksonomija se pretezno bavi defini-
sanjem taksona i dodeljivanjem taksonomskih rangova (kategorija) odredenim taksonima. Najvisi
taksonomski rang organizma u taksonomiji je superkraljevstvo ili carstvo (lat. superregnum,
eng. superkingdom , takode i eng. domain — domen). Nize taksonomske kategorije su: tip ili
razdeo (lat. phylum, eng. division), klasa (lat. classis), red (lat. ordo), porodica ili familija
(lat. famillia), rod (lat. genus) i vrsta (lat. specia). Na slici 1.3 se moze videti graficki prikaz
hijerarhije taksonomskih rangova organizama sa primerom taksonomske klasifikacije coveka.

Vrsta se definiSe kao grupa populacija (populacija — skup jedinki koje se mogu medusobno
ukrstati, tj. daju fertilne (plodne) potomke i zive na istom geografskom prostoru, tj. nisu rasplodno
izolovane), koje mogu biti rasplodno izolovane, ali se mogu medusobno ukrstati, tj. daju fertilne

potomke.
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Karakteristika

Prokarioti

Eukarioti

Tipi¢ni organizmi

Tipi¢na velic¢ina
Tip jedra

DNK
Sinteza RNK i proteina

Ribozomi
Citoplazmatska struktura

Kretanje céelije
Mitohondrije
Hloroplasti

Organizacija

Deoba éelije

bakterije, arheje

~1-5 pm

nukleoidni region; nema pra-
vog jedra

obi¢no kruzna

odvija se u citoplazmi

50S 1 30S
veoma

struktura
flagela gradena od flagelina

malo unutrasnjih

nema
nema

obi¢no jednoéelijski organizmi

binarna fisija (jednostavna de-

oba)

protisti, gljive, biljke, zivoti-
nje

~10-100 pm

pravo jedro sa dvostrukom
membranom

linearni molekuli (hromozomi)
sa histonskim proteinima
RNK se sintetise u jedru, pro-
teini u citoplazmi

60S i 40S

visoko organizovana endo-
membranama i citoskeletom
flagela i cilije sa mikrotubula-
ma; lamelipodije i filopodije
sa aktinom

od jedne do nekoliko hiljada
(neke éelije ih nemaju)
prisutni kod algi i biljaka
jednocéelijski, kolonijalni ili vi-
Secelijski organizmi sa speci-
jalizovanim éelijama

mitoza (fisija ili pupanje) i me-
joza

Tabela 1.1: Poredenje karakteristika prokariotskih i eukariotskih celija

U upotrebi su najmanje tri alternativne klasifikacije organizama, na najvisim taksonomskim

rangovima

1. podela na dva carstva (superdomain): prokariote (Prokaryota ili Monera)) i eukariote (Eu-

karyota), (u ovom slucaju termin pro- i eu-kariote oznacava pored tipa ¢elijske organizacije

i taksonomsku kategoriju.

2. podela na 6 kraljevstva: arhebakterije (Archaea, gr.ar ), eubakterije (Eubacteria), protiste

(lat. Protista), gljive (lat. Fungus), biljke (lat. Planta) i zivotinje (lat. Animalia).

3. podela na tri carstva (domain, superregnum) (slika 1.4: Arhee (Archea), Bakterije (Bacteria)

i Eukarie (Eukarya).

Podela zivih organizama na tri carstva izvrSena je na osnovu poredenja sekvenci ribozomske

RNK. Molekularna analiza pokazala je da se organizmi mogu grupisati u tri osnovne

evolutivne linije koje se znacajno razlikuju po genetskim i biohemijskim osobinama.
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s N
Domen: Eukaryota

S * J

s N
Carstvo: Animalia

S * J

s N

Tip: Chordata

S * J

s N
Klasa: Mammalia

N * J

s N

Red: Primates
S * J
s N
Porodica: Hominidae
& * J
s N
Rod: Homo
S * J
s N
Vrsta: Homo sapiens
N J

Slika 1.3: Hijerarhijski prikaz taksonomskih rangova organizama sa primerom taksonomske
klasifikacije ¢oveka

‘ ¥ Figure 1.13 The three domains of life.

| (a) Domain Bacteria | (b) Domain Archaea

E
£ El
= ~
‘|’N
Bacteria are the most diverse and widespread prokaryotes and are Some of the prokaryotes known as archaea live in Earth's extreme
now classified into multiple kingdoms. Each rod-shaped structure environments, such as salty lakes and boiling hot springs. Domain
in this photo is a bacterial cell. Archaea includes multiple kingdoms. Each round structure in this

photo is an archaeal cell.

(c) Domain Eukarya

< Kingdom Animalia
consists of multicellular
eukaryotes that ingest
other organisms.

A Kingdom Plantae consists of - L
terrestrial multicellular
eukaryotes (land plants) that
carry out photasynthesis, the
conversion of light energy to
the chemical energy in food.

» Protists are mostly
unicellular eukaryotes
and some relatively
simple multicellular
relatives. Pictured

is defined in part here is an assortment

by the nutritional of protists inhabiting

mode of its members (such as this mushroom), which pond water. Scientists are currently debating how to classify protists
absorb nutrients from outside their bodies. in a way that accurately reflects their evolutionary relationships.

» Kingdom Fungi

Slika 1.4: Podela na tri carstva: Arhee, Bakterije i Eukarie
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U okviru Eukaria su kraljevstva: protista, gljiva, biljka i zivotinja.
Eukaria se moze podeliti u dva poddomena prema broju flagela (biceva) kod ¢elija predaka i

nekim genetskim karakteristikama:
1. Unikonte (Unikonta — jedna flagela ili bi¢, (lat. uni - jedan + flagellum-a — bi¢)): razne
Protiste, Gljive i Zivotinje i
2. Bikonte (Bikonta (lat. bi — dva) dve flagele: razne Protiste i Biljke.
Ova podela ponajbolje odslikava evolucione odnose, ali nije opsteprihvaéena.

Slika 1.5 prikazuje filogenetsko stablo eukariota i podelu eukariotskih organizama na dve

velike evolutivne grupe: unikonte (Unikonts) i bikonte (Bikonts).

‘Unikonts’ e eeee ‘Bikonts’
-

- N
e ~ - Archaeplastida 1N

-
4 S Apusomonads (= Plantae) s

\
’ \
A Amoebozoa \
! i \
[}
]
] Phalansterium _ (1) /
' =2
] @ ®®
\ L ol Fizaria
\
|‘ 3
|

Opisthokonts

-

Excavata

inc. Animals !
and Fungi '
Eukaryotes
Prokaryotes
Eubacteria Archaebacteria

Current Biology

Slika 1.5: Filogenetsko stablo eukariota i podela eukariotskih organizama na dve unikonte i
bikonte

Binominalna nomenklatura je formalni sistem kojim se imenuju i kalsifikuju organizmi. Svako
ime se sastoji od dva dela, koji upotrebljavaju latinsku gramaticku formu, koji imenuju rod i
vrstu, npr. Homo sapiens, Escherichia coli, itd.

Drvo zivota (slika 1.6) predstavlja graficki prikaz evolutivnih odnosa izmedu svih zivih
organizama na Zemlji. U ovom prikazu organizmi su rasporedeni u obliku granajuceg stabla
koje potice od zajednickog pretka svih zivih bi¢a. Svaka grana na stablu predstavlja odredenu
evolutivnu liniju organizama koja se tokom vremena razdvajala i razvijala u razli¢ite vrste.

Uobicajeno se evolucija organizama prikazuje kao drvo zivota, gde se geni prenose vertikalno,
odnosno sa roditelja na potomke tokom generacija. Medutim, genetski materijal se moze prenositi
i horizontalno, izmedu razlic¢itih organizama koji nisu u direktnom odnosu predak—potomak. Slika
1.7 prikazuje horizontalni genski transfer, odnosno prenos genetskog materijala izmedu razli¢itih
organizama koji nisu u odnosu predak—potomak. Ovaj proces je narocito cest kod bakterija i
pokazuje da evolucija zivota nije uvek strogo hijerarhijska kao drvo, ve¢ moze imati i mrezastu
strukturu zbog razmene gena izmedu razli¢itih linija organizama.

Habitat predstavlja prirodno okruzenje u kome odredena vrsta organizma zivi i u kome
pronalazi uslove potrebne za opstanak, kao $to su voda, hranljive materije, odgovarajuca tempe-
ratura i hemijski uslovi. Na slici 1.8 su prikazani veoma razli¢iti habitati na Zemlji. Slika ilustruje

da se zivot moze pronad¢i u veoma razli¢itim i ¢esto ekstremnim uslovima, sto pokazuje veliku
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[ Endosymbiotic bacteria | | Endosymbiotic,

became the mitochondria pholosynthetic bacteria Nu[gner Oé Known Eun;eatedl It_olal
| of eukaryotes. became chioroplasts. escribec) number of ving
& ; J A ZEF species species
. BACTERIA = 10,000 Milions
/ 1,000-
= ARCHAEA = 260 1 ilion
Life 2
g 400,000
1 g — 270,000 500000
&
= Protists
Protists
Protists 80,000 500,000
- . 1 milion
10 milion—
- 1,300,000 100 millon
yourBioPortal.com
Go to WEB ACTIVITY 1.1 98,000 1-2 milion
The Major Groups of Organisms Fung
. v
Slika 1.6: Drvo zivota
Bacteria Archaea Eucarya

Slika 1.7: Horizontalno genski transfer

prilagodljivost organizama na razli¢ite tipove stanista. Ekstremofilni mikroorganizmi su organizmi
(najCescée bakterije i arheje) koji mogu da zive i razmnozavaju se u ekstremnim uslovima okoline u
kojima veéina drugih organizama ne moze opstati. Takvi uslovi mogu ukljucivati veoma visoke ili

niske temperature, ekstremne pH vrednosti, visok salinitet, veliki pritisak ili intenzivno zracenje.

U prirodi organizmi ne zive izolovano, ve¢ su medusobno povezani razli¢itim oblicima interak-
cija. Ovi odnosi mogu znacajno uticati na opstanak, razmnozavanje i evoluciju vrsta. Interakcije
izmedu organizama ukljucuju i iskoriséavanje jednog organizma od strane drugog. Poseban oblik
takvih odnosa predstavlja simbioza. U zavisnosti od toga da li jedna ili obe vrste imaju korist ili
stetu od tog odnosa, razlikuju se razli¢iti oblici simbiotskih odnosa, medu kojima su parazitizam,
mutualizam i komensalizam.

Parazitizam (gr¢. para = ,pored® i sitos = ,hrana“) je vrsta odnosa izmedu vrsta u kome
jedna vrsta (parazit) zivi na ra¢un druge (domacina) (pr. krpelj, Plasmodium izaziva¢ malarije).

Mutualizam (izvedeno od: mutual= obostran, meduzavisan) je tip ekoloskih interakcija izmedu
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SHALLOW-WATER HOT SPRINGS,
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1
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6 mE Earth 50

Slika 1.8: Habitati organizama

jedinki razli¢itih vrsta kojim obe jedinke povecavaju svoju adaptivnu vrednost. Pritom, jedinke
nisu tokom celog zivota upucene jedna na drugu (npr. pcele i biljke cvetnice, biljke i gljive
mikorize). Komensalizam (izvedeno od lat. cum=zajedno, i lat. mensa=sto, trpeza) je oblik
ekoloskih interakcija izmedu vrsta koja na jednu vrstu (zvanu komensal) utic¢e pozitivno, dok
za drugu vrstu ne postoje ni pozitivne ni negativne posledice interakcije (npr. spore, plodovi ili

semena se zakace za Zzivotinju-prenosioca i tako budu rasejana).

1.3 Grada celije

Unutrasnjost éelije ¢ini protoplazma, koja je od spoljasnje sredine odvojena Celijskom mem-
branom. Membrana omogucava kontrolisanu razmenu supstanci izmedu éelije i okoline i time
odrzava stabilne uslove neophodne za odvijanje zivotnih procesa. Unutar ¢éelije nalaze se razli-
¢ite Celijske komponente, koje predstavljaju visokoorganizovane makromolekulske komplekse
sastavljene od proteina, lipida, nukleinskih kiselina i drugih molekula. Ove strukture obavljaju
specificne i specijalizovane funkcije i omogué¢avaju normalno funkcionisanje ¢elije. U Celiji se
mogu razlikovati razli¢ite vrste struktura: bioloSke membrane, globularne i fibrilarne komponente.
Bioloske membrane formiraju granice izmedu pojedinih delova ¢éelije i ucestvuju u transportu
molekula i ¢éelijskoj komunikaciji. Globularne strukture su kompaktni makromolekulski kompleksi,
dok fibrilarne strukture formiraju vlaknaste elemente koji ucestvuju u odrzavanju oblika ¢éelije i
u razli¢itim procesima kretanja i transporta unutar ¢elije. Medu membranskim subcelularnim
komponentama nalaze se ¢elijska membrana, jedro, mitohondrije i hloroplasti. Globularne kom-
ponente uklju¢uju ribozomalne subjedinice i proteazome, dok fibrilarne strukture ¢ine elementi
citoskeleta, kao sto su mikrofila menti izgradeni od aktina, intermedijarni filamenti i mikrotubule
izgradene od tubulina. Celija predstavlja slozen i visoko organizovan sistem u kome razli¢ite
strukture medusobno saraduju i omogucavaju odrzavanje zivotnih funkcija.

Na slici 1.9 je dat Sematski prikazi generalizovane (a) bakterijske, (b) biljne i (c) Zivotinjske

¢elije. U tabeli 1.2 je dat pregled nekih delova prokariotske éelije, a u tabeli 1.3 eukariotske celije.
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Slika 1.9: Generalizovana grada celije

Organel Glavna funkcija Struktura Organizmi Napomene

Hloroplast fotosinteza, hvatanje kompartment  biljke, proti- sadrzi sopstvene gene;

(plastid) energije sunceve sve- sa dvostrukom  sti pretpostavlja se da je na-
tlosti membranom stao endosimbiozom

Endoplazmatic¢ni sinteza i savijanje no- kompartment  svieukarioti grubi ER je prekriven

retikulum vih proteina (grubi sa jednom ribozomima; glatki ER
ER), sinteza lipida membranom ima tubularnu struktu-
(glatki ER) ru

Goldijev apa- sortiranje, pakovanje kompartment  svieukarioti cis-strana je okrenuta ka

rat i modifikacija protei- sa jednom ER; trans-strana je uda-
na membranom ljena od ER

Mitohondrije proizvodnja energi- kompartment  velina euka- sadrze sopstvenu DNK;
je oksidacijom organ- sa dvostrukom riota verovatno nastale endo-
skih molekula i sinte- membranom simbiozom
zom ATP

Vakuola skladistenje, trans- kompartment  eukarioti posebno velika u biljnim
port i odrzavanje sa jednom ¢elijama
homeostaze membranom

Jedro odrzavanje DNK, kompartment  svieukarioti sadrzi najveéi deo geno-

ma Celije

Tabela 1.3: Glavne eukariotske organele
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Organela / makro-
molekul

Glavna funkcija

Struktura

Organizmi

Karboksizom
Hlorozom
Flagelum
Magnetozom
Nukleoid
Plazmid
Ribozom (70S)
Tilakoid

Mezosomi

fiksacija ugljenika
fotosinteza

kretanje u spoljasnjoj
sredini

magnetna orijentaci-
ja

odrzavanje DNK,
transkripcija u RNK
razmena genetskog
materijala (DNK)
translacija RNK u
proteine

fotosinteza

funkcije slicne Goldi-
jevom aparatu i cen-
triolama

proteinski omota¢ (kom-
partment)

kompleks za sakupljanje
svetlosti

proteinski filament

neorganski kristal u li-
pidnoj membrani
DNK-—protein kompleks

kruzna DNK
RNK-protein kompleks

fotosistemski proteini i
pigmenti

mala nepravilno obliko-
vana organela koja sadr-
Zi ribozome

neke bakterije

zelene sumporne bak-
terije

neki prokarioti i eu-
karioti
magnetotakticne bak-
terije

prokarioti

neke bakterije
bakterije i arheje
uglavnom cijanobak-
terije

prisutni u veéini pro-
kariotskih celija

Tabela 1.2: Prokariotske organele i ¢elijske komponente

Hloroplasti hvataju energiju sunceve svetlosti u biljnim éelijama i nekim jednoéelijskim

eukariotima. Na slici 1.10 je prikazana (A) jedna éelija izolovana iz lista cvetnice, posmatrana

svetlosnim mikroskopom, na kojoj se vide zeleni hloroplasti. (B) Sematski prikaz jednog hloroplasta

koji pokazuje slozeni sistem unutrasnjih membrana koje sadrze molekule hlorofila pomocéu kojih

se apsorbuje svetlost.

chloroplasts

Inmer

Slika 1.10: Hloroplasti
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1.4 Atomi, interakcije izmedu atoma, molekuli

Atomi su osnovne jedinice materije i predstavljaju gradivne blokove svih hemijskih elemenata.

Osnovne Cestice atoma su protoni, neutroni i elektroni (slika 1.11), koje zajedno ¢ine strukturu
svakog atoma. Protoni imaju pozitivan elektricni naboj i nalaze se u jezgru atoma, zajedno sa
neutronima koji nemaju elektri¢ni naboj (neutralni su). Jezgro sadrzi gotovo svu masu atoma.
Elektroni imaju negativan naboj i kre¢u se oko jezgra u odredenim energetskim nivoima ili
elektronskim ljuskama. Broj protona odreduje hemijski element, dok raspored elektrona utice na
hemijska svojstva i na¢in na koji atom reaguje sa drugim atomima.

Valentni elektroni su elektroni koji se nalaze u najudaljenijoj (spoljasnjoj) elektronskoj ljusci
atoma. Oni su najvazniji jer uc¢estvuju u hemijskim reakcijama i odreduju kako ¢e se atom vezivati

sa drugim atomima.

PROTON
NUCLEUS

NEUTRON

0\ ELECTRON

Slika 1.11: Cestice atoma

U periodnom sistemu elemenata (slika 1.12) su organizovani prema rastuéem atomskom broju,
odnosno broju protona u jezgru. Raspored elemenata u redovima, periodama, i kolonama,
grupama, odrazava njihove sline hemijske i fizicke osobine. Atomi elemenata iz iste grupe
imaju slican broj valentnih elektrona, zbog cega pokazuju slicnu reaktivnost, dok se kroz periode
postepeno menjaju osobine kao sto su atomski radijus, elektronegativnost i energija jonizaci-
je. Periodni sistem tako omogucéava predvidanje ponasanja elemenata i njihovih medusobnih
interakcija, sto je od klju¢nog znacaja za razumevanje hemijskih reakcija i strukture materije.
Donji broj uz ime atoma se naziva redni ili atomski broj i predstavlja broj protona, a gornji broj
je maseni broj i jednak je zbiru broja protona i neutrona u jezgru. Atomi jednog elementa se
mogu medu sobom razlikovati po masi iako svi imaju isti broj protona. Razlika u masi potice od
razli¢itog broja neutrona u jezgru, a takvi atomi se nazivaju izotops.

Elektronski omotac se sastoji od tacno odredenog broja elektrona, koji se velikom brzinom
kre¢u u prostoru oko atomskog jezgra. Atomi su elektricno neutralne cestice, a to znaci da su
izgradeni od istog broja elektrona i protona.

Atomska orbitala (slika 1.13) predstavlja deo prostora u atomu gde je najvecéa verovatnoéa
nalazenja elektrona (elektronska gustina). Ne moze se tacno reéi gde je elektron, ali se moze reéi
gde se najcesée nalazi. Veli¢ina i oblik ovog prostora zavise od toga o kojoj se orbiti (n=1, 2,
3,...) i orbitali (podorbiti, 1=0-s, 1-p, 2-d,...) radi. Svaka s-podorbita sadrzi jednu s-orbitalu,
svaka p-podorbita sadrzi tri p-orbitale, d-podorbita sadrzi pet d-orbitala, a svaka f-podorbita

sadrzi sedam f-orbitala. U svakoj orbitali staju po dva elektrona, tako da se na osnovu atomskog
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1 4
1 1H zHe
Wasserstoff Helium
v SR 9 1 12 14 16 19 20
2 3LI 4Be 5B 5C 7N 30 qF ,uNe
Lithium Berylium Bor Kohlenstoff | Stickstoff | Sauerstoff Fluor Neon
23 24 27 28 31 32 35 40
3 | uNa | oMg | j3Al | 14Si | 5P 168 | 17Cl | jgAr
Natrium |Magnesium | Aluminium | Silicium Phosphor | Schwefel Chlar Argon
[
B 39 40 69 74 75 80 79 84
| 4 | 9K |20Ca |36a |3.6e |33As | 35€ | 3sBr | 36Kr
a Kalium Calcium Gallium | Germanium Arsen Selen Brom Krypton
85 88 115 120 121 130, 127 132
5 37Rb 3gSr 49'" 503“ 51Sb 52Te 53l saXe
Rubidium | Strontium Indium Zinn Antimon Tellur lod Xenon
133 138 205 208 209 |(209)° 210)* (222)*
6 |5sCs |s6Ba | Tl | g2Pb | g3Bi | g4P0 | gsAt | gsRn
Casium Barium Thallium Blei Wismut Polonium Astal Radon
(223)" (226)°
7 g7rr | gght@a [ Metalle [0 Halbmetalle  [] Nichtmetalle
Francium Radium

Slika 1.12: Deo periodnog sistem elemenata

broja moze odrediti raspored elektrona po orbitalama.

Vrste orbitala po obliku:

s orbitala (1=0) ima oblik sfere i prima 2 elektrona
o p orbitala (I=1) ima oblik tega i ima 3 orbitale i prima 6 elektrona
o d orbitala (1=2) ima 5 orbitala i prima 10 elektrona

 forbitala (1=3) ima 7 orbita i prima 14 elektrona

Slika 1.13: Atomske orbitale

Hibridizacija je koncept meSanja atomskih orbitala pri ¢emu se formiraju nove hibridne
orbitale. Hibridne orbitale su korisne za objasnjenje i opisivanje geometrijskog oblika molekula.
Pri mesanju s i p orbitala, dolazi do pomeranja centra naelektrisanja elektronskog oblaka u
odnosu na s orbitalu. Hibridizacija prema broju modifikovanih atomskih orbitala u ugljenikovom

atomu moze biti:

o tetraedarska hibridizacija - sp? ( zasi¢ena organska jedinjenja )
« trigonalna - sp? ( nezasiéena organska jedinjenja sa dvogubom vezom )

o digonalna - sp ( nezasi¢ena organska jedinjenja sa trogubom vezom )

U sp? hibridizaciji (slika 1.14) mesaju se 1s i 2p i nastaju 3sp? orbitale , dok 1p ostaje.
Zauzimaju oblik trougla u jednoj ravni sa uglovima od 120°.

Tabela 1.15) prikazuje za atome C, N i O koliko veza svaki od njih moze da napravi u

zavisnosti od hibridizacije. Za svaki atom je dato

o Hybridized orbitals - tip hibridizacije (sp?, sp?, sp)

e Number of bonds - maksimalan broj veza
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Slika 1.14: Opis sp? hibridizacije

e Geometry - oblik molekula
e Bonds to other atoms - koliko veza pravi sa drugim atomima

e Example - primer molekula

Table 1.2 Number of bonds that are possible from a neutral atom in molecules.

Hybridized Number of Bonds to
Atom orbitals bonds Geometry other atoms Example Specific example
C sp + Tetrahedral 4 | H
- == 1
¢ H-C-H
i
H
C sp” 4 Trigonal planar 3 | H JH
i e=c
H
C sp 4 Linear v —C= H-C=C-H
N sp 3 Trigonal 3 —hN— H-M-H
Pyramidal | ,_'1
2 v &
N sp 3 Bent 2 —N= . H
N=C._
H H
N sp 3 ey 1 N= INEC—H
(a] sp 2 Bent 2 —O— H-0-H
(a] sp 2 — 1 0= s o
a=C.
N H

Slika 1.15: Opis veza u zavisnosti od hibridizacije. Izvor: Allan D. Headley Organic chemistry :
concepts and applications 2020 John Wiley and Sons, Inc

Slika 1.16 prikazuje razliCite aspekte strukture i osobina jednog slozenog molekula. U delu A

predstavljeni su nacini prikaza molekula:

o strukturna formula koja pokazuje povezanost atoma i prisustvo hiralnog centra
e ball-and-stick model koji jasno ilustruje prostorni raspored i veze izmedu atoma

e Van der Waals model koji prikazuje zapreminu i realnu veli¢inu atoma.

U delu B prikazane su duzine hemijskih veza i uglovi izmedu njih, koji zavise od hibridizacije

i geometrije molekula. Deo C odnosi se na polarnost veza i raspodelu elektronske gustine, gde su



14 Glava 1. Osnove biologije

istaknute delimi¢no pozitivne i negativne oblasti, kao i uticaj elektronegativnosti elemenata na
polarnost. U poslednjem delu, delu D, objasnjene su vodoni¢ne veze, koje nastaju izmedu donora
i akceptora, uz prikaz njihovog formiranja i znacaja u stabilizaciji struktura kao sto su voda,
proteini i DNK.

Vodoni¢na veza (A — H *** B) je slaba medumolekulska interakcija koja nastaje izmedu
atoma vodonika (H), koji je vezan za jako elektronegativan atom (koji ,vuce“ elektrone ka sebi),
i drugog elektronegativnog atoma koji ima slobodan elektronski par (najcesée O, N, F). Nazivi
donor i akceptor poticu iz toga Sto u vodoni¢noj vezi dolazi do prenosa elektronske gustine izmedu
atoma. Donor (A-H) je deo molekula koji ima vezu A-H (npr. O-H ili N-H). u kojoj je vodonik
delimi¢no pozitivan, 1, i u¢estvuje u formiranju vodonicne veze. Akceptor (B) je atom (O, N ili

F) koji ima slobodan elektronski par i privlaci vodonik koriste¢i svoj elektronski par.

— A. Molecule illustrations ———  — B. Bond lengths and angles
Chiral center

0
1 v -
¢ .9 _?QJ

2. Ball- and-stick model

Eposiliue l:INeutraI l:INegaiiue

1. Partial charges in L-dopa

0.9 21 25 30 35 40
(] [9]
1 2 3 4
—— = Increasing electronegativity
3. Van der Waals model 2. Electronegativities
— D. Hydrogen bonds
- Dissociated Protonated
Acid  Base Donor Acceptor i i
A—H B A—H——PB 9 G
Initial state Hydrogen bond Complete reaction
1. Principle
H Al
\
_N IN—H-—-3} CH;
il i = T ¢
i K,E ¢ Nt—h—N  “cn
H N=C e N
H o, R
Water Proteins DNA
2. Examples

Koolman, Color Atlas of Biochemistry, 2nd edition @ 2005 Thieme

Slika 1.16: Molekuli i veze atoma u molekulu

Slika 1.16 prikazuje konceptualnu mapu koja objasnjava kako su izgradena organska jedinjenja
u zivim organizmima, pocCevsi od osnovnih subatomskih Cestica pa sve do slozenih biomolekula.

Na vrhu su prikazani neutroni, protoni i elektroni, koji grade atome. Atomi zatim formiraju
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hemijske elemente. Najvazniji za Zive organizme su ugljenik, vodonik, kiseonik i azot. Atomi
medusobno dele elektrone i formiraju kovalentne veze, ¢ime nastaju organski molekuli. Kovalentna
veza je hemijska veza koja nastaje kada dva atoma dele jedan ili vise parova elektrona. Svaki
atom doprinosi jednim elektronom. Postoje polarne i nepolarne kovalentne veze. Kod nepolarne
kovalentne veze elektroni su ravnomerno podeljeni (npr. Hs), a kod polarna jedan atom vise
yvuce“ elektrone (npr. H20). Od organskih molekula formiraju se velike organske supstance,
koje se dele u cetiri glavne grupe: ugljeni hidrati, lipidi, nukleinske kiseline i proteini. Ugljeni
hidrati su izgradeni od monosaharida koji se povezuju u polisaharide kao sto su glikogen, skrob i
celuloza. Lipidi nastaju od glicerola i masnih kiselina i formiraju trigliceride, voskove, fosfolipide
i sterole. Nukleinske kiseline su gradene od nukleotida i uklju¢uju DNK i RNK. Proteini su
sastavljeni od aminokiselina koje se organizuju u primarnu, sekundarnu, tercijarnu i kvaternarnu
strukturu. Slika jasno ilustruje hijerarhiju od osnovnih cestica do kompleksnih biomolekula i

njihovu medusobnu povezanost u zivim sistemima.

2.4 Major Organic Compounds of Living Organisms

Neutrons Protons Electrons.
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Slika 1.17: Glavne organske komponente zivih organizama

1.5 Makromolekuli

Makromolekuli se sastoje od velikog broja atoma (vise od 1000) i imaju velike molekulske

mase (M, > 500 do nekoliko miliona). Dele se na neorganske i organske. Neorganski makromolekuli
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su najcescée kristalne prirode (atomi su rasporedeni u pravilnu, uredenu mrezu) i uglavnom nisu
zasnovani na organskoj ugljeni¢noj strukturi karakteristi¢noj za zivi svet. Primeri neorganskih
makromolekula su dijamant, grafit, pesak (kristal alumosilikata), itd).

Organski makromolekuli su najéesée polimerne prirode. Polimeri (polus — mnogo, vise + meros
— deo) nastaju kovalentnim povezivanjem manjih strukturnih (pod)jedinica ili mera, odnosno
monomera koje se ponavljaju. Na primer polietilen (materijal od kog se ¢esto pravi plastika) se
sastoji od mnogo molekula etilena, a polinukleotid od nukleotid.

