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1. UvOD

Biosignalizacija je jedan od najbitnijih bioloskih mehanizama te, kao takav, jedan od
najistrazivanijih podruc¢ja molekularne biologije/biokemije. Signalizacija se temelji na
pretvorbi primljenog izvanstani¢nog signala u unutarstani¢ni signal koji potice ili utiSava
ciljane stani¢ne procese. Prijenos signala ukljucuje proces umnazanja signala i prevodenja
jedne vrste signala u drugi signal koja stanici predstavlja odredenu informaciju. Glavne
karakteristike biosignalizacije obuhvacaju slijedece: specificnost signala obzirom na
ciljani receptor te kooperativnost interakcija liganda i receptora, umnazanje signala
enzimskom kaskadom, prilagodba receptora na produljenu izlozenost signalu i integracija
slicnih ili razli¢itih signala istog stani¢nog puta. Signalizacijom se stanice (tkiva kod
viSestani¢nih organizama) prilagodavaju izvanstani¢énim uvjetima (stani¢cnom okruzenju) i
na posredan nacin komuniciraju s okolinom tako da aktiviraju ili utiSaju ekspresiju
ciljanih gena, a time i metabolicke puteve. Opcenito, prijenos signala zapocinje vezanjem
izvanstani¢nog primarnog signala na stani¢ni receptor koji odgovara na vezanje tog
signala konformacijskom promjenom. Zbog prvotne interakcije primarnog signala i
receptora dolazi do porasta unutarstanicne koncentracije Sekundarnog signala koja
predstavlja informaciju za aktivaciju/inhibiciju ciljanih enzima. Jednom kada je enzim
aktiviran/inhibiran, enzim djeluje kao regulator odredenih stani¢nih puteva ¢ime se
informacija vanstani¢nog signala uspje$no prenijela na unutarstani¢nu razinu. Primarni
signali su izvanstani¢ni glasnici koji interakcijom sa stani¢nim receptorom prenose
informaciju stanici o stani¢noj okolini. Najpoznatiji primjeri su hormoni glukagon i
inzulin te razli¢iti neurotransmiteri. Za razliku od primarnih signala, sekundarni signali su
unutarstani¢ni glasnici ¢iju unutarstani¢nu koncentraciju indirektno regulira primarni
glasnik. Jedan od mnogih primjera sekundarnih glasnika je ciklicki AMP (cAMP), inozitol
trisfosfat i ion kalcija (Ca?*). Signali mogu biti razli¢itog podrijetla bez obzira na veli¢inu,
masu ili kemijska svojstva: antigeni, razvojni signali, faktori rasta, hormoni, svijetlost,
mehanicki signali, nutrijenti, feromoni (Lehninger i sur, 2008). Jedan od aminokiselinskih

stani¢nih signala je nepolarna aminokiselina L- leucin.

Opc¢enito, L-leucin je vrlo bitna aminokiselinska gradivna molekula koja sudjeluje u
gradnji proteina pa tako i tkiva bogatih proteinima (jetra, mi$i¢i), ali i u metabolizmu kao
prekursor i intermedijer mnogih metabolita. Kao signalna molekula, L-leucin signalizira

stanici da je u stani¢cnom okoliSu dovoljno hranjivih tvari koje se mogu iskoristiti kao
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energija za vlastite metabolicke potrebe stanice. Drugim rije¢ima, povec¢ana koncentracija
L-leucina u stanici je signal koji regulira ekspresiju gena i biosintezu proteina s ciljem
odredenog bioloskog djelovanja. Cilj ovog rada je opisati L-leucin kao signalnu molekulu
i pojasniti interakciju leucina s proteinskim senzorima Lrp (eng. leucine-responsive
regulatory protein) u bakteriji Escherichia coli i Sestrin2 u sisavaca koji dalje prenose
informaciju o stanju u okoliSu na stani¢nu razinu i na taj na¢in omogucuju ekspresiju

ciljanih gena, odnosno aktivaciju metabolic¢kih puteva.
2. BIOLOGIJA LEUCINA
2.1. LEUCIN

L-leucin (u nastavku leucin), skra¢eno Leu ili L, je nepolarna proteinogena
aminokiselina koja za bo¢ni ogranak ima izobutilnu skupinu (Slika 1.). Leucin pripada
skupini razgranatih aminokiselina (eng. branched-chain amino acid (BCAA)) zbog toga
Sto bocni ogranak, izobutilna skupina, nije lincarne grade. Molekulska masa leucina je

131,17 Da, dok neto naboj ovisi o0 pH.
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Slika 1. Strukturni prikaz L-leucina u formi Zwitter iona. RuZi¢asto oznaéeno je bo¢ni ogranak - izobutilna
skupina. Leucin je o aminokiselina jer su amino i karboksilna skupina vezane na drugi (a) C atom
(Lehninger i sur., 2008).

Zbog svoje nepolarnosti, ova se aminokiselina preferentno nalazi u hidrofobnoj
unutrasnjosti proteina, stabilizirajuci hidrofobnu srz proteina. Leucin je u stanici kodiran
s ukupno Sest kodona - UUA, UUG, CUU, CUC, CUA i CUG, prema ¢emu se moze
zakljuciti da je vrlo bitna aminokiselina za pravilno funkcioniranje stanice. Sisavci ne
mogu sintetizirati leucin, za razliku od biljaka i mikroorganizama, te im je ta

aminokiselina esencijalna i mora biti uzeta prehranom (Lehninger i sur., 2008).

2.2. MEHANIZAM TRANSPORTA LEUCINA U STANICU


https://en.wikipedia.org/wiki/Branched-chain_amino_acids

Leucin kao signalna molekula

Leucin se u stanicu transportira Na'-neovisnim glikoproteinskim transporterom LAT1
(eng. L-type amino acid transporter 1 ili large neutral amino acid transporter) (Nagamori
i sur., 2016). LAT1 je glikoproteinski transporter graden od heterodimernog glikoproteina
CD98 koji se sastoji od monomera SLC3A2 i SLC7A5 (Pedroso, 2015, Boado, 1999). Uz
leucin kojeg prenosi u stanicu LAT1 iznosi glutamin iz stanice pa je, prema tome,
antiporter (Slika 2.) (Pochini i sur., 2004).

Leucin Glutamin
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Slika 2. Shematski prikaz LAT1 transportera lokaliziranog na stani¢énoj membrani (na slici je prikazana
samo podjedinica SLC7A5). Leucin se prenosi u stanicu, a istovremeno glutamin se iznosi iz stanice
(Pedroso i sur., 2015).

