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Roznorodno$é biatek

ATP synthase, 4814 aa
e  Actin filament, 4512 aa
Proliferating cell nuclear antigen, 754
aa
Insulin, 21 aa
Myoglobulin, 153 aa
Porin, 413 aa
Ca %* transporter, 1000 aa
Antibody, 1316 aa




Strukturalne rodzaje biatek

e  Globularne
biatko globularne, biatko o ksztatcie
kulistym lub sferoidalnym, zbudowane z
gesto pofatdowanych lub pozwijanych
taricuchéw peptydowych; wartos¢
stosunku osiowego czasteczki nie
przekracza 3:1lub 4:1;do b. g. nalezy
ogromna wiekszo$¢ biatek, m.in.
albuminy i globuliny oraz wszystkie
enzymy.

e  Fibrylarne
biatka proste o strukturze widkienkowej
stanowigce podstawowy materiat
budulcowy organizméw zwierzecych.
Sa to typowe biatka o budowie
widknistej, dzieki temu petnig funkcje
podporowe. Do tej grupy biatek nalezy
keratyna, kolagen, miozyna i fibroina.

Wtasciwosci
Fatdowanie biatka jest niezbedne dla:

e formacji przestrzennych podstaw
aktywnosci biologicznej:

o miejsca wigzania

o  miejsca katalitycznego

o miejsca regulacji/aktywacji
e  wigZesiez:

o  zdolnoscig katalityczng

o funkcjami transportowymi

o ‘odpornoscig’

o regulacjg aktywnosci
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HLH
helix-loop-helix

EF-hand (wigzanie Ca%")

bHLH (wigzanie DNA)

HLH
palec cynkowy

e  Palec cynkowy, motyw palca
cynkowego (ang. zinc finger domain)
- rodzaj domeny biatkowej
wystepujacej w biatkach wigzacych
DNA i biorgcy bezposredni udziat w
zwigzaniu czasteczki kwasu
nukleinowego przez biatko. Palec
cynkowy sktada sie z dwéch
antyréwnolegtych B-kartek i a-helisy.
Obecnosc jonu cynku (Zn?) jest
kluczowa dla stabilnosci domeny - w
przypadku jego braku nie dochodzi do
powstania wystarczajgco duzej
domeny posiadajgcej hydrofobowy
rdzen i przez to funkcjonalne;.




Motywy mieszane

e pap
o niezwykle popularny(!)
o pozwala ukrywacé reszty
aminokwasowe
o  charakterystyczne miejsce
wigzania
loop
C-terminal end of B-barrel 7 B-strand residues are shown here
contains active site (catalytic) residues actual B-strand lengtis vary
TlM barrel amongst TIM barrels
loops may host
Paloops independent domains
e  Beczka TIM (triose-phosphate loop-2 loop-8
loop-1 i
isomerase, izomeraza ¢ smﬂg&%%f;ﬁi
triozowo-fosforanowa), znana réwniez
jako barytka alfa/beta to konserwatywny
fatd biatkowy sktadajacy sie z o$miu
helis alfa (helis a) i o$miu réwnolegtych
pasm beta (pasm B), ktére wystepuja
naprzemiennie wzdtuz szkieletu layer-1
peptydowego. layer-2

° Beczki TIM s3 wszechobecne, a okoto
10% wszystkich enzyméw przyjmuje ten
fatd.

e  Ponadto pie¢ z siedmiu klas enzyméw \ N/C-terminals may
komisji enzymatycznej (EC) obejmuje possible Bapa ap loops ahdieed host independent domains
biatka barytkowe TIM. 4-fold symmetric unit bviird

e Fald barytkowy TIM jest ewolucyjnie L : — ] A pore-facing residue
starozytny, a wielu jego cztonkéw ma possible BaBapapa 2-fold symmetric unit outward

dzi$ niewielkie podobieristwo sekwenciji.