Oligomeri (oligos — nekoliko), sastoje se od manjeg broja monomernih jedinica (broj nije
precizan, obi¢no 10-100). Monomerne jedinice mogu biti iste hemijske prirode (homopolimeri,
npr.: etilen) ili se mogu manje ili vise razlikovati (hetero- ili kopolimeri, npr.: amino kiseline), ali
je tip veza izmedu njih isti (npr.: peptidna veza izmedu razli¢itih amino kiselina — polipeptidi).
Mogu biti:

 vestacki — sintetisani (npr.: razne vrste plastike: polivinilhlorid (PVC), vestacka guma)

e prirodni — bioloski — biopolimeri:

polisaharidi (polimeri Seéera, npr.: celuloza, hitin (nalazi se u oklopu insekata i

zidovima gljiva)),

— nukleinske kiseline (polimeri nukleotida, npr.: DNK, RNK),

lipidi (polimeri metilenskih , mostova“, tj. —C' Ho— grupa, npr.: masti, voskovi, steroli,

neki vitamini),

— belancevine (ili proteini, polimeri amino kiselina).

Po svojoj strukturi makromolekuli mogu biti:

e linearni (npr.: nukleinske kiseline, proteini), ili

e razgranati, tj. pored glavnog lanca mogu imati i bo¢ne. Najvazniji bioloski polimeri su:

Procesi kljucni za izgradnju i razgradnju bioloskih makromolekula u zivim organizmima su
kondenzacija i hidroliza (slika 1.18). Kondenzacija je reakcija u kojoj se monomeri povezuju u
polimere uz izdvajanje molekula vode. Sa jednog monomera uklanja se vodonik (H), a sa drugog
hidroksilna grupa (OH), koji zajedno formiraju H2O, dok se izmedu monomera uspostavlja
kovalentna veza i nastaje duzi lanac. Suprotan proces je hidroliza, pri kojoj se dodavanjem vode
razgraduju polimeri na pojedina¢ne monomere. Molekul vode se razdvaja na H i OH, koji se

vezuju za fragmente molekula i dovode do prekida kovalentne veze izmedu monomera.

1.6 Strukture bioloskih polimera

Konfiguracija molekula je trajna geometrija koja je rezultat prostornog rasporeda njegovih
veza. To je trajni oblik molekula koji moze da se promeni samo prekidanjem hemijskih veza, ne
moze samo rotacijom.

Sposobnost istog skupa atoma da formira dva ili vise molekula razlicitih konfiguracija je
stereoizomerija. Upotrebljena kao lekovi, jedinjenja razli¢ite konfiguracije obi¢no imaju razli-

¢itu fiziolosku aktivnost, ukljucujuéi zeljeni farmakoloski efekat, toksikologiju i metabolizam.
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(@) Condensation

H.O Water is removed
= in mnde nsation.

b [Monomer - {Monomer]-OH  +  H —[Monomer]-OH

A covalent bond forms HO
between monomers.

H —|M(momrHM(momcr HM(mamcr I—OH

() Hydrolysis

H —I Monomer H Monomer H Moo mer I—OH

H0 Water isadded
inhydralysis.

HO

Acovalent bond between

monomers is broken.

3.3 Condensation and Hydrolysis of Polymers  (a) A condensa-
tion reaction links monomers into polymers, (b) A hydrolysis reaction
digests polymers into individual monomers,

Slika 1.18: Izgradnja i razgradnja polimera

Konfiguracija se razlikuje od hemijske konformacije, oblika koji se postize rotacijom veze.

U hemiji, konformacioni izomerizam je oblik stereoizomerizma u kome se izomeri mogu
medusobno konvertovati isklju¢ivo rotacijama oko formalno jednostrukih (sigma) veza Takvi
izomeri se generalno nazivaju konformacionim izomerima ili konformerima i, posebno,
rotamerima.

Slika 1.19 prikazuje podelu izomera, odnosno razli¢ite nacine na koje molekuli mogu imati
istu hemijsku formulu, ali razli¢itu strukturu ili prostorni raspored atoma. Izomeri su vazni
za bioloske polimere (proteine, DNK, polisaharide), jer njihov oblik direktno utic¢e na funkciju.
Dve glavne grupe izomera su konstitucioni i stereoizomeri. Konstitucioni (strukturni) izomeri se
razlikuju po tome kako su atomi povezani. Na primeru sa slike isti su atomi molekula, ali fluor
(F) je vezan za razlic¢it C atom. Stereoizomeri (prostorni izomeri) imaju istu povezanost atoma
ali se razlikuju u prostornom rasporedu.

Vrste stereozomera su

o Enantiomeri - ogledalske slike molekula (kao leva i desna ruka)
o Diastereomeri nisu ogledalske slike ali imaju razli¢it raspored u prostoru. U njih spadaju

— cis/trans izomeri koji se pojavljuju kod dvostruke veze (C=C)

— Konformeri koji nastaju rotacijom oko jednostruke veze, pri ¢emu se veza ne preki-
da. Rotameri su posebna vrsta konformera koji predstavljaju predstavljaju razli¢ite

rotacione polozaje.

Primarna struktura definise vrstu, redosled i broj monomernih jedinica u polimernom
lancu i ona je posledica primarnih (kovalentnih) interakcija izmedu pojedinih mera (npr. u slucaju

proteina peptidna veza izmedu amino kiselina) u biopolimeru. U bioinformatici primarna
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Klasa Molekulska masa Veli¢ina (nm) Broj monomera Tip monomera
(Da)

Oligomeri 10%-10* ~ 2 < 102

Oligonukleotidi Nukleotidi
Oligopeptidi a-aminokiseline
Oligosaharidi Monosaharidi
Polimeri 10*-107 4-7 10*-10*

Nukleinske kiseline Nukleotidi

Proteini a-aminokiseline
Polisaharidi Monosaharidi
Supramolekulski  105-10'2 20-100 10-102

sklopovi

Nukleoproteini Nukleinske kiseline,

proteini
Proteinski kompleksi Proteini

Glikoproteini
Biomembrane

Proteini, glikani
Lipidi, proteini, glika-

ni

Tabela 1.4: Klase biomakromolekula i njihovo poredenje

Isomers
K
H-C-C-C-H .
HHH Constitutional Stereoisomers
HHH (structural) isomers (spatial isomers)
[
HG GG ol
HHH | Diastereomers ‘ | Enantiomers | (|: I L
SN P T
er a Br
|
HC CH CH
3 \ / 3
\C=C-/ C=C Conformers CHs Hs
/ \ / \ H CHy H H
H H HSC H
2 butene trans-z-butens. H H H H
H oHy

Slika 1.19: Izomeri

struktura se definiSe niskom slova koja predstavljaju akronime trivijalnih imena monomernih
jedinica datog polimera (npr. ACTG..., gde je A — Adenin, C — Citozin, itd., u smeru 5> — 3’
(pravac rasta i ¢itanja DNK/RNK lanca), u slu¢aju nukleinskih kiselina; GAV..., G — Glicin, A
— Alanin, itd., u smeru N-term — C-term., u sluc¢aju proteina). Na nivou primarne strukture
mozemo definisati sekvencione motive, podniske koje imaju specificne bioloske funkcije (npr.
Shine-Dalgarno podniska ili sekvenca (kratka sekvenca nukleotida u mRNA kod bakterija koja
sluzi kao signal za pocetak sinteze proteina): AGGAGG, u slucaju nukleinskih kiselina; Zn+-+
finger motif (cinkov prst - strukturni motiv u proteinima koji vezuje jon cinka i omogudéava
proteinu da se pravilno savije i veze za DNK) CXX(XX)CXXXXXXXXXXXXHXXXH, u sluc¢aju
proteina, gde je C cistein, a H histidin). Konsenzus sekvence su konzervativni sekvencioni
motivi. One su rezultat viSestrukog poredenja sekvenci (,,multiple sequence alignment*) i sastoje
se od podniski sa konzerviranim i varijabilnim monomernim jedinicama, npr. kod nukleinskih
kiselina, u sluc¢aju konsenzus sekvence A[CT|NAYR, A je stalno prisutno u svim poredenim
sekvencama, [CT] oznac¢ava C ili T, N bilo koji nukleotid, A bilo koji nukleotid osim A, Y je C
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ili T, a R je A ili G. Podse¢anje (A — Adenin, C — Citozin, T — Timin, G — Gvanin). U slucaju
ovako predstavljene sekvence [CT] ne daje podatak o zastupljenosti pojedinih nukleotida; to se
postize grafickim predstavljanjem tzv. sekvenca logoom.

Na slici 1.20 je sekvenca logo (sequence logo) i koristi se da prikaze koliko su odredeni
nukleotidi zastupljeni i vazni na svakoj poziciji u sekvenci. Na dnu je sekvenca AccAUGG, a
iznad svake pozicije nalaze se oznake nukleotida ¢ija visina odreduje koliko je taj nukleotid cest
i vazan na toj poziciji. Vise slova na jednoj poziciji oznacava da postoji varijabilnost , tj. vise
nukleotida se pojavljuje na toj poziciji. Jedno veliko slovo oznacava da je ta pozicija konzervirana,

tj. skoro uvek se pojavljuje isti nukleotid. AUG je start kodon (pocetak sinteze proteina).

-6-5-4-3-2-1+14+24+3+4

AccAUGG

Slika 1.20: Sekvenca logo. Zastupljenost nukleotida oko inicijacionog kodona kod ljudskih mRNK
molekula. (http://en.wikipedia.org/wiki/Sequence_logo)

Sekundarnu strukturu definisu dihedralni uglovi konformeri (¢, ¢ i © peptidna veza
kod polipeptida, a, 3, v, 9, €, { fosfodiestarski lanac kod polinukleotida), koji ¢ine ,ki¢mu
polimera. Sekundarna struktura je posledica sekundarnih interakcija (formiranja nekovalentnih,
vodoni¢nih veza) izmedu atoma koji ¢ine ki¢ému biopolimera (npr. u slu¢aju proteina sekundarna
struktura i njen tip (zavojnice, trake, okreti, petlje) su definisani vodoni¢nim vezama amidne i
karboksilne grupe koje ¢ine ki¢cmu molekula (peptidni lanac)). Tercijarnu strukturu definisu
polozaji svih atoma u prostoru, tj. njihova medusobna rastojanja i njihovi medusobni dihedralni
uglovi. Kvaternerna struktura predstavlja vise bioloskih makromolekula medusobno povezanih
nekovalentnim interakcijama (npr. hemoglobin se sastoji od dve o i dve  subjedinice, tj. a-globina
i B-globina).

Nukleinske kiseline (DNK i RNK) su bioloski makromolekuli polimerne prirode. Sastoje se
od osnovnih jedinica koje se ponavljaju: nukleotida. Nukleotidi se sastoje od Secera pentoze,
riboze u RNK ili dezoksiriboze u DNK (slika 1.21), fosforne kiseline i azotnih baza —
pirimidina (citozin C, timin T i uracil U kod RNK) i purina (adenin A i guanin G) (slika 1.22).
Azotne baze su N-glikozidnom vezom povezane sa C1’ atomom u petoclanom prstenu Secera.
Ovakvo jedinjenje se naziva nukleozid. Fosforna kiselina je povezana estarskom vezom za C5’ atom
SeCera pentoze; ovakvo jedinjenje se naziva nukleotid. Formiranjem fosfodiestarskih veza izmedu
dva nukleotida (na pozicijama C5’ i C3’) u procesu polimerizacije gradi se polinukleotidni
lanac. Primarna struktura polinukleotidnog lanca je redosled nukleotida koji se ,,¢ita“ u smeru
5" — 3’ Dva polinukleotidna lanca se mogu medusobno povezati nekovalentnim interakcijama
(vodoni¢ne veze) u dvostruku zavojnicu, tako Sto se purinska baza A sparuje sa pirimidinskom
bazom T (u slu¢aju RNK U), i purinska baza G sa pirimidinskom bazom C.

Slika 1.23 ilustruje Watson—Crick model sparivanja baza u DNK, gde se adenin sparuje

sa timinom formirajuéi dve vodonic¢ne veze, dok se gvanin sparuje sa citozinom formirajuéi


http://en.wikipedia.org/wiki/Sequence_logo
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Slika 1.21: Pentoze
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FIGURE 3.05 The Bases of the Nucleic Acids
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The four bases of DMA are odenine, guanine, cylosine and thymine. In R4, uracll reploces hymine
Pyrimidine bases conbam one-ring siruchures, whereas punine bases confain two-ring structres.

Slika 1.22: Baze nukleinskih kiselina

tri vodoni¢éne veze. Uprkos razlici u broju veza, oba para imaju gotovo identiénu prostornu
dimenziju zahvaljujuéi sparivanju purina sa pirimidinom, $to omogucéava uniformnu strukturu
dvostruke zavojnice. Geometrija i raspored vodoni¢nih veza odreduju specificnost i stabilnost

ovih interakcija.

Cytosine

@

©
L1lnm

1.08 nm

FIGURE 10.17 The Watson—Crick base pairs A: Tand G:C.

Slika 1.23: Watson—Crick sparivanja baza A-T i G-C

Slika 1.24 prikazuje deo DNK molekula sastavljen od dva antiparalelna polinukleotidna
lanca povezana vodoni¢nim vezama izmedu komplementarnih baza. Seé¢erno-fosfatna ki¢ma ¢ini
spoljasnji deo molekula, dok su baze usmerene ka unutrasnjosti i sparuju se prema pravilima
Watson—Crick modela: adenin sa timinom (dve vodoni¢ne veze) i gvanin sa citozinom (tri vodoni¢ne
veze). Nukleotidi u lancu povezani su fosfodiestarskim vezama izmedu 3’ i 5” ugljenikovih atoma,
a lanac ima definisan smer 5 — 3’.

Slika 1.25 prikazuje Watson—Crick sparivanje baza i hemijsku osnovu formiranja vodoni¢nih
veza izmedu komplementarnih baza. Adenin i timin formiraju dve vodoni¢ne veze, dok gvanin i

citozin formiraju tri, Sto doprinosi vec¢oj stabilnosti G—C parova. Elektrostaticke mape prikazuju
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Slika 1.24: Prikaz jednog segmenta DNK

raspodelu parcijalnih naelektrisanja (8 i §), koja omoguéava specifi¢no i selektivno sparivanje

baza, zasnovano na komplementarnosti donorskih i akceptorskih mesta za vodonicne veze.

Y‘\ thymine (T)
NI‘\
7 N
sugar  adenine (A)

cytosine (C)
¢ fi .

1(‘D|

g 0 = Ly

Figure 24-18 The two kinds of hydrogen-bonded base-pairing that occur in DNA.
In RNA, adenine forms a base pair with uracil instead of with thymine.

Slika 1.25: Sparivanje baza u DNK

Na slici 1.26 su prikazani strukturni parametri dvostruke spirale DNK. Watson—Crick dvo-
struka spirala sastoji se od priblizno 10,5 baznih parova po jednom zavoju. Posto 360° predstavlja
jedan zavoj, svaki susedni bazni par rotira za oko 34.3°. Visina jednog zavoja spirale iznosi 35.7
A. A (angstrem, Angstrém) je jedinica za duzinu koja se koristi za opisivanje veli¢ine atoma i
molekula. 1A = 1071%n = 0.1nm Rastojanje izmedu susednih baznih parova duz ose iznosi 3.4
A. Bazni parovi su blago nagnuti ( 6°) u odnosu na horizontalnu ravan. Preénik spirale iznosi
oko 20 A. Na slici su prikazani i veliki i mali zleb, koji imaju vaznu ulogu u vezivanju proteina.

Sekundarna struktura nukleinskih kiselina obuhvata razli¢ite prostorne organizacije koje
nastaju kao posledica intramolekulskog sparivanja baza (slika 1.27). Pored klasi¢ne dvostruke
spirale (dupleksa), javljaju se i jednolanc¢ani regioni, ukosnice (hairpin strukture), ispupcenja
(bulges), unutrasnje petlje i razgranate strukture (junctions). Ove strukture su posebno izrazene

kod RNK i imaju vaznu ulogu u stabilnosti molekula, kao i u njegovoj funkciji i interakciji sa
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Figure 1.12 The DNA double helix in solution: structural parameters. The Watson-Crick double
helix is composed of about 10.5 bose pairs per helical furn. Since 360° consttutes one helical furn,
there would be a 34.3° twist angle or rolation per residue between adjacent bose pairs (see Table
1.4). The helx pitch or length per helical trn is 35.7 A. The axial rise or distance between two pla-
nar base pairs is 3.4 A. The base pair filt or deviafion from the horizontal plane of the bases is
about -6°. The helix diameter or the width of the helix is about 20 A. Note the positions of the mi-
nor groove and the major groove.

Slika 1.26: Dvostruka spirala DNK

proteinima.
a. DUPLEXES b. SINGLE STRANDED REGIONS
c. HAIRPINS d. BULGES
HAIRPIN STEM
e. INTERNAL LOOPS I JUNCTIONS
MISMATCH SYMMETRIC ASYMMETRIC THREE STFM FOURSTEM
INTERNAL LOOP  INTERNAL LOOP

Slika 1.27: Helikoidne strukture kod nukleinskih kiselina

1.7 Interakcija sa drugim molekulima

Na slici 1.28 su prikazana mesta za formiranje vodoni¢nih veza u velikom i malom zlebu. Bazni
parovi A- T, T-A, G- Ci C -G prikazani su sa potencijalnim mestima za formiranje vodoni¢nih
veza dostupnim proteinima kako u velikom tako i u malom zlebu. Pozicije donora vodoni¢nih veza
oznacene su trouglom sa znakom ,,+“, usmeren od vodonika donora. Akceptori vodoni¢nih veza
oznaceni su trouglom sa znakom ,-“, usmeren ka centru bogatom elektronima. Mesta koja ne
ucestvuju u vodoni¢nim vezama, ali mogu ucestvovati u elektrostatickim interakcijama, prikazana
su pravougaonicima. Na desnoj strani slike je dat linearni prikaz redosleda potencijalnih mesta
za formiranje vodoni¢nih veza u velikom zlebu (gore) i malom zlebu (dole) za svaki bazni par.
Svaki od cCetiri bazna para poseduje jedinstven obrazac potencijala za vezivanje vodoni¢nih

veza. Definisana sekvenca DNK odreduje jedinstvenu trodimenzionalnu povrsinu proteina koja je
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potrebna za interakciju specificnu za sekvencu.
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Slika 1.28: Mesta za formiranje vodoni¢nih veza u velikom i malom zlebu u

Proteini mogu da citaju DNK bez razdvajanja lanaca.

Slika 1.29 prikazuje kako proteini prepoznaju DNK sekvencu putem vodoni¢nih veza izmedu
aminokiselina i azotnih baza u velikom i malom Zlebu. U velikom zlebu baze imaju jedinstven
raspored donorskih i akceptorskih mesta, sto omoguéava specificno prepoznavanje baznih parova
(npr. arginin—G - C, glutamin—-A - T). U malom Zzlebu informacije su manje specifi¢ne, pa je
prepoznavanje ogranic¢eno. Specificno prepoznavanje DNK od strane proteina putem vodoni¢nih

veza u velikom zlebu omogucava regulaciju genske ekspresije i pravilno funkcionisanje celije.
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Slika 1.29: Protein-DNK vezivanje
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1.8 Nukleotidni kod (IUPAC)

Medunarodna unija za ¢istu i primenjenu hemiju (IUPAC) definise sledeée skradenice za

nukleotide:

1.8.1 Osnovni nukleotidi
e A — Adenin

C — Citozin

¢ G — Gvanin
e T — Timin

e U — Uracil

1.8.2 Dvosmisleni (degenerisani) simboli
« R-Aili G (purin)

e Y-Cili T (U) (pirimidin)

M - A ili C (amino)

K-Gili T (U) (keto)

S - Cili G (jake veze, 3 vodoni¢ne veze)

W - Aili T (U) (slabe veze, 2 vodoni¢ne veze)

1.8.3 Iskljucujuéi simboli

« B-CiliGili T (U) (nije A)

D-Aili Gili T (U) (nije C)

e« H-Aili Cili T (U) (nije G)

V- Aili Cili G (nije T (U))

1.8.4 Ostalo
e« N-Aili Cili Gili T (U) (bilo koji nukleotid)

o . ili - — praznina (gap)

1.9 Konvencije za pisanje DNK sekvenci

DNK sekvence se zapisuju prema standardizovanim pravilima koja definiSu nacin predstavlja-

nja polariteta, baznih parova, oligonukleotida i ponavljajuéih sekvenci.
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1.9.1 Polaritet sekvence
Sekvenca DNK se pise sleva nadesno u smeru 5’ — 3’. Na primer, sekvenca GGAATTCC

predstavlja zapis:

5 GGAATTCC 3

1.9.2 Bazni parovi

Bazni parovi oznacavaju se tackom izmedu baza, ¢ime se ukazuje na njihovo sparivanje putem

vodonic¢nih veza:

e AT

e G-C

1.9.3 Oligonukleotidi

Oligonukleotidi predstavljaju kratke sekvence nukleotida i mogu se zapisivati na dva nacina:

e pomocu crtice izmedu baza

e kao uzastopna slova
Primeri:

e Dinukleotidi: A-T, G-C ili AT, GC

o Trinukleotidi: G-A-T ili GAT

1.9.4 Ponavljajuci oligonukleotidi

Ponavljajucée jedinice u DNK polimerima oznacavaju se pomoc¢u notacije poly(x), gde x

predstavlja bazu ili niz baza koji se ponavlja.

e Mononukleotid: poly(A)
e Dinukleotid: poly (AT)

o Trinukleotid: poly (GAT)

1.9.5 Dvostruko-lanc¢ani ponavljajuci polimeri

Kod dvostruko-lan¢anih DNK molekula, komplementarni lanci se prikazuju zajedno, pri ¢emu

se njihovo sparivanje oznacava tackom. Sekvence se i dalje pisu u smeru 5’ — 3°.
o Mononukleotid: poly(4) - poly(T)
e Dinukleotid: poly (AT) - poly(AT)

 Trinukleotid: poly (GAT) - poly(ATC)
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1.9.6 Napomene

o Da bi se razlikovala DNK od RNK, moze se koristiti oznaka d (deoksi), npr. dA-T ili dG-dC.

Kada je jasno da se radi o DNK, ova oznaka se cesto izostavlja.
e Alternativni zapisi uklju¢uju: poly (dA-dT) i poly(dA) - poly(dT).

Standardizovan zapis DNK sekvenci omoguéava jasno i jednoznac¢no predstavljanje strukture
i organizacije nukleinskih kiselina, ukljucujuéi smer lanca, komplementarnost baza i ponavljajuce
obrasce u sekvenci.
Sledece skracenice se obi¢no koriste za opisivanje duzine D/RNK molekula:
« bp = base pair(s) — jedna bp odgovara priblizno 3.4 A (340 pm) duzine lanca (1A=10"%m,
1pm=10""m)

o kb (= kbp) = kilo base pairs = 1,000 bp
e Mb = mega base pairs = 1,000,000 bp

e Gb = giga base pairs = 1,000,000,000 bp.

Za slucaj jednolancane DNK/RNK koriste se jedinice nukleotida, skra¢eno nt (ili knt, Mnt, Gnt),
jer nisu uparene. Da bi se razlikovale jedinica rac¢unarske memorije i baza, za bazne parove,
mogu se koristiti oznake kbp, Mbp, Gbp, itd. Centimorgan se takode Cesto koristi za rastojanje
duz hromozoma, ali broj baznih parova kojima on odgovara uveliko varira. U ljudskom genomu
centimorgan ima oko 1 milion parova baza.

Slika 1.30 prikazuje James Watson i Francis Crick sa modelom DNK iz 1953. godine, koji
predstavlja jedno od najznacajnijih otkri¢a u istoriji biologije. Njihov model dvostruke spirale
pokazao je da je DNK sastavljena od dva antiparalelna lanca povezana komplementarnim baznim
parovima (A-T i G-C), ¢ime je objasnjen nac¢in ¢uvanja i prenosenja geneticke informacije. Otkrice

strukture DNK postavilo je temelje moderne molekularne biologije, genetike i biotehnologije.

{

FIGURE 4.01 Watson and Crick In the 1950s

James Watson |b.1928) at left and Francis Crick [b.1916), with their modsl of part of a DNA
molecule in 1953. Courtesy of: A. Barrington Brown, Science Photo Library

Slika 1.30: Warson i Crick 1953.



Glava 2

Uvod u genomiku

2.1 Osnovni pojmovi - genotip, fenotip, gen

Genotip je genska konstitucija nekog organizma koja moze da se odnosi na:

e jedan par alela, sto predstavlja uzi smisao genotipa;

o celovitu naslednu osnovu (sve gene koje taj organizam poseduje), $to predstavlja Siri smisao
genotipa.

Aleli ili alelomorfi su razlic¢iti oblici jednog istog gena koji se nalaze na homolognim hromozomima.
Npr. ako jedan hromozom nosi gen za boju o¢iju (npr. braon), a drugi za istu osobinu ali drugaciju

varijantu (plava), oni su homologni jer nose isti gen na istom mestu, ali razli¢ite alele.

Key Concept

o Genotip — skup gena koje nosi pojedina¢na ¢elija ili organizam [1].

o Genotip je opis genetickog sastava organizma [2].

Fenotip (gr. phainein — pokazati + typos — tip, vrsta) je skup svih osobina jednog organizma
koje su nastale zajednickim delovanjem genotipa i uslova sredine u kojima se dati organizam razvija
(genotip + sredina -> fenotip). To su vidljive osobine organizma, kao $to je npr. morfologija,
razvite, ponasanje, karakteristicna biohemija ili fiziologija. Fenotip se, osim u Sirem smislu,
moze posmatrati slicno kao i genotip, i u uzem smislu, kao jedna osobina koju odreduje neki
genotip. Na slici 2.1 se mogu videti fenotipske varijacije unutar iste vrste. za Sare i boje skoljke
Donax variabilis. Razli¢ite skoljke vrste Donax variabilis se razlikuju po boji (svetle, tamne,
sarene) i Sarama (linije, tacke, kombinacije). Deo razlika dolazi iz gena, a deo iz uticaja okoline

(temperatura, hrana, uslovi zivota. . . ).

Key Concept

o Fenotip: Uocljiva karakteristike ¢elije ili organizma [1].

o Fenotip: Uocljive karakteristike éelije ili organizma [2].

Gen je molekulska (fizicka i funkcionalna) jedinica nasledivanja svih organizama. Geni

27
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Slika 2.1: Fenotipske varijacije (Sare i boje) skoljke (beski¢menjak, mekusac) Donax variabilis

se sastoje od poruke, informacije u obliku linearne niske nukleotida DNA, koja se u procesu
nasledivanja prenosi iz generacije u generaciju. Geni su nanizani duz i ¢ine hromozom. Gen za

odredeno svojstvo uvek se nalazi na istom mestu na hromozomu koje se naziva genski lokus.

Key Concept

e Gen — region DNK koji kontrolise odredenu naslednu osobinu organizma i obic¢no je

odgovoran za odredivanje jednog proteina ili RNK molekula [1].

e Gen — jedinica nasledivanja koja sadrzi uputstva koja odreduju osobine ili fenotip
organizma; u molekulskom smislu, segment DNK koji usmerava proizvodnju proteina
ili funkcionalnog RNK molekula [2].

Savremene definicije gena su:

e A gene is a locatable region of genomic sequence, corresponding to a unit of inheritance,
which is associated with requlatory regions, transcribed regions, and or other functional

sequence regions [5, 6]

— Gen je locirajuéi (prepoznatljiv) region genomske sekvence koji odgovara jedinici
nasledivanja i koji je povezan sa regulatornim regionima, transkribovanim regionima

i/ili drugim funkcionalnim regionima sekvence

o A gene is a DNA sequence (whose component segments do not necessarily need to be
physically contiguous) that specifies one or more sequence-related RNAs/proteins that are
both evoked by genetic requlatory networks (GRNs) and participate as elements in GRNs,
often with in-direct effects, or as outputs of GRNs, the latter yielding more direct phenotypic

effects [7].

— Gen je DNK sekvenca (¢iji sastavni delovi ne moraju nuzno biti fizicki povezani)
koja odreduje jednu ili vise medusobno povezanih RNK /proteina, koji su aktivirani
genetickim regulatornim mrezama (GRN) i ucestvuju kao elementi u tim mrezama,

Cesto sa indirektnim efektima, ili kao njihovi izlazi, pri ¢emu ovi poslednji daju
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direktnije fenotipske efekte.

Gen ima strukturalnu i funkcionalnu definiciju:

o strukturalna: segment DNA (hromozoma) koji se prepisuje (transkribuje) u RNA.

e funkcionalna: segment DNA koji obavlja neku funkciju. Jedinica nasledivanja odgovorna

za odredenu fenotipsku karakteristiku organizma.

Prema funkciji koju obavljaju, gene mozemo podeliti na strukturne i regulatorne.

Strukturni geni su:
o geni koji nose Sifru za protein (prepisuju se na mRNA, (protein) kodirajuéi geni/DNA/RNA)
;
o geni koji se samo prepisuju u RNA (tRNA, rRNA)(ne-kodirajuéi geni-DNA-RNA).
Regulatorni geni (ne-kodirajuéi geni/DNA) ili regulatorne sekvence/podniske, se ne
prepisuju veé se za njih vezuju molekuli koji reguliSu odredene procese u organizmu. Znanja o
regulatornim genima su jos uvek nedovoljna. Pripadaju im geni koji:

e ucestvuju u replikaciji,
e ucestvuju u kretanju hromozoma u deobi,

e kontrolisu krosing-over i telomere koje doprinose stabilnosti hromozoma. Krosing-over je
proces u kome dolazi do razmene delova DNK izmedu homolognih hromozoma. Telomere
su krajnji delovi hromozoma koji stite krajeve hromozoma i genetsku informaciju tokom
replikacije i sprecavaju spajanje hromozoma.