Neophodni elementi prepoznavanja aminokiselina od strane LAT1 prilikom transporta u
stanicu su karbonilni kisik, alkoksidni kisik karboksilne skupine i amino skupina (Slika
3.). Prema tome, LATL1 je univerzalni prenositelj razli¢itih aminokiselina poput
izoleucina, norvalina i valina zbog ostvarivanja interakcija sa zajednickim dijelovima
strukture aminokiselina (amino skupina i kraboksilna skupina). Medutim, najpovoljnije

interakcije prenositelja i supstrata se ostvaruju kada je supstrat L-leucin.

hidrofoban bofni ogranak

Slika 3. Elementi prepoznavanja pripadne aminokiseline od strane LAT1. Crno oznaceni krugovi

oznacavaju nuzne dijelove (karbonilni kisik, alkoksidni kisik karboksilne skupine i amino skupina), a sivi


https://en.wikipedia.org/wiki/SLC3A2
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krugovi dijelove aminokiseline koji mogu biti varijabilni s tim da bo¢ni lanac mora biti hidrofoban
(Nagamori i sur., 2016).

Mehanizam transporta, temeljen na bakterijskom ortologu AdiC, smatra da leucin tvori
vodikove veze svojim karbonilnim kisikom, alkoksidnim kisikom i amino skupinom s
aktivnim mjestom transportera LAT1. Nakon uspostave povoljnih interakcija, transporter

mijenja konformaciju sto omogucava transport leucina u stanicu (Nagamori i sur., 2016).

3. LEUCIN KAO SIGNALNA MOLEKULA KOJA REGULIRA EKSPRESIJU
CILJANIH GENA TRANSKRIPCIJE

Leucin je molekula koja regulira stani¢ni rast i metabolizam djelujuci na ekspresiju
ciljanih gena bakterije E. coli. Aktivirajuéi ili inaktiviraju¢i posrednicke proteine koji
sluze kao transkripcijski aktivatori ili represori, leucin djeluje na ekspresiju gena
potrebnih za sintezu aminokiselina, aminoacil-tRNA-sintetaza, rRNA, ribosomalnih
proteina i ostalih metabolita koji trebaju biti sintetizirani obzirom na trenutne uvjete
okoli$a. Jedan od takvih posrednickih proteina je i transkripcijski regulator Regulatorni
protein ovisan o leucinu. Ovaj protein sudjeluje u regulaciji transkripcije gena za

transport, biosintezu i katabolizam, ponajprije aminokiselina, ali i ostalih metabolita.
3.1. REGULATORNI PROTEIN OVISAN O LEUCINU

Regulatorni protein ovisan o leucinu (eng. leucine- responsive regulatory protein),
skraceno Lrp, je protein molekulske mase 18,8 kDa. Lrp je oktamer, odnosno dimer
tetramera (Slika 4.A) i B)), koji pripada Lrp/AsnC obitelji transkripcijskih regulatornih
proteina (Shimada i sur., 2015). Transkripcijski regulatori su proteini koji vezanjem ili
disocijacijom s operatora omogucuju transkripciju gena, odnosno vezanje RNA-
polimeraze na molekulu DNA kako bi se transkribirao kodirajuéi lanac. Lrp sadrzi tri
funkcionalne domene: N-kraj sadrzi strukturni motiv zavojnica-okret-zavojnica (eng.
helix- turn- helix), srediSnji dio proteina sadrZzi domenu potrebnu za aktivaciju ili
stiSavanje transkripcije, te C-kraj ima domenu odgovornu za vezanje leucina (Slika 4.C))
(Shimada i sur., 2015). Motiv zavojnica-okret-zavojnica (skracenica HTH) je sveprisutan
DNA vezni motiv koji se sastoji od dvije a-zavojnice izmedu kojih je okret (Lehninger i
sur., 2008). N-kraj Lrp-a se sastoji od tri a-zavojnice (Slika 4.C)). Izmedu druge i trece
zavojnice se nalazi okret (eng. turn). Tre¢a zavojnica a3 se veZze u veliki utor molekule
DNA te na taj nacin utjeCe na ekspresiju gena. C-kraj veze signalnu molekulu te posjeduje

strukturni motiv homologan domeni RAM (eng. regulation of amino acid metabolism) za
4
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koju je dokazano da sudjeluje u ekspresiji gena koji reguliraju metabolizam aminokiselina
(Slika 4.C)) (Shimada i sur., 2015, des los Rios i Perona, 2007).

(B) (C)

Slika 4. Struktura proteina Lrp. A) Oktamer Lrp baktrije E. coli tvori linearnu strukturu zbog
nepovezivanja monomera CD i GH, dok su homolozi Lrp cikliéne strukture. Oktamer je stabiliziran
hirofobnim interakcijama. B) Prostorna organizacija Lrp dimera; monomeri su okrenti jedan od drugog.
Popreéna B1 ploca formira flekisbilan aminokiselinski slijed koji omogucéuje razli¢itost pozicioniranja N- i
C- terminalne domene monomera Lrp. Popre¢na B6 plo¢a svakog monomera se povezuje s f3 ploéom
drugog monomera. C) Struktura monomera Lrp. N-kraj (crveno) sadrzi HTH strukturni motiv, sredisnji dio
proteina (zeleno) sadrzi domenu potrebnog za transkripcijsku aktivaciju, te C-kraj (plavo) ima domenu
odgovornu za vezanje leucina. Domena RAM ima Bapfaf motiv, a izmedu B3 i 4 se nalazi om¢a na koju

se veZe na ligand, odnosno efektor — leucin (des los Rios i Perona, 2007).

lako nema razradenog mehanizma djelovanja proteina Lrp smatra se da vezanjem
leucina na domenu RAM (na om¢u izmedu B3 i B4 podjedinica monomera) dolazi do