. core-facing residue
N-terminal end of B-barrel -




Beczka TIM

Miejsce aktywne

Beczka TIM




Domena

e  Motyw strukturalny (lub funkcjonalny)
biatek.

e  Powtarzalny uktad (motyw)
aminokwasow zachowany w
strukturze lub sekwencji.

Funkcja... czesto nieznana.
Wystepowanie... zazwyczaj 2-5 na

biatko.
&) interpro
InterPro/Pfam A
e InterPro - =

to baza danych rodzin biatek, domen
biatkowych i miejsc funkcjonalnych, w
ktérej mozliwe do zidentyfikowania
cechy znalezione w znanych biatkach
mozna zastosowa¢ do nowych
sekwencji biatkowych w celu ich
funkcjonalnego scharakteryzowania.

° Pfam BIOLOGICAL
to baza danych rodzin biatek, ktdra S
zawiera ich adnotacje i wielokrotne
wyréwnania sekwencji wygenerowane
przy uzyciu ukrytych modeli Markowa.
Wersja Pfam 36.0, zostata wydana we
wrze$niu 2023 roku i zawiera 20 795
rodzin.
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Modularno$é biatek

phosphotyrosine binding

polyproline

phosphorylation

e

" ed

Kinase

——  Lck (Src family)

phospholipid binding
(IP,, PIP,)

\

@O

Kinase

——  Tec (Btk family)

Aspekty inzynieryjne

e Mutacja
o miejsce aktywne:
zmiana aktywnosci +|-
o miejsce wigzania:
zmiana powinowactwa +|-
o  struktura:
zmian wtasciwosci makroskopowych +|-




Aspekty inzynieryjne

Co zachowac?

e Obszary funkcjonalne (centrum aktywne, etc.)
e Rdzen biatka
e Integralnosc struktury drugorzedowej

Jak mutowac?

e Konserwatywnie wykorzystujgc pokrewienstwo aminokwasow.
e Liberalnie kompensujgc wprowadzane zmiany.

Niedokrwistos¢ sierpowata

e  Niedokrwistos¢ sierpowata, anemia
sierpowata (fac. anaemia
drepanocytica, ang. sickle cell
anemia) rodzaj wrodzonej
niedokrwistosci spowodowanej
nieprawidtowa budowg hemoglobiny.




Niedokrwistos¢ sierpowata

Mutacja punktowa w genie taricucha 8
(HBB) hemoglobiny powoduje zmiane
pojedynczego aminokwasu w
sekwencji biatka (z kwasu
glutaminowego na waline, w pozycji 6
od korica NH2).

Hemoglobine z tak zmieniong,
nieprawidtowa strukturg I-rzedowa
okresla sie jako hemoglobine S (HbS)
w przeciwierstwie do normalnej,
wystepujacej u dorostych
hemoglobiny A (HbA). Hemoglobina S
charakteryzuje sie zmienionymi w
poréwnaniu z hemoglobing A
wtasnosciami fizykochemicznymi.

HbA:

HbS:

1 2 3 4 5 6 7
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Niedokrwistos¢ sierpowata




Aspekty inzynieryjne

Co zachowag?

e Obszary funkcjonalne (centrum aktywne, etc.)
e Rdzen biatka
e Integralnosc struktury drugorzedowej

Jak mutowac?

e Konserwatywnie wykorzystujgc pokrewienstwo aminokwasow.
e Liberalnie kompensujgc wprowadzane zmiany.