Hromozom je kompleks DNA i proteina sa sledeéim osobinama koje se razlikuju kod

organizama:
o veli¢ina. Kod bakterija je 100.000 bp (bazni parovi), a kod biljaka do 3.750.000.000 bp,
e broj. Bakterija ima 1, a biljke do 1200; i

« topologija (linearni — prokariotski i eukariotski organizmi, cirkularni — prokariotski organi-

zmi) varira od vrste do vrste.

Ploidija predstavlja broj kompletnih setova hromozoma u ¢éeliji. Jedan set (n) sadrzi po jedan

primerak svakog hromozoma karakteristicnog za vrstu. Razlikuju se

o Haploidni (n) — ¢elije koje sadrze jedan set hromozoma. Primer: gamete (polne Celije);

prokarioti se najcesée smatraju haploidnim.

 Diploidni (2n) — éelije koje sadrze dva seta hromozoma, odnosno parove homologih hromo-

zoma (jedan poreklom od majke, drugi od oca). Primer: telesne ¢éelije veéine eukariota.

o Poliploidni (>2n) — ¢éelije koje sadrze vise od dva seta hromozoma (npr. 3n, 4n, 6n,
12n). Poliploidija je ¢esta kod biljaka i moze doprineti vecéoj veli¢ini éelija i evolutivnim
promenama.

Kod bakterija se obi¢no govori o haploidnosti, ali neke vrste mogu imati vise kopija genoma u

jednoj ¢eliji, sto ne odgovara u potpunosti klasi¢noj poliploidiji kod eukariota.
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2.2 Genom, sadrzaj genoma

2.2.1 Genom

Genom je skup gena koje sadrzi jedna haploidna (haploid - uobic¢ajen broj hromozoma neke
vrste) celija.

Re¢ genom se kod eukariotskih organizama moze odnositi na DNA unutar jedra (jedarni genom)
ali i na genome organela — mitohondrijalni i hloroplastni genom. Organele poput mitohondrija i
hloroplasta poseduju sopstveni genom i mogu se deliti nezavisno od jedra, ali njihova funkcija
i regulacija zavise od jedarnog genoma. Kod prokariorta termin genom moze obuhvatati i
nehromozomske geneticke elemente — plazmide, epizome, transpozome. Takode moze se govoriti
o genomu pojedinacne éelije, organizma, vrste, ili u slucaju virusa, o viralnom genomu (tacnije

pseudogenomu).

Key Concept

o Genom — ukupna genetic¢ka informacija koju nosi ¢elija ili organizam. [1].

e Genom — ukupna geneticka informacija koju nose svi hromozomi jedne celije ili

organizma. [2].

Bioinformatics Note

Hans Winkler, 1920: I propose the expression Genom for the haploid chromosome set,

which, together with the pertinent protoplasm, specifies the material foundations of the
species ...
e Prevod: Predlazem izraz ,,genom* za haploidni skup hromozoma, koji zajedno sa

odgovaraju¢om protoplazmom odreduje materijalne osnove vrste.
\ J

Organizam (npr. ¢ovek) nije sam, veé¢ funkcionise zajedno sa svojim mikroorganizmima kao
jedna celina. Holobiom predstavlja zajednicu organizama koja se sastoji od domacdina i svih
mikroorganizama koji zive u njemu ili na njemu. Simbiota oznacava sve organizme koji zive
u simbiozi sa domac¢inom. Mikrobiom ¢ine svi mikroorganizmi koji zive u nekom okruzenju ili
organizmu, zajedno sa njihovim genima.

Hologenom predstavlja ukupan skup genoma holobiomta, koji obuhvata genom domacina i
genome svih mikroorganizama i virusa koji zive u njemu ili na njemu, i zajedno ¢ine funkcionalnu
celinu. Holobiom i hologenom su predstavljeni na slici 2.2

Na slici 2.3 je prikazan holobiom, tj. skup organizama koji se sastoji od domacina i vrsta
(mikroorganizmi, virusi) koje zive u zajednici sa njim — bionta (u njemu i oko njega). Sadrzaj
bionta (simbiota) se moze menjati tokom vremena, prenositi vertikalno ili horizontalno, moze
biti koristan ili Stetan po domacina.

Epigeneticko (gr. epi — iznad, okolo) nasledivanje predstavlja nasledne promene u fenotipu ili
na genu, bez promena u sekvencama DNA (mutacije). Takve promene mogu biti vidljive nakon
nekoliko generacija ¢elija, ili ¢ak viSe generacija zivih bica. Epigeneticki mehanizmi ukljucuju

metilacija DNA (hemijska modifikacija DNK pri kojoj se na odredene nukleotide (najcesée citozin)
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Slika 2.3: Holobionti. Izvor https://msystems.asm.org/content/1/2/e00028-16

dodaje metil grupa (-C'Hs)), procese na nivou RNA (posebno RNA interferencija - bioloski proces
kojim se specifiéni geni ,utiSavaju® (inhibira se njihova ekspresija)), obrade proteina, inaktivacija
polnih hromozoma, itd. Epigeni faktori mogu biti od velikog znacaja u procesima starenja ili
malignih transformacija.

Proces prikazan na slici 2.4 pokazuje kako epigeneticki mehanizmi regulisu aktivnost gena
promenom dostupnosti DNK. Kada je DNK ¢vrsto upakovana oko histona (kondenzovan hro-
matin), ona je nedostupna i gen je neaktivan. Suprotno tome, kada je hromatin opusten, DNK
je dostupna i gen moze biti aktivan i transkribovan u RNK. Metilacija DNK obi¢no dovodi do
utisavanja gena, dok modifikacije histona mogu povecati ili smanjiti ekspresiju gena. Na ove
procese uticu spoljasnji faktori kao $to su ishrana, stres i hemikalije iz okoline. Kao rezultat, isti
gen moze biti ukljucen ili iskljucen u razli¢itim celijama ili uslovima, bez promene same DNK
sekvence.

Sadrzaj haploidnog genoma je oznac¢en terminom genomski sastav (sadrzaj), (eng. genome

composition) i ukljucuje veli¢inu genoma, sadrzaj neponavljaju¢ih i ponavljajué¢ih sekvenci


https://www.researchgate.net/figure/The-concept-of-hologenome-Hologenome-consist-ofgenome- of-holobiont-which-includes-host_fig1_236928826
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Slika 2.4: Epigeneticko nasledivanje. Izvor https://en.wikipedia.org/wiki/Epigenetics#
/media/File:Epigenetic_mechanisms.jpg

(podniski) DNA kao i sadrzaj genskih ((protein) kodirajué¢ih/nekodirajué¢ih) i medugenskih
sekvenci.

Veli¢ina genoma (eng. genome size) predstavlja (ukupan) sadrzaj DNA jednog genoma
izrazen kao masa (u pikogramima, pg, 107!2 gr), ili kao broj baznih parovima (u megabazama,
Mbp, 1 pg = 978 Mbp). Kod diploidnih organizama koristi se i termin Ce-vrednost (eng. C-value).
Slozenost organizma nije srazmerna veli¢ini genoma, neki jednodelijski ili biljni organizmi imaju
genome vece od ljudskog genoma (veéa koli¢ina DNA), (Junk DNA?? ili C-value enigma). Veli¢ina
genoma moze da varira i unutar vrste (individualne varijacije, pored pojedina¢nih nukleotidnih
zamena (SNP - single nucleotide polymorphysm) i pojedinaé¢nih insercija i delecija (IN/DEL -
insertion/deletion), kod humanih genoma su, npr. pronadene IN/DEL varijacije od 360 Mbp. Na

slici 2.5 su prikazane veli¢ine genoma za arheje, bakterije i eukariote.

Leishmania Arabidopsis
Guillardia theta major thaliana
Eukaryotes
Paramecium Cockroach  Amoeba
tetraurelial dubia
Escherichia
P. marius li
Bacteria Myxobacteria
Bradyrhizobium
Jjaponicum
Nﬂl)()ﬂf('hd *um
equitans
Archaea
Methanosarcina
acetivorans

1x10°  1x10° 1x107 1x10% 1x10° 1x10" 1x10" 1x10"

Number of base pairs 19/125

Slika 2.5: Veli¢ina genoma

Na slici 2.6 pre prikazana veli¢ina genoma za razne organizme data kao ukupan broj baznih
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parova (haploidan). Na slici 2.7 je prikazan broj éelija i broj gena za razne organizme.

Mycoplasma . in bp

Gram positive bacteria -

Gram negative bacteria

Fungi / Moulds -

Algae -

Worms -

Crustaceans -

Echinoderms -

Insects -

Mollusks _

Birds .

Bony fish —

Cartilaginous fish -

Reptiles -

Mammals .

Amphibians _

Flowering Plants ‘ q
10° 107 10° 10° 10 10"

Slika 2.6: Veli¢ina genoma za razne organizme

How Many Genes Does It Take To Make An Organism?
Number of Cells

Organism in Adult* Number of Genes
Myeobacterium genilalivm 1 523
Pathogenic bacterium
Methanococeus jannaschii 1 1,800
Archaeal |l|rlh;lnogcn
Escherichia eoli K12 1 4,400
Intestinal bacterium
Saccharomyces cereviseae 1 6,000
Baker's yeast (eukaryote)
Caenorhabditis elegans 959 19,000
Nematode worm
Drosophila melanagaster 10t 13,500
Fruit fly
Arabidopsis thaliana 107 27,000
Flowering plant
Fugu rubripes 10 38,000 (est)
Pufferfish
Homo sapiens 10" 20,500 (est.)
Human

The first four of the nine organisms in the table are single-celled microbes; the Last six are eukaryotes; the last five are
multicellular, four of which are animals: the final two are vertebrates. Aithough pufferfish and humans have roughly the
same number of genes, the pufferfish genome, at 0.365 billion nucleotide pairs, is only one-gighth the size of the human
genome.

*Numbers for Arabidopsis thaliana, the pufferfish, and human are “order-of-magnitude” rough estimates. 21/125

Slika 2.7: Broj ¢elija i broj gena za razne organizme.

Slika 2.8 prikazuje odnos izmedu veli¢ine genoma i broja gena kod razli¢itih grupa organizama
(virusi, prokarioti i eukarioti). Uocava se da kod prokariota postoji relativno direktna veza izmedu
veli¢ine genoma i broja gena, dok kod eukariota ta veza nije proporcionalna jer veliki deo genoma
¢ine nekodirajuce sekvence. Ova slika ilustruje da veé¢i genom ne znaci nuzno i veéi broj gena,
sto je povezano sa tzv. C-value paradoksom. C-value paradoks predstavlja pojavu da veli¢ina

genoma (koli¢ina DNK u éeliji) nije u korelaciji sa slozenos¢éu organizma.
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The total gename size and the number of genes in viruses, bacteria, archaea, and eukaryoles.

g grens

oo ol protnin o
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Slika 2.8: Veli¢ina genoma u funkciji broja gena data za viruse (plavo), prokariotske organizme
(Arhee i Bakterije) (crveno) i eukariotske organizme (Eukarije)(zeleno).

2.2.2 GC sadrzaj genoma

GC-sadrzaj je udeo azotnih baza u DNA molekulu. MozZe se odnositi na specifi¢ni fragment
DNA ili RNA molekula, ili na ceo genom. GC sadrzaj se obi¢no izrazava u procentima, a u nekim

sluc¢ajevima kao odnos. Procentni GC-sadrzaj je:

G+C

X1
A+T+G+C 00%

dok je AT/GC odnos:

A+T
G+C

Smatra se da je GC sadrzaj nekog organizma odreden slozenom kombinacijom selektivnih

i neutralnih procesa koji rezultiraju u pomeranju baznog sadrzaja genoma ka GC ili AT. Kod
bakterija, npr. GC sadrzaj genoma varira u opsegu od 25-75%. GC parovi medusobno intereaguju
sa 3 vodonic¢ne veze, a AT sa 2 te se GC sadrzaj odrazava na stabilnost DNA i sekundarnu
strukturu mRNA, kao i na temperaturu topljenja prilikom PCR eksperimenta.

Slika 2.9 prikazuje raspodelu GC sadrzaja u genomu organizma kroz razlic¢ite pozicije kodona
(prva, druga i treca), kao i ukupni genom. Uocava se da GC sadrzaj nije isti na svim pozicijama,
sto ukazuje na razlic¢ite evolutivne pritiske i funkcionalne uloge pojedinih delova gena. Posebno
je znacajna treca pozicija kodona, koja Cesto pokazuje najveéu varijabilnost.

Ponavljajuée niske (eng. repeats) su podniske nukleinskih kiselina (DNA, RNA) koje se
ponavljaju dva ili vise puta unutar date nukleinske kiseline ili genoma. Nukleotidni sadrzaj, duzina
ponovka, broj ponovaka i raspored unutar nukleinske kiseline mogu da variraju. Postoje 4 tipa
ponovaka: direktni (npr. ATCG — ATCG) i reversni (npr. ATCG — GCTA), komplementarni
(npr. ATCG — TAGC, A—T, C—G) i nekomplementarni.

Slika 2.10 prikazuje razli¢ite tipove ponovaka u genomu eukariotskih organizama. Ponovci
mogu biti rasporedeni na razlic¢ite nacine i ¢ine znacajan deo genoma, posebno kod eukariota.

Njihova uloga moze biti strukturna, regulatorna ili evolutivna.
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Slika 2.9: Raspodela GC sadrzaja u genomu organizma. Izvor:Guan et al. BMC Genomics (2018)
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Slika 2.10: Ponovci kod eukariotskih organizama

2.2.3 Organizacija genoma kod prokariotskih organizama

Plazmidi su mali cirkularni (ili linearni) ekstrahromozomalni molekuli DNA prisutni u
bakterijama, rede arheama i nekim eukarijama (npr. pivski kvasac). Plazmidi se replikuju
nezavisno od hromozoma, mogu se integrisati u hromozom, prenose se u okviru iste, ali i razli¢itih
vrsta. Mogu doprineti prezivljavanju, odnosno selektivnoj prednosti organizma nosioca plazmida.
Slika 2.11 prikazuje osnovnu organizaciju genoma kod prokariotskih organizama, gde je genetski
materijal najcesée organizovan u jedan cirkularni hromozom, uz moguce prisustvo plazmida.
Genom je kompaktan, sa malim udelom nekodirajucih sekvenci, a geni su ¢esto organizovani u
operone (funkcionalne jedinice DNK kod prokariota koje se sastoje od vise gena koji se zajedno
regulisu i transkribuju kao jedna celina). Ovakva struktura omogucava efikasnu regulaciju i brzu

adaptaciju organizma.

2.2.4 Organizacija genoma kod eukariotskih organizama

Slika 2.12 prikazuje organizaciju genoma kod eukariotskih organizama, gde je DNK rasporede-
na u vise linearnih hromozoma i povezana sa histonima u obliku hromatina. Genom je slozZeniji u
odnosu na prokariote i sadrzi veliki udeo nekodirajué¢ih sekvenci, uklju¢ujuéi introne i repetitivnu

DNK. Ovakva organizacija omogucéava slozenu regulaciju ekspresije gena i veéu funkcionalnu
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Genomes of representative bacteria and archaea.

Genomic
chromosome(s)* Plasmid(s)" Total
Species (strain) (kilobase pairs, kbp) (kbp) (kbp)
Bacteria
Mycobacterium tuberculosis 4,400 4,400
Tuberculosis D
Mycoplasma genitalium 580 580
Normal flora, human skin |
Burkholdenia cepacia 3,870 +3,217 + 876 93 8,056
O ©
Escherichia coli K-12 (W3110) 4,600 4,600
Model strain for E. coli proteomics -’
Anabaena species (PCC 7120) 6370 1104190 + 410 7,080
Cyanobacteria: Major photosynthetic :) oc—D——
producer of carbon source for
aquatic ecosystems
Borrelia burgdorferi o911 21 plasmids with >1,250
Lyme disease . sizes between 9-58
o
Agrobacterium tumefaciens 2,840 + 2,070 214 + 542 5666
Tumors in plants; genetic D P Y ——
engineering vector
Archaea
Methanocaldococcus jannaschii 1,660 16 + 58 1734
Methanogen from thermal vent [] -
Haloarcula marismortui 3,130 + 288 33+33+39+50+ 155+ 132+ 410 4270
Halophile fram volcanic vent ] | sseaCOCCOC———
1,000 kbp 500 kbp

Slika 2.11: Organizacija genoma kod prokariotskih organizama (Arhea i Bakterija)

raznovrsnost.

2.2.5 Haplotip i haplogrupa

Haplotip (,,jednostruk, sam, jednostavan®) u genetici je kombinacija alela (DNA sekvenci) na
susednim lokacijama (lokusima, mestima) na hromozomu koji se prenose zajedno. Haplotip moze
da bude jedan lokus, nekoliko lokusa, ili celokupni hromozom u zavisnosti od broja rekombinacija
koje su se odigrale izmedu datog seta lokusa. Haplotip (u molekulskoj biologiji) se definise kao
set jednonnukleotidnih polimorfizama (SNP-ova) u jednom hromozomu iz hromozomskog para
koji su statisticki asocirani. Smatra se da te asocijacije, i identifikacija nekoliko alela haplotipnog
bloka, mogu nedvosmisleno da identifikuju sva druga polimorfna mesta u datom regionu. Takva
informacija je veoma korisna u ispitivanju geneticke osnove bolesti, i bila je istrazivana za ljudsku
vrstu u okviru Medunarodnog Hap-Map projekta.

Specijalizovana primena termina haplotip je za oznacavanje gena koji se ne rekombinuju i
nemaju svoj par na drugom hromozomu. Kod ¢oveka takvi geni su locirani na Y hromozomu (Y-
DNA) i mitohondrijalnoj DNA (mtDNA) i nazivaju se haplogrupama. U molekulskoj evoluciji,
haplogrupa je grupa slicnih haplotipova koji imaju zajedni¢ko poreklo na sta ukazuju isti
SNP-ovi u oba haplotipa. Haplogrupe se oznacavaju slovima alfabeta, npr. Y-DNA I je medu
Srbima pojedinacno najzastupljenija haplogrupa.

Analize gena na Y hromozomu i gena mtDNA, zajedno sa utvrdivanjem vremena i mesta
njihovog ispoljavanja, koriste se u analizi populacione dinamike (u sluc¢aju ljudske populacije
izvodenje zakljucaka o mestima i periodima seoba danaSnjeg stanovnistva). Y hromozom sa

genima koji se ne rekombinuju (gen se nasleduje kao celina i prenosi se nepromenjen kroz
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Slika 2.12: Organizacija genoma kod eukariotskih organizama

generacije (osim ako ne dode do mutacije)) imaju samo muskarci - prenosi se sa oca na sina.
Mitohondrijalni geni ne podlezu rekombinaciji (mtDNA moze da se rekombinuje, ali sa kopijama
DNA unutar istog mitohondriona) i nasleduju se samo od majke, u retkim slucajevima i od oca,

ali je tonedovoljno istrazeno).

2.3 Mutacije

2.3.1 Hromozomske mutacije

Slika 2.13 prikazuje osnovne tipove hromozomskih mutacija: deleciju (gubitak dela hromozo-
ma), duplikaciju (udvostruc¢avanje segmenta), inserciju (dodavanje segmenta), inverziju (obrnut
redosled segmenata) i translokaciju (premestanje segmenta izmedu hromozoma). Ove promene
uti¢u na strukturu i raspored gena, Sto moze imati znacajne posledice na funkciju organizma i
pojavu bolesti.

Hromozomske mutacije zahvataju hromozome i vidljive su pod mikroskopom. Razlikuju
se numericke i strukturne promene u pojedinim parovima homologa u hromozomskoj garnituri.

Numericke hromozomske mutacije predstavljaju pojedine oblike aneuploidije:

o nulisomiju (nedostatak oba homologa),
o monosomiju (nedostatak jednog homologa),
o trisomiju (jedan homolog vise) i

o teorijski mogude stepene polisomije (kvadrisomija itd.).
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Slika 2.13: Hromozomske mutacije
. Izvor http://kmbiology.weebly.com/mutations---notes.html

Slika 2.14 ilustruje razli¢ite tipove hromozomskih mutacija i aneuploidije, kao sto su mo-
nosomija i trisomija. Prikazane su promene u strukturi hromozoma, kao i promene u broju
hromozoma, $to moze dovesti do genetickih poremecaja.
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Slika 2.14: Hromozomske mutacije i aneuploidija

Genomske mutacije imaju za posledicu promenu normalnog diploidnog hromozomskog
broja (2n) za n, tj. za jedan ili vise haploidnih setova hromozoma (euploidija: haploidija, triplo-
idija, poliploidija). Prema poreklu dodatnih garnitura, poliploidija moze biti autopoliploidija
(uvisestrucavanje sopstvenog genoma) ili alopoliploidija (heteroploidija: dodavanje stranih genoma
putem hibridizacije).

Strukturne hromozomske mutacije se pak ispoljavaju kao nedostatak (delecija — deficija)
ili visak (duplikacija) jednog dela nekog hromozoma. U ovoj kategoriji mutacija relativno su

Ceste i pojave nenormalnog rasporeda pojedinih delova unutar hromozoma (transpozicija) ili


http://kmbiology.weebly.com/mutations---notes.html
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njihovog premestanja na neki drugi hromozom (translokacija), te obrtanja pojedinih segmenata
hromozoma (za 180° — inverzija), Sto rezultira obrnutim rasporedom lokusa na mutiranoj sekvenci.

Plazmatske mutacije (plazma-mutacije, ekstra-nuklearne mutacije) posebna su kategorija
mutacija. Za razliku od genskih, hromozomskih i genomskih, koje se dogadaju u jedru, one
odigravaju se u citoplazmatskim nosiocima genetickog materijala (kao npr. u mitohondrijalnoj ili
plastidnoj DNA).

2.3.2 Mutacije na nivou DNA

Mutacija je promena redosleda nukleotida u genomu organizma, ekstrahromozomalne DNA
(plazmida) ili virusa.

Slika 2.15 prikazuje formiranje pirimidinskog dimera u DNK pod uticajem UV zracenja, gde
dolazi do povezivanja susednih baza (najcesée timina) i deformacije DNK lanca. Ovakva osteéenja

mogu ometati replikaciju i transkripciju, a ¢elija ih popravlja mehanizmima reparacije DNK.

Pyrimidine Dimer

Slika 2.15: Mutacije na nivou DNA — pirimidinski dimer https://sites.google.com/site/
uvdnadamagerepair/uv-effects-on-dna/cpd-s

2.3.3 Pojedinacni nukleotidni polimorfizam — SNP

Jednonukleotidni polimorfizam (eng. single-nucleotide polymorphism, SNP) podrazumeva
pojavu zamene jednog nukleotida sa nekim drugim nukleotidom. Pod SNP varijacijom se
podrazumeva ako vise od 1% organizama populacije nema isti nukleotid na istom mestu u nisci
DNA. Ako se SNP nalazi unutar nekog gena, za taj gen se kaze da ima vise alela (podsecanje: aleli
su razli¢iti oblici jednog istog (polimorfnog) gena). U humanoj populaciji je do sada otkriveno
preko 10 SNP-ova.

Pojedina¢na nukleotidna varijanta (SNV) je pojava zamene jednog nukleotida nekim
drugim nukleotidom, bez obzira na ucestalost njegove pojave. Ako se zamena pojavi u nekoj
protein kodirajucoj niski (eng. open reading frame, ORF) i zavisno od toga na kojoj poziciji u
kodonu se pojavi nukleotidna zamena, mogu rezultirati

e sinonimnim zamenama (najceSée na 3. ili 1. poziciji u kodonu), Sto znaci da se ne menja

aminokiselina (CU- sinonimni kodoni), ili

e mnesinonimnim zamenama (2. pozicija u kodonu), $to znac¢i da se menja aminokiselina (eng.

missense mutation), ili
» pojavljuje stop kodon (eng. nonsense mutation), ili,

o ukoliko je promenjen stop kodon u “sense” kodon — polipeptidni lanac se produzava.
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Slika 2.16 prikazuje tipove tackastih mutacija: tranzicije (zamena purin—purin ili pirimi-

din—pirimidin) i transverzije (purin—pirimidin).
A # '
Bl o @ lﬂ
T
7 G

Slika 2.16: Tackaste mutacije — tranzicije i transverzije. Izvor: https://en.wikipedia.org/
wiki/Point_mutation

Slika 2.17 prikazuje razliCite efekte tackastih mutacija na proteinski proizvod: silent (bez

promene aminokiseline), missense (promena aminokiseline) i nonsense (nastanak stop kodona).
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Slika 2.17: Tipovi tackastih mutacija — silent, missense, nonsense

Slika 2.18 prikazuje SNP varijacije izmedu razli¢itih individua, gde se pojedina¢ni nukleotidi
razlikuju na istim pozicijama u DNK sekvenci. Ove varijacije predstavljaju osnovu geneticke
raznolikosti i koriste se u populacionim i medicinskim istrazivanjima.

Slika 2.19 prikazuje ucestalost sinonimnih i nesinonimnih SNP mutacija u zavisnosti od
pozicije u kodonu. Najc¢es¢e su sinonimne promene na tre¢oj poziciji kodona, dok promene na
drugoj poziciji ¢es¢e dovode do promene aminokiseline i imaju veéi funkcionalni znacaj.

Slika 2.20 prikazuje klasifikaciju SNP mutacija na one koje se nalaze u nekodirajuéim i

kodirajué¢im regionima, kao i dalje podele na sinonimne i nesinonimne.

2.3.4 Insercije i delecije (IN/DEL)

Insercije i delecije nukleotida u DNK sekvenci mogu dovesti do promena u duzini sekvence.

Ove mutacije mogu imati znacajne posledice na strukturu i funkciju proteina.
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Slika 2.18: Pojedinac¢ni nukleotidni polimorfizam (SNP)
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Slika 2.19: Ucestalost sinonimnih i nesinonimnih SNP-ova u zavisnosti od pozicije u kodonu.
Izvor BMCGenomics2006,7:298

Mutacija pomeranja okvira ¢itanja genetskog koda (eng. frameshift mutation) (slika 2.21)
je uzrokovana insercijom ili delecijom jednog ili dva susedna nukleotida (ukoliko su u pitanju
tri susedna nukleotida onda se radi o deleciji jedne aminokiseline u polipeptidnom lancu), sto

rezultira pogresnim redosledom aminokiselina u polipeptidnom lancu.

2.3.5 Reparacija (popravka genetskog materijala) DNA

Popravka DNA je kolekcija procesa kojima éelija identifikuje i koriguje osteé¢enje DNA
molekula koji kodiraju njen genom. Kod ljudskih éelija, normalne metabolicke aktivnosti i faktori
sredine kao §to su UV svetlo i radijacija mogu da uzrokuju DNA ostecenje, proizvodeéi i do 10°
individualnih molekulskih ostec¢enja po ¢eliji na dan. Osteéenje na jednom lancu, npr. formiranje
pirimidinskog dimera, pod dejstvom UV zracenja se popravlja ,ekscizionim reparom®, tako
sto se ostec¢eni nukleotidi uklanjaju i zamenjuju neostec¢enim koji su komplementarni onima iz

neostecenog lanca.

2.4 Genska ekspresija


BMC Genomics 2006, 7:298
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Slika 2.20: Tipovi SNPova

‘ Synonymous

ACG AGG ACU GCA UAC CA... Normal Translation
0 Y 9 Y
Thr Arg Thr Ala Tyr

A CGA GGA CUG CAU ACC A... +1Frameshifted
—_ Y Y Y Translation
Arg  Gly Leu His Thr

AC GAG GAC UGC AUA CCA... -1Frameshifted
Y e e Translation
Glu  Asp Cys lle Pro

Slika 2.21: Mutacija pomeranja okvira ¢itanja genetskog koda (“frameshift mutation”)

2.4.1 Centralna dogma molekulske biologije

Slika 2.22 prikazuje Fransisa Krika i njegovo prvo formulisanje centralne dogme molekulske
biologije. Centralna dogma opisuje tok geneticke informacije od DNK ka RNK i dalje ka
proteinima. Ovaj koncept predstavlja osnovu razumevanja genske ekspresije i nac¢ina na koji se
geneticka informacija pretvara u funkcionalne molekule.

Slika 2.23 prikazuje centralnu dogmu molekulske biologije, odnosno tok informacije DNA —
RNA — protein. DNA se transkribuje u RNA, a RNA se prevodi u protein tokom translacije.

Ovaj proces je kljucan za ispoljavanje geneticke informacije u éeliji.

2.4.2 Replikacija

Replikacija (replika = kopija) je slozen bioloski proces dupliranja molekula DNA pri kome
od jednog nastaju dva potpuno identi¢na molekula DNA zahvaljujuéi principu komplementarnosti
vezivanja naspramnih baza u polinukleotidnim lancima. Kada se lanci DNA razmotaju obrazuje
se replikaciona viljuska (ima oblik slova Y, slika 2.24). Svaki novonastali molekul DNA sadrzi po
jedan stari i jedan novi lanac DNA, pa se zbog toga kaze da je replikacija semikonzervativan
proces (lat. semi = polu; konservativan = oc¢uvan).

Replikacija se i kod prokariota i kod eukariota vrsi bidirekciono, $to znaci da se od mesta
gde pocinje vrsi istovremeno u oba smera i to isklju¢ivo u 5’-> 3’ smeru. Pritom, replikacija
komplementarnog lanca se sa jedne strane replikacione viljuske vrsi kontinuirano (eng. leading
strand — vodeéi lanac) dok se sa druge strane (eng. lagging strand — pratedi lanac, lanac koji
zaostaje) sintetisu tzv. Okazaki fragmenti koji se pod dejstvom ligaza spajaju u lanac. Kod
prokariota Okazaki fragmenti su duzine 1.000-2.000 nukleotida, dok su kod eukariota preko 10
puta manji.