5
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konformacijske promjene proteina kojom se utjeCe na interakciju HTH motiva (o3
zavojnice) s velikim utorom molekule DNA (des los Rios i Perona, 2007). Lrp je
transkripcijski regulator — moze biti ili aktivator ili represor mnogih operona. Njegova
funkcija moZze biti aktivirana, reducirana ili potpuno neovisna o egzogenom leucinu.
Mnogo mogucénosti regulacije ekspresije ciljanih gena proteinom Lrp dozvoljava razli¢itu
regulaciju obzirom na uvjete okolisa. Lrp moze djelovati na transkripciju na dva nacina:
pozitivnom ili negativhom regulacijom. Iako to¢no nije razjaSnjen mehanizam, smatra se
da vezanje leucina na Lrp djeluje na ekspresiju gena na slijede¢i nacin: pozitivna
regulacija u odnosu na Lrp znaci da je ekspresija ciljanih gena potaknuta kada je vezan
protein Lrp na molekulu DNA. Lrp je u ovom slucaju aktivator. Vezani HTH motiv na
molekuli DNA uzrokuje uvijanje DNA na mjestu operatora te tako priprema promotor za
interakciju s ostalim proteinima koji sudjeluju u transkripciji kao i s RNA-polimerazom.
RNA-polimeraza odvija DNA na mjestu promotora kako bi se omogucila transkripcija i
sinteza domena mijenja konformaciju te se Lrp viSe ne moze vezati na molekulu DNA.
Nakon disocijacije proteina Lrp vise se ne moze vezati transkripcijski kompleks koji
inicira transkripciju. Drugim rije¢ima, u ovom slucaju vezanje leucina na protein Lrp
inhibira ekspresiju ciljanih gena. Vazno je uociti da se Lrp veZe na viSe mjesta unutar
promotora ¢ime Se dolazak transkripcijskog kompleksa na dodatan nacin aktivira (Slika
5.). Slican se motiv vezanja aktivatora na viSe mjesta unutar operona uocava i kod lac
operona. Negativna regulacija u odnosu na protein Lrp znaci da je ekspresija ciljanih
gena suprimirana dok god je Lrp vezan na molekulu DNA. Vezani protein Lrp ometa
inicijaciju transkripcije te ne dopusSta transkripcijskom kompleksu da se veze na
promotor. U ovom slucaju, Lrp je represor jer ometa vezanje transkripcijskog kompleksa.
Vezanjem leucina u aktivno mjesto Lrp-a HTH domena mijenja konformaciju te se
oslabljuju interkacije Lrp s molekulom DNA. Time se omogucava vezanje
transkripcijskog kompleksa i ekspresija gena. Drugim rije¢ima, vezanje leucina na

protein Lrp aktivira ekspresiju ciljanih gena (Newman i Lin, 1995).



Leucin kao signalna molekula

Slika 5. Prikaz vezanja oktamera Lrp na molekulu DNA. Navedene duljine DNA u parovima baza (bp)
oznacavaju medusobnu udaljenost dimera Lrp (des los Rios i Perona, 2007). Oc¢uvani slijed molekule DNA
koji ostvaruje interakcije s HTH motivom: TTTATTCTNAAT. Ako slijed nukleotida DNA na koji se veze
Lrp sadrzi metiliran GATC dio, Lrp se veze drugadijim afinitetom (Calvo i Matthews, 1994).

Lrp regulira metabolicke puteve kao odgovor na dostupnost aminokiseline leucina u
stani¢nom okoliSu. Lrp pozitivno regulira one gene koji sudjeluju u metabolizmu tijekom
uvjeta gladi, a negativno regulira one gene koji sudjeluju u metabolizmu tijekom uvjeta
kada je hrana dostupna (Tablica 1.). Koli¢ina proteina Lrp tijekom rasta bakterija u
minimalnom mediju je veca nego prilikom rasta u bogatom mediju (npr. LB). Princip
zaSto je u bogatom mediju koncentracija Lrp manja nije poznat. Tijekom rasta u
minimalnom mediju, tj. u uvjetima gladi, koncentracija Lrp je visoka, a leucina vrlo niska
pa su pozitivno regulirani geni maksimalno eksprimirani, a negativno regulirani
maksimalno utiSani. U minimalnom mediju s leucinom ili alaninom, koncentracija Lrp je
visoka pa su pozitivno regulirani geni relativno eksprimirani, a negativno regulirani
relativno utiSani zbog prisutnosti leucina. U bogatom mediju s puno leucina pozitivno
regulirani geni su potpuno utisani, a negativno regulirani potpuno eksprimirani zbog toga

Sto je koncentracija Lrp niska (Calvo i Matthews, 1994).

Pozitivno regulirani geni u odnosu na Lrp Negativno regulirani geni u odnosu na Lrp

ilviH (AHAS 111) sdaA (L-serin-deaminaza)



serA (3-fosfoglicerat-dehidrogenaza)
gev (sustav razgradnje glicina)
gItBDF (glutamat-sintaza)

gInALG (glutamin-sintetaza)

ompF (porin F)

papBA (P pili)

fanABC (K99 pili)

daaAB (F1845 pili)

sfaBA (S pili)
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tdh (treonin-dehidrogenaza)

lysU (lizil-tRNA-sintetaza Il)

Irp (Lrp)

micF (antisense RNA)

ompC (porin C)

livJ (leucin-vezuju¢i protein)®
livKHMGF (LIV-I transport)?

glyA (serin-hidroksimetiltransferza)

oppABCDF (oligopeptid-permeaza)

fimB i fimE (poticanje pila vrste 1)

pnt (piridin nukleotid-transhidrogenaza)

CP8 (koristenje ugljikohidrata, tj. Secera)

leuABCD (biosinteza leucina)

a Operoni su negativno regulirani u odnosu na Lrp, dok je u prisutnosti leucina represija znatno povecana.

Tablica 1. Popis pozitivno i negativno reguliranih gena u regulonu Lrp. Regulon je grupa gena koja se
ragulira kao cjelina, odnosno jedan regulator regulira ekspresiju niza gena koji su pod njegovom kontrolom

(tablica prilagodena prema Calvo i Matthews, 1994).

Uspostava regulacije ekspresije gena Irp je vrlo bitna jer ako stani¢na koncentracija
Lrp nije varijabilna, onda ¢e ekspresija nekih gena uvijek biti utiSana/aktivirana. Prema
tome, moraju postojati faktori regulacije transkripcije gena Irp. Smatra se da je jedan od
najvaznijih faktora medij u kojem raste bakterija E. coli. Sto je medij bogatiji
nutricijentima, to je manja koncentracija proteina Lrp. Jedan od faktora koji reguliraju
transkripciju gena Irp je i sam protein Lrp, §to znadi da je Lrp autogeno reguliran. Sto je
veéi broj kopija gena Irp u bakteriji E. coli, to je stani¢na koncentracija proteina Lrp
manja. Drugim rije¢ima, ako je gen lokaliziran na plazmidu, kojeg ima veliki broj u
bakterijskoj stanici, ekspresija gena Irp je umanjena 10 puta u odnosu kada je prisutna
samo jedna kopija gena na nukleoidu. Ekspresija gena Irp nije pod utjecajem leucina.