Woda

Maskuje grupy polarne

e  Pomaga w wigzaniu zwigzkéw
matoczasteczkowych

e  Pomaga w katalizie (kwas/zasada,
polaryzacja wigzan)

e  Pomaga w transporcie




Struktura czwartorzedowa

Znaczenie
struktury czwartorzedowej

e  Formacja miejsca aktywnego
e  Poprawa stabilnosci (np. insulina)

The HIV-1 aspartyl protease




Insulina

Insulin aspart hexamers in pharmaceutical formulation
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Insulin aspart hexamers after injection

phenolic
ligand

Phenolic ligand  }
binding site (5b)

diffuse out

Rj trimer face

T, trimer face

Insulin aspart monomers  Insulin aspart monomers diffuse into capilaries
and

.. tetrahedral

zinc (4a)

tetrahedral
zinc (4b)

Strukturalne rodzaje biatek

e  Fibrylarne
biatka proste o strukturze wiékienkowej
stanowigce podstawowy materiat
budulcowy organizméw zwierzecych.
Sa to typowe biatka o budowie
widknistej, dzieki temu petnig funkcje
podporowe. Do tej grupy biatek nalezy
keratyna, kolagen, miozyna i fibroina.




Wykorzystanie biatek fibrylarnych

e  Wsparcie mechaniczne i ochrona
o  cytoszkielet, np. keratyna
o macierz pozakomdrkowa, np. kolagen

Budowa struktur komérkowych
Komunikacja wewnatrzkomérkowa
‘Ruch’
Budowa struktur zewnetrznych, np. jedwab
Funkcje regulacyjne

o  pigmentacja

o wzrost wloséw

o  regeneracja nabtonka

Collagen/

fibronectin [ Extra_cellular

Integrins matrix

~ Plasma
membrane

Intermediate
filaments

Actin filaments

L Cytoskeletal
network
Nesprin ],
Neoel Nuclear
Nesprin 3 lesprin e
| ]. Nuclear
= d envelope
t- Nucleus

TABLE 2.10  Types of extracellular matrix (ECM) proteins and their functions. ECM: extracel-
lular matrix. The table was adapted from 53],

Protein Function

Collagen (fibrillar) « Forming structural scaffolds
« Stiffness control and tension resistance
« Binding of adhesion molecules and some growth factors

Collagen (non-fibrillar) « Aiding ECM organization and stability
« Aiding fibrillar collagen formation
« Modulation of cellular migration and proli
« Creating physical barriers for solute penetration to tissue

Fibrin « Forming blood clots
« Stiffness control and tension resistance
« Binding of adhesion molecules

Elastin « Providing elastic recoil to tissues
Proteoglycans « Compression resistance

« Hindering transport of water and macromolecules
« Binding of growth factors and chemokines




Witasciwosci ogblne

a-keratin (coiled-coil Spider silk fibroin
e  Superstruktura drugorzedowa
o nadrzedne elementy a lub B %
e Hydrofobowos¢
Zdolnosc¢ tworzenia makrostruktur Relax
czwartorzedowych ,

- Extended

Collagen (triple helix)

Keratyna

e  Keratyny - grupa nierozpuszczalnych w wodzie
biatek fibrylarnych wytwarzanych przez
keratynocyty w procesie keratynizacji. Wystepuja
w formie miekkiej lub twardej. W komérkach
nabtonkowych cztowieka zidentyfikowano
dwadziescia izoform cytokeratyn o masie
czasteczkowej od 40 do 70 kDa, natomiast w
komérkach innych ssakéw wykazano okoto
dziesieciu izoform tzw. keratyn twardych,
obecnych w wytworach skory: piorach, wetnie,
rogach, paznokciach i innych. Z keratyny
zbudowany jest zrogowaciaty naskérek ssakow.

e Lewoskretna helisa (ang. coiled-coil) zbudowana
z 2 prawoskretnych a helis.

e Bogataw AlaiGly




Keratyna

e  Powtarzalny motyw: HxxHCxC
H-hydrofobowe

g abcdefg
C-natadowane M PBPHCPC
P-polarne
3 ; 5
1
6
2
4
4
2
1 7 6
S 3 LIFlV/AGc/s TWENGHRNEREN
Hydrophobic Hydrophilig
Keratyna

e Zdolnos$¢ tworzenia makrostruktur
o ‘twarde’ - paznokcie, rogi, kopyta
o 'miekkie’ - skdra, mie$nie