Slika 2.25 prikazuje proces replikacije DNA na nivou replikacione viljuske, gde dolazi do

razdvajanja dvostrukog DNA lanca pod dejstvom enzima helikaze. Na mestu razdvajanja formiraju



2.4. Genska ekspresija 43

Crick speaking at the 1963 Cold Spring Harbor Symposium.

The Central Dogma: "Once information has got into a protein it
can't get out again". Information here means the sequence of
» the amino acid residues, or other sequences related to it.

That 18, we may be able to have

e =Sk —-———_ = Protein

~ - ~

- o

but never
DNA © RNA £ r Protein
3

{
- 507125
where the arrows show the transfer of information.

Slika 2.22: Krik govori na simpozijumu u Cold Spring Harboru 1963. godine. Prvi nacrt centralne
dogme koji je Krik napravio potice iz neobjavljene beleske iz 1956. godine. Izvor: https://
journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.2003243
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Slika 2.23: Centralna dogma molekulske biologije

se dva jednolancana DNA lanca koji sluze kao matrice za sintezu novih lanaca. Sinteza novog
DNA lanca odvija se iskljuc¢ivo u smeru 5’—3’, zbog Cega se vodedi lanac sintetiSe kontinuirano u
pravcu kretanja replikacione viljuske. Nasuprot tome, prateéi lanac se sintetiSe diskontinuirano u
obliku Okazaki fragmenata, koji se kasnije povezuju enzimom DNK ligazom u jedinstven lanac.
U procesu ucestvuju i drugi enzimi, poput primaze koja sintetise kratke RNK prajmere i DNK
polimeraze koja produzava lanac, ¢ime se obezbeduje tacno i efikasno umnozavanje genetickog
materijala.

Kod prokariota, ¢ija je DNA prstenasta (kruzna), replikacija pocinje (eng. origin of replication
— oriC) na samo jednom (bakterije) ili viSe (arheje) mesta i odvija se bidirekciono. Kod bakterija
se, npr. mesto (lokus) pocetka replikacije sastoji od tri funkcionalna elementa: DNA ponovaka,
AT regiona i mesta koja prepoznaju regulatorni proteini. Proces pocinje u regionu oriC, gde se

najpre vezuju regulatorni proteini koji prepoznaju specificne sekvence u tom delu DNA. Njihovo


https://journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.p bio.2003243
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Slika 2.25: DNA replikacija

vezivanje destabilizuje susedni AT region, koji se lakse razdvaja nego GC region jer AT parovi
imaju manje vodoni¢nih veza. Time dolazi do lokalnog otvaranja dvostrukog lanca i formiranja
pocetnog mehura replikacije. Kada se DNA otvori, iz tog mesta polaze dve replikacione viljuske
koje se krec¢u u suprotnim smerovima oko kruznog hromozoma, zbog cega se kaze da je replikacija
bidirekciona. Na svakoj viljusci se sintetsu novi lanci DNA koristeéi postojece lance kao matrice.
Kako je hromozom kruzan, dve viljuske na kraju obidu hromozom i sastanu se na suprotnoj

strani u odnosu na mesto pocetka.

Na slici 2.26 je sustinski prikazano da replikacija prokariotskog hromozoma nije nasumic¢na,
veé strogo organizovana: prvo se prepoznaje oriC, zatim se otvara DNA, pa se formiraju dve
viljuske i zapocinje umnozavanje genetickog materijala u oba smera. Uloga DNA ponovaka je
da obezbede mesta za vezivanje inicijacionih proteina, AT region olakSava pocetno razdvajanje
lanaca, a regulatorni proteini kontrolisu kada i gde ¢e proces poceti.

Replikacija DNA u eukariotama, ¢ija je DNA linearna, zapocinje istovremeno na mnogo
mesta duz hromozoma, i tece istovremeno. Na taj nacin replikacija ukupne hromozomske DNA se
u eukariotskim celijama zavrsava za nekoliko sati, iako je brzina ugradivanja nukleotida znatno

sporija nego kod prokariota. Kod linearnih hromozoma se prilikom svake replikacije gubi po oko
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Slika 2.26: Replikacija prokariotskog hromozoma (DNA)

100 — 200 nukleotida, kao posledica orijentacije (3’-5’) i diskontinualne sinteze prateéeg lanca. Na
krajevima eukariotskih hromozoma se nalaze telomere (télos — ’kraj’, méros — ’deo’), kratki (
specifi¢ni za vrste, kod ¢oveka npr.: CCCTAA) ponovci nukleotida. Ove nekodirajuée niske Stite
hromozom od skracenja prilikom replikacije. Enzim telomeraza dodaje ponavljajuée niske i tako
sprecava skra¢enje hromozoma.

U tabeli 2.1 su uporedene DNA replikacije kruznih i linearnih hromozoma kod prokariotskih
i eukariotskih DNA.

Prokariotska replikacija DNA

Eukariotska replikacija DNA

Odvija se u citoplazmi

Odvija se u jedru

Samo jedno mesto pocetka replikaci-
je po DNK molekulu

Vise mesta pocetka replikacije u sva-
kom hromozomu

Mesto pocetka replikacije je dugo
oko 100200 ili vise nukleotida

Svako mesto pocetka replikacije ima
oko 150 nukleotida

Replikacija se odvija na jednom me-
stu po hromozomu

Replikacija se odvija na vise mesta
istovremeno

Ima samo jedno mesto pocetka repli-
kacije

Ima viSe mesta pocetka replikacije

Inicijaciju vrSe proteini DnaA i
DnaB

Inicijaciju vrsi Origin Recognition
Complex

Potreban je topoizomeraza

Potreban je topoizomeraza

Replikacija je veoma brza

Replikacija je veoma spora

Tabela 2.1: Poredenje replikacije DNA kod prokariota i eukariota

2.5 Nekodirajuce i kodiraju¢ce RNA

Ribonukleinska kiselina (RNA) predstavlja kljuéni molekul u realizaciji geneticke informacije
u ¢eliji. Tako se dugo smatralo da RNA ima prvenstveno ulogu posrednika izmedu DNA i proteina,
savremena istrazivanja su pokazala da RNA obavlja Sirok spektar funkcija u éeliji. RNA molekuli
ucestvuju u procesima transkripcije, translacije, regulacije genske ekspresije, kao i u katalitickim
i strukturnim ulogama.

Na osnovu funkcije, RNA se moze podeliti na kodirajuée i nekodirajué¢e RNA. Kodirajuce

RNA su RNVA molekuli koji nose informaciju za sintezu proteina. Najvazniji predstavnik je
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mRNA, koja prenosi geneticku informaciju sa DNA do ribozoma, gde se na osnovu nje sintetisu
proteini u procesu translacije. Nekodirajuée RNA su RNA molekuli koji se ne prevode u proteine,
ve¢ imaju razli¢ite regulatorne, strukturne i kataliticke funkcije u éeliji. U ovu grupu spadaju, na
primer, tRNA i rRNA (ucestvuju u sintezi proteina), kao i brojne regulatorne RNA (miRNA,
siRNA, snRNA, IncRNA) koje kontrolisu ekspresiju gena, obradu RNA i druge procese.

Za Kklasifikaciju nekodirajuée RNA se koristi:

« topologija: nukleusne, citoplazmatske;
o veli¢ina: male (kratke), velike (dugacke);

o funkcija: tRNA, rRNA, RNA splajsovanje, regulacija genske ekspresije, kataliza.

Ekstracelijske RNA (exRNA) su razne vrste RNA (mRNA, tRNA, miRNA, siRNA, IncRNA)
izolovane van ¢elija, u obliku proteinskih ili lipoproteinskih kompleksa, ili unutar ekstracéelijskih
vezikula. Uloga im nije, jos uvek, potpuno razjasnjena, i smatra se da, izmedu ostalog, ucestvuju

u meducelijskoj komunikaciji, a mnoge od njih se mogu povezati sa raznim patoloskim stanjima.

Vece klase nekodiraju¢e RNA su prikazane u tabeli 2.2

Naziv Funkcija

Ribozomska RNA (rRNA) Cini glavni deo ribozoma i u¢estvuje u sintezi polipep-
tidnih lanaca

Transportna RNA (tRNA) Prenosi aminokiseline do ribozoma i prepoznaje kodone
na mRNA

Mala nuklearna RNA (snR- | Ucestvuje u obradi molekula glasnicke RNA u jedru eu-

NA) kariotskih celija (takode se naziva snRNA ili ,,snurps*)

Vodicka RNA (guide RNA) Ucestvuje u obradi RNA ili DNA u nekim organizmima

Regulatorna RNA Ucestvuje u regulaciji genske ekspresije vezivanjem za
proteine ili DNA ili za druge RNA molekule

Antisens RNA Ucestvuje u regulaciji genske ekspresije sparivanjem
baza sa mRNA

Prepoznajuéa RNA (recogniti- | Deo nekoliko enzima (npr. telomeraze); omoguéava im

on RNA) da prepoznaju odredene kratke DNA sekvence

Ribozimi RNA molekuli sa enzimskom aktivnoséu

Tabela 2.2: Glavne klase nekodiraju¢ih RNA i njihove funkcije

Slika 2.27 prikazuje strukturu mRNA kod prokariota i eukariota i njihove glavne razlike.
Na delu (A) prikazana je bakterijska mRNA koja nema kapu ni poli(A) rep, ali moze sadrzati
sekundarne strukture (eng. stem—loop) koje ucestvuju u stabilnosti i regulaciji. Takode je oznacen
ORF (kodirajuéi region) izmedu start (AUG) i stop kodona. Na delu (B) prikazana je eukariotska
mRNA koja ima karakteristi¢nu 5’ kapu (m’G) i 3’ poli(A) rep, koji poveéavaju stabilnost
mRNA i omoguéavaju efikasnu translaciju. Prisustvo proteina vezanih za poli(A) rep dodatno
stabilizuje molekul. Na delu (C) prikazan je poseban slucaj — histonska mRNA kod eukariota, koja
nema poli(A) rep, veé zavrsava specificnom stem—loop strukturom, $to predstavlja alternativni

mehanizam regulacije.
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Slika 2.27: Osobine prokariotskih i eukariotskih mRNA.

2.6 Regulacija genske ekspresije

2.6.1 Transkripcija i translacija

Geneticka informacija u ¢eliji se prenosi po principu:

DNA — RNA — protein

Ovaj tok predstavlja osnovu ekspresije gena i omoguéava realizaciju genetickog materijala u

funkcionalne molekule.

Transkripcija

Transkripcija je proces u kome se informacija sa DNA prepisuje u RNA. Ovaj proces

katalizuje enzim RNA polimeraza, koji koristi jedan lanac DNA kao matricu za sintezu komple-

mentarne RNA. Katalizovati znaci ubrzavati ili omogucavati hemijsku reakciju bez sopstvenog

troSenja u tom procesu. Enzim je bioloski molekul (najéesée protein) koji katalizuje hemijske

reakcije u ¢eliji, odnosno ubrzava njihovo odvijanje bez sopstvenog trosenja.

Proces transkripcije obuhvata tri osnovne faze:

o Inicijacija — RNA polimeraza se vezuje za promotorski region DNA (deo DNA koji se

nalazi na pocetku gena) i zapoc¢inje razdvajanje dvostrukog lanca.

« Elongacija — enzim se kre¢e duz DNA i ugraduje ribonukleotide po principu komplemen-

tarnosti (A-U, T-A, G-C, C-G).

e Terminacija — sinteza RNA se zavrsava kada enzim naide na terminacionu sekvencu.

Rezultat transkripcije je RNA molekul, najées¢ée mRNA, koji sadrzi informaciju za sintezu

proteina.
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Obrada RNA kod eukariota

Kod eukariota, primarni RNA transkript (pre-mRNA) prolazi kroz nekoliko faza obrade pre
nego $to postane funkcionalna mRNA:
« 5 kapiranje — dodavanje modifikovanog nukleotida (m”G kapa) na 5’ kraj RNA, §to

omogucava stabilnost i prepoznavanje od strane ribozoma.

« RNA splajsovanje — uklanjanje introna (nekodirajué¢ih sekvenci) i spajanje egzona

(kodirajuéih sekvenci).

» Poliadenilacija — dodavanje poli(A) repa na 3’ kraj RNA, ¢ime se povecéava stabilnost i

efikasnost translacije.

Nakon obrade, zrela mRNA se transportuje iz jedra u citoplazmu.

Translacija

Translacija je proces u kome se informacija sa mRNA prevodi u redosled aminokiselina,
¢ime nastaje protein. Ovaj proces se odvija na ribozomima u citoplazmi.

Translacija se odvija u tri faze, kao i transkripcija:

 Inicijacija — ribozom se vezuje za mRNA i prepoznaje start kodon (najcesée AUG).

« Elongacija — tRNA donosi aminokiseline koje se povezuju peptidnim vezama, formirajuci

polipeptidni lanac.

» Terminacija — proces se zavrsava dolaskom do stop kodona (UAA, UAG, UGA), nakon

¢ega se protein oslobada.

2.6.2 Ekspresija gena kod eukariota i prokariota

Kod eukariota, procesi transkripcije i translacije su prostorno i vremenski odvojeni. Tran-
skripcija se odvija u jedru, nakon éega sledi obrada RNA i transport mRNA u citoplazmu gde se
odvija translacija. Ova slozenost omogucava visestruke nivoe regulacije genske ekspresije.

Kod prokariota, ne postoji jedro, pa se transkripcija i translacija odvijaju u istoj céelijskoj
sredini. mRNA kod prokariota ne prolazi kroz slozenu obradu kao kod eukariota, $to omoguéava
brzu, ali manje regulisanu ekspresiju gena.

Regulacija genske ekspresije je proces kojim celija kontrolise ispoljavanje gena kako bi
prilagodila sintezu proteina svojim potrebama.

Slika 2.28 prikazuje osnovne razlike u ekspresiji gena izmedu eukariota i prokariota. Kod
eukariota, transkripcija se odvija u jedru, gde nastaje primarni RNA transkript koji sadrzi
introne i eksone, nakon ¢ega sledi obrada RNA (5’ kapiranje, splajsovanje i poliadenilacija). Zrela
mRNA se zatim transportuje u citoplazmu gde se odvija translacija u protein. Nasuprot tome,
kod prokariota nema jedra, pa se transkripcija i translacija odvijaju istovremeno u citoplazmi,
bez dodatne obrade RNA. Ova razlika omoguéava slozeniju regulaciju genske ekspresije kod
eukariota u poredenju sa prokariotima.

Operon je funkcionalna jedinica regulacije geneticke aktivnosti koja se sastoji iz promotora,

operatora i jednog ili vise inducibilnih strukturnih gena koji se nalaze pod kontrolom regulatornih
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Slika 2.28: Poredenje ekspresije gena kod eukariota i prokariota

elemenata. Prisustvo operona je pokazano kod prokariota i kod nekih eukaria (nematoda). Svi
geni nisu organizovani u operone, konstitutivni geni (geni koji se stalno izrazavaju (uvek aktivni)
u ¢eliji, nezavisno od spoljasnjih uslova) ne podlezu represiji aktivnosti, (mada su svi geni u
izvesnoj meri podlozni regulaciji aktivnosti).

Na slici 2.29 je prikazana regulacija laktoznog operona (negativna kontrola, indukcija). Na
slici su prikazani: (1) RNA polimeraza, (2) represor, (3) promoter, (4) operator, (5) laktoza
(induktor), (6-8) kodirajuce sekvence lacZ, lacY, lacA. U gornjem delu slike: lac geni su iskljuceni,
nema laktoze (5) koja inhibira (iskljucuje) represor (2) koji blokira polimerazu (1) da se veze za
promotersku sekvencu (3) i zapoc¢ne transkripciju mRNA (6-8). U donjem delu slike: geni su

otkljucani jer laktoza (5) inhibira represor (2), te je RNA polimeraza (1) vezana za promoter (3)
i pocinje transkripcija (6-8).

Slika 2.29: Regulacija laktoznog operona (negativna kontrola, indukcija)
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Slika 2.30 prikazuje proces transkripcije u kome enzim RNA polimeraza klizi duz DNA
molekula i istovremeno sintetise mRNA. DNA sluzi kao matrica, dok RNA polimeraza ,¢ita“ njen
niz nukleotida i ugraduje komplementarne ribonukleotide, ¢ime nastaje lanac mRNA. Prikazano
je kako se novonastala mRNA odvaja od DNA i formira zavijenu strukturu iza enzima. Ovaj

proces je kontinuiran i odvija se u smeru kretanja RNA polimeraze duz DNA.

RNA polymerase
/_,,-" POl

Slika 2.30: Transkripcija DNA u glasnicku RNA

Slika 2.31 prikazuje ulogu transportne RNA (tRNA) u procesu translacije i nacin na koji se
odreduje redosled aminokiselina u proteinu. Na delu (A) prikazano je kako specifitna tRNA nosi
odredenu aminokiselinu (npr. triptofan) i poseduje antikodon koji je komplementaran kodonu na
mRNA. Sparivanjem antikodona tRNA i kodona mRNA obezbeduje se da se ugradi odgovarajuca
aminokiselina, ¢ime se geneticka infrmacija pravilno prevodi u protein. Na delu (B) prikazana
je 3D struktura tRNA molekula, koja ima karakteristican oblik savijene ,,LL“ strukture. Ova
prostorna organizacija omogucava funkcionalno razdvajanje dva klju¢na dela molekula: na jednom
kraju (3’ kraj) nalazi se mesto za vezivanje aminokiseline, dok se na drugom kraju nalazi antikodon
koji prepoznaje kodon na mRNA. Ovakav raspored omoguéava tRNA da istovremeno komunicira
sa ribozomom, mRNA i odgovaraju¢om aminokiselinom, ¢ime igra klju¢nu ulogu u preciznosti i

efikasnosti translacije.
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Slika 2.31: Uloga tRNA u translaciji i prepoznavanje kodona putem antikodona
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Slika 2.32: Nivoi regulacije genske ekspresije kod eukariota

Slika 2.32 prikazuje razli¢ite nivoe na kojima se vrsi regulacija genske ekspresije kod eukariot-
skih ¢elija, od DNA do aktivnog proteina.

(1) Transkripcioni nivo: Kontrola zapocinje na nivou transkripcije, gde se odreduje da li
¢e se DNA prepisati u RNA. Ovo je najvazniji nivo regulacije za veéinu gena.

(2) Procesiranje RNA: Primarni RNA transkript prolazi kroz obradu (splajsovanje, 5’
kapiranje i poliadenilacija), ¢ime nastaje zrela mRNA.

(3) Transport i lokalizacija mRNA: mRNA se transportuje iz jedra u citoplazmu i moze
se usmeriti ka odredenim delovima éelije.

(4) Stabilnost i razgradnja mRINA: Koli¢cina mRNA u ¢éeliji regulise se njenom stabilnoséu
i brzinom razgradnje.

(5) Translacioni nivo: Kontrolise se efikasnost prevodenja mRNA u protein na ribozomima.

(6) Posttranslacioni nivo: Nakon sinteze, protein moze biti aktiviran, modifikovan ili
razgraden, ¢ime se dodatno reguliSe njegova funkcija.

Ovi nivoi regulacije omogucéavaju ¢eliji preciznu kontrolu nad koli¢inom i aktivnoséu proteina,

¢ime se obezbeduje pravilno funkcionisanje i prilagodavanje uslovima sredine.
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Slika 2.33: Organizacija gena kod eukariota i obrada mRNA

Slika 2.33 prikazuje organizaciju gena kod eukariota i proces nastanka zrele mRNA. Na vrhu

je prikazana DNA sekvenca koja sadrzi regulatorne regione (promoter/enhancer) i naizmeniéne
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delove egzona i introna. Tokom transkripcije nastaje primarni mRNA transkript (pre-mRNA)
koji sadrzi i kodirajuce i nekodirajuce sekvence, uklju¢ujuéi 5’ i 3’ UTR regione.

U procesu obrade RNA dolazi do 5 kapiranja, splajsovanja i poliadenilacije. Splajsovanjem
se uklanjaju introni i spajaju egzoni u kontinuiranu sekvencu, dok se na 5" kraj dodaje kapa, a
na 3’ kraj poli(A) rep, Sto poveéava stabilnost i omoguéava translaciju.

Kao rezultat nastaje zrela mRNA koja sadrzi samo egzonske sekvence i spremna je za transport
u citoplazmu i sintezu proteina. Ovaj proces omogucéava preciznu obradu geneticke informacije

pre njenog prevodenja u funkcionalni protein.

2.7 Genetski kod

Key Concept

o Kod je uvek skup pravila koja uspostavljaju korespondenciju (ili preslikavanje)

izmedu dva nezavisna sveta [3].

e Kod je mali skup proizvoljnih pravila izabran iz potencijalno neograni¢enog broja,

kako bi se obezbedila specifi¢na korespondencija izmedu dva nezavisna sveta. [4]
L J

Genetski kod predstavlja skup pravila po kojima se informacija zapisana u nukleotidnom
nizu DNA ili mRNA prevodi u redosled aminokiselina u proteinu. Ova pravila definisu kako
se niz od tri nukleotida, nazvan kodon, povezuje sa odredenom aminokiselinom ili signalom za
pocetak i zavrsetak sinteze proteina.

Genetski kod je tripletan (slika 2.34), Sto znaci da se ¢ita u grupama od po tri nukleotida,
pri ¢emu svaki kodon odreduje jednu aminokiselinu. Takode je redundantan, jer vise razlicitih
kodona moze kodirati istu aminokiselinu, ali je istovremeno i jednoznacan, jer jedan kodon uvek
odreduje samo jednu aminokiselinu.

Kod je gotovo univerzalan kod svih organizama, Sto ukazuje na zajednicko evolutivno poreklo
zivih bi¢a. Postoje i specifiéni kodoni: start kodon (AUG) koji oznac¢ava pocetak translacije i

kodira metionin, kao i stop kodoni (UAA, UAG, UGA) koji oznacavaju kraj sinteze proteina.

2.8 Hromozomi

2.8.1 Organizacija prokariotskih hromozoma

Geneticki materijal prokariotskih organizama nije ogranic¢en od ostatka celije dvostrukom
membranom, kao kod eukariotskih ¢éelija i oznacen je terminom nukleoid. Sastoji se od jednog
ili vise hromozoma (DNA molekula), koji mogu biti linearni ili, éesée, cirkularni i zastupljni u

jednoj ili vise kopija (ploidia).

Hromozomi su slozeni kompleksi koji se sastoje od DNA i pridruzenih proteina (u slucaju
eukariotskih organizama - histona i nehistonskih proteina, a kod prokariotskih organizama -

histonima sli¢nih proteina). Jedan molekul DNA ¢ini jedan hromozom.
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Slika 2.34: Kodoni

Slika 2.35 prikazuje nacine organizacije i pakovanja DNA u prokariotskom hromozomu
(nukleoidu), gde kljuénu ulogu imaju histonima sli¢ni proteini. Protein Fis (Factor for inversion
stimulation) omoguéava formiranje petlji u DNA, ¢ime doprinosi njenoj lokalnoj reorganizaciji i
savijanju. H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring protein) povezuje udaljene segmente DNA
(tzv. ,bridging®) i Cesto ucestvuje u utisSavanju gena, naroc¢ito onih koji su uneti horizontalnim
transferom. HU (histone-like) protein ima ulogu u savijanju i stabilizaciji DNA, omoguéavajuéi
njeno kompaktno pakovanje u kruznu strukturu nukleoida. Iako prokarioti nemaju prave histone

kao eukarioti, ovi proteini obezbeduju efikasnu organizaciju genoma, njegovu stabilnost i kontrolu
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Slika 2.35: Fis, H-NS i HU nukleoid asocirani protein

Slika 2.36 prikazuje organizaciju nukleoida u bakterijskoj ¢eliji i razlicite nivoe pakovanja
DNA. Na delu (a) vidi se elektronski mikrograf tankog preseka celije E. coli, gde se uocava
homogena unutrasnjost bez jasno izdvojenog jedra, sto je karakteristicno za prokariote. Na delu
(b) prikazana je ista celija, ali su sada jasno oznacene granice nukleoida — regiona u kome se nalazi
bakterijski hromozom, koji nije odvojen membranom, ali je funkcionalno organizovan. Donji
deo slike (c) prikazuje model organizacije bakterijskog hromozoma kroz vise nivoa strukture. U
poddelu A prikazana je potpuno razmotana (nekompaktna) DNA, koja bi u tom obliku zauzimala

znatno veéi prostor u ¢eliji. U poddelu B DNA je organizovana u petlje (domene) zahvaljujuéi
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interakcijama sa proteinima, ¢ime se postize prvi nivo sabijanja. U poddelu C prikazano je
dodatno uvijanje DNA u obliku superzavijanja (eng. supercoiling), Sto omogucava jo$ veéu
kompaktnost i stabilnost hromozoma. U poddelu D prikazana je situacija kada dolazi do prekida
(eng. nick) u jednom lancu DNA unutar domena, sto dovodi do relaksacije superzavijanja i
gubitka prethodno postignute kompaktnosti. Ovaj model ilustruje kako kombinacija organizacije
u domene i superzavijanja omogucéava efikasno pakovanje i funkcionalnu organizaciju bakterijskog

genoma.

s}

Folded

A B

Supercoiled
Nick
o

Partial
DMase
reaction 4

Nick

Slika 2.36: Organizacija prokariotskih hromozoma

2.8.2 Organizacija eukariotskog hromozoma

Eukariotske ¢elije imaju slozenu unutarcéelijsku gradu, koja se sastoji od odeljaka (subcelularnih
komponenti). Jedro (nucleus) je odvojeno od ostatka ¢elije dvostrukom membranom. U interfaznoj
¢eliji (koja nije u procesu deobe), hromozomi su gusto spakovani u jedru i organizovani u
hromozomske teritorije. U procesu ¢elijske deobe, hromozomi se razdvajaju i postaju lako uocljivi.

Organizacija genetskog materijala u eukariotskoj ¢eliji odvija se hijerarhijski: linearna DNA se
obmotava oko histonskih proteina formiraju¢i nukleozome, nizovi nukleozoma grade hromatin,
koji se daljim sabijanjem i organizacijom kondenzuje u hromozome.

Slika 2.37 prikazuje organizaciju eukariotskog hromatina na nivou nukleozoma. Nukleozom
predstavlja osnovnu strukturnu jedinicu i sastoji se od histonskog oktamera (po dve kopije
proteina H2A, H2B, H3 i H4) oko kojeg je obmotana DNA. Histon H1 ucestvuje u stabilizaciji
strukture vezujué¢i DNA na ulazu i izlazu iz nukleozoma. Na viSem nivou organizacije, nukleozomi
su povezani segmentima tzv. linker DNA, formirajuéi strukturu koja podseéa na ,perle na koncu“.

Ova organizacija omogucava efikasno pakovanje DNA u jedru, ali i regulaciju genske ekspresije
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Slika 2.37: Organizacija eukariotskog hromozoma - grada nukleozoma

Slika 2.38 prikazuje hromatin u razli¢itim stepenima organizacije. Na slici (B) jasno se uocava
struktura ,,perli na koncu*, gde su pojedinac¢ni nukleozomi povezani linker DNA, $to odgovara
manje sabijenom, transkripciono aktivnom hromatinu. Na slici (A) prikazana je kompaktnija
struktura u kojoj nukleozomi nisu jasno razdvojeni, Sto odgovara viSem stepenu sabijanja

hromatina i smanjenoj dostupnosti DNA za gensku ekspresiju.

Slika 2.38: Organizacija eukariotskog hromozoma

Slika 2.39 prikazuje trodimenzionalnu strukturu nukleozoma. DNA je obmotana oko histonskog
oktamera. Prikaz odozgo ilustruje centralni raspored histona i kruzno obmotavanje DNA, dok
boc¢ni prikaz pokazuje cilindri¢nu organizaciju nukleozoma i putanju DNA pri ulasku i izlasku iz
strukture.

Interfazni hromozomi predstavljaju hromozome u éeliji tokom interfaze (period izmedu deoba),
kada su u dekondenzovanom stanju i organizovani u obliku hromatina. U ovom obliku nisu vidljivi
kao zasebne strukture, ve¢ kao difuzna mreza u jedru, sto omoguéava aktivnu gensku ekspresiju i
replikaciju DNA. Stepen sabijenosti varira izmedu euhromatina, koji je transkripciono aktivan,

i heterohromatina, koji je kondenzovan i uglavnom neaktivan.
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Slika 2.39: 3D organizacija eukariotskog hromozoma

Slika 2.40 prikazuje razliku izmedu euhromatina i heterohromatina u jedru eukariotske
¢elije. Na elektronskom mikrografu tamnije oblasti, uglavnom rasporedene uz periferiju jedra,
predstavljaju heterohromatin, koji je visoko kondenzovan i transkripciono neaktivan. Svetlije
oblasti predstavljaju euhromatin, koji je manje sabijen i u kome se odvija aktivna genska ekspresija.
U jedru se takode uocava jedarce, kao mesto sinteze rRNA. Sematski prikaz pokazuje da je
heterohromatin karakterisan gustim pakovanjem nukleozoma, dok euhromatin ima opusteniju
strukturu sa razmaknutim nukleozomima, Sto omogucava pristup transkripcionim faktorima i

aktivnost gena.