Smatra se da je protein Lrp evoluirao zbog prilagodbe bakterije E. coli na okoli$ bogat

nutricijentima. Takva bakterija E. coli je imala mnostvo asimilacijskih, a malo
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biosintetskih gena pa se vjeruje da je nastanak ovog proteina uvjetovan prijelazom s
asimilacijskog na biosintetski nacina zivota. Leucin kao efektor nije odabran zbog
kemijskih svojstava karakteristi¢nih za ovu aminokiselinu, nego vjerojatno slucajno zbog

toga Sto je indikator aktivne proteolize u stani¢noj okolini (Newman i Lin, 1995).

3.2. ULOGE U NUKLEOIDNOJ ORGANIZACIJI | TRANSKRIPCIJI
CILJANIH GENA

Protein Lrp ima glavnu ulogu u regulaciji transkripcije ciljanih gena, ali i jednu manje
istrazenu ulogu u kondenzaciji nukleoida. U vecini prokariota kruzna nukleoidna DNA se
gusto pakira superzavijanjem, no sve je viSe indikacija da postoje i razli¢iti proteini (IHF,
Crp) koji sudjeluju u tom procesu. lako se Lrp veZe najve¢im afinitetom na o¢uvani slijed
molekule DNA od 12 parova baza (TTTATTCTNAAT) ¢ime regulira ekspresiju gena,
vezanje na drugacije sljedove molekule DNA s manjim afinitetom, omogucuje
kondenzaciju i pakiranje prokariotske DNA. Naime, vise je razloga zbog kojih se smatra
da je Lrp ima ulogu u nukleoidnoj organizaciji bakterije E. coli: male dimenzije,
mogucénosti savijanja molekule DNA kao pripreme za transkripciju i veliki broj molekula

po stanici (3000 molekula /stanici) (Newman i Lin, 1995).

Kao transkripcijski regulator, Lrp pozitivno ili negativho regulira monoge operone:
biosintetske, degradivne, transportne, one koji reguliraju sintezu pila i fimbrija i ostale.
Takoder regulira ekspresiju transkripcijskih faktora. Prema tome, Lrp dirketno ili
indirekno djeluje na ekspresiju gena. Direktno tako da regulira operone, a indirektno tako

da regulira operone preko posrednog transkripcijskog regulatora.

Pet operona ukljucenih u sintezu aminokiselina je regulirano s proteinom Lrp: gInALG -
kodira za glutamin-sintetazu, gltBDF - kodira za glutamat-sintazu, ilviIH - kodira
acetohidroksikiselinsku-sintazu III (enzim ukljuen u sintezu razgranatih aminokiselina),
leuABCD - kodira enzime biosinteze leucina i serA — kodira fosfoglicerat-kinazu. Lrp
direktno vezuju¢i se na operone pozitivno regulira sve operone osim gInNALG kojeg

regulira indirektno; tako da aktivira njegov transkripcijski regulator.

Tri operona ukljucena u degradaciju aminokiselina je reglirano s proteinom Lrp: sdaA —
kodira za L- serin-dehidratazu, tdh — kodira za treonin-dehidrogenazu i 2-amino-3-
ketobutirat-lijazu i gcv — kodira za protein potreban za formiranje molekula s 1 C atomom

od glicina. Prva dva operona su negativno, dok je posljednji gcv pozitivno reguliran.



Leucin kao signalna molekula

Sest operona uklju¢enih u transport nutrijenata u stanicu je negativno regulirano s Lrp:
livd i livKkHMGF - kodiraju proteine za transport dugolancanih aminokiselina, oppABCDF
— kodira za oligopeptid-permeazu, sdaC — kodira protein za transport L-serina, malEGH,
malK-lamB-malM i malT — kodiraju proteine za transport maltoze te ompF i ompC —

kodiraju za porine vanjske membrane gram negativnih bakterija.

Razli¢iti operoni koji kodiraju za razliCite vrste pila 1 fimbrija su regulirani od strane

proteina Lrp.

Lrp pozitivno regulira osmY — protein koji je prisutan prilikom ulaska u stacionarnu fazu
rasta bakterijske kulture (Calvo i Matthews, 1994).

Osam aminoacil-tRNA-sintetaza je pozitivno regulirano s Lrp: alaS, asnS, ginS, glyQ,
pheS, serS, thrS i tyrS. Svih sedam gena rRNA bakterije E. coli je pod kontrolom Lrp
(Shimada, 2015). Takoder su i geni tRNA pod kontrolom istog transkripcijskog regulatora
(Pul, 2005).

Lrp 1 indirektno djeluje na ekspresiju gena. Regulator je transkripcije 21 metabolickog
transkripcijskog regulatora, ukljucujuéi i samog sebe — gen Irp (Slika 6.) (Shimada i sur.,
2015).

Slika 6. MreZa transkripcijskih regulatora pod kontrolom tranaskripcijskog regulatora Lrp. Crno pobojani
kvadrati predstavljaju proteine koji kodiraju za regulatore aminokiselinskih regulona — AdiY, CysB, GadW,
LeuO, TdcA, TdcR, TyrR. Sivo pobojani kvadrati predstavljaju proteine koji kodiraju za regulatore gena

zasluznih za odgovor na stres i Zivotni okoli$ bakterije E. coli (Shimada i sur., 2015).

4. LEUCIN KAO SIGNALNA MOLEKULA METABOLIZMA
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Leucin je aminokiselina koja nije samo signal u bakteriji E. coli, nego je i signalna
molekula u stanicama sisavaca i kvasaca. Leucin je molekula koja regulira stani¢ni rast i
metabolizam aktivirajuci posrednicki kompleks okolisnih signala i stanicnog metabolizma
— mTORCL. Aktivacijom mTORCL aktivira se i posrednik koji umnaZa signal leucina na
razinu metabolizma — mTOR protein-kinaza koja regulira, izmedu ostalog, sintezu

proteina i lipida, ali i autofagiju.
4.1. PROTEIN SESTRIN2

Dugo se godina smatralo da je leucil-tRNA-sintetaza potencijalni senzor leucina u
stanicama sisavca, no tijekom godina istrazivanja doslo se do saznanja da je jedan drugi
protein ima ulogu 'osjecanja' prisutnosti leucina — Sestrin2. Sestrin2 (55kDa) je
monomerni globularni protein graden samo od a-zavojnica. Lokaliziran je u citosolu. N-
kraj proteina Sestrin2 je neureden, domena C-kraja proteina ima znac¢ajnu ulogu u vezanju

leucina, dok se izmedu ta dva dijela nalazi vezna regija (Slika 7.).

1 220 338 480

sestrinz: [N =

Slika 7. Tercijarna struktura proteina Sestrin2 s obiljeZenim domenom N-kraja (NTD), domenom C-kraja
(CTD), veznom regijom i veznim mjestom za leucin. Vezno mjesto leucina oznadeno je naran¢astom

strelicom. Uocava se da je protein graden samo od a-zavojnica (Saxton i sur., 2015).