Réwnolegte dimery
Przeciwréwnolegte tetramery
Octamery

Wi6kna ULF

oo w>




Kolagen

e  Kolagen (/'koladzan/) jest gtéwnym biatkiem
strukturalnym w macierzy zewnatrzkomoérkowej
wystepujacej w réznych tkankach tacznych
organizmu.

e  Jako gtdwny sktadnik tkanki tacznej, jest najobficiej
wystepujacym biatkiem u ssakdw, stanowiac od 25%
do 35% zawarto$ci biatka w catym organizmie.

e  Kolagen sktada sie z aminokwasdéw potaczonych ze
sobg, tworzac potréjng helise wydtuzonych wtdkien
znang jako helisa kolagenowa. Wystepuje gtdwnie w
tkance tacznej, takiej jak chrzastka, kosci, $ciegna,
wiezadta i skéra.

e  Witamina C jest niezbedna do syntezy kolagenu, a
witamina E zwieksza jego produkcije.

Ty

Budowa

Wystepowanie

Inne cechy

Kolageny fibrylarne (widkniste)

[at(]la2()]

[at(inls

a1y

skora, $ciegna, wiezadla, kosci, zebina, inne tkanki
taczne niebedace chrzastka

chrzastki, ciato szKliste, jadro miazdzyste (w krazku
migdzykregowym)

rozciagliwe tkanki faczne jak skora, migsnie, uklad
naczyniowy; czesto razem z typem |

wickno o dt. 300 nm

‘widkno o df. 300 nm

wickno o dt. 300 nm

rogwka, zeby, kosci, fozysko, skéra, migsnie gladkie;

LD NI S iy wiskno o df. 390 nm, N-koicowy fragment globularny
Kolageny tworzace uklady sieciowe
WV | [@10v)e20v) wszystie blony podstawne
v {::((z::gtu[;(fl(l\llll:‘?g sr6dblonek, blona Descemeta tworzy heksagonalne uklady sieciowe
X |11 chrzastka hipertroficzna tworzy heksagonalne uklady sieciowe
Kolageny kotwiczace
Vil | @iving, poldesmosomy [ najduzsza domena trsjhelikaina o dl. 420 nm
: Kolageny towarzyszace wloknom o przerywane] strukturze helisowej (FACIT)
X | [@I00[a20X)[030¥] | chrzastki cialo szKiste; towarzyszy kolagenowi typul | ;:ﬁ‘:ﬁn‘:ﬂe"y Sotsgerasas e olps 180t
X | apant towarzyszy kolagenowi typu | i
| Kolageny transblonowe
Xl | [a1(Xil; wiele tkanek, m.in. plytka | kolageny maja N-koniec zatopiony
wewnarz komorki | domeng hydrofobowa
XVI | [at (XVI)]y nablonek, hemidesmosomy | przechodzaca przez dunarstv lipidowa bony!!
Multipleksyny - kolageny o licznych nieciaglych domenach o budowie helikalnej
wystepuje w proteoglikanach, gdzie stanowi rdzen \
XV | XVl bialkowy polaczony z siarczanem chondroityny; | tabilizuje migsnie szkieletowe i mikronaczynia
towarzyszy kolagenom blony podstawnej ‘
i | oo, e e i utrzymuje strukturaln integralnosé blony podstawnej;

| bliski homolog kolagenu typu XV

Kolagen

e Hierarchiczna budowa

e  Potréjna helisa gwarantuje:

stabilnos¢

dhugo$é: ~1000 AA (~3000 A)
lewoskretna helisa

brak wigzan wodorowych wewnatrz helis
wigzania wodorowe pomiedzy helisami
3,3 AA na obrét