Heterochromatin

Nucleolus

Euchromatin

&

Nucleosome

N s

Heterochromatin Euchromatin

Slika 2.40: Interfazni hromozomi

Slika 2.41 prikazuje trodimenzionalnu organizaciju hromozoma u jedru humane ¢elije tokom
interfaze. Svaki hromozom zauzima sopstvenu prostornu oblast, poznatu kao hromozomska
teritorija ili mapa, sto ukazuje na to da raspored genetskog materijala u jedru nije nasumican.
Hromozomi su organizovani tako da omogucavaju efikasnu regulaciju genske ekspresije i medu-
sobne interakcije. Ovakva prostorna organizacija ima vaznu ulogu u funkciji genoma i kontroli
¢elijskih procesa.

Slika 2.42 prikazuje raspored hromozoma u jedru Celije tokom interfaze, gde je svaki hromozom
obelezen razli¢itom bojom. Gornji deo predstavlja eksperimentalni fluorescentni snimak, dok

donji deo prikazuje analizirani model sa jasno izdvojenim hromozomima oznacenim brojevima.
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Slika 2.41: Mapa hromozoma

Uocava se da svaki hromozom zauzima specificnu prostornu oblast unutar jedra, poznatu kao

hromozomska mapa.

Slika 2.42: Mapa hromozoma

Slika 2.43 prikazuje organizaciju hromozoma kokoske u ¢elijskom jedru kroz poredenje
metafaze i interfaze. Metafaza je jedna od faza deobe celije u kojoj se hromozomi poredaju u
sredini celije. U metafazi su hromozomi jasno razdvojeni, Sto omogucava njihovu identifikaciju
pomocu specificnog bojenja. U interfazi, isti hromozomi su dekondenzovani i rasporedeni unutar
jedra, pri ¢emu svaki zauzima sopstvenu prostornu oblast, poznatu kao hromozomska teritorija.
Napomena: ¢éelije kokoske su diploidne, sa po dve kopije svakog hromozoma. Hromozom Z je
polni hromozom.

Slika 2.44 prikazuje prostorna organizacija osnovnih nuklearnih procesa, transkripcije, repli-
kacije i popravke DNA, u jedru eukariotske éelije. Ovi procesi se ne odvijaju ravnomerno u celom
jedru, veé su organizovani u specificne regione gde je koncentracija aktivnosti visoka. Transkripcija
i replikacija odvijaju se u zariStima, dok se popravka DNA lokalizuje na mestima oSteéenja.
Na molekularnom nivou, proteinski kompleksi se dinamicki okupljaju na DNA i omogucavaju
izvrsavanje ovih procesa, sto ukazuje na visoku prostornu i funkcionalnu organizaciju genoma u
jedru.

Slika 2.45 prikazuje hijerarhijsku organizaciju DNA u eukariotskoj ¢eliji, po¢ev od dvostruke

spirale precnika oko 2 nm, koja se obmotavanjem oko histonskih proteina organizuje u nukleozome
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(a) Metaphsse chromosomes (b) Chromosomes in the cell nucleus during Intem hase

Slika 2.43: Hromozomske teritorije u éelijskom jedru.
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Slika 2.44: Prikaz klju¢nih procesa u jedru: transkripcije, replikacije i popravke DNA

i formira ,perle na koncu“ strukturu debljine oko 11 nm. Daljim sabijanjem nastaje 30 nm
vlakno, koje se zatim organizuje u veée petlje vezane za proteinski skelet. Ove petlje se dodatno
kondenzuju u deblje strukture koje na kraju formiraju potpuno kondenzovan metafazni hromozom,
precnika oko 1400 nm. Ovakva viSestepena organizacija omoguéava efikasno pakovanje DNA i
regulaciju genske ekspresije.

Slika 2.46 prikazuje metafazni hromozom c¢oveka snimljen skenirajuéim elektronskim mi-
kroskopom. Hromozom je u maksimalno kondenzovanom stanju i sastoji se od dve sestrinske
hromatide povezane u oblasti centromere (braon zona). Krajnji crveno obojeni delovi hromo-
zoma, telomere, imaju zastitnu ulogu i sprecavaju degradaciju genetskog materijala. Povrsina
hromozoma (zelenkasta struktura) odrazava visoko sabijen hromatin, Sto omogucava efikasno
pakovanje DNA i njenu pravilnu raspodelu tokom celijske deobe.

Slika 2.47 prikazuje mitoticki hromozom sa jasno izrazenom centromerom, koja se uocava
kao suzenje izmedu dve sestrinske hromatide. Centromera sadrzi visoko ponavljajuée sekvence
DNA i predstavlja mesto formiranja kinetohora, proteinske strukture koja omogucéava vezivanje
mikrotubula deobnog vretena. Ova interakcija je kljuc¢na za pravilno razdvajanje hromozoma
tokom mitoze i mejoze.

Kariotip predstavlja sistematski prikaz hromozoma jedne Celije koji se klasifikuju prema

duzini, morfologiji i obrascu traka. Hromozomi se najpre poredaju po veli¢ini, od najduzih ka
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Slika 2.45: Hijerarhijsku organizacija DNA u eukariotskoj ¢eliji

najkraéim, a zatim se razlikuju prema polozaju centromere na metacentri¢ne (centromera je
u sredini, kraci su priblizno jednake duzine), submetacentri¢ne (centromera je pomaknuta od
sredine) i akrocentri¢ne (centromera je blizu kraja). Dodatna identifikacija postize se analizom
karakteristicnih obrazaca traka dobijenih razli¢itim metodama bojenja, kao sto su G, Q, Ri C
trake. Ove trake predstavljaju razli¢ite metode bojenja hromozoma koje omogucavaju vizualizaciju
specificnih obrazaca duz hromozoma i koriste se za njihovu identifikaciju i analizu strukturnih
promena.

Slika 2.48 prikazuje kariotip ¢oveka, odnosno organizovan prikaz svih hromozoma rasporedenih
u 23 para. Prvih 22 para ¢ine autosomi, dok poslednji par predstavljaju polni hromozomi, koji u
ovom slu¢aju odgovaraju muskom polu (XY). Hromozomi su poredani prema veli¢ini i morfologiji,
pri ¢emu svaki par ¢ine homologni hromozomi poreklom od oba roditelja. Analiza kariotipa
omogucava da se utvrdi da li je broj hromozoma normalan i da li je njihova grada ocuvana.
Kod coveka je uobicajen kariotip 46 hromozoma, odnosno 23 para. Kada se pregledom kariotipa
ustanovi odstupanje u broju, govori se o numerickim aberacijama, a kada je promenjena struktura
nekog hromozoma, govori se o strukturnim aberacijama.

Numericke aberacije nastaju kada postoji visak ili manjak celih hromozoma ili ¢itavih setova
hromozoma. Najpoznatiji primer je trisomija 21, kod koje osoba ima tri kopije hromozoma 21
umesto dve, $to dovodi do Daunovog sindroma. Mogu se javiti i monosomije, kada nedostaje

jedan hromozom iz para, na primer monosomija X kod Tarnerovog sindroma. Dakle, analizom
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Slika 2.47: Hromozom - centromera

kariotipa moze se direktno videti da li neki hromozom postoji u dve, tri ili samo jednoj kopiji.
Strukturne aberacije znace da broj hromozoma moze biti normalan, ali je promenjena
unutrasnja grada nekog od njih. Na kariotipu se takve promene uocavaju poredenjem duzine
hromozoma, polozaja centromere i obrasca pruga nakon bojenja. Ako neki hromozom izgleda
krace, ima neobican oblik, ili deo koji bi trebalo da pripada jednom hromozomu zapravo pripada
drugom, to ukazuje na strukturnu aberaciju.
Zato je kariotip vazan u dijagnostici:

e urodenih genetickih poremecaja,
o razvojnih anomalija,

o nekih malignih bolesti, naroéito leukemija, gde su ceste translokacije hromozoma.

Slika 2.49 prikazuje humani kariotip sa G-trakama, gde su hromozomi rasporedeni u parove
prema duzini i morfologiji. Svaki hromozom poseduje karakteristican obrazac tamnih i svetlih
traka koji omoguéava njegovu jedinstvenu identifikaciju. Tamne trake odgovaraju regionima
sa veéim stepenom kondenzacije i nizom genskom aktivnoséu, dok svetle trake predstavljaju
transkripciono aktivnije delove genoma. Analiza ovih obrazaca omogucava detekciju strukturnih
promena kao Sto su delecije, duplikacije i translokacije.

Slika 2.50 prikazuje odnos izmedu broja gena i veli¢ine hromozoma u humanom genomu. lako

veéi hromozomi sadrze vise DNA, broj gena nije proporcionalan njihovoj veli¢ini. Na primer, neki
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Slika 2.48: Kariotip

manji hromozomi, poput hromozoma 19, imaju visoku gustinu gena, dok ve¢i hromozomi mogu
sadrzati relativno manje gena. Takode se uocava da polni hromozom Y sadrzi znatno manje gena

u poredenju sa ostalim hromozomima.

2.8.3 Ploidija

Ploidija je broj hromozomskih kompleta u éeliji. Euploidija (slika 2.51) je pojava kada éelija
ili organizam ima umnozak haploidnog broja hromozoma (npr. 2n — diploidan, 3n tetraploidan,
itd. broj hromozoma). Aneuploidaija je pojava kada éelija ili organizam ima nedostatak ili
poveéan broj nekog, pojedina¢nog hromozoma (npr. u sluéaju Daunovog sindroma trizomija

hromozoma.

Slika 2.52 prikazuje primere poliploidnih éelija kod sisara, koje sadrze vise od dva seta
hromozoma. Takve Celije se javljaju u razlic¢itim tkivima i imaju specificne funkcije, kao Sto
su proizvodnja trombocita u megakariocitima, detoksikacija u hepatocitima ili kontrakcija u
kardiomiocitima. Broj kopija genoma moze varirati od nekoliko do nekoliko stotina, u zavisnosti
od tipa celije. Mikroskopski prikaz ilustruje organizaciju jedra i raspored genetskog materijala u
ovim celijama.

Slika 2.53 prikazuje kariotip poliploidne éelije jetre, u kojoj su hromozomi rasporedeni prema
veli¢ini, ali se uocava prisustvo Cetiri kopije svakog hromozoma, $to ukazuje na tetraploidno
stanje (4n). Za razliku od tipi¢nih diploidnih éelija koje sadrze dve kopije svakog hromozoma,
poliploidne ¢éelije imaju poveéan broj genoma, Sto im omogucéava veé¢u metabolicku aktivnost i
specijalizovane funkcije. Ovakva pojava predstavlja normalnu adaptaciju éelije na funkcionalne

zahteve organizma.
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Slika 2.49: Humani kariotip
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Slika 2.50: Odnos hromozoma i broja gena

2.9 Virusi

Virusi su infektivni, acelularni (nemaju ¢elijsku strukturu) bioloski entiteti koji se sastoje od
nukleinske kiseline (DNA ili RNA) obavijene proteinskim omotacem (kapsidom), a ponekad i
lipidnom membranom, i mogu se razmnozavati iskljuc¢ivo unutar zivih ¢elija domadina koristeéi
njihov metabolicki aparat.

Slika 2.54 prikazuje klasifikaciju genetickih elemenata prema njihovoj mobilnosti i stepenu
»sebi¢nosti*, odnosno sposobnosti da se Sire nezavisno od domacina. Na dnu se nalaze hromozomi
i organelna DNA, koji su stabilni i prenose se uglavnom vertikalno. Iznad njih su mobilni
geneticki elementi, poput plazmida i transpozona, koji mogu menjati svoju poziciju unutar
genoma ili se prenositi izmedu c¢elija. Konjugativni elementi i virusi imaju jo$ veéu sposobnost
horizontalnog prenosa, dok liti¢ki virusi predstavljaju najmobilniju i najnezavisniju grupu, jer se

brzo razmnozavaju i ¢esto dovode do lize (razaranje) ¢elije domacina. Ova klasifikacija ilustruje
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Slika 2.51: Euploidija i aneuploidaija

POLYPLOID CELL TYPES IN MAMMALS

HUMBER DF

CELL TYPE LOCATION FUNCTION GENDME COPIES

Preducing blood dotting

Mogakaryocyte Bor marnow platetats Upta 128
Hepatacyte Lives D:::.::;‘:.:d' Typically 4 o 14

Trophoblast giant cell Embryo Promate implantation Up to 1000

Cardiemyoeyio Hoart Contraction Typically 4

Bonus DNA. The polyploid cells in mammalian bodies differ in their location,  multiple chromosome copies (blued have sorted into three clusters in prepara-
function, and number of chromosome sets (table). In a liver cell (righrd, the tion for cell division

Slika 2.52: Ploidija kod sisara

kontinuum izmedu stabilnog genoma i visoko mobilnih genetickih elemenata.
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Slika 2.54: Klasifikacija genetickih elemenata prema njihovoj mobilnosti i stepenu ,,sebi¢nosti“

Slika 2.55 prikazuje Baltimore klasifikaciju virusa, koja ih deli u sedam grupa prema tipu
genetickog materijala i nac¢inu sinteze mRNA. Virusi mogu imati DNA ili RNA, jednolan¢anu
ili dvolancanu, a neki koriste i reverznu transkripciju. Bez obzira na razlike u genomu, svi
virusi moraju proizvesti mRNA kako bi se sintetisali virusni proteini. Ova klasifikacija naglasava
centralnu ulogu mRNA u zivotnom ciklusu virusa i omogucéava razumevanje razli¢itih mehanizama

replikacije.
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Double down. The chromosome copies from a polyploid liver cell arranged by size, showing that the cell
carries four copies of almost every one.

Slika 2.53: Kariotip poliploidne ¢elije jetre

2.9.1 Korona virusi i SARS-2 CoV

Coronaviridae su familija RNA membranama ogranicenih virusa koji inficiraju vodozemce,
ptice i sisare. Viralni genom se sastoji od jednolancane (ss) +RNA (mRNA, kodirjuéa RNA,
RNA moze odmah da se koristi kao mRNA), duzine izmedu 26 do 32 kb. Ribonukleoproteinski
kompleks (RNA je povezana sa proteinima) je zasti¢en E-proteinima (Envelope protein, mali
protein,(~20 nm), ucestvuje u formiranju i stabilnosti virusa), u obliki latice i deteline i dvostrukom
membranom u koju su integrisani S-Siljak (Spike protein formira ,$iljke“ i omoguéava ulazak u
¢eliju) i M-membranski proteini (M protein daje oblik virusu) i koji daju virusu izgled krune pod
elektronskim mikroskopom.

Slika 2.56 prikazuje taksonomsku klasifikaciju familije Coronaviridae, koja se deli na dve
podfamilije: Orthocoronavirinae i Letovirinae. U okviru podfamilije Orthocoronavirinae razlikuju
se Cetiri roda: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus i Gammacoronavirus. Humani
patogeni uglavnom pripadaju rodovima Alpha i Beta, pri ¢emu su najznacajniji predstavnici
SARS-CoV, MERS-CoV i SARS-CoV-2 iz roda Betacoronavirus.

Slika 2.57 prikazuje virusne cestice koronavirusa pod elektronskim mikroskopom. Virioni
imaju sferican oblik i sastoje se od ribonukleoproteinskog kompleksa koji sadrzi jednolancanu
RNA, okruzenog lipidnim omotacem. Na povrsini omotaca nalaze se S-proteini u obliku siljaka,
koji virusu daju karakteristican izgled krune i omogucavaju vezivanje za celije domaéina. Ova
struktura je kljucna za infektivnost i ulazak virusa u celiju.

Slika 2.58 prikazuje organizaciju genoma koronavirusa i proteine koje on kodira. Genom se
sastoji od jednolan¢ane RNA pozitivnog smera duzine oko 30 kb i sadrzi vise otvorenih c¢italackih
okvira (ORF). Najveéi deo genoma ¢ine ORF1la i ORF1b, koji kodiraju nestrukturne proteine
ukljucene u replikaciju i transkripciju virusne RNA. U zavrsnom delu genoma nalaze se geni

za strukturne proteine S, M, E i N, koji uéestvuju u formiranju virusne cestice i infekciji éelije
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Slika 2.55: Baltimore klasifikacija virusa

Family Subfamily Genus Human
pathogens

HCoV-229E
pelecepmenney HEOV-NL63

HCoV-0C43

Betacoronavirus ] HCoV-HKUL
SARS-CoV
SARS-CoV-2
Deltacoronavirus ME v
Gammacoronavirus

Coronaviridae

Letovirinae }—[ Alphaletovirus ]

Slika 2.56: Taksonomska klasifikacija familije Coronaviridae

domacina. Pored njih, prisutni su i pomoéni proteini koji imaju ulogu u regulaciji interakcije
virusa sa domacinom.

Slika 2.59 prikazuje organizaciju gena SARS-CoV-2 i njegov odnos sa srodnim koronaviru-
sima. Gornji deo ilustruje raspored strukturnih, pomoc¢nih i preklapajué¢ih gena duz genoma,
naglasavajudi visoku gustinu genetickih informacija. Donji deo prikazuje filogenetske odnose
izmedu SARS-CoV-2 i drugih koronavirusa, posebno onih koji poti¢u od $iSmisa i pangolina.
Uocava se da su strukturni geni visoko oc¢uvani, dok pomoéni geni pokazuju veéu varijabilnost,
sto ukazuje na njihovu ulogu u adaptaciji virusa na razli¢ite domaéine. Na slci su prikazani samo

geni nizvodno od ORF1lab, pocev od Spike gena S.

Slika 2.60 prikazuje zivotni ciklus SARS-CoV-2 virusa u ¢eliji domacina. Virus se vezuje
za ACE2 receptor i ulazi u éeliju, nakon cega oslobada svoju jednolanéanu RNA pozitivnog
smera. RNA se direktno koristi kao mRNA za sintezu virusnih proteina i formiranje replikacionog
kompleksa, koji omoguéava umnozavanje genoma i sintezu subgenomskih RNA. Strukturni proteini
se sintetisu u endoplazmaticnom retikulumu i Golgijevom aparatu, gde se vrsi sastavljanje novih

virusnih céestica. Formirani virioni se zatim transportuju u vezikulama i oslobadaju iz celije.
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Slika 2.57: Koronavirusne cestice (virione) pod elektronskim mikroskopom
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Slika 2.58: Koronavirusne Cestice (virione) pod elektronskim mikroskopom

2.10 Odredivanje primarne strukture (sekvencionisanje) DNA

Frederick Sanger je britanski biohemicar i dvostruki dobitnik Nobelove nagrade, poznat po
razvoju metode sekvenciranja DNA koja je postavila temelje moderne molekularne biologije i
bioinformatike.

Sanger sekvenciranje (slika 2.61) je metoda odredivanja redosleda nukleotida u DNA za-
snovana na kontrolisanom prekidu sinteze lanca. Proces zapocinje pripremom matricne DNA
i vezivanjem prajmera, nakon ¢ega se u reakciju dodaju standardni nukleotidi (ANTP) i mala
koli¢ina dideoksinukleotida (ddNTP). Tokom sinteze DNA, povremeno se ugraduje ddNTP koji
nema 3’ OH grupu, sto dovodi do prekida daljeg produzavanja lanca. Kao rezultat nastaje skup
fragmenata razli¢itih duzina, pri ¢emu svaki zavrSava odredenim nukleotidom (A, C, G ili T).
Fragmenti se zatim razdvajaju gel elektroforezom u odvojenim trakama za svaki nukleotid, a
o¢itavanjem rasporeda traka od najkraé¢ih ka najduzim fragmentima odreduje se tacan redosled

baza u analiziranoj DNA sekvenci.
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Slika 2.59: Genetski repertoar i evolutivni odnosi pripadnika vrste koronavirusa povezanih sa
teskim akutnim respiratornim sindromom (SARS).
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Slika 2.60: Zivotni ciklus SARS-CoV-2 virusa u éeliji domaéina
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Slika 2.61: Sanger sekvenciranje



Glava 3

Kratki uvod u hemiju i biologiju

belancevina

3.1 Amino kiseline

3.1.1 Amino kiseline koje ulaze u sastav proteina

Amino kiseline (AK) su organska jedinjenja koja u svom sastavu imaju amino (baznu, -N Hj)
i karboksilnu (kiselinsku, -COOH) grupu. Do sada je iz prirodnih proizvoda izolovano preko
500 razlic¢itih AK. Amino kiseline koje na istom ugljenikovom atomu (alfa C-atom, Ca) imaju
amino i karboksilnu grupu su oznacene kao « amino kiseline (ili, rede, 2-amino kiseline), ili
proteinogene AK, sto znaci da ulaze u sastav proteina. Za Ca atom je vezan i atom H. AK se
medusobno razlikuju po radikalima (R, eng. residue), tj. bo¢nim grupama (nizovima). U upotrebi
su trivijalni (biohemijski) nazivi AK, tako npr. glicin (Gly, gr. glikos — sladak) je trivijalni naziv
za 2-aminoacetic acid (aminoethanoic acid).

Uobicéajeni nazivi amino kiselina su:

e Alanin — verovatno od aldehid + ,an“ (radi prakti¢nosti) + amin (1849)
o Arginin — kristaliSe kao srebrna so, od lat. argentum (srebro) (1886)

o Asparagin — prvi put izolovan iz Spargle (1813)

o Aspartat — slican asparaginu (1836)

o Glutamat — prvi put identifikovan u biljnom proteinu glutenu (1866)

o Glutamin — slican glutamatu (1866)

o Glicin — od gré. glykys (sladak), ima sladak ukus (1848)

 Cistein — od gr¢. kystis (besika), otkriven u kamenu u besici (1882)

o Histidin — prvi put izolovan iz sperme jesetre, naziv od gré¢. histos (tkivo) (1896)
e Izoleucin - izomer leucina

o Leucin — od gré. leukos (beo), formira bele kristale (1820)

o Lizin — produkt hidrolize proteina, od gr¢. lysis (razlaganje) (1891)
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o Metionin — bo¢ni lanac sadrzi atom sumpora (gré¢. theion) sa metil grupom (1928)

o Fenilalanin — alanin sa fenil grupom (1883)

o Prolin — izvedeno iz ,pirolidin“, jer formira pirolidinski prsten (1904)

o Serin — od lat. sericum (svila), ¢est u svili (1865)

o Treonin — slican Seceru sa Cetiri ugljenika — treozi (1936)

o Triptofan — izolovan iz tripsinskog digestata proteina + gré. phainein (pojaviti se) (1890)
o Tirozin — pronaden u siru, od gré. tyros (sir) (1890)

o Valin — derivat valerijanske kiseline iz biljke roda Valeriana (1906)

Tabela 3.1 prikazuje dvosmislene i grupne oznake amino kiselina, koje se koriste u bioinfor-
matici i analizi sekvenci kada identitet neke amino kiseline nije jednozna¢no odreden ili kada se
posmatraju grupe sa sliénim osobinama. Na primer, oznake poput B (Asx) i Z (Glx) predstavljaju
alternativu izmedu dve srodne amino kiseline, dok oznaka X oznacava bilo koju ili nepoznatu
amino kiselinu. Pored toga, uvedene su i oznake za funkcionalne grupe, kao $to su hidrofob-
ne, hidrofilne, aromaticne, alifaticne, male i naelektrisane amino kiseline, koje omogucavaju
pojednostavljeno posmatranje biohemijskih svojstava proteina.

Osobine amino kiselina odredene su njihovim bo¢nim grupama (R), koje utic¢u na strukturu i
funkciju proteina. Hidrofobne amino kiseline teze da se nalaze u unutrasnjosti proteina, dok su
hidrofilne najcesce izloZene na povrsini i uc¢estvuju u interakcijama sa vodom i drugim molekulima.
Naelektrisane amino kiseline (pozitivne i negativne) igraju vaznu ulogu u formiranju jonskih
veza 1 stabilizaciji strukture. Aromati¢ne amino kiseline doprinose stabilnosti kroz specificne
interakcije, dok male amino kiseline omogucavaju fleksibilnost proteinskog lanca. Ove osobine su

klju¢ne za razumevanje savijanja proteina, njihove funkcije i interakcija u ¢éeliji.

3.1.2 Fizlicko hemijske osobine amino kiselina

Amino kiseline su hiralne (osim glicina) jer se centralni Ca atom vezuje za Cetiri razlicite
grupe: amino, karboksilnu, vodonik i boéni lanac. Za neki molekul kazemo da je hiralan ako nema
unutrasnju simetriju i ako se ne moze poklopiti sa svojim likom u ogledalu. Zbog toga postoje
dve konfiguracije, D i L, koje predstavljaju medusobne ogledalske slike i ne mogu se preklopiti.
Odredivanje konfiguracije moze se izvrsiti pomoéu CORN pravila, pri ¢emu se posmatra redosled
grupa oko Ca atoma kada je vodonik orijentisan unazad.

Pravilo za odredivanje L-konfiguracije amino kiseline i (tzv. CORN pravilo) je: ako se vodonik
nalazi iza ravni posmatranja, raspored grupa CO — R — N ide u smeru kazaljke na satu, sto
definise L-oblik. U proteinima su uglavnom zastupljene L-amino kiseline. (slika 3.1).

Pravilo za odredivanje D-konfiguracije amino kiseline je analogno L-konfiguraciji, ali sa
suprotnim rasporedom grupa. Posmatra se Co atom tako da je vodonik (H) okrenut unazad
(iza ravni posmatranja). Gleda se redosled grupa: CO — R — N. Ako taj redosled ide suprotno
smeru kazaljke na satu, amino kiselina je D-konfiguracije.

Hidropatija je odnos boc¢nog lanca AK prema vodi (hidrofilan ili hidrofoban). Indeks
hidropatije je broj koji predstavlja hidrofilne (hfl) ili hidrofobne (hfb) karakteristike bo¢nog
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Oznaka 3-slovo | 1-slovo | Ukljucene AK Kodoni
Bilo koja / nepoznata Xaa X Sve NNN
Asparagin ili aspartat Asx B D, N RAY
Glutamin ili glutamat Glx Z E, Q SAR
Leucin ili izoleucin Xle J ILL YTR, ATH,
CTY
Hidrofobne ) V,LL F, W Y M NTN, TAY,
TGG
Aromaticne Q F,W, Y, H YWY, TTY,
TGG
Alifati¢ne (ne-aromaticne) V,IL,L,M VTN, TTR
Male T P,G,AS BCN, RGY,
GGR
Hidrofilne ¢ S, T,H,N, Q,E, D, K, R | VAN, WCN,
CGN, AGY
Pozitivno naelektrisane + K, R, H ARR, CRY,
CGR
Negativno naelektrisane D, E GAN

Napomena: N = bilo koga baza, R = purini (A, G), Y = pirimidini (C, T).

Tabela 3.1: Dvosmislene i grupne oznake amino kiselina

lanca. Postoji vise skala (eksperimentalne, teorijske), od kojih je najpoznatija Kajt-Dulitlova

(Jack Kyte and Russell F. Doolittle, 1982). Pozitivnim vrednostima su oznacene hidrofobne AK

(npr.: 4,5, 4,2), a negativnim hidrofilne (npr.: -4,5, -3,9). Hidropatijski indeks amino kiselina je

prikazan u tabeli 3.2.

Smatra se da prilikom formiranja proteinske 3D strukture hidropatija igra najznacajniju

ulogu. Hidrofobne amino kiseline se kod globularnih proteina nalaze unutar proteinske globule, a

hidrofilne spolja, na povrsini proteina (slika 3.2).

Postoje razli¢iti hidropatski koeficijenti za amino kiseline koji su dobijeni razli¢itim metodama

(eksperimentalnim i teorijskim prora¢unima). Neki od njih su prikazani u tabeli 3.3.

Prema boc¢nim lancima AK se najcesce klasifikuju u grupe:

1. nepolarne alifaticne (G, A, V, L, I, P)

proteina i doprinose stabilnosti strukture putem hidrofobnih interakcija;

— hidrofobne AK koje se najc¢esce nalaze u unutrasnjosti

2. polarne (koje mogu da ostvaruju interakcije sa vodom) nesarzirane (S, T, C, M, N, Q) —

mogu formirati vodoni¢ne veze i ¢esto se nalaze na povrsini proteina ili u aktivnim mestima;

3. negativno sarzirane (kisele) (D, E) — nose negativan naboj i ucestvuju u elektrostatickim

interakcijama i katalizi;

4. pozitivno Sarzirane (bazne) (K, R, H) — nose pozitivan naboj i ¢esto ucestvuju u vezivanju

za negativno naelektrisane molekule (npr. DNK);

5. aromaticne i heterocikli¢ne (F, Y, W) — sadrze aromati¢ne prstenove, ucestvuju u n—m

interakcijama i ¢esto imaju ulogu u stabilizaciji proteinske strukture.
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Slika 3.2: Uticaj hidropatije. Izvor: KESSEL, NIR BEN-TAL Introduction to Proteins Structure,
Function, and Motion, 2e

Osim toga, amino kiseline se mogu klasifikovati i prema veli¢ini i molekulskoj masi (,,small*
— male i ,tiny“ — si¢usne), zapremini (A3), povrsini (A2) itd. Podela amino kiselina prema

fizicko-hemijskim osobinama moze se videti na slici 3.3.

aliphatic AG small
e ST small hydroxyl
= KR basic
FHY aromatics
c HKR basic
Nzgpnve 1Ly small hydrophebic
ILMV medium hydrophobic
EDNQ acidic/amid
AGPST small polar
i all amino acids
.~Charged
g Figure I:  Some examples of sets of amino acids and
their common properties
Polar
Aramatic Positive

Hydrophobic

Slika 3.3: Fizicko-hemijske karakteristike AK
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Amino kiselina

Hidropatijski indeks

Izoleucin

Valin

Leucin

Fenilalanin
Cistein/Cistin
Metionin

Alanin

Glicin

Treonin

Triptofan

Serin

Tirozin

Prolin

Histidin
Glutaminska kiselina
Aspartinska kiselina
Asparagin

Glutamin

Lizin

Arginin

4.5
4.2
3.8
2.8
2.5
1.9
1.8
-0.4
-0.7
-0.9
-0.8
-1.3
-1.6
-3.2
-3.5
-3.5
-3.5
-3.5
-3.9
-4.5

Tabela 3.2: Hidropatijski indeks amino kiselina

Tabela 3.4 prikazuje osnovne osobine amino kiselina ukljuc¢ujuéi strukturu boc¢nog lanca,

hidrofobnost, polarnost i kiselinsko-bazne karakteristike. Ove osobine imaju klju¢nu ulogu u

formiranju 3D strukture proteina i njihovoj funkciji.