Domena C-kraja proteina Sestrin2 lokalizira ligand u tzv. 'dzepu’ koji sadrzi pozitivno
nabijene aminokiseline Glu 451 i Arg 390 koje ionskim mostovima tvore interakcije s
leucinom (Slika 8. A) i B)). Dodatne interakcije se postizu van der Waalsovima
interakcijama leucinskog izopropilnog lanca i Leu 389, Trp 444 i Phe 447 (Slika 8. A)).
lako Glu 451 i Arg 390 mogu intereagirati s bilo kojom aminokiselinom koja ima
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slobodnu amino i karboksilnu skupinu te tako vezati aminokiseline koji nisu leucin,
hidrofobne aminokiseline dZepa odbijaju sve nabijene i polarne aminokiseline. Takoder,
Trp 444 predstavlja stericku smetnju za vezanje velikih hidofobnih aminokiselina (Phe),
dok male aminokiseline (Ala, Val) ne mogu tvoriti van der Waalsove interakcije s Leu
389, Trp 444 i Phe 447 (Slika 8. A)) (Saxton i sur., 2015). Prema tome, Sestrin2 svojom
primarnom i tercijarnom strukturom osigurava da jedino leucin moze aktivirati
metaboli¢ki put, a ne neka druga signalna molekula koja bi mogla naruSiti ravnotezu
pravih signalnih molekula i metabolickog puta. U prilogu 1. je prikazano sravnjenje

sljedova nukleotida gena za Sestrin2 iz razli¢itih organizama i analiza istog u JalViewu.

Slika 8. A) Koordiniranje liganda leucina u veznom mjestu aminokiselinama Glu 451, Thr 377, Tyr 375,
Thr 374, Thr 386 i Arg 390. 'DZep' tvore Glu 451 i Arg 390. 'Poklopac' tvori interakcije s leucinom
vodikovim vezama. Vodikove veze su prisutne izmedu liganda (leucina) i Thr 377, Thr 374 i Thr 386. B)
Prikaz lokaliziranja leucina ionskim mostovima pomoc¢u aminokiselina Glu 451 i Arg 390 (Saxton i sur.,
2015).

Omca izmedu dviju a-zavojnica C2 i C3 N-kraja proteina tvori 'poklopac’ (eng. lid).
Aminokiseline 'poklopca’ Thr 377, Thr 374 i Thr 386 tvore vodikove veze s leucinom
(Slika 8 A)). Vezanjem leucina u 'dzep' proteina, dolazi do konformacijske promjene
'poklopca’ zbog promjene konformacije a-zavojnice C3. Na protein Sestrin2 je u uvjetima
rasta u minimalnom mediju vezan protein GATOR?2 (Slika 9.A) i D)). Konformacijskom
promjenom zavojnice C3 dolazi do promjene poloZaja aminokiselina Asp 406 i Asp 407

(Slika 9.B)) koje uzrokuju disocijaciju proteina GATOR2 (Slika 9. D)). Alternativno,
12
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moguce je da i vezna regija proteina Sestrin2 sudjeluje u konformacijskoj promjeni i tako
uzrokuje disocijaciju GATOR2. Nakon konformacijske promjene, Thr 375 tvori jake
vodikove veze s His 86 (Slika 9. C)), koji s ostalim aminokiselinama tvori tzv. 'bravu’
(eng. latch), te je 'poklopcu' onemoguéeno otvaranje zbog novoostvarenih interakcija s
‘bravom’. Drugim rije¢ima, 'poklopac’ ne dopusta disocijaciju vezanog leucina iz 'dZepa’
zbog mehanizma 'poklopac-brava’. Znaci, vezanjem leucina dolazi do konformacijske
promjene Sestrin2 koja onemogucava disocijaciju leucina i omoguéava prestanak
interakcija s proteinom GATOR2 koji dalje prenosi signal (Slika 9.D)) (Saxton i sur.,
2015).

Leucinsk dfep

(B)

(©)
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Slika 9. A) Prikaz proteina Sestrin2. Crveno oznadena su podru¢ja na koja se veze protein GATORZ2, plavo

je domena N-kraja proteina, zeleno domena C-kraja proteina, a narancasto leucinski dzep. B) Polozaj Asp
406 i Aspr 407 u odnosu na vezno mjesto leucina. C) Tzv. 'brava’ koju tvore Tyr 375 i His 86. 'Brava’'
spreCava otvaranje 'poklopca’. D) Prikaz aktivacije proteina GATOR2 nakon vezanja leucina ¢ime se
aktivira mehanizam 'poklopac-brava’ koji onemogucuje disocijaciju leucina. Aktivan protein GATOR2 nije
vezan na protein Sestrin2. GATOR2 dalje prenosi signal preko ostalih proteinskih molekula kako aktivirao
mTORC1 (Saxton i sur., 2015).

4.2.  PRIJENOS SIGNALA POSREDNICKIM PROTEINIMA

Protein Sestrin2 i konacan akceptor signala mTORC1 su lokalizirani u citosolu.
Medutim, protein Sestrin2 ne aktivira mTORC1 direktno, nego nizom posrednic¢kih
proteina. Ti su posrednicki proteini lokalizirani na lizosomalnoj membrani i oni aktiviraju
te lokaliziraju mMTORC1 na lizosomalnu membranu. Prvi protein koji je potreban za
lokalizaciju mTORC1 je kompleks Rag gvanozin-trifosfataza, ¢ije su dvije podjedinice
RagA/B u GTP stanju, a RagC/D u GDP stanju (Saxton i sur., 2015).