2,9 A na poziom

O O O O O O

Chains

’\’\,

Synthesis of collagen

Procollagen

Tropocollagen
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Fibril

(S VN SRS NN
LA M TSN SO Ny
~o e o S S S
~- RIS SN SRS N
= e o e e
SRS NN RSN e

|
640 A

Fibre




Kolagen

e  Wysycenie aminokwasami Pro/Hyp

0
O_
N Gly-X-Y
H HO motif
Pro
N
H
Hyp
Kolagen
e Stabilnosc¢:
o  wigzania wodorowe
o crgss-link zwigzany ze starzeniem N 1 N 2 N3
Gly Pro..o Hyp
; NH; . =0 Pro., Hyp "aly
He oxidative s " H-N
O- deamination O- H y p G Iy ..0=C P ro
e} o} L irarurasaronsraneranrits
L-lysine Allysine G I y P ro H yp




Biatka btonowe

e Biatka btonowe to powszechne biatka, ktére sg
czescig bton biologicznych lub wchodza z nimi w
interakcje.

e Biatka btonowe dzielg sie na kilka szerokich
kategorii w zaleznosci od ich lokalizacji.

o Integralne biatka blonowe sg stata czescig btony
komérkowej i moga przenika¢ przez btone
(transbhtonowe) lub wigzac sie z jedng lub druga
strong btony (integralne monotopowe).

o Peryferyjne biatka btonowe sg przejsciowo
zwigzane z btong komdrkowa.
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Btona komorkowa

e  Blona biologiczna, biomembrana lub btona komérkowa to
selektywnie przepuszczalna btona, ktéra oddziela wnetrze
komérki od srodowiska zewnetrznego lub tworzy przedziaty
wewnatrzkomérkowe, stuzac jako granica miedzy jedng czescig
komérki a druga.

e  Btony biologiczne, w postaci bton komérek eukariotycznych,
sktadajg sie z dwuwarstwy fosfolipidowej z wbudowanymi,
integralnymi i peryferyjnymi biatkami wykorzystywanymi w
komunikacji i transporcie substancji chemicznych i jonéw.
Wigkszo$¢ lipidow w btonie komdrkowej zapewnia ptynng
matryce dla biatek, ktére moga sie obracac i dyfundowac na
boki w celu fizjologicznego funkcjonowania.

e  Biatka sg przystosowane do wysokiej ptynnosci Srodowiska
dwuwarstwy lipidowej z obecnoscig pierscieniowej otoczki
lipidowej, sktadajacej sie z czasteczek lipidéw Scisle
zwigzanych z powierzchnig integralnych biatek btonowych.
Btony komérkowe réznia sie od izolujgcych tkanek utworzonych
przez warstwy komorek, takich jak btony $luzowe, btony
podstawne i btony surowicze.

1 leaflet 1

leaflet 2

water




Budowa btony komérkowe;j

Ester bond

O
Alcohol group

1
I 0 2=
[l
R—o-—FI>—o 3

~
Polar

headgroup

Nonpolar 'tails’

-~

CH,

CH,

Budowa btony komérkowej

e  Lipidy btonowe to grupa zwigzkdw (strukturalnie podobnych do
tluszczow i olejow), ktére tworzg dwuwarstwe lipidowa.btony
komérkowe;j. NHs

e Trzy gtdwne klasy lipidow btonowych to

o fosfolipidy 0
o glikolipidy -
o cholesterol.

e Lipidy sg amfifilowe: maja jeden koniec rozpuszczalny w wodzie
("polarny") i koniec rozpuszczalny w ttuszczu ("niepolarny”).
Tworzac podwojng warstwe z polarnymi koricami skierowanymi
na zewnatrz i niepolarnymi koricami skierowanymi do wewnatrz,
lipidy btonowe moga tworzy¢ "dwuwarstwe lipidowa", ktéra
utrzymuje wodniste wnetrze komérki oddzielone od wodnistej
powierzchni zewnetrznej. Uktad lipidow i réznych biatek,
dziatajacych jako receptory i pory kanatéw w btonie, kontroluje
wejscie i wyjscie innych czasteczek i jondw w ramach
metabolizmu komorki. Aby petni¢ funkcje fizjologiczne, biatka
btonowe moga obracac sie i dyfundowac na boki w
dwuwymiarowej przestrzeni dwuwarstwy lipidowej dzieki
obecnosci otoczki lipidowej Scisle zwigzanej z powierzchnia
biatka, zwanej pierscieniowg otoczka lipidowa.