Amino kiselina | Kratko | Oznaka Boc¢ni lanac Hidrofobna | pKa | Polarna | pH osobina | Mala | Si¢usna Tip
Alanin A Ala -CHs v X - v v alifati¢na
Cistein C Cys -CHaSH v 55 v kisela v v -
Aspartat D Asp -CH,COOH X 7 v kisela v X -
Glutamat E Glu -CH2CH2COOH X v kisela X X -
Fenilalanin F Phe -CH2CgHs v - X - X X aromati¢na
Glicin G Gly H v - X - v v -
Histidin H His -CH2C3H3N>2 X 6.54 v slabo bazna X X aromatic¢na
Izoleucin I Ile -CH(CH3)CH2>CH3 v - X - X X alifaticna
Lizin K Lys -(CH2)4NH> X 10.40 v bazna X X -
Leucin L Leu -CH2CH(CH3)2 v - X - X X alifati¢na
Metionin M Met -CH2CH2SCH3 v - X - X X alifati¢na
Asparagin N Asn -CH>CONH2 X - v - v X -
Prolin P Pro cikliéna v - X - v v -
Glutamin Q Gln -CH2CH2CONH2 X - v - X X -
Arginin R Arg -(CH2)3NH-C(NH)NH2 X 12.3 v jako bazna X X -
Serin S Ser -CH2OH X - v - v v -
Treonin T Thr -CH(OH)CH3 X - v - v X -
Selenocistein U Sec -CH3SeH X 5.43 v kisela v 4 -
Valin \% Val -CH(CH3)2 v - X - X X alifati¢na
Triptofan W Trp -CH2CgHgN v - X - X X aromati¢na
Tirozin Y Tyr -CH2CsH4OH X 9.84 v slabo kisela X X aromatic¢na

*pKa je mera jacine kiseline, predstavlja pH vrednost pri kojoj je koncentracija protonovanog i deprotonovanog oblika

funkcionalne grupe jednaka (50% : 50%).

Tabela 3.4: Osobine amino kiselina
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AK | ZIMM | FAUC | BULL | COTHIA | JANIN | GUY | HEIJ | HW | KD | MEEK | MEEKKR | GUO
Ala 0.83 0.31 -200 0.38 1.70 0.10 -12.04 -0.5 1.8 0.5 1.1 2.2
Arg 0.83 -1.01 -120 0.01 0.00 -1.90 -39.23 3.0 -4.5 0.8 -0.4 0.9
Asn 0.09 -0.60 -80 0.12 0.40 -0.48 4.25 0.2 -3.5 0.8 -4.2 -0.8
Asp 0.64 -0.77 -200 0.15 0.40 0.78 23.22 3.0 -3.5 -8.2 -1.6 -2.6
Cys 1.48 1.54 -450 0.50 4.60 -1.42 3.95 -1.0 2.5 -6.8 7.1 2.6
Gln 0.00 -0.22 160 0.07 0.30 -0.95 2.16 0.2 -3.5 -4.8 -2.9 -0.2
Glu 0.65 -0.64 -300 0.18 0.30 0.83 16.81 3.0 -3.5 -16.9 0.7 -0.2
Gly 0.10 0.00 0 0.36 1.80 0.33 -7.85 0.0 -0.4 -0.7 0.2 0.0
His 1.10 0.13 -120 0.17 0.80 -0.50 6.28 -0.5 -3.2 -3.5 -0.7 2.2
Ile 2.52 1.80 2260 0.60 3.10 -1.13 -18.32 -1.8 4.5 13.9 8.5 8.3
Leu 3.07 1.70 2460 0.45 2.40 1.18 -17.79 -1.8 3.8 8.8 11.0 9.0
Lys 1.60 -0.99 -350 0.03 0.05 -1.40 9.71 3.0 -3.9 0.1 -1.9 0.0
Met 1.40 1.23 1470 0.40 1.90 -1.59 -8.86 -1.3 1.9 4.8 5.4 6.0
Phe 2.75 1.79 2330 0.50 2.20 -2.12 -21.98 -2.5 2.8 13.2 13.0 9.0
Pro 2.70 0.72 -980 0.18 0.60 2.73 5.82 0.0 -1.6 6.1 4.4 2.2
Ser 0.14 -0.04 -300 0.22 0.80 0.52 -1.54 0.3 -0.8 -0.8 -3.2 2.0
Thr 0.53 0.26 -920 0.23 0.70 0.07 -4.15 -0.4 -0.7 2.7 -1.7 0.3
Trp 0.37 2.25 2010 0.27 1.60 -0.51 -16.19 -3.4 -0.9 14.9 17.0 9.5
Tyr 2.97 0.96 2240 0.15 1.50 -0.21 -1.51 -2.3 -1.3 6.1 7.4 4.6
Val 1.79 1.22 1560 0.54 2.90 -1.27 -16.22 -1.5 4.2 2.7 5.9 5.7

Tabela 3.3: Vrednosti hidrofobnosti amino kiselina prema 12 razli¢itih skala

Selenocistein i pirolizin (tabela 3.5) predstavljaju tzv. 21. i 22. proteinogene amino kiseline.
Ugraduju se u proteine tokom translacije pomoc¢u specificnih signalnih sekvenci i specijalizovanih

mehanizama.

Amino kiselina | 3-slovo oznaka | 1-slovo oznaka | Molekulska masa

Selenocistein Sec U 168.064
Pirolizin Pyl O 255.313

Tabela 3.5: 21. i 22. amino kiselina

Aminokiselinski indeks (AAindex) (https://www.genome. jp/aaindex/) je baza podataka
numerickih indeksa koji predstavljaju razli¢ite fizicko-hemijske i biohemijske karakteristike amino
kiselina.

Slika 3.4 prikazuje organizaciju AAindex baze kroz minimalno razapinjuca stabla, gde svaki
¢vor predstavlja jedan indeks, a veze izmedu ¢vorova oznacavaju slicnost izmedu fizicko-hemijskih
i bioloskih osobina amino kiselina, grupisanih po tipu osobina.

Tabela 3.6 prikazuje najvaznije strukturne i funkcionalne osobine amino kiselina. Boje
oznacavaju osnovne grupe amino kiselina prema prirodi bo¢nog lanca: hidrofobne, polarne, kisele,
bazne, aromaticne i posebne/dvosmislene oznake. U tabeli 3.7 je prikazana legenda boja za

klasifikaciju amino kiselina.
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Tabela 3.6: Osobine i napomene o amino kiselinama

Amino 1-slovo 3-slovo Opis

kiselina

Alanin A Ala Veoma zastupljena, mala i svestrana amino kiselina.
Ponasa se skoro neutralno i moze se nalaziti i u
hidrofilnim regionima na povrsini proteina i u
hidrofobnim regionima u unutrasnjosti.

Asparagin ili B Asx Oznaka koja se koristi kada na datoj poziciji moze

aspartat stajati ili asparagin ili aspartat.

Cistein C Cys Atom sumpora lako gradi veze sa teskim metalima.
U oksidacionim uslovima dve cisteinske ostatke
mogu formirati disulfidnu vezu i dati cistin.
Disulfidne veze stabilizuju tercijarnu strukturu
proteina i povec¢avaju otpornost na denaturaciju.

Aspartat D Asp Kisela amino kiselina sa hidrofilnom bo¢nom

grupom i jakim negativnim nabojem. Obi¢no se
nalazi na povrsini proteina, doprinosi rastvorljivosti
i esto ucestvuje u vezivanju pozitivno

naelektrisanih molekula i jona.
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Amino 1-slovo 3-slovo Opis
kiselina
Glutamat E Glu Po osobinama slican aspartatu, ali ima duzi i nesto

fleksibilniji bocni lanac. Negativno je naelektrisan i
¢esto ucestvuje u jonskim interakcijama.
Fenilalanin F Phe Esencijalna amino kiselina. Sadrzi veliki hidrofobni
aromaticni prsten i zbog toga je ¢esto usmerena ka
unutrasnjosti savijenog proteinskog molekula.
Glicin G Gly Najmanja amino kiselina. Zbog velike fleksibilnosti
manje je Cesta kao krut strukturni element.
Histidin H His U blago kiselim uslovima azot u imidazolnom
prstenu moze promeniti protonaciju, pa histidin
menja i konformaciju polipeptida. Zbog toga je
vazan u katalizi enzima i regulaciji strukture.
Izoleucin I Ile Esencijalna, alifati¢na i izrazito hidrofobna amino
kiselina. Zajedno sa leucinom i valinom cesto se

nalazi u unutrasnjosti proteina i doprinosi pravilnom

savijanju.
Leucin ili J Xle Oznaka koja se koristi kada na datoj poziciji moze
izoleucin stajati leucin ili izoleucin.
Lizin K Lys Esencijalna bazna amino kiselina sa dugim

fleksibilnim boé¢nim lancem i pozitivno
naelektrisanim krajem. Vazna je za vezivanje
negativno naelektrisanih molekula, npr. DNK.

Leucin L Leu Esencijalna amino kiselina, slicna izoleucinu i valinu.
Hidrofobna je i doprinosi stabilizaciji unutrasnjosti
proteina.

Metionin M Met Esencijalna amino kiselina sa sumporom. Cesto je
prva amino kiselina ugradena u novonastali protein.
Njena metil grupa moze biti aktivirana i koristiti se
u razlicitim reakcijama prenosa grupa.

Asparagin N Asn Polarna, nesarzirana amino kiselina. Sli¢na
aspartatu, ali umesto karboksilne ima amidnu grupu.
Cesto ucestvuje u vodoni¢nim vezama.

Pirolizin 0] Pyl Retka amino kiselina, sli¢na lizinu, sa dodatim
pirolinskim prstenom. Prisutan je u nekim
mikroorganizmima.

Prolin P Pro Posebna amino kiselina sa ciklicnom strukturom
koja ogranic¢ava pokretljivost lanca. Cesto uvodi
okrete i prekida regularne sekundarne strukture

poput a-heliksa i S-listova.
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Amino 1-slovo 3-slovo Opis
kiselina
Glutamin Q Gln Slican glutaminskoj kiselini, ali sadrzi amidnu grupu

umesto karboksilne. U proteinima ucestvuje u
vodoni¢nim vezama i sluzi kao rezervoar amonijaka.

Arginin R Arg Funkcionalno slican lizinu. Sadrzi snazno baznu
guanidinsku grupu i ¢esto ucestvuje u
elektrostatickim interakcijama i vezivanju negativno
naelektrisanih molekula.

Serin S Ser Sadrzi kratki boc¢ni lanac sa hidroksilnom grupom.
Veoma je hidrofilan, ¢esto ucestvuje u vodoni¢nim
vezama i katalitickim mestima enzima.

Treonin T Thr Esencijalna amino kiselina sa hidroksilnom grupom.
Po osobinama sli¢na serinu i ¢esto ucestvuje u
vodoni¢nim vezama i posttranslacionim
modifikacijama.

Selenocistein U Sec Naziva se 21. amino kiselinom. Strukturno je slican
cisteinu, ali umesto sumpora sadrzi selen i ugraduje
se specificnim mehanizmom tokom translacije.

Valin v Val Esencijalna, hidrofobna i alifati¢na amino kiselina.
Stabilizuje unutrasnjost proteina i Cesto se nalazi u
hidrofobnom jezgru.

Triptofan W Trp Esencijalna amino kiselina sa velikim aromati¢nim
prstenom. Fluorescentna je i sluzi kao prekursor
serotonina. Cesto doprinosi stabilnosti proteinske
strukture.

Nepoznata X Xaa Oznaka koja se koristi kada amino kiselina nije
poznata ili nije znacajna za datu analizu.

Tirozin Y Tyr Aromati¢na amino kiselina, sli¢na fenilalaninu i
triptofanu. Prekursor je melanina, epinefrina i
tiroidnih hormona. Moze biti fluorescentna, mada je

fluorescencija cesto oslabljena prenosom energije na

triptofan.
Glutamat ili Z Glx Oznaka koja se koristi kada na datoj poziciji moze
glutamin stajati glutamat ili glutamin.

Neke amino kiseline se mogu posttranslaciono modifikovati. Najces¢e kovalentne modifikacije
boé¢nih lanaca ukljucuju: fosforilacije (dodaje se fosfatna grupa, npr. fosfo-serin, fosfo-tirozin),
glikozilacije (dodaju se Seceri (glikani)), lipidacije (dodaju se lipidi (masti)), zatim formiranje
scross-link® disulfidnih (-S-S-) veza izmedu dva Cys, itd. Posttranslacione modifikacije igraju
vaznu ulogu u regulaciji proteinske aktivnosti, meduéelijskoj komunikaciji itd. Tabela 3.8 prikazuje

neke posttranslacione modifikovacije amino kiselina.
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Boja Opis

Hidrofobne (nepolarne) amino kiseline — nalaze se u unutrasnjosti proteina

Polarne nesarzirane amino kiseline — ucestvuju u vodonicnim vezama

Negativno sarzirane (kisele) amino kiseline — nose negativan naboj

Pozitivno sarzirane (bazne) amino kiseline — nose pozitivan naboj

Aromati¢ne amino kiseline — sadrZe aromatic¢ne prstenove

Posebne / dvosmislene oznake — specijalne ili neodredene amino kiseline

Tabela 3.7: Legenda boja za klasifikaciju amino kiselina

Tabela 3.8: Posttranslacione modifikacije amino kiselina

Amino kiselina Oznaka Modifikacije

Alanin Ala N-acetilacija (N-kraj)

Arginin Arg deiminacija u citrulin, metilacija

Asparagin Asn deamidacija u Asp/izoAsp, N-vezana glikozilacija

Aspartat Asp izomerizacija u izoaspartat

Cistein Cys disulfidne veze, oksidacija (sulfenilna, sulfinska,
sulfonska), palmitoilacija, S-nitrozilacija

Glutamin Gln ciklizacija u piroglutamat, deamidacija

Glutamat Glu ciklizacija u piroglutamat (N-kraj),
gama-karboksilacija

Glicin Gly N-miristoilacija (N-kraj), N-acetilacija (N-kraj)

Histidin His fosforilacija

Izoleucin Ile -

Leucin Leu -

Lizin Lys acetilacija, ubikvitinacija, SUMOilacija, metilacija,
hidroksilacija

Metionin Met N-acetilacija (N-kraj), oksidacija

Fenilalanin Phe -

Prolin Pro hidroksilacija

Serin Ser fosforilacija, O-vezana glikozilacija, N-acetilacija
(N-kraj)

Treonin Thr fosforilacija, O-vezana glikozilacija, N-acetilacija
(N-kraj)

Triptofan Trp oksidacija, formiranje kinurenina

Tirozin Tyr sulfatacija, fosforilacija

Valin Val N-acetilacija (N-kraj)

Proteom je skup svih proteina koji se ekspresuju u odredenoj ¢eliji, tkivu ili organizmu u

datim uslovima i vremenskom trenutku. Tabela 3.9 prikazuje da je zastupljenost amino kiselina u
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proteomima arheja, bakterija i eukariota je veoma slicna, Sto ukazuje na evolutivnu konzerviranost
proteinskog sastava, pri ¢emu dominiraju male i hidrofobne amino kiseline, dok su aromaticne i
reaktivne amino kiseline rede. Male razlike postoje: eukarioti imaju vise Ser, Pro, Gln, a bakterije
malo vise Ala i Leu. Esencijalne amino kiseline su one koje organizam ne moze sam da sintetise i

koje se moraju unositi putem ishrane.

Tabela 3.9: Kodoni, ucestalost i esencijalnost amino kiselina

Amino kiselina | 1-slovo | 3-slovo | Kodoni Arheje (%) | Bakterije (%) | Eukarioti (%) | Covek (%) | Esencijalna
Alanin A Ala GCU, GCC, GCA, GCG 8.2 10.06 7.63 7.01 Ne
Cistein C Cys UGU, UGC 0.98 0.94 1.76 2.3 Uslovno
Aspartat D Asp GAU, GAC 6.21 5.59 5.4 4.73 Ne
Glutamat E Glu GAA, GAG 7.69 6.15 6.42 7.09 Uslovno
Fenilalanin F Phe Uuyu, uuC 3.86 3.89 3.87 3.65 Da
Glicin G Gly GGU, GGC, GGA, GGG 7.58 7.76 6.33 6.58 Uslovno
Histidin H His CAU, CAC 1.77 2.06 2.44 2.63 Da
Izoleucin 1 Ile AUU, AUC, AUA 7.03 5.89 5.1 4.33 Da
Lizin K Lys AAA, AAG 5.27 4.68 5.64 5.72 Da
Leucin L Leu UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG 9.31 10.09 9.29 9.97 Da
Metionin M Met AUG 2.35 2.38 2.25 2.13 Da
Asparagin N Asn AAU, AAC 3.68 3.58 4.28 3.58 Ne
Pirolizin o Pyl UAG* 1] 0 0 0 Ne
Prolin P Pro CCU, CCC, CCA, CCG 4.26 4.61 5.41 6.31 Ne
Glutamin Q Gln CAA, CAG 2.38 3.58 4.21 4.77 Ne
Arginin R Arg CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG 5.51 5.88 5.71 5.64 Uslovno
Serin S Ser UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC 6.17 5.85 8.34 8.33 Ne
Treonin T Thr ACU, ACC, ACA, ACG 5.44 5.52 5.56 5.36 Da
Selenocistein U Sec UGA** 0 0 0 >0 Ne
Valin v Val GUU, GUC, GUA, GUG 7.8 7.27 6.2 5.96 Da
Triptofan w Trp UGG 1.03 1.27 1.24 1.22 Da
Tirozin Y Tyr UAU, UAC 3.35 2.94 2.87 2.66 Uslovno
Stop kodon - Term UAA, UAG, UGA — - - — -

Slika 3.5 prikazuje prosecnu zastupljenost amino kiselina u proteinima izrazenu u procentima,
na osnovu analize velikog broja proteinskih sekvenci. Najzastupljenije su alifaticne i male amino
kiseline, poput leucina, alanina, glicina i serina, koje doprinose stabilnosti proteinske strukture.
Sa druge strane, aromaticne i sumporne amino kiseline, kao S$to su triptofan i cistein, znatno su
rede zbog sloZenije biosinteze i specificnih hemijskih osobina. Ova raspodela odrazava evolutivnu
optimizaciju izmedu stabilnosti, funkcionalnosti i energetskih troskova sinteze proteina. Stubi¢
amino kiseline je obojen prema njenoj osobini: alifaticne - svetlosiva, kisele — roze, male
hidroksilne (Ser i Thr) — zelena, bazne — svetloplava, aromati¢ne (Phe, Trp, Tyr) — crna,
amidne — bela, sumporne — zuta.

Novije evolucione studije ukazuju da amino kiseline : Gly, Ala, Asp, Val, Ser, Pro, Glu, Leu,
Thr (tj. G, A, D, V, S, P, E, L, T) pripadaju grupi amino kiselina ranog genetskog koda, dok AK:
Cys, Met, Tyr, Trp, His, Phe (tj. C, M, Y, W, H, F) predstavljaju kasnije prosirenje genetskog
koda. Rane amino kiseline (Gly, Ala, Asp, Val, Ser, Pro, Glu, Leu, Thr) smatraju se ,starijim”
jer su hemijski jednostavnije, tj. imaju jednostavne boc¢ne lance (¢esto male ili alifati¢ne) i lako se
sintetizuju bez sloZzenih metabolickih puteva. Nasuprot tome, ,kasnije” amino kiseline (Cys, Met,
Tyr, Trp, His, Phe) imaju slozenije strukture (npr. aromati¢ne prstenove ili sumporne grupe) i
njihova biosinteza zahteva razvijenije enzimske sisteme, zbog toga se smatra da su se pojavile
kasnije tokom evolucije genetskog koda.

Vennovi dijagrami 3.6 ilustruju povezanost izmedu hemijskih osobina amino kiselina, njihove
pozicije u genetskom kodu i funkcionalne uloge u proteinima. U gornjem dijagramu raspored
amino kiselina zavisi od centralnog nukleotida kodona i njihovih fizicko-hemijskih karakteristika,
pri cemu se jasno vidi preklapanje razli¢itih osobina kao sto su hidrofobnost, polaritet i veli¢ina.
Donji dijagram prikazuje uéestalost pojavljivanja amino kiselina u katalitickim mestima proteina,

gde su najcesée zastupljene one sa reaktivnim ili naelektrisanim boc¢nim lancima (npr. His,
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Slika 3.5: Prose¢nu zastupljenost amino kiselina u proteinima

Asp, Glu, Lys, Arg). Kataliticka mesta proteina (ili aktivna mesta enzima) su specifi¢ni delovi
proteinske strukture u kojima se odvija hemijska reakcija. Ovi rezultati ukazuju na vezu izmedu
strukture genetskog koda i funkcionalnih svojstava proteina, sto podrzava hipoteze o evolutivhom

razvoju genetskog koda i izboru amino kiselina u bioloskim sistemima.

3.1.3 Polimerizacija amino kiselina - peptidna veza

Peptidna veza (amidna veza) (slika 3.7a) je kovalentna hemijska veza koja se formira izmedu
dve amino kiseline kada karboksilna grupa jedne amino kiseline reaguje sa amino grupom druge
amino kiseline, uz otpustanje molekula vode (H20). Ovaj proces je dehidrataciona sinteza
(takode je poznata kao reakcija kondenzacije). Rezultujuéa funkcionalna grupa sa Cetiri atoma,
C(=0O)NH-, naziva se peptidna veza, dok je rezultujué¢i molekul amid.

Peptidna veza je rezonantno hibridizovana (slika 3.7b), tj. ima parcijalne karakteristike
dvostruke veze (C-N (jednostruka veza) i C=N (dvostruka veza)), pa oko nje nije mogucéa
slobodna rotacija (w diedralni ugao je normalno 180°). Na ovaj nacin se formira proteinski
polipeptidni lanac (primarna struktura), ¢ija duzina moze da varira od reda veli¢ine 10 do
desetine hiljada AK (humani protein titin se sastoji od preko 35.000 AK).

Peptidna veza apsorbuje UV svetlost u opsegu 190-230 nm zbog elektronskih tranzicija u
karbonilnoj grupi (C=0), $to je ¢ini osetljivom na UV zracenje i omogucava njenu primenu u
spektroskopskim analizama proteina.

Slika 3.8 prikazuje planarni i rigidni karakter peptidne grupe CO-NH. U delu (a) sivi
paralelogram oznacava ravan peptidne grupe u polipeptidu. Standardne duzine veza su izrazene
u A. Obratiti paznju da je C-N veza u peptidnoj grupi kra¢a od C-N veze u o-ugljeniku, §to

ukazuje na parcijalni karakter dvostruke veze peptidne veze. U delu (b) prikazana je elektronska



3.1. Amino kiseline 81

3 Catalytic Propensity of Amino Acids and the Origins of the Genetic Code 47
Central nucleotide
L &

L &
@®c
U

Aliphatic

(a) Hydrophobic

Charged

Positive

(b)

ets from Taylor, 1986). (a) Distribution of amino
: code, (b) distribution of amine acids sccording

Slika 3.6: Venovi dijagrami amino kiselina (hemijski skupovi prema Tayloru, 1986). (a) Raspodela
amino kiselina na osnovu srednjeg slova genetskog koda, (b) raspodela amino kiselina prema
rangovima kataliticke ucestalosti i hemijskim osobinama.

rezonanca peptidne veze, tj. da peptidna veza nema jednu fiksnu strukturu, ve¢ je kombinacija
vise mogucéih elektronskih rasporeda (rezonantnih struktura). Elektronska rezonanca peptidne
veze nastaje delokalizacijom elektrona izmedu C=0 i C-N veza, ¢ime C-N dobija parcijalni
karakter dvostruke veze, $to dovodi do planarnosti i rigidnosti peptidne grupe. Slika 3.9 prikazuje
detaljnu geometriju (rastojanja i uglove pojedinih atoma) peptidne veze izmedu dve amino

kiseline.

3.1.4 Diedralni uglovi

Diedralni uglovi u proteinima definiSu se pomoc¢u cetiri uzastopna atoma i ukljucuju ¢
(C-N-Ca-C), ¢ (N-Ca—C-N), o (Ca—C—N-Cu), kao i y uglove bo¢nih lanaca, koji odreduju
trodimenzionalnu konformaciju proteina.

Peptidna veza moze postojati u dve konformacije, cis i trans, koje se razlikuju po relativhom
polozaju bo¢nih lanaca susednih amino kiselina (slika 3.11). U trans konfiguraciji bo¢ni lanci
su rasporedeni na suprotnim stranama peptidne veze, ¢ime se minimizuju stericke smetnje i
postize veéa stabilnost, zbog ¢ega je ovaj oblik dominantan u proteinima. Nasuprot tome, u
cis konfiguraciji bo¢ni lanci se nalaze na istoj strani, Sto dovodi do sterickih sudara i znatno
manje stabilnosti, pa se ovaj oblik retko javlja. Stericki sudari su situacije kada se atomi ili grupe
atoma u molekulu previse priblize jedni drugima, tako da dolazi do odbijanja izmedu njihovih
elektronskih oblaka. Izuzetak predstavlja aminokiselina prolin, kod koje je cis konformacija c¢eséa

zbog specificne cikliéne strukture njenog bo¢nog lanca.
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Slika 3.8: Planarni i rigidni karakter peptidne grupe CO-NH

Ramacandranov dijagram (slika 3.12) prikazuje dozvoljene kombinacije diedralnih uglova ¢ i
¢ u proteinskom lancu, pri ¢emu su dozvoljene konformacije odredene prostornim ogranicenjima
i izbegavanjem sterickih sudara izmedu atoma. Ove dozvoljene oblasti odgovaraju stabilnim
sekundarnim strukturama, kao sto su o-heliksi i B-trake, dok su ostale kombinacije uglova

energetski nepovoljne i zato se ne javljaju u proteinima.

3.2 Nivoi organizacije polipeptidnih lanaca

3.2.1 Primarna struktura proteina

Primarna struktura proteina definisana je redosledom, brojem i sadrzajem amino kiselina u
peptidnom lancu. Proteini koji se sastoje od manje od 50 amino kiselina definisu se kao peptidi
(oligopeptidi, npr. neuropeptidi, hormoni, antibakterijski peptidi), dok se polipeptidi sa veéim
brojem amino kiselina definisu kao proteini. Prema konvenciji, proteinski lanac se predstavlja sa o-

amino grupom prve, sa leve strane, amino kiseline (,,N-terminus®) i a-karboksilnom grupom desno
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Slika 3.9: Geometrija peptidne veze
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Slika 3.10: Diedralni uglovi ¢ i ¢

(,C-terminus*). Redosled amino kiselina u proteinskom lancu sadrzi informaciju o proteinskoj
3D strukturi. Informacija sadrzana u redosledu amino kiselinina proteina realizuje se kroz
nekovalentne interakcije izmedu razlic¢itih bo¢nih lanaca amino kiselina (R), koje omogucéavaju
formiranje pravilne 3D strukture proteina.

Kovalentne interakcije su jake hemijske veze zasnovane na deljenju elektrona izmedu atoma
(npr. peptidna veza (C-N), disulfidna veza (—S—S— izmedu Cys)), dok su nekovalentne interakcije
slabije medumolekulske sile koje ne uklju¢uju deljenje elektrona, ali su klju¢ne za stabilizaciju
trodimenzionalne strukture proteina (npr. vodoni¢ne veze, hidrofobne interakcije).

Visestrukim poravnanjem se mogu uociti konsenzus sekvence ili linearni motivi (konzervativne
ili ultrakonzervativne), koje sadrze identi¢ne AK ili AK sa istim fizicko-hemijskim karakteristikama
(npr. hidrofobne AK). Sekvencioni motivi su kratke konsenzus sekvence koje su zajednicke za
veliki broj proteina, nezavisno od stepena njihove homologije. Kratki linearnt motivi, ili minimotivi
(,,Short Linear Motifs — SLiMs“, kod eukariota ,Eukaryotic Linear Motif — ELM“), ucestvuju
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Slika 3.11: Trans i cis konformacije peptidne veze
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Slika 3.12: Ramacandranov dijagram

u protein—protein interakcijama (npr. adresiranje (,targeting®) — signal za lokalizaciju u jedru,
razli¢itim modifikacijama; motiv za N-glikozilaciju je NP[ST]P, vezivanju liganada, kao i mestima
koja prepoznaju endopeptidaze itd).

Visestrukim poravnanjem (tri ili vise) proteinskih sekvenci (primarnih struktura) mozemo
odrediti stepen slicnosti pojedinih proteina (slika 3.13). Sekvence se oznacavaju kao homologne

ako poticu od zajednickog pretka. Postoji nekoliko vrsta homolognih sekvenci:

o ortologne: proteinske sekvence u razli¢itim vrstama koje dele zajednickog pretka i zadrzavaju

istu funkciju;

e paralogne: proteinske sekvence u istoj vrsti, nastale putem duplikacije i mogu imati razlicite

funkcije;

o ksenologne: proteinske sekvence u razli¢itim vrstama, nastale kao proizvod horizontalnog

genskog transfera, najcesée imaju istu funkciju.