Nakon Sto konformacijska promjena proteina Sestrin2 vezanjem leucina onemoguci
daljnju interakciju s proteinom GATOR?2, aktivirani GATOR2 negativno regulira protein
GATOR1. GATORL1 je enzim koji ima GAP aktivnost, odnosno on je GTP-azni
aktivirajuc¢i protein koji stimulira hidrolizu GTP-a u GDP. Inaktivan GATOR1 nema GAP
aktivnost, pa ne stimulira hidrolizu GTP-a proteina RagA/B. Protein Ragulator je enzim
koji ima GEF aktivnost, odnosno on je gvanozin nukleotid izmjenjujuci faktor koji potice
zamjenu GDP-a s GTP-om. Znaci, aktiviran protein GATOR2 onemogucuje aktivnost
proteina GATORL1, ¢ime se inhibira daljnja hidroliza GTP-a proteina RagA/B te je zbog

toga Ragulator u mogucnosti aktivirati i lokalizirati RagA/B (Kim i sur., 2015). Ragulator
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izmjenjuje GDP s GTP-om na proteinu RagA/B te ga tako lokalizira na lizosomalnu
membranu. Takoder je potrebna lokalizacija vakuolarne H*-ATPaze na istoj membrani
koja veze Ragulator i koja, kao takva, sudjeluje u lokalizaciji RagB GDP (Slika 12.)
(Jewell i sur., 2013). Jednom kada je RagB GDP lokaliziran na lizosomalnoj membrani,
moze se formirati heterodimer RagA/B GTP + RagC/D GDP pomo¢u proteina Ragulatora.
Smatra se da u formiranju dimera RagC/D GDP sudjeluje Folikulin-folikulin
intereagirajuc¢i protein 2 (FLCN-FNIP2) (Wolfson i sur., 2016). Konacan kompleks
potreban za aktivaciju mTORC1 sastavljen je od: heterodimera RagA/B GTP + RagC/D
GDP, Ragulatora, SLC38A9, v-ATPaze, i proteina RHEB GTP koji aktivira mTORC1
kinaznu aktivnost ( Laplante i Sabatini, 2012). Tek kada je postignut kompleks RagA/B
GTP + RagC/D GDP - Ragulator - SLC38A09 - v-ATPaza, RHEB GTP aktivira mTORC1
(Slika 10.) (Wolfson i sur., 2016). lako SLC38A9 nema aktivnu ulogu u aktivaciji
MTORC1 leucinom (nego argininom) (Wolfson i sur., 2016), sluZi kao transmembranski
protein za lokalizaciju Rag heterodimera i Ragulatora na lizosomalnu membranu.

Paralelna usporedba mTORC1 sisavaca i TORC1 kvasaca je prikazana na Slici 11.

o {mTORCL {mTORCL Falctori rasta
Aminolizaline b ) i) :

GEF alktivnost

Slika 10. Prikaz aktivacije mTORC1-a aktivacijskim kompleksom RagA/B GTP + RagC/D GDP — Ragulator
- SLC38A9 - v-ATPaza - RHEB GTP. Uocava se da su Ragulator i RHEB GTP integralni proteini usidreni
masnom kiselinom u lizosomalnu membranu (Jewell i sur., 2013). Napominje se da SLC38A9 nije prikazan

na slici.
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Ewasci

Lizosom Vakuola

Slika 11. Paralelna usporedba aktivacije mTORC1 sisavaca i TORCL kvasaca. Raznolikost grade
aktivacijskog kompleksa mTORC1 (TORC1): aktivacijski kompleks mTORCI je graden od RagA/B GTP +
RagC/D GDP - Ragulator - SLC38A9 - v-ATPaza - RHEB GTP. mTORCL je aktiviran od strane RHEB
GTP. TORCL1 je lokaliziran na vakuolarnoj membrani. TORCL1 aktivacijski kompleks je graden od homologa
RagA/B GTP + RagC/D GDP - heretodimera Gtrl GTP + Gtr2 GDP i homologa Ragulatora— Ego 1,3.
Zanimljivo je da tijekom rasta kvasca u minimalnom mediju TORC1 ostaje lokaliziran na vakuolarnoj
membrani iako nema fizi¢kih interakcija aktivacijskog kompleksa i TORC1. S druge strane, mTORC1

difuzibilan u stanici tijekom rasta u minimalnom mediju ( Jewell i sur., 2013).

4.3. GRADA mTORC1

TOR (eng. target of rapamycin) je jedan od najvaznijih proteina koji sudjeluje u
prijenosu signala iz okoline na metaboli¢ku razinu kako bi se stanica prilagodila uvjetima
obilja nutricijenata. mTOR (eng. mammalian TOR) je atipi¢na serinska/treoninska protein-
kinaza koja pripada fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K) srodnoj proteinskoj obitelji kinaza.
MTOR se nalazi u kompleksu s ostalim proteinima tvore¢i kompleks mTORC1 (eng.
mammalian trget of rapamycin complex 1) (Laplante i Sabatini, 2012). mTORC1 se, uz
mTOR, sastoji od sljede¢ih proteina: Raptor (eng. regulatory associated protein od
mTOR) koji sudjeluje u uspostavi dimerne arhitekture i lokalizaciji mTORCL1 te vezanju
supstrata mTOR-a protein-kinaze, Pras 40 (eng. proline rich AKT substrate 40kDa) koji
inhibira mTORC1, Deptor (eng. DEP domain —containing mTOR-interacting protein) koji
inhibira mTORC1, mLST8 (eng. mammalian lethal with SEC13 protein 8) koji pozitivno
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aktivira mTORC1 te, prema nekim autorima, heterodimera TT1/TEL2 koji regulira
formiranje i stabilnost mMTORC1 ( Laplante i Sabatini, 2012, Jewell, 2013). Sli¢an
kompleks mTORCS2 je relativno neistrazen (Laplante i Sabatini, 2012).

Kompleks mTORCL1 tvori dimernu arhitekturu koja ima C2 simetriju i ¢ije os simetrije
prolaze kroz veliku Supljinu kompleksa. Protein-kinaza mTOR je stabilan i samostalan
dimer unutar kompleksa mMTORC1. N-kraj mTOR je graden od ponavljaju¢ih HEAT
sljedova koji su stabilizirani interakcijom s tzv. 'armadilo’ domenama proteina Raptora.
HEAT sljedovi su ponavljajuéi strukturni motivi superzavojnica nazvanih 'rog’ (eng. horn)
i linearnih motiva nazvanih 'most' (eng. bridge). HEAT sljedovi su stabilizirani proteinom
Raptorom kako bi bila omogucena dimerizacija arhitekture mTORC1 ¢ime se aktivnost
cijelog kompleksa dodatno stabilizira. Takoder, HEAT sljedovi omogu¢uju dimerizaciju
protein-kinaze mTOR unutar kompleksa mTORC1 (Slika 12.).

! :"-:.'
- :
Altivno myjesto |8 =
=

Slika 12. Struktura dimerne arhitekture mTORC1 odozgo. Raptor je obojan zeleno, HEAT sljedovi mTOR
ljubicasto, kinazna domena i FAT sljedovi mTOR plavo, HEAT sljedovi mTORCL1 ljubic¢asto, mLST8
narandasto, a mjesto vezanja proteina FKBP Kkoji veZe antibiotik rapamicin crveno. Kataliti¢ki centri
(oznaceni ruZiCastom zvjezdicom) se nalaze u sredidtu dimerne arhitekture te su okrenuti jedan prema
drugom ne tvore¢i interakcije. Raptor i mLST8 se nalaze na perifernoj strani dimerne arhitekture (Aylett,
2015).