“'coy

Phospholipids

Phosphoglycerides
PtdSer (PS) PtdEtn (PE) PtdCho (PC)

PtdIns (PI)

HOOH

|
~N HO

H HO
HO
P e

Palmitate

Sphingomyelin

Sphingosine

Glycolipids

Glucosyl-Cerebroside

HO

Sphingosine

Palmitate

NH

Palmitate




Biatka btonowe
struktura

e >90 %: a helikalne

Biatka btonowe
struktura

e  >90 %: a helikalne

e Integralne biatka politopowe to biatka tr.
ktére rozciagaja sie przez btone wiecej
Biatka te mogg mie¢ rézna topologie tra
te maja jedng z dwoch'8 o

e  Biatka wiazki helisy, ktdre sa obecne we
typach bton biologicznych;

e  Biatka beta-beczkowe, ktére wystepuija 4
zewnetrznych btonach bakterii Gram-uje]
zewnetrznych btonach mitochondridw i

e  Biatka bitopowe to biatka transbtonowe,
sie w poprzek btony tylko raz. Helikty trg
biatek majg znacznie inny rozktad aming
helikty transbtonowe bjglek politopowyd

e |Integralne biatka monotopowe to integra
btonowe, ktére sa przytaczone tylko do j
i nie rozciggaja sie na catej dtugosci.




Biatka btonowe
struktura

e >90 %: a helikalne

e Biatka politopowe:
o Receptory
o Transportery

Biatka btonowe
struktura

e [ harmonijka
e  Ksztalt beczki




Identyfikacja

30 A

e Skltada elementéw TM (ang. trans memebrane)
odpowiada sktadowi btony:
o 15-39 AA (optymalnie 20 AA)
Leu, lle, Val, Phe powszechnie obecne
Rdzen bardziej polarny niz powierzchnia!

H Transmembrane proteins
[0 Water-soluble proteins
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Upakowanie

e Wystepowanie charakterystyczny
o grzhietow V/L/I
o wagtebien G/S/T/A

[e]

Dynamika

e Zmiana konformacji zwigzana z funkcja:
o kanal/transporter musi wykazywaé selektywnos$é
o receptor musi posiadaé forme aktywna i
nieaktywng




Biatka transportowe Exoplasm

TM domain

Cytoplasm
3
I
Cytoplasmic :
domain f
¥
t
F
¢
3
E
Biatka transportowe
e  Selektywnos$é Exoplasm
cevveee by " 4 XX
selectivity filter
water-filled pore
¢’ . L

Cytoplasm




Biatka transportowe

e  Zgodno$¢ molekularna kanatu
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Biatka transportowe

e  Reaktywnos$¢

Extra-cellular




Transportery pasywne

Transport cukrow u bakterii (ang. semi-sweet
transporter):

e wewnetrzna wigze substrat
e zewnetrzna bramka jest blokowana przez Y, R, D
tworzace interakcje polarna

Transportery aktywne

e  Wigzanie ATP/SDP/Pi determinuje konformacje
transportera
Brak ATP konformacja otwarta
Zwigzane ATP konformacja stabilna, otwarta na
zewnatrz

e  Hydroliza ATP powrdt do konformacji otwartej

substrate-binding site

ATP-binding site =———




Transportery kaskadowe

e  brak kanatéw wypetnionych woda
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Cytoplasm

Transportery kaskadowe

e W transporcie jondw pomaga rozpraszanie
tadunkéw w sekwencji.
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