Analogne proteinske sekvence u razli¢itim vrstama imaju razli¢ito evolutivno poreklo, razlikuju
se, ali imaju slicnu funkciju.

Slika 3.14 ilustruje evolutivne odnose izmedu proteinskih sekvenci kroz procese duplikacije
gena i specijacije. Duplikacijom gena nastaju paralogni proteini unutar iste vrste, koji mogu
divergovati u funkciji, dok specijacijom nastaju ortologni proteini u razli¢itim vrstama koji
najcesce zadrzavaju istu funkciju. Nasuprot tome, analogni proteini nemaju zajednicko evolutivno
poreklo, ali obavljaju slicne funkcije kao rezultat konvergentne evolucije.

AK ponovci ( eng. protein repeats) je pojava kada se jedan sekvencioni motiv pojavljuje u
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Slika 3.13: Visestruko poravnanje proteinskih sekvenci

Gene duplication {  Speciation } Human histone H1.1 —

_ T oz
: Human histoneH1.2 —5 |3 |2
H H g |6 ©
iOHi 1t m g @
Ancestral i ™
Histone -<
H1gene
Histone H1.2
Chimpanzee histone H1.1 —
Chimpanzee histone H1.2
Ancestral . .
HNS gene Bacterial HNS protein ———————

E. coli

Slika 3.14: Homologe sekvenci

proteinskoj sekvenci dva ili vise puta. Sekvencioni motiv — ponovak moze biti monoaminokiselinski
(npr.: (Gln)n, (Asn)n, (Ser)n; (Gln)n ponovci su povezani sa nekim patoloskim stanjima).
Sekvencioni motivi se ¢esto reflektuju i na nivou sekundarne i 3D strukture. Ponovci se mogu
pojaviti u tandemu (jedan do drugog, oko 14% proteina u proteomu), ili mogu biti rasuti po
proteinskoj sekvenci; takode mogu biti direktni ili inverzni. Oko polovine tandem ponovaka
(posebno oni do 10 AK) imaju neuredenu strukturu, dok duzi ponovci (30-40 AK) obi¢no
formiraju neku sekundarnu strukturu.

Na slici 3.15 je prikazano visestruko poravnanje pentapeptida sa nepotpunim A-L ponovkom.

Ovakav ponovak moze rezultirati u tandem ponovcima istih sekundarnih struktura (slika 3.16).

Proteinske familije

Proteinske familije su grupe proteina koje dele zajednicko evoluciono poreklo, odnosno homo-
logne su, i imaju znac¢ajnu slicnost u primarnim (konsenzus sekvence) i 3D strukturama. Trenutno

je definisano preko 60.000 proteinskih familija. Na osnovu viSestrukog poravnanja primarnih
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Slika 3.15: Visestruko poravnanje

Common examples of protein demains with a solenoid architecture

WO repeat domain Leucine-nch repeat domain

Anlkyrin repeat domain

%%hv;m--

Slika 3.16: Tandem ponovci istih sekundarnih struktura (domena).

struktura formirana je Pfam baza podataka proteinskih familija (http://pfam.xfam.org/).
Poredenjem primarnih struktura sli¢nih proteina iz razlic¢itih organizama moguce je odrediti
njihove filogenetske relacije (na primeru citohroma c). Citohrom c je ¢esto koriséen protein za po-
redenje primarnih struktura izmedu razli¢itih organizama, jer se nalazi kod gotovo svih eukariota
i ima slicnu funkciju kod svih vrsta, te njegova sekvenca omogucéava procenu evolutivne srodno-
sti i rekonstrukciju filogenetskih odnosa. Filogenetsko stablo na slici 3.17 prikazuje evolutivne
odnose medu organizmima, odredene slicnoséu njihovih sekvenci citohroma c. Brojevi duz grana
predstavljaju broj razlika u aminokiselinama izmedu vrsta i hipotetickog pretka. Postojeée vrste
prikazane su samo na krajevima grana. Ispod je prikazana sekvenca humanog citohroma c, koja
je uporedena sa inferisanom sekvencom predstavljenom na osnovi stabla korelacija. (Adaptirano
prema Creighton, T.E.; 1983. Proteins: Structure and Molecular Properties. San Francisco: W.H.

Freeman.)
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Slika 3.17: Filogenetsko stablo napravljeno na osnovu sli¢nosti sekvenci citohroma ¢ organizama

3.2.2 Sekundarna struktura proteina

Sekundarna struktura proteina je definisana ¢ i ¢ diedralnim uglovima polipeptidnog lanca.
To je lokalna, regularna, podstruktura, koja nastaje kao rezultat formiranja vodoni¢nih veza
izmedu CO i NH grupa polipeptidnog lanca.

Dva osnovna tipa sekundarnih struktura su zavojnica (helikoida) i trakasta struktura. Zavisno
od broja zakokreta razlikujemo tri osnovna tipa helikoida (najc¢esée desnih): a-zavojnica (a-helix),
3.10 zavojnica (3.10-helix), 7 zavojnica (7-helix) i PPII zavojnica (PPII-helix, levi). Postoje dve
glavne trakaste strukture: paralelna i antiparalelna S-struktura (S-strand).

Tabela 3.10 prikazuje strukturne parametre sekundarnih struktura proteina zavojnica i
trakastih struktura. Za svaku strukturu dati su diedralni uglovi (¢, ), broj aminokiselinskih
ostataka po jednom zavoju, translacija po ostatku, kao i karakteristike vodoni¢nih veza. Helikoidne
strukture («, 319, 7 i PPII) razlikuju se po geometriji i na¢inu formiranja vodoni¢nih veza izmedu

ostataka (npr. a-helix ima stabilnu vezu tipa i — i + 4). Veéina heliksa je desnoruka, osim PPII
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heliksa koji je levoruk. f-strukture (paralelne i antiparalelne) nemaju definisan broj ostataka
po zavoju, ve¢ formiraju prosirene lance povezane vodoni¢nim vezama izmedu razli¢itih lanaca

(eng. inter-strand). Razlike u diedralnim uglovima odreduju njihovu prostornu organizaciju i

stabilnost.

Tip elementa Element Hiralnost ¢, Broj AK po zavoju Pomeraj po AK Poluprecnik H-veze

Zavojnica a Desna —57°, —47° 3.6 1.5 A 23 A i—it4
310 Desna —49°, —26° 3.0 2.0 A 1.9 A i—i+3
T Desna —57°, —70° 4.4 114 28 A i—i+5
PPII Leva —75°,145° 3.0 314 14 A

[B-lanac Paralelan - —119°,+113° -~ 34 A Medulancane
Antiparalelan —139°, +135° 324 Medulancane

Tabela 3.10: Karakteristike najces¢ih sekundarnih struktura proteina. Izvor: AMIT KESSEL,
NIR BEN-TAL Introduction to Proteins Structure, Function, and Motion, 2e

Slika 3.18 prikazuje razli¢ite nacine reprezentacije a-zavojnice (a-helix):

(A) Prikazana je tzv. ribbon (trakasta) reprezentacija, gde se jasno vidi spiralna (helikoidna)
struktura polipeptidnog lanca. Boc¢ne grupe (R) su prikazane kao sfere koje izlaze spolja iz

zavojnice.

(B) Model kuglica—stapié¢ (eng. ball-and-stick) prikazuje detaljnu hemijsku strukturu, ukljuc¢ujuéi
atome i veze. Isprekidane linije predstavljaju vodonic¢ne veze izmedu NH i CO grupa koje

stabilizuju a-zavojnicu.

(C) Pogled duz ose zavojnice (eng. end view) pokazuje da je struktura cilindri¢na, sa centralnim

ki¢émenim delom (eng. backbone) u unutrasnjosti, dok su bo¢ni lanci orijentisani ka spolja.

(D) Space-filling model (model ispunjen prostorom) ilustruje gusto pakovanje atoma u unutra-
Snjosti zavojnice, naglasavajuéi kompaktnost strukture i nacin na koji atomi zauzimaju

prostor.

Slika 3.18: Struktura a-zavojnice

I slika 3.19 prikazuje razli¢ita nacina reprezentacije a-zavojnice:
(A) Model kuglica—stapic;

(B) trakasta reprezentacija;



3.2. Nivoi organizacije polipeptidnih lanaca 89

(C) Idealizovani geometrijski model u obliku cilindra predstavlja uproséen prikaz a-zavojnice,

gde je naglasena njena pravilna, cilindri¢na struktura.
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Slika 3.19: Struktura zavojnice

Tabela 3.11 prikazuje osnovne geometrijske karakteristike tri glavna tipa zavojnice. Za svaki
tip dati su:
e broj ostataka po jednom zavoju - broj aminokiselina potrebnih da se polipeptidni lanac

obrne za jedan pun krug (360°) oko ose heliksa;

o translacija po ostatku - pomeraj duz ose heliksa koji nastaje kada se doda jedna aminokise-

lina (jedan ostatak);
» polupreénik zavojnice - rastojanje od ose heliksa do atoma (ili ki¢me polipeptidnog lanca);
o korak zavojnice (eng. pitch) - rastojanje duz ose heliksa koje odgovara jednom punom

zavoju spiralne strukture.

korak zavojnice = (broj ostataka po zavoju) x (translacija po ostatku)

a-zavojnica predstavlja najceséi i najstabilniji oblik, dok 319- i m-zavojnice imaju specificne

geometrijske osobine i rede su zastupljene u proteinima.

Geometrijski atribut a-zavojnica 310-zavojnica m-zavojnica
Broj ostataka po zavoju 3.6 3.0 4.4
Translacija po ostatku 1.5 A (0.15nm) 2.0 A (0.20 nm) 1.1 A (0.11 nm)
Poluprec¢nik zavojnice 2.3 A (0.23nm) 1.9 A (0.19 nm) 2.8 A (0.28 nm)
Korak zavojnice 54 A (0.54 nm) 6.0 A (0.60 nm) 4.8 A (0.48 nm)

Tabela 3.11: Strukturne karakteristike tri glavna oblika proteinskih heliksa

Slika 3.20 prikazuje trakaste sekundarne strukture proteina, odnosno -lanac (eng. S-strand)

i B-ploc¢u (eng. [-sheet):
(A) Prikazan je pojedinacni -lanac, gde se vidi izduzena (razvucena) konformacija polipeptid-
nog lanca. Bo¢ni lanci (oznaceni zelenom bojom) naizmeni¢no su usmereni iznad i ispod

ravni lanca, Sto je karakteristicno za S-strukture.
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(B) Prikazana je [-plo¢a formirana povezivanjem vise (-lanaca. U ovom slucaju radi se o
antiparalelnoj S-plo¢i, gde susedni lanci imaju suprotan smer (N- i C-krajevi su orijentisani u
razli¢itim pravcima). Vodoni¢ne veze (isprekidane linije) formiraju se izmedu NH i CO grupa
susednih lanaca, pri ¢emu svaka aminokiselina iz jednog lanca moze ostvariti interakciju sa

odgovaraju¢om aminokiselinom iz susednog lanca, ¢ime se stabilizuje struktura.

Slika 3.20: Trakaste strukture

Slika 3.21 prikazuje dva [-lanca koji su orijentisani u istom smeru (paralelno), $to znaci da su
njihovi N- i C-krajevi usmereni u istom pravcu. Polipeptidni lanci imaju izduzenu konformaciju, a
bo¢ni lanci (radikali, R) su naizmeni¢no rasporedeni iznad i ispod ravni svakog -lanca. Vodoni¢ne
veze (isprekidane linije) formiraju se izmedu NH i CO grupa susednih lanaca, stabilizujuéi
strukturu. Za razliku od antiparalelne -ploce, gde se aminokiseline uparuju jedna prema jednoj,
u paralelnoj B-ploc¢i jedna aminokiselina iz jednog lanca ostvaruje vodonic¢ne veze sa dve razlicite
aminokiseline iz susednog lanca. Ovakav nacin povezivanja dovodi do nesto manje optimalne
geometrije vodonicnih veza u odnosu na antiparalelnu S-plocu, ali i dalje omogucava stabilnu

strukturu.

Slika 3.21: Paralelna [-ploca

Okreti (eng. turns) i petlje (eng. loops) predstavljaju neregularne elemente sekundarne
strukture proteina (eng. coil) koji omoguéavaju promenu pravca polipeptidnog lanca i povezivanje
razli¢itih sekundarnih strukturnih elemenata.

Okreti su kratki segmenti polipeptidnog lanca koji dovode do naglog savijanja strukture.
Najceséi su f-okreti (eng. S-turns), koji obuhvataju Cetiri uzastopna aminokiselinska ostatka

(i, i+ 1, i + 2, i + 3). Karakteristi¢na osobina [-okreta je postojanje vodoni¢ne veze izmedu
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CO grupe ostatka ¢ i NH grupe ostatka i + 3, sto stabilizuje ovu konformaciju. U zavisnosti od
vrednosti diedralnih uglova razlikuju se razli¢iti tipovi -okreta.

Petlje su duzi i fleksibilniji segmenti polipeptidnog lanca koji nemaju regularnu, ponavljajuéu
strukturu. Za razliku od okreta, petlje mogu obuhvatati razli¢it broj aminokiselina i ¢esto nemaju
stabilizujué¢e vodoni¢ne veze karakteristicne za a-zavojnice ili 5-ploce.

Okreti i petlje su klju¢ni za pravilno savijanje proteina i formiranje njegove trodimenzionalne
strukture.

Slika 3.22 prikazuje strukture dva tipa S-okreta (eng. S-turn), koji se nazivaju i ¢vrsti okreti
ili B-savijanja (eng. f-bend). Prikazana su dva osnovna tipa ([-okreta (Tip I i Tip II), koji
omogucavaju naglu promenu pravca polipeptidnog lanca. §-okret obuhvata Cetiri uzastopna
aminokiselinska ostatka (i, 1+ 1, i+2, i+ 3), pri ¢emu dolazi do savijanja lanca tako da se pocetni
i krajnji deo priblizavaju. Stabilizacija strukture ostvaruje se vodoni¢nom vezom (isprekidana
linija) izmedu CO grupe ostatka i i NH grupe ostatka i+ 3. Razlika izmedu Tipa I i Tipa II potice
od razli¢itih vrednosti diedralnih uglova centralnih ostataka (i + 1114+ 2), Sto dovodi do razli¢ite
prostorne konfiguracije. S-okreti su ¢esti u proteinima i ¢esto se nalaze na povrsini molekula, gde

omogucéavaju kompaktno pakovanje i povezivanje sekundarnih strukturnih elemenata.

e

Slika 3.22: Strukture dva tipa S-okreta

Ramacandranov dijagram na slici 3.23 prikazuje kombinacije uglova ¢ (osa x) i ¢ (osa y), koje
odreduju konformaciju polipeptidnog lanca. Zasencene oblasti oznac¢avaju dozvoljene (energetski
povoljne) regione konformacionog prostora, dok su nezasencene oblasti stericki nepovoljne zbog

sudara atoma. Razlic¢ite regije na dijagramu odgovaraju tipicnim sekundarnim strukturama:

o [(-ploce (paralelne i antiparalelne) nalaze se u gornjem levom delu dijagrama,
e desnoruka a-zavojnica nalazi se u donjem levom delu,
e levoruka a-zavojnica nalazi se u gornjem desnom delu,

e kolagenska trostruka zavojnica zauzima specifican region dijagrama.

Tacke na dijagramu predstavljaju eksperimentalno odredene vrednosti uglova za razli¢ite amino-
kiseline u proteinima. Ramacandranov dijagram je kljucan alat za analizu i validaciju strukture

proteina, jer omogudéava identifikaciju stabilnih i nestabilnih konformacija.

3.2.3 Aminokiseline i sekundarne strukture

Aminokiseline imaju razli¢ite sklonosti ka formiranju odredenih sekundarnih struktura, sto je

posledica njihovih fizicko-hemijskih osobina.



92 Glava 3. Kratki uvod u hemiju i biologiju belancevina

VARAT

=
=]
éd:;_:? |._"|:_"_I'_'FF|::|F:,_-.".,.| Leli-hansdesd

Collagen a-heti

Antiparalle] gahee / i
| f L~ wiple helix

U dowrd] meng

Righ-banided
o-hieli

Slika 3.23: Okreti i petlje

Relativne ucestalosti aminokiselina u sekundarnim strukturama su prikazane u tabeli 3.12.
Boje oznacavaju dominantnu sklonost aminokiselina ka odredenoj sekundarnoj strukturi. Vidljivo
je da hidrofobne aminokiseline (npr. Val, Ile, Phe) favorizuju g-ploce, dok fleksibilne i male
aminokiseline (npr. Gly, Pro) preferiraju okrete. a-zavojnice su stabilizovane aminokiselinama
koje omoguéavaju formiranje povoljnih vodoni¢nih veza bez sterickih prepreka.

Slika 3.24 prikazuje raspodelu duzina segmenata sekundarnih struktura proteina za a-
zavojnice, -ploce i neuredene regione. Na x-osi prikazana je duzina segmenta sekundarne strukture
(broj aminokiselinskih ostataka), dok y-osa predstavlja frekvenciju pojavljivanja segmenata
odredene duzine. Uocava se da su coil i S-segmenti najc¢esée kratki, sa najvec¢om frekvencijom
pri malim duzinama (oko 2-6 ostataka), nakon ¢ega frekvencija naglo opada. a-zavojnice imaju
Siru raspodelu i Cesto dostizu veée duzine, sto ukazuje na njihovu veéu stabilnost i sposobnost
formiranja duzih kontinuiranih struktura. Za sve tipove struktura frekvencija opada sa porastom

duzine segmenta, sto znaci da su veoma dugi segmenti redi u proteinskim strukturama.

Sekundarne strukture se mogu iz podataka sa PDB-a anotirati pomocéu Dictionary of Protein
Secondary Structure (DSSP) koda (Wolfgang Kabsch, Christian Sander). Tipovi sekundarnih

struktura su:
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Aminokiselina «-zavojnica [-ploca Okret

Ala 1.29 0.90 0.78
Cys 1.11 0.74 0.80
Leu 1.30 1.02 0.59
Met 1.47 0.97 0.39
Glu 1.44 0.75 1.00
Gln 1.27 0.80 0.97
His 1.22 1.08 0.69
Lys 1.23 0.77 0.96
Val 0.91 1.49 0.47
Tle 0.97 1.45 0.51
Phe 1.07 1.32 0.58
Tyr 0.72 1.25 1.05
Trp 0.99 1.14 0.75
Thr 0.82 1.21 1.03
Gly 0.56 0.92 1.64
Ser 0.82 0.95 1.33
Asn 0.94 0.72 1.41
Asp 0.90 0.76 1.28
Pro 0.52 0.64 1.91
Arg 0.96 0.99 0.88

Tabela 3.12: Relativne ucestalosti aminokiselina u sekundarnim strukturama (istaknute domi-
nantne sklonosti)

G = 3-turn helix (319 helix). Min. duzina 3 ostatka.

o H = 4-turn helix (a-helix). Min. duzina 4 ostatka.

I = 5-turn helix (7-helix). Min. duzina 5 ostataka.

T = hydrogen bonded turn (3, 4 ili 5 okreta).

o E = extended strand u paralelnoj i/ili antiparalelnoj S-plo¢i. Min. duzina 2 ostatka.

o B = ostatak u izolovanom S-mostu (jedan par vodoni¢nih veza u S-strukturi).

S = savijanje (bend) (jedina oznaka koja nije zasnovana na vodoni¢nim vezama).

3.2.4 Lokalna proteinska struktura — strukturalni alfabet

Strukturalni alfabet je pokusaj da se 3D struktura proteina svede na kombinaciju ogranice-
nog broja malih lokalnih struktura nazvanih prototipovi i moze se upotrebiti za pojednostavljenje
i analizu proteinskih struktura, kao i za predikciju strukture polipeptidnog lanca.

Protein blok (PB) (slika 3.25) je pokusaj da se 3D struktura proteina prikaze pomoc¢u 16

prototipova duzine 5 aminokiselina, koji najbolje aproksimiraju pojedine proteinske 3D strukture.

3.2.5 Supersekundarna struktura, motiv, domen

Jednostavni strukturni elementi proteina se postepeno organizuju u sve slozenije nivoe

strukture, sto je kljuéno za funkciju proteina. Slika 3.26 prikazuje organizaciju proteinske
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Slika 3.24: Duzine sekundarnih struktura

strukture, od jednostavnijih ka slozenijim nivoima:
e Sekundarna struktura predstavlja osnovne lokalne elemente.

e Motiv predstavlja kombinaciju nekoliko sekundarnih struktura koje formiraju karakteristi-

¢an i ¢esto ponavljajuéi obrazac u proteinima.

e Domen je veca, stabilna i funkcionalna celina proteina koja se sastoji od vise motiva i

moze se savijati nezavisno od ostatka molekula.

e Tercijarna struktura predstavlja kompletnu trodimenzionalnu strukturu jednog polipep-

tidnog lanca, nastalu medusobnim interakcijama svih njegovih delova.

o Kvaternerna struktura opisuje nacin na koji se vise polipeptidnih lanaca (subjedinica)

organizuje i medusobno povezuje u funkcionalni proteinski kompleks.

Supersekundarna struktura je kompaktna 3D kombinacija nekoliko susednih sekundarnih
struktura ili motiva (npr.: helikoida—okret—helikoida), koja je manja od proteinskog domena
ili subjedinice. Deluje kao centar nukleacije (mesto odakle pocinje savijanje proteina) prilikom
formiranja 3D strukture proteina (eng. protein folding). Helikoidne supersekundarne strukture
su: heliks—ukosnica (dve a-zavojnice povezane kratkim okretom (ukosnicom)), heliks—ugao (dve
a-zavojnice povezane okretom pod odredenim uglom) itd. Trakaste superstrukture su: S-ukosnica
(dva B-lanca povezana kratkim okretom), S-ugao (povezivanje $-lanaca pod odredenim uglom)
itd. Mesovite: f—a—f motiv, itd.

Strukturalni motiv je kratak segment proteinske strukture (jedna ili vise sekundarnih
struktura), koji je zajednicki za veéi broj proteina ili se pojavljuje vise puta u datom proteinu.
Motivi su cesto povezani sa odredenom funkcijom ili evolutivnim poreklom. Na primer, motivi
kao Sto su B-meandar ili , grcki kljuc® opisuju nacin povezivanja 3-lanaca, dok neki motivi, poput
cink-prsta (Zn prst), imaju i specifiénu ulogu, kao sto je vezivanje DNK.

Slika 3.27 prikazuje hijerarhijsku organizaciju proteinske strukture i prelaz od jednostavnih

ka slozenijim strukturnim nivoima. Na nivou sekundarne strukture prikazani su osnovni elementi:
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Slika 3.26: Organizacija proteinske strukture po nivoima

a-zavojnica i S-lanac, koji predstavljaju lokalne konformacije polipeptidnog lanca. Na nivou
supersekundarne strukture prikazane su jednostavne kombinacije ovih elemenata, kao Sto su a«
(heliks—ukosnica), Saf i f (B-ukosnica). Ove kombinacije dalje formiraju strukturalne motive,
koji su stabilni i ¢esto ponavljajuéi obrasci u proteinima.

Strukturni domeni (moduli) su vedi, relativno stabilni i kompaktni segmenti proteinske 3D
strukture, koji se nezavisno formiraju od ostatka proteina i sastoje se od 50 do 250 aminokiselina.
Neki domen moze da se pojavi u vise razli¢itih proteina (i u vise kopija), kao posledica splajsovanja
(alternativnog spajanja) mRNA. Spajanje mRNA je proces uklanjanja introna i povezivanja
eksona u zrelu mRNA, dok alternativno spajanje (isti gen moze dati vise razli¢itih mRNA, jer
neki eksoni mogu biti ukljuceni ili izostavljeni) omogucéava nastanak razli¢itih proteina iz istog
gena. Proteini eukarija se obi¢no sastoje od vise strukturno-funkcionalnih domena: receptorski
domen (prepoznaje i vezuje signalnu molekulu), transmembranski domen (omogucava proteinu
da bude usidren u éelijskoj membrani), kataliticki domen (obavlja hemijsku reakciju).

Enzim piruvat kinaza (PDB: 1PKN) prikazan na slici 3.28 se sastoji od 3 domena koji su

razli¢ito obojeni.



96 Glava 3. Kratki uvod u hemiju i biologiju belancevina

Hierarchical organization of protein structure

Secondary structure a-helix f-strand

NN

Motif g “‘ hepi) / - h1lmm)\
3, ’.”/ Y

/L.;,.Lmtu; Pofof [-meander BEpp
Four-helical bundle Rossmann fold Greek key

Slika 3.27: Hijerarhijska organizacija proteinske strukture

Slika 3.28: Enzim piruvat kinaza (PDB: 1PKN)

Slika 3.29 prikazuje modularnu organizaciju proteina i nac¢in na koji se razlic¢iti strukturni
domeni kombinuju u slozene proteinske molekule. U gornjem delu prikazani su razli¢iti proteini
(npr. faktori koagulacije, fibronektin, titin), sastavljeni od ponavljajué¢ih modula (domena), koji
su oznaceni razli¢itim oblicima i bojama. Svaki modul predstavlja specifican strukturni domen
sa odredenom funkcijom (npr. vezivanje jona kalcijuma, interakcija sa drugim proteinima ili
molekulima), a isti tip domena moze se pojavljivati vise puta unutar jednog proteina. Posebno
je istaknuta modularnost velikih proteina, kao sto su fibronektin i titin, koji sadrze veliki
broj ponavljaju¢ih domena organizovanih u linearne nizove. U donjem delu slike prikazani su
membranski proteini (npr. ICAM-1, NCAM, NGF receptor, IL-2 receptor, PDGF receptor), koji
se sastoje od ekstracelularnih domena, transmembranskog segmenta i intracelularnog dela.

Slika 3.30 prikazuje strukturu trostruke helikoide, karakteristicne za fibrilarne proteine
(proteini koji imaju izduzen, vlaknast oblik i prvenstveno imaju strukturnu/mehanicku ulogu u
organizmu) kao sto je kolagen. Prikazane su tri polipeptidne niti koje su medusobno isprepletene
i formiraju stabilnu strukturu. Trostruka helikoida omogucéava visoku mehanicku ¢vrstocu i

otpornost na istezanje, sto je klju¢no za vezivna tkiva.
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Slika 3.29: Modularnu organizacija proteina

3.2.6 Tercijalna i kvaternarna struktura proteina

Tercijalna proteinska (3D) struktura je posledica medusobnih interakcija bo¢nih aminoki-
selinskih lanaca (i prostetickih grupa — neproteinski deo proteina koji je ¢vrsto vezan za njega
i neophodan za njegovu biolosku funkciju, npr. Fe u hemoglobinu) pod fizioloskim uslovima.
Tercijalna struktura je definisana polozajem pojedinih atoma i atomskih grupa u prostoru.

Slika 3.31 prikazuje razli¢ite tipove interakcija koje uc¢estvuju u formiranju tercijalne strukture

proteina:

« Jonske interakcije (ion—ion) nastaju izmedu suprotno naelektrisanih grupa (npr. NHy i
COO™) i predstavljaju jedne od najjac¢ih nekovalentnih interakcija, sa energijama u opsegu
od 40 do 100 kJ/mol.

e Jon—dipol interakcije uklju¢uju interakciju izmedu naelektrisanih grupa i polarnih

molekula ili grupa, sa energijama od priblizno 4 do 40 kJ/mol.

» Vodoni¢ne veze formiraju se izmedu donora vodonika (npr. NH) i akceptora (npr. C=0)

i imaju klju¢nu ulogu u stabilizaciji sekundarnih i tercijalnih struktura, sa energijama do
oko 40 kJ/mol.

o Hidrofobne interakcije nastaju izmedu nepolarnih grupa (npr. alkilnih lanaca) koje se

grupisu kako bi izbegle kontakt sa vodom, sa energijama u opsegu od 4 do 40 kJ/mol.
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Slika 3.30: Fibrilarni proteini — trostruka helikoida (kolagen)

« Kovalentne veze, kao sto su disulfidni mostovi (=S — S—), predstavljaju najjace veze
u ovom kontekstu i dodatno stabilizuju strukturu proteina, sa energijama od 80 do 600

kJ/mol.

Slika ilustruje da stabilnost proteinske strukture zavisi od kombinacije razli¢itih slabijih i jacih

interakcija koje zajedno omoguéavaju pravilno savijanje makromolekula.
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Slika 3.31: Neke od interakcija koje omogucavaju korektno formiranje strukture proteina, kao i
interakcije izmedu proteina i drugih molekula.

Slika 3.32 prikazuje sile koje stabilizuju tercijalnu strukturu proteina. Na levoj strani prikazane
su sekundarne strukture, a-zavojnica i S-ploca, koje su stabilizovane vodoni¢nim vezama duz
ki¢me polipeptidnog lanca. Tercijalna struktura nastaje daljim savijanjem lanca, pri ¢emu klju¢nu
ulogu imaju interakcije izmedu bo¢nih lanaca aminokiselina. Koordinacija metalnog jona (npr.
M?*) omoguéava stabilizaciju strukture vezivanjem za specifi¢tne aminokiseline. Hidrofobne
interakcije dovode do grupisanja nepolarnih aminokiselina (npr. Leu, Val, Ile) u unutrasnjosti
proteina, daleko od vodene sredine. Disulfidne veze (—S — S—) predstavljaju kovalentne veze
izmedu cisteinskih ostataka i znacajno doprinose stabilnosti strukture. Elektrostaticke interakcije

(jonske veze) nastaju izmedu suprotno naelektrisanih grupa, kao sto su N H. ; i COO™. Vodonicne
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veze izmedu boc¢nih lanaca dodatno stabilizuju prostornu organizaciju proteina.
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Slika 3.32: Sile koje stabilizuju tercijalnu strukturu proteina

3.2.7 Protein Data Bank (PDB)

Protein Data Bank (PDB), http://www.rcsb.org/, je javno dostupna baza podataka koja
sadrzi eksperimentalno odredene trodimenzionalne strukture proteina i njihovih kompleksa. Svaka
struktura ima jedinstveni identifikacioni kod (PDB ID) i moze se koristiti za analizu strukture,

funkcije i interakcija biomolekula.