Mehanizam konformacijske promjene prilikom vezanja supstrata koji ¢e biti fosforilirani

nije do kraja poznat, ali se smatra da protein FKBP fizicki ometa ulazak supstrata (Slika
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13.A)). Tek kada protein FKBP disocira omogucuje se pozicioniranje supstrata u aktivno
mjesto dimera mTOR c¢ime se omogucava fosforilacija proteina (Slika 13.B)) (Aylett i
sur., 2015).

(A) (B)

Slika 13. A) Stericko ometanje ulaska supstrata u vezno mjesto mTOR-a proteinom FKBP Raptora. B)
Domena RNC proteina Raptora veZe proteinske supstrate i tako ih na taj nadin pozicionira i navodi u

kataliticko (kinazno) mjesto mTOR-a (oznaceno crveno) (Aylett i sur., 2015).

4.4.  AKTIVACIJA STANICNOG METABOLIZMA

Aktivacijom mTOR protein-kinaze, leucin indirektno regulira stani¢ni metabolizam na
viSe mjesta. Najvazniji stani¢ni putevi koji su regulirani egzogenim leucinom su procesi
sinteze proteina, sinteze lipida, metabolizma koji sluzZi za pretvorbu energije te autofagije.
Leucin moze djelovati pozitivno ili negativo na stani¢ne puteve. Pozitivna regulacija znaci
da mTORC1-ovisna fosforilacija (potaknuta leucinom) potice aktivnost ciljanih proteina,
dok negativna regulacija (potaknuta leucinom) zna¢i da se fosforilacijom aktivnost
ciljanih proteina inhibira. Pozitivno su regulirani sinteza proteina, sinteza lipida i

metabolizam koji sluzi za pretvorbu energije, dok je autofagija negativno regulirana.

Sinteza proteina je najistrazeniji proces kontroliran mTORC1-om zbog toga $to mTOR
izravno fosforilira eukariotski protein koji veze translacijski faktor elFAE (4E-BPI) i S6
kinazu 1 (S6K1). Foforilacija 4E-BPI sprec¢ava vezanje 4E-BPI na protein elF4E (veze se
na 5' kapu mRNA), ¢ime se omogucava formiranje kompleksa eIF4E koji je potreban za
translaciju ovisnu o kapi mRNA. Fosforilacija S6K1 poti¢e aktivaciju proteina TIF-1A
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koji potice ekspresiju gena rRNA interakcijom s RNA-polimerazom I. Takoder,
fosforiliran S6K1 omogucuje aktivaciju elF4B koji aktivira elF4A, incijacijski faktor
nuzan za vezanje mMRNA na malu podjedinicu ribosoma. Time se postize poveéana
sinteza mRNA, odnosno stani¢nih proteina, ribosoma, rRNA i tRNA (Slika 14.A)).

Ovaj kompleks sudjeluje u sintezi lipida preko transkripcijskog faktora SREBP1/2.
MTORC1 cijepa transkripcijskog faktora SREBP1/2 te ga na taj nacin aktivira. SREBP1/2
sudjeluje u kontroli sinteze masnih kiselina i kolesterola. mMTORC takoder sudjeluje i u
aktivaciji peroksisom proliferirajuc¢eg-aktivacijskog receptora y (PPAR- vy) koji je glavni
regulator adipogeneze (Slika 14.B)).

mTORCI1 aktivira transkripciju 1 translaciju HIF 1 a, pozitivnog regulatora glikoliti¢kih
gena, te PGC1 i YY1, regulaota koji pozitivno reguliraju biogenezu mitohondrija i
oksidativne procese (Slika 14.C)).

Kompleks mTORC1 negativno djeluje na autofagiju direktno fosforilirajué¢i i tako
inhibiraju¢i kinaznu aktivnost ULK1 i Atgl3. Proteini ULK1 i Atgl3 formiraju
inicijacijski kompleks autofagije zajedno s proteinom FIP200. Takoder, mMTORC1 inhibira
aktivnost proteina DAP1 koji suprimira autofagiju (Slika 14.D)) (Laplante i Sabatini,

2012) ¢ime se omogucava aktivacija procesa autofagije.

Sinteza proteina Sinteza lipida
mTORCY] (mTORC1) + transiipcija
7 \\ S translacijz
#
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Slika 14. A) Putevi sinteze proteina na koje mTORC1 pozitivno djeluje. B) Putevi sinteze lipida na koje
mTORC1 pozitivno djeluje. C) Putevi metabolizma koji sluzi za pretvorbu energije na koje mTORC1

pozitivno djeluje. D) Putevi autofagije na koje mTORC1 negativno djeluje (Laplante i Sabatini, 2012).

Cinjenica je da tijekom godina Zivota ljudskog organizma i neprestanog
aktiviranja/inaktiviranja puta mTORC1 dolazi do sve vece deregulacije ovog
metabolickog puta. Takoder, vanjski uvjeti poput stani¢nog stresa uvjetuju slabije
osjecanje hranjivih tvari, smanjenu sintezu stani¢nih proteina i aktivnost mitohondrija
¢ime se efikasnost kompleksa mTORC1 dodatno smanjuje. Sve navedeno moze

uzrokovati razne metabolic¢ke bolesti (Laplante i Sabatini, 2012).

5. ZAKLJUCAK

Biosignalizacija je procesi koji se temelji na pretvorbi primljenog izvanstani¢nog
signala u unutarstani¢ni signal koji potic¢e ili utiSava ciljane stani¢ne procese. Prijenos
signala ukljucuje proces umnazanja signala i prevodenja jedne vrste signala u drugi signal
koji omogucéuje komunikaciju stanice s okoliSem, tj. tkivom kod viSestani¢nih
organizama. L-leucin je aminokiselina koja transporterom LAT1 ulazi u stanicu gdje sluZzi
kao gradevni element za stani¢ne potrebe, ali i kao signalna molekula. Leucin je signal
stanici koji oznacava uvjete okolisa bogatih nutricijentima. Proteini Lrp i Sestrin2 su
unutarstani¢ni senzori leucina koji su potaknuti na konformacijsku promjenu vezanjem
leucina. Lrp, protein lokaliziran u jezgri bakterije E. coli, je transkripcijski regulator koji
uslijed interakcije s leucinom modificira svoju ulogu represora ili aktivatora ekspresije

ciljanih gena. Nadalje, Lrp ima i drugu ulogu u bakteriji E. coli. - kondenzacija nukleoida.
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Protein Sestrin2 je citosolni protein u sisavaca i ima jedinu ulogu da prenosi signal preko
posrednickih proteina do krajnjeg akceptora signala - proteinskog kompleksa mTORCL.
MTORC1 je kompleks koji sadrzi mTOR protein-kinazu koja fosfoliranjem daljnjih
enzima potice ili smanjuje njihovu aktivnost. Na taj nacin leucin djeluje na metabolicke
puteve sinteze proteina, lipida, metabolizma koji sluzi za pretvorbu energije te autofagiju
stanice. Vazno je uociti da se ova dva puta biosignalizacije razlikuju po tome sto je senzor
leucina Lrp prisutan bakteriji E. coli, dok se protein Sestrin2 nalazi u citosolu eukariotskih
(ljudskih) stanica. Nadalje, jedna od najuocljivijih razlika je i nacin prijenosa
unutarstani¢nog signala leucina razli¢itim citosolnim proteinima. Na kraju, ova dva
razlic¢ita regulatorna puta ovisna o leucinu razlikuje i krajnji akceptori primitka signala — u
bakteriji E. coli molekula DNA je konacan akceptor koji prima informaciju prenesenu
leucinom, dok je akcpetor u stanicama sisavaca kompleks mTORC1, odnosno mTOR

protein-kinaza.
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7. SAZETAK

Biosignalizacijom se stanice (tkiva kod viSestani¢nih organizama) prilagodavaju
izvanstanicnim uvjetima (stanicnom okruzenju) i na posredan nacin komuniciraju s
okolinom tako da aktiviraju ili utiSaju ekspresiju ciljanih gena, a time 1 metaboliCke
puteve. Signalizacija se temelji na pretvorbi primljenog izvanstani¢nog signala u
unutarstani¢ni signal koji potice ili utiSava ciljane stani¢ne procese. Prijenos signala
ukljucuje proces umnazanja signala i prevodenja jedne vrste signala u drugi signal koja
stanici predstavlja odredenu informaciju. Jedna od signalnih molekula je i aminokiselina
L-leucin. Molekula L-leucina je signal koji oznacava uvjete energetskog obilja okoline,a
prenosi se u stanicu transporterom LAT1. Cilj ovog rada bio je opisati L-leucin kao
signalnu molekulu koja djeluje na transkripciju gena te metabolizam. Regulatorni protein
ovisan o leucinu, Lrp, i protein Sestrin2 su unutarstani¢ni senzori leucina, a vezanjem
leucina su potaknuti na konformacijsku promjenu. Lrp, protein iz bakterije Escherichia
coli, je transkripcijski regulator koji prenosi infomaciju leucina na molekulu DNA ¢ime se
aktivira/utisa transkripcija gena. Na ovaj nacin L-leucin djeluje na transkripciju gena
tRNA, rRNA, katabolizma aminokiselina, fimbrija i transkripcijskih faktora. Sestrin2 je
citosolni protein sisavaca koji prenosi singal L-leucina preko posrednickih proteina do
krajnjeg akceptora signala - proteinskog kompleksa mTORC1. mTORCL1 je arhitektura
koji sadrzi protein-kinazu mTOR koja fosforilacijom ciljanih proteina potice ili inhibira
njihovu aktivnost. Fosforilirani proteini sudjeluju u sintetskim reakcijama proteina i
lipida, metabolizmu koji sudjeluje u pretvorbi energije i autofagiji. Na taj na¢in L-leucin

djeluje na metaboli¢ke puteve stanice.
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8. SUMMARY

Biosignalization helps cells to adapt to the extracellular conditions (environment) and
indirectly communicate with environment by activating/silencing expression of target
genes and metabolism, respectively. Signalization is based on conversion of extracellular
signal to the intracellular signal which activates or inhibits many cellular processes.
Transduction of the signal includes the process of signal amplification and signal
translation from one type to another. After the signal has been interpreted, it provides a
cell a specific information. One of the signal molecules is an amino acid L-leucine. The
aim od this report was to present L-leucine as a signal molecule for gene transcription and
metabolism. L-leucine is an signal that indicates nutrient-rich conditions and is transported
into the cell by LAT1 transporter. Leucine-responsive regulatory protein, Lrp, and protein
Sestrin2 are intracellular L-leucine sensors that are induced to conformational change by
binding of leucine. Lrp, a Escherichia coli protein, is a transcriptional regulator which
transduces L-leucine information to the DNA and therefore activates/represses
transcription of target genes. In this way, L-leucine effects transcription of tRNA, rRNA,
amino acid catabolism genes, fimbria and transcription factors genes. Sestrin2 is a
mammalian cytosolic protein that transfers L-leucine signal through mediator proteins to
the terminal signal acceptor — protein complex mTORC1. mTORCL is an architecture that
includes mMTOR protein kinase. Once mTOR has phosphorilated protein, actvity of a
protein is activated or repressed. Phosphorilated proteins take part in lipid and protein
biosynthesis reactions, energy metabolism and autophagy. In this way, L-leucine acts on

the metabolic pathways of the cell.
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PRILOZI

Prilog 1. A) i B) Analizom u Jalviewu najveca raznolikost sljedova proteina Sestrin2 je na N-
kraju (na viSestrukom sravnjenju tamnoplavo pobojano su identi¢ne aminokiseline, svijetlo
plavo sli¢ne aminokiseline). Prema znanstvenom ¢lanku autora Saxton, 2015. aminokiseline
koje vezu leucin su Glu 451 i Arg 390, aminokiseline koje stvaraju interakcije s izopropilnim
lancem leucina su Leu 389, Trp 444 i Phe 447, aminokiseline koje tvore tzv. 'poklopac’ su Thr
347, Thr 377 i Thr 386, dok su aminokiseline znacajne za vezanje proteina GATOR2 Asp 406
i Asp 407. Analizom u Jalviewu sve sljedovi proteina Sestrin2 imaju, bez iznimki, gore
navedene aminokiseline, $to zna¢i da se sljedovi razlikuju u aminokiselinama koje nisu
presudne za ulogu kao senzora leucina. C) viSestruko sravnjenje aminokiselinskih sljedova
proteina Sestrin2 iz organizama Rattus norvegicus, Mus musculus, Homo sapiens, Bos taurus
i Pteropus alecto algoritmom EMBOSS Clustal Omega.
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Legenda: * (zvjezdica) oznacava poziciju u kojoj je potpuno oCuvana ista aminokiselina, : (dvotocka) oznacava poziciju

u kojoj su aminokiseline vrlo sliénih svojstava, . (to¢ka) oznacava poziciju u kojoj su aminokiseline slabih ocuvanih

svojstava.
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