1 Z 3 4 5 6 T 8] [FemsPice]
23456789012 B901 5678001 7345678901 234567590 [ores Pacs]
ATOM 171 | ~23.530 15.854 23,637 1.00 8.12 N
ATOM 172 | ~22.101 16.127 23.631 1.00 10.49 C
ATOM 173 ;I: ~21.714 17,207 24.627 1.00 11.9%4 ¢
ATOM 174 D -22.515 18.047 25.045 1.00 13.86 0
ATOM 175 IL'E =21.623 16.582 22.260 1.00 5.08 c
ATOM 176 N 20,471 17.079 25.047 1.00 12.22 N
...... g B [ [
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f Bl
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Slika 3.33: Primer koordinata atoma u bazi PDB

3.2.8 Metamorfni i neuredeni proteini

Nedavno je otkriveno nekoliko grupa proteina koji ne postuju Anfinsenovo pravilo: ,,one
sequence, one fold* (jedna sekvenca, jedna struktura). Otkriveni su proteini (proteinski regioni)
koji nemaju fiksnu strukturu koji se nazivaju neuredeni proteini (Intrinsically disordered
proteins — IDP), kao i kratke kameleonske sekvence koje mogu imati dve (ili viSe) razlicite
sekundarne strukture (energetski povoljna stanja) i nazivaju se metamorfni proteini. Poseban
tip metamorfnih proteina su morfini — proteini koji mogu formirati dva ili vise razli¢itih homo
(istih) oligomera.

Slika 3.34 prikazuje razvoj savremenih koncepata u razumevanju proteinske strukture i

funkcije, posebno odstupanja od klasi¢nog principa ,,jedna sekvenca — jedna struktura®:
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Kameleonske sekvence predstavljaju kratke delove proteina koji mogu zauzimati razlicite

sekundarne strukture u zavisnosti od okruzenja.

Intrinzi¢no neuredeni proteini (IDP) nemaju stabilnu, jedinstvenu 3D strukturu, veé

postoje kao skup fleksibilnih konformacija, sto im omoguéava funkcionalnu prilagodljivost.

Metamorfni proteini mogu prelaziti izmedu viSe stabilnih strukturnih stanja (razlic¢itih

yfold“-ova), pri ¢emu svako stanje moze imati razli¢itu funkciju.

Termodinamicka hipoteza opisuje savijanje proteina kao kretanje ka energetskom
minimumu, pri ¢emu vise lokalnih minimuma moze odgovarati razli¢itim stabilnim konfor-

macijama.

Moonlighting proteini su proteini koji obavljaju viSe razli¢itih funkcija bez promene

svoje primarne strukture (npr. enzim koji ima i regulatornu ulogu).

Morfini (morpheins) predstavljaju posebnu klasu metamorfnih proteina koji mogu formi-
rati razlic¢ite oligomerne strukture (npr. dimer, heksamer, oktamer) ponovnim udruzivanjem

svojih podjedinica, Sto utice na njihovu funkciju.

Donja vremenska linija ilustruje istorijski razvoj ovih koncepata, od 1970-ih do savremenih

istrazivanja, ukazujuéi na evoluciju razumevanja proteinske dinamike i funkcionalnosti.
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Slika 3.34: Bitni koncepati za razumevanje proteinske strukture i funkcije

Slika 3.35 prikazuje razli¢ite tipove proteinskih konformacija i njihov odnos sa energetskim

pejzazom (nacin prikaza kako se energija proteina menja u zavisnosti od njegove strukture

(konformacije)) i stabilnos¢u. U gornjem delu prikazane su tri klase proteina:

o Monomorfni proteini (n = 1) imaju jednu stabilnu konformaciju koja odgovara jednom

globalnom energetskom minimumu.

Metamorfni proteini (n > 2) mogu postojati u vise stabilnih konformacija, koje odgova-
raju razli¢itim lokalnim minimumima na energetskom pejzazu, izmedu kojih protein moze

prelaziti.

Intrinzi¢no neuredeni proteini (n — co) nemaju jedinstvenu stabilnu strukturu, veé

postoje kao skup mnogih fleksibilnih konformacija bez jasno definisanog minimuma.
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Energetski pejzaz prikazan je kao niz dolina (minimuma), gde svaka dolina predstavlja stabilno
ili metastabilno stanje proteina. U donjem delu slike prikazan je odnos izmedu stabilnosti i
vremena:

e Stabilna zona odgovara dubokim energetskim minimumima, gde je struktura dugotrajno

oc¢uvana.

¢ Metastabilna zona predstavlja pli¢e minimume, gde protein moze prelaziti izmedu vise

konformacija.

o Zona razvijanja (unfolding) odgovara nestabilnim stanjima u kojima protein gubi svoju

strukturu.

e Hiperstabilna zona predstavlja izuzetno stabilne konformacije sa veoma malom verovat-
nocom promene.
Slika ilustruje da proteinske strukture nisu staticne, ve¢ dinamicne, i da njihova funkcija

Cesto zavisi od sposobnosti prelaska izmedu razlic¢itih konformacionih stanja.
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Slika 3.35: Razlic¢iti tipovi proteinskih konformacija

Neuredeni proteini (NP) i neuredeni proteinski regioni (NPR) nemaju fiksnu (uredenu)
strukturu, tj. nemaju stabilne vrednosti ¢ i 1 uglova polipeptidnog lanca. U zavisnosti od stepena
neuredenosti, mogu postojati u vise konformacionih oblika: nasumic¢ni lanac, preistopljena globula,
istopljena globula, kao i potpuno uredeni (fiksni) polipeptidni lanac. Neuredeni delovi proteina
Cesto ucestvuju u interakcije sa drugim molekulima. Prilikom vezivanja za ligand (npr. hem i
globin) mogu prec¢i u uredeno, fiksno stanje. Funkcionalno su povezani sa regulatornim ¢éelijskim
procesima, za razliku od enzima koji najces¢e imaju stabilnu i uredenu strukturu. Poremecaj
u prisustvu uredenih—neuredenih regiona moze dovesti do patoloskih stanja (npr. neuroloskih
bolesti i maligniteta).

Slika 3.36 prikazuje mehanizme vezivanja IDP za ciljne molekule. IDP moze ostvariti interak-
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ciju sa partnerom na vise nacina.

o Gornji mehanizam prikazuje situaciju u kojoj IDP najpre poprima strukturu sliécnu vezanom

stanju, a zatim se vezuje za ciljni molekul.

e Donji mehanizam prikazuje vezivanje pri kome IDP prvo dolazi u kontakt sa partnerom, a
zatim se savija (formira uredenu strukturu) tokom ili nakon interakcije (eng. folding upon

binding).
e Srednji mehanizam predstavlja kombinaciju prethodna dva pristupa, gde se delimi¢no
strukturiranje desava pre i tokom vezivanja.

Slika ilustruje da IDP proteini mogu menjati svoju konformaciju u zavisnosti od interakcije

sa drugim molekulima, sto im omogucava veliku funkcionalnu fleksibilnost.
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Slika 3.36: Mehanizmi vezivanja intrinzi¢no neuredenih proteina (IDP) za ciljne molekule

Slika 3.37 prikazuje protein kvartet model Uverskoga, koji opisuje razli¢ite konformacione
forme proteina u zavisnosti od stepena uredenosti i stabilnosti. Model obuhvata ¢etiri osnovna

stanja proteina:

o Uredeno stanje (ordered) — stabilna, dobro definisana trodimenzionalna struktura.

 Istaljena globula (molten globule) — delimi¢no uredeno stanje sa oéuvanom sekundar-

nom strukturom, ali bez potpuno definisane tercijalne strukture.

o Pre-istaljena globula (pre-molten globule) — jo$ manje uredeno stanje sa delimi¢nom

strukturom.

o Nasumic¢ni lanac (random coil) - potpuno neuredeno stanje bez stabilne strukture.

Isprekidana linija razdvaja uredene i neuredene regione. Strelice izmedu stanja ukazuju na
mogucnost prelaska proteina iz jednog konformacionog stanja u drugo, u zavisnosti od uslova
sredine i interakcija sa drugim molekulima. Model ilustruje da proteini nisu uvek u jednoj fiksnoj

strukturi, ve¢ mogu postojati u ravnotezi izmedu vise stanja razlic¢itog stepena uredenosti.
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Slika 3.37: Protein kvartet model Uverskoga

3.2.9 Globularni proteini

Globularni proteini su proteini kompaktne, priblizno sferne strukture koji su uglavnom
rastvorljivi u vodi i imaju razli¢ite funkcionalne uloge u organizmu. Slika 3.38 prikazuje veli¢inu
i organizaciju globularnih proteina, kao i njihovu strukturnu raznovrsnost. U tabelarnom delu
prikazani su razli¢iti proteini sa njihovom molekulskom masom (M, ), brojem aminokiselinskih
ostataka po lancu i organizacijom subjedinica. Proteini se znacajno razlikuju po veli¢ini, od malih
molekula kao Sto su insulin i citohrom c, do velikih kompleksa kao Sto su glutamin sintetaza
i miozin. Neki proteini su sastavljeni od jednog polipeptidnog lanca (monomeri), dok drugi
imaju vise podjedinica. Donji deo slike prikazuje prostorne modele odabranih proteina nacrtane
u istoj razmeri, Sto omogucava direktno poredenje njihovih dimenzija i oblika. Uocava se da
globularni proteini imaju kompaktan, priblizno sferni oblik, ali mogu znacajno varirati u velic¢ini

i kompleksnosti.

3.3 Interakcije izmedu proteina

3.3.1 Medumolekulske interakcije

Interaktom je skup svih medumolekulskih interakcija u datoj ¢eliji. Najcesée se pod interak-
tomom podrazumeva protein—protein interaktom (PPI) ili mreza (PIN). Interaktomi se mogu
odrediti eksperimentalno (yeast two-hybrid system (Y2H)) ili kompjuterski (npr. prenos funkcije
na osnovu homologije (predvidanje funkcije ili interakcija proteina na osnovu sli¢nosti sa drugim,
ve¢ okarakterisanim proteinima), ML). Na osnovu interaktoma mogu se predvideti proteinske
funkcije, pratiti patoloska stanja itd.

Interaktom se obi¢no predstavlja u obliku grafa. Na slici 3.39 je prikazan ljudski proteinski
interaktom. Kruziéi predstavljaju proteine, a linije medusobne interakcije.

Slika 3.40 prikazuje poremeéeni (patoloski) proteinski interaktom povezan sa Sizofrenijom.
Uocava se kompleksna mreza sa velikim brojem medusobno povezanih proteina, gde pojedini
proteini imaju centralnu ulogu (tzv. ,hub® proteini) sa velikim brojem interakcija. Crveni évorovi

oznacavaju proteine koji su povezani sa patoloskim stanjem (u ovom slucaju Sizofrenijom),
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JECIITEEY Sice of Protein Molecules*
Protein L Number of Residues per Chain Subunit Organization
Insulin (bovine) 5733 21 (A)y aff
30 (B)
Cytochrome ¢ (equine) 12,500 104 @
A (bovine pancreas) 12,640 124 a
Lysozryme (cgg white) 13,930 120 a
Myoglobin (horsc) 16,980 153 a
Chymotrypsin (bovine pancreas) 22,600 13 (@) apy
132 (8)
a7 (y)
Hemoglobin (human) 64,500 141 (@) aB;
146 (B)
68,500 550 @
96,000 200 a,
149,900 214 (a) i,
446 (8)
ate dehydrogenase (liver) 332,604 500 g
(rabhbit) 470,000 2,000 (heavy, A) heac’ 3By
190 (a)
149 (a')
160 (B)
Ribulose bisphosphate carboxylase (spinach) 560,000 475 (a) ey
123 (B)
Glutamine synthetase (E. eoli) 600,000 468 @y
%z G ¥
qAy =3 Nei
Insulin
Cywochrome ¢ Ribonudease e CEr T

Hemoglobin

Immunoglobulin

Glutamine synthetase

"Mlustrations of selected proteins listed in Table 4.2 are drawn o constant scale.
apted from Goodsell, D.S., and Okson, A 1, 1993. Soluble proteins: Size. shape and function. Trends in Biochemical Sciences 1865-68.

Slika 3.38: Opis nekih globularnih proteina

dok ostali ¢vorovi predstavljaju proteine koji ucestvuju u Sirem interaktomu. Poremedéaji u
interakcijama izmedu proteina mogu dovesti do disfunkcije ¢elijskih procesa, Sto se odrazava na
nastanak i razvoj bolesti. Slika ilustruje da Sizofrenija nije posledica poremecéaja jednog proteina,
ve¢ kompleksnih promena u mrezi proteinskih interakcija.

Postoji vise javno dostupnih baza interaktoma (npr. STRING, BioGRID, IntAct) koje sadrze

podatke o protein—protein interakcijama i omoguéavaju analizu mreza interakcija u Celiji.

3.3.2 Funkcija proteina

Proteini su glavni izvrsni molekuli u Celiji. Proteinske funkcije se mogu razmatrati na nivou
molekula (molekulske interakcije, npr.enzimi — kataliza) ili na nivou ¢éelije (bioloska funkcija, npr.
imuni odgovor — antitela).

Slika 3.41 prikazuje raspodelu funkcija proteina u ljudskom genomu, organizovanu prema
njihovoj molekulskoj i bioloskoj ulozi. Proteini su grupisani prema molekulskoj funkciji (unutrasnji
prsten) i bioloskoj ulozi (spoljasnji prsten). Najveéi deo proteina pripada kategoriji nepoznate
molekulske funkcije, sto ukazuje da znac¢ajan broj proteina jos uvek nije u potpunosti funkcionalno

okarakterisan. Medu poznatim funkcijama dominiraju:

o enzimi (npr. transferaze, kinaze, hidrolaze),

e receptori i signalni proteini,
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Slika 3.39: Ljudski proteinski interaktom
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Slika 3.40: Patoloski proteinski interaktom povezan sa Sizofrenijom

o proteini ukljuceni u regulaciju gena (transkripcioni faktori),

e strukturni i transportni proteini.
U okviru bioloskih funkcija, znacajan broj proteina ucestvuje u procesima kao sto su:

« celijska signalizacija,
e imuni odgovor,
e transport molekula,

o organizacija citoskeleta i ekstracelularnog matriksa.
Slika ilustruje veliku funkcionalnu raznovrsnost proteina, kao i ¢injenicu da funkcija proteina
moze biti posmatrana na vise nivoa — od molekulskog do éelijskog i na nivou organizma.
Proteini imaju sirok spektar funkcija i predstavljaju centralne nosioce bioloskih procesa.
Slika 3.42 prikazuje glavne funkcije proteina u organizmu, ilustrovane kroz razlicite funkcionalne
kategorije. U centralnom delu prikazani su proteini, dok su oko njih rasporedene njihove osnovne

funkcije:

o Enzimi (npr. tripsin, pepsin, DNK polimeraza) katalizuju biohemijske reakcije.
e Hormoni (npr. insulin, glukagon, gastrin) ucestvuju u regulaciji fizioloskih procesa.

o Signalni molekuli (npr. adenilat ciklaza, aneksin) prenose informacije unutar i izmedu

Celija.
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Slika 3.41: Funkcije proteina na molekulskom nivou

o Antitela (imunoglobulini) imaju kljuénu ulogu u imunom odgovoru.

» Regulacija kiselinsko-bazne ravnoteze (plazma proteini) i ravnoteze te¢nosti (npr.

albumin, vazopresin) odrzavaju homeostazu organizma.
o Kanali i pumpe (npr. Na™ /KT-ATPaza) reguli$u transport jona kroz membranu.

o Transportni proteini (npr. albumin, GLUT, rodopsin) omoguéavaju prenos molekula

kroz organizam i ¢elijske membrane.

o Strukturni i mehanicki proteini (npr. aktin, miozin, troponin) obezbeduju oblik ¢elije

i omogucavaju kretanje.

{Band 3 protein,
Na'K+ ATPas<)

Proteins

Fluid balkance:

(Alburnin,
VRSOpTessing

Slika 3.42: Funkcije proteina na bioloskom nivou

Slika 3.43 ilustruje odnos izmedu strukture i funkcije proteina kroz dva osnovna slucaja:
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(a) Isti tip domena — razli¢ite funkcije. Prikazani su proteini koji imaju sli¢nu trodimen-
zionalnu strukturu (isti ili slican domen), ali obavljaju razli¢ite funkcije. To pokazuje da
slicna struktura ne mora nuzno znaciti istu funkciju, jer male razlike u aktivnom mestu ili

interakcijama mogu dovesti do razli¢itih bioloskih uloga.

(b) Ista funkcija — razlicite strukture. Prikazani su proteini koji obavljaju istu ili slicnu
funkciju (npr. katalizu iste vrste reakcije), ali imaju razli¢itu ukupnu strukturu. Ovo ukazuje
na to da razli¢ite proteinske arhitekture mogu evolutivno razviti sposobnost obavljanja iste

funkcije.

Slika naglasava da veza izmedu strukture i funkcije proteina nije jednoznacna: ista struktura

moze imati vise funkcija, a ista funkcija moze biti ostvarena razli¢itim strukturnim reSenjima.

(a) Same domain type, different functions:

Triose phosplate isomerase Aldose reductase Phosphotriesterase

(b) Same function, different structures:

Aspartate aminotransferase

Slika 3.43: Odnos izmedu strukture i funkcije proteina

Proteini koji mogu obavljati vise razli¢itih funkcija iako imaju istu aminokiselinsku sekvencu
i strukturu se nazivaju moonlighting proteini (ili , gene sharing“). U tabeli 3.13 su dati primeri

moonlighting proteina.

3.4 Kilasifikacija proteina

Proteini se mogu klasifikovati prema raznim kriterijjumima: hemijskim (rastvorljivosti u
polarnim ili nepolarnim rastvaracima, prisustvu razli¢itih prostetickih grupa, molekulskoj masi
itd.), strukturnim (homologije na nivou primarne, sekundarne ili 3D strukture), prema morfologiji
(globularni i fibrilarni), interakcijama sa drugim molekulima (enzimi, transportni proteini, antitela

itd.), celijskoj lokalizaciji (membranski, citoplazmatski) itd.
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Grupa Protein Organizam Primarna funkcija Dodatna (moonlighting)
Zivotinje Aconitaza H. sapiens Enzim TCA ciklusa Homeostaza gvozda
ATF2 H. sapiens Transkripcioni faktor Odgovor na oste¢enje DNK
Kristalini Razni Strukturni protein so¢iva  Razli¢ite enzimske funkcije
Citohrom ¢ Razni Energetski metabolizam Apoptoza
ERK?2 H. sapiens MAP kinaza Transkripcioni represor
Biljke Heksokinaza A. thaliana Metabolizam glukoze Signalizacija glukoze
Presenilin P. patens ~y-sekretaza Funkcija citoskeleta
Gljive Aconitaza S. cerevisiae Enzim TCA ciklusa Stabilnost mtDNK
Aldolaza S. cerevisiae Glikoliticki enzim Sklapanje V-ATPaze
Enolaza S. cerevisiae Glikoliticki enzim Fuzija vakuola / transport tRNK
Galaktokinaza K. lactis Metabolizam galaktoze Indukcija gena
HSP60 S. cerevisiae Mitohondrijski Saperon Stabilizacija DNK
Prokarioti  Aconitaza M. tuberculosis Enzim TCA ciklusa Regulacija gvozda
Enolaza S. pneumoniae  Glikoliticki enzim Vezivanje plazminogena
GroEL E. aerogenes Saperon Toksin za insekte
MutD E. coli Biosinteza ¢elijskog zida  Inhibicija giraze
Tioredoksin E. coli Antioksidans Podjedinica DNK polimeraze
Protisti Aldolaza P. vivax Glikoliticki enzim Invazija ¢elija domacina

Tabela 3.13: Primeri ,,moonlighting®“ proteina — proteini sa vise funkcija

3.4.1 Strukturna klasifikacija proteina

Strukturna klasifikacija proteina zasniva se na njihovoj trodimenzionalnoj organizaciji, odno-
sno na nacinu rasporeda sekundarnih struktura u prostoru (eng. protein fold). Proteini se grupisu
prema sli¢nostima u strukturi i evolutivnom poreklu, koristeéi klasifikacione sisteme kao Sto su
SCOP, CATH i FSSP. Ovi sistemi omogucavaju bolje razumevanje odnosa izmedu strukture i
funkcije proteina, kao i identifikaciju strukturno sli¢nih proteina. Postoji nekoliko klasifikacionih

sistema.:
e SCOP (Structural Classification of Proteins) http://scop.mrc-1mb.cam.ac.uk/
o CATH (Class, Architecture, Topology, Homology) https://www.hsls.pitt.edu/obrc/
index.php?page=URL1100794593
o FSSP (Families of Structurally Similar Proteins)

Slika 3.44 prikazuje hijerarhijsku organizaciju strukturne klasifikacije proteina kroz dva
glavna sistema, CATH i SCOP. Proteini su u SCOP-u klasifikovani rué¢no, dok CATH kombinuje
manuelne i automatske procedure. Brojevi oznacavaju broj elemenata u svakoj kategoriji. CATH

klasifikacija organizovana je u sledece nivoe:

o klasa (eng. Class) — zasnovana na tipu sekundarne strukture,
o arhitektura (eng. Architecture) — opsti raspored sekundarnih struktura,
« topologija (eng. Topology) — nacin povezivanja sekundarnih elemenata,

o homologna superfamilija (eng. Homologous superfamily) — proteini sa zajednickim evolutiv-

nim poreklom,
o familija sekvence (eng. Sequence family),

o domen (eng. Domain).

SCOP Kklasifikacija ima sli¢nu hijerarhiju:


http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/
https://www.hsls.pitt.edu/obrc/index.php?page=URL1100794593
https://www.hsls.pitt.edu/obrc/index.php?page=URL1100794593
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 klasa (eng. Class),

o fold — opsta 3D struktura,

o superfamilija (eng. Superfamily),

o familija (eng. Family),

o domen (eng. Domain).

Slika 3.44: Hijerarhije u SCOP i CATH Kklasifikacijama

The CATH Hierarchy
i
4
Agchifeciure
(409

Topology
(1084)

Homologous Suparamily
(2091)
Sequanci Family \
(7794)
Domain
(B3885)

The SCOP Hierarchy
Class
U]
Fold
(1086)
Superfamiy
i)

Family
(3464)

Domain
(87178)

Slika 3.45 prikazuje cetiri glavne klase proteinskih struktura prema SCOP klasifikaciji,

zasnovane na zastupljenosti i rasporedu sekundarnih struktura:

e All a proteini — strukture u kojima dominiraju a-zavojnice, koje formiraju kompaktne

helikoidne motive.

e All B proteini — proteini kod kojih dominiraju S-ploce.

o «a/f proteini — proteini kod kojih su a-zavojnice i S-plo¢e medusobno izmeSane unutar

istog domena.

e « + 3 proteini — proteini kod kojih su « i 8 strukture prisutne, ali su prostorno odvojene

u razli¢itim delovima domena.

Svaka klasa ilustrovana je primerima proteina sa poznatim PDB identifikatorima, ¢ime se

prikazuje raznovrsnost trodimenzionalnih struktura.

3.5 Eksperimentalne metode za odredivanje strukture proteina

Eksperimentalne metode za odredivanje strukture proteina omogucavaju uvid u njihovu

trodimenzionalnu organizaciju na atomskom nivou. Najznacajnija metoda je difrakcija X-zraka,
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Slika 3.45: Klase u SCOP klasifikaciji

koja se zasniva na rasipanju X-zraka na kristalu proteina i omoguéava odredivanje rasporeda
atoma. Pored nje, koriste se i NMR spektroskopija, pogodna za analizu proteina u rastvoru, kao
i kriogena elektronska mikroskopija (cryo-EM), koja omoguéava proucavanje velikih proteinskih

kompleksa bez potrebe za kristalizacijom.

3.5.1 Metoda zasnovana na difrakciji X-zraka

Slika 3.46 prikazuje princip odredivanja strukture proteina metodom difrakcije X-zraka:

o X-zraci se usmeravaju na kristal proteina, gde dolazi do njihovog rasipanja (difrakcije)

usled interakcije sa elektronima u atomima proteina.

o Difraktovani X-zraci formiraju karakteristican difrakcioni obrazac, koji sadrzi informacije o

prostornom rasporedu atoma u kristalu.
e Dobijeni podaci se zatim obraduju racunski kako bi se rekonstruisala mapa elektronske

gustine.

e Na osnovu mape elektronske gustine moguce je odrediti polozaj atoma i izgraditi trodimen-

zionalni model proteinske strukture.

Slika 3.47 prikazuje kako se na osnovu mape elektronske gustine odreduje trodimenzionalna

struktura proteina. Levo je prikazana mapa elektronske gustine, gde mrezasta struktura predsta-
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X-ray crystallography reveals the layout of
repeating electron density

Diffracted _

Data processing

Electron (S8
density {4
map

Slika 3.46: Metoda zasnovana na difrakciji X-zraka

vlja raspodelu elektrona u prostoru, a oznacene tacke odgovaraju polozajima atoma u proteinu.
Na osnovu ovih podataka mogudée je precizno odrediti polozaj pojedinac¢nih aminokiselinskih
ostataka i njihovih atoma. Desno je prikazan model proteina, rekonstruisan iz mape elektronske

gustine, gde su jasno vidljive sekundarne strukture poput a-zavojnica i S-ploca.

Electron density map allows for positioning
of protein atoms, revealing structure

Slika 3.47: Odredivanje 3D strukture proteina na osnovu mape elektronske gustine

3.5.2 2D Nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija

2D nuklearno-magnetna rezonantna spektroskopija (2D NMR) je eksperimentalna metoda
koja omogucava odredivanje strukture proteina u rastvoru, na osnovu interakcija izmedu atomskih
jezgara. Ova tehnika daje informacije o udaljenostima i prostornim odnosima izmedu atoma,
sto omogucava rekonstrukciju trodimenzionalne strukture proteina. Posebno je pogodna za
proucavanje manjih i srednje velikih proteina u uslovima bliskim fizioloskim.

Slika 3.48 prikazuje kako se podaci dobijeni NMR spektroskopijom koriste za odredivanje

strukture proteina:

o NMR eksperimenti obezbeduju ograni¢enja rastojanja izmedu atoma (eng. distance con-

straints), zasnovana na interakcijama izmedu protona.

e Na osnovu ovih ogranic¢enja racunski se generise vise moguc¢ih konformacija proteina koje

zadovoljavaju eksperimentalne podatke.

e Prikazani skup linija predstavlja vise modela strukture, gde se podudaranje delova strukture
ukazuje na dobro definisane regione, dok rasipanje linija oznacava fleksibilnije ili manje

precizno odredene delove.
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Primetiti da NMR ne daje jednu jedinstvenu strukturu kao difrakcijo X-zrakom, ve¢ skup moguéih

konformacija koje su u skladu sa eksperimentalnim podacima.

NMR-derived distance constraints are used
to calculate likely protein conformations

Slika 3.48: 2D NMR

Slika 3.49 prikazuje poredenje intrinzi¢no neuredenog proteina i dobro savijenog (uredenog)
proteina. Levo je prikazan neuredeni protein, ¢ije razlic¢ite konformacije (prikazane razlic¢itim
bojama) pokazuju veliku varijabilnost i ne preklapaju se dobro, $to ukazuje na odsustvo stabilne
3D strukture. Desno je prikazan dobro savijen protein, gde se razli¢ite konformacije gotovo
potpuno preklapaju, Sto ukazuje na stabilnu i dobro definisanu strukturu. Ovakvo poredenje
ilustruje razliku izmedu fleksibilnih, dinamickih proteina (IDP) i stabilnih globularnih proteina

sa jasno odredenom strukturom.

disordered protein )? well-folded protein

Slika 3.49: Poredenje IDP i uredenog proteina
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Bioinformatics Note

Koda:

Covek je nesumnjivo najsloZeniji sistem za obradu informacija koji postoji na Zemlji.

Ukupan broj bitova koji se svakodnevno obraduju u svim informacionim procesima u

ljudskom telu iznosi 3 x 10?4

. Ovo ukljucuje sve svesne, kao i sve nesvesne aktivnosti, pri
cemu prve obuhvataju upotrebu jezika @ informacije potrebne za kontrolu voljnih pokreta,
dok druge ukljucuju kontrolu unutrasnjih organa i hormonskih sistema. Broj bitova koji se
svakodnevno obraduju u ljudskom telu veci je za vise od milion puta od ukupne kolicine
ljudskog znanja pohranjenog u svim bibliotekama sveta, sto iznosi oko 10'® bitova.

* Tekst predstavlja ilustrativan primer iz bioinformatike koji naglasava ogromnu koli¢inu
informacija koje ljudski organizam obraduje, ¢esto koriséen kao motivacioni zakljuc¢ak u
literaturi. Broj bitova koje ljudski organizam obraduje procenjuje se primenom teorije
informacija na neuronske, biohemijske i fizioloske procese, ali predstavlja samo grubu

aproksimaciju slozenosti sistema.
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