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Biotechnologia

Biotechnologia

» [gr. bios ‘zycie’, téchné 'sztuka’, 'rzemiosto’, 16gos 'stowo’, ‘nauka’],
interdyscyplinarna dziedzina nauki postugujgca sie wiedzg z biochemii, mikrobiologii
i nauk inzynieryjnych, obejmujaca rézne kierunki techniczne wykorzystania
materiatéw i proceséw biologicznych (w szczegdlnosci obejmuje procesy biosyntezy
i biotransformacji przebiegajace z udziatem drobnoustrojow, kultur tkankowych —
roslinnych i zwierzecych — in vitro oraz enzymow, a takze izolacje otrzymanych w
ten sposdéb bioproduktéw).




Zastosowanie i kierunki rozwoju

Kluczowym celem jest:
» Poszukiwanie nowych $rodkdw leczniczych
» Szczepionek
» Srodkéw diagnostycznych

Kierunki rozwoju:

» Techniki fermentacyjne
» Otrzymywanie antybiotykow
» Kwaséw owocowych i wysokowartosciowych produktéw naturalnych
» Dodatkéw do $rodkdéw spozywczych

» Techniki kultur komoérkowych:
» Otrzymywanie rekombinowanych biatek
> Kultury startowe

» Produkcja enzymow

» Oczyszczanie sciekdw

» Kultury startowe w przemysle spozywczym

Znaczenie rynkowe

Statyny
» Inhbitory reduktazy HMG-CoA, grupa /\HL

wielofunkcyjnych organlcznych zwigzkdéw
chemicznych, zaréwno pochodzenia
naturalne%o Jak i syntetycznych, o réznej

budowie chemicznej, majacych w formie

a ktyWne WSpOI ng grupe farmakofo rowaq: Lovastatin, a compound isolated from Aspergillus

tancuch hyd ro kSykwasu terreus, was the first statin to be marketed.
Atrowastatyna

» Syntetyczna pochodna

» W 2003 najlepiej sprzedajace sie
lekarstwo w historii

» 12.4 mld USD sprzedaz firmy Pfizer w USA



https://en.wikipedia.org/wiki/Lovastatin
https://en.wikipedia.org/wiki/Aspergillus_terreus
https://en.wikipedia.org/wiki/Aspergillus_terreus

Produkty lecznicze

Istotq biotechnologii farmaceutycznej jest projektowanie i produkcja
nowych lekow.

Podstawq tego procesu jest:
» Wykorzystanie wiedzy o sposobach dziatania tych substancji na poziomie molekularnym

W projektowaniu nalezy uwzglednic:
» Farmakodynamike
Nowy $rodek leczniczy musi dziatac silnie i selektywnie.
» Farmakokinetyke

Nowy $rodek musi miec okreslong, bezpieczng dla uthkowmka droge od momentu
podania, poprzez modyfikacje trawienne, do celu i w koncu wydalenia.

Zakres wiedzy

Proces projektowanie lekow wymaga:

» Znajomosci i zrozumienia syntezy organicznej

» Posiadania wiedzy na temat modelowania molekularnego
» Biochemia

» Farmakologii




Od zera do milionera

Faza 1
» Odkrycie substancji aktywnej

Faza 2
> Projektowanie analogow

Faza 3
» Testowanie i doskonalenie leku

Pomiedzy powyzszymi fazami konieczne jest:
» Okreslenie strategii produkcji nowo odkrytej substancji

Enzymologia

enzym + gr. logos = nauka

Interdyscyplinarna nauka o enzymach, ich strukturze, mechanizmach dziatania,
systematyce i praktycznym zastosowaniu. Rozwdj enzymologii zapoczatkowaty
w XIX w. badania nad katalitycznqa aktywnos$cia materiatow biologicznych i
wyciagow z nich, wywodzace sie z obserwacji trawienia i fermentacji (XVIII w.);
termin enzym wprowadzit 1877 W.F. Kihne.

enzymologia porownawcza ustala podobienstwa i roznice miedzy okreslonymi
enzymami u réznych gatunkdéw organizmow, dazac m.in. do poznania ewolucji
enzymow;

enzymologia strukturalna bada strukturalne aspekty aktywnosci enzymatycznej;

enzymologia fizyczna analizuje kinetyczne i termodynamiczne aspekty katalizy
enzymatycznej;




Maszyneria komorkowa

enzymy [gr. en zymé 'w zaczynie’], biokatalizatory, dawniej fermenty, biatkowe
katalizatory reakcji chemicznych w uktadach biologicznych.

- silnie zréznicowang pod wzgledem budowy przestrzennej grupg biatek;

- biatka proste Vs. biatka ztozone
holoenzym skfadajacymi sie z biatkowego apoenzymu aktywnego
katalitycznie dopiero po przytaczeniu drobnoczasteczkowego kofaktora;

- biatka monomeryczne Vs. biatka oligomeryczne
zespot protomerow zbudowanych z oddzielnych fancuchow
polipeptydowych potaczonych wigzaniami niekowalencyjnymi;

- enzymy sg zbudowana
- z co najmniej 100 reszt aminokwasowych,
- majg mase czasteczkowg powyzej 10 kDa
- $rednice od 2,5 nm.

Budowa enzymow

tancuch polipeptydowy o zdeterminowanej genetycznie sekwencji
aminokwasow ulega sfatdowaniu, przybierajgc unikatowg strukture
drugo- | trzeciorzedowsg, uporzgdkowana | charakterystyczna dla
danego enzymu budowa przestrzenna (konformacja) okresla rodzaj
katalizowanej reakcji chemicznej oraz jej requlacje.

Budowa hierarchiczna: AGUIDE TO THE TWENTY COMMON AMINO ACIDS

CartHey: @

- Struktura pierwszorzedowa; O . .
- Struktura drugorzedowa;

- Struktura trzeciorzedowa;

- Struktura czwartorzedowa;




a helisa

Ma charakter dipolowy, tzn. niepolarny rdzen
otaczajg polarne grupy boczne utozeniu
heliakalnie po zewnegtrznej stronie.

- W biatkach wystepujg gtdwnie helisy
prawoskretne.

- Struktura ta stabilizowana jest
wigzaniami wodorowymi powstajqcymi
miedzy grupg CO aminokwasu, a grupg
NH aminokwasu oddalonego o cztery
reszty aminokwasowe.

- Na jeden obroét helisy przypada 3,6 reszt
aminokwasowych, natomiast skok helisy
wynosi 0,54 nm.

- Kazda reszta  aminokwasowa  jest
przesunieta w stosunku do sasiedniej o
0,15 nm wzdtuz osi helisy i obrécona o
100° wokot osi;

0a5nm

0.54nm

p=-57"
y=-47"

B harmonijka

B-harmonijka (B- kartka) — przyjmuje
rozciggniety ksztatt.

- Odlegtos¢ pomiedzy sasiadujgcymi
aminokwasami wynosi 0,35 nm.

- Struktura ta stabilizowana jest
wigzaniami wodorowymi
tworzacymi sie pomiedzy grupami
CO i NH aminokwaséw lezacych w
jednej ptaszczyznie.

-Moze by¢ ona utworzona przez
kilka tancuchow poIipepthowych
utozonych w jednym ierunku
(réwnolegta B-harmonijka) lub w
kierunku przeciwnym
(antyréwnolegta B-harmonijka).

1. Antiparallel

[#

2. Parallel

@=-19"
w13




Struktury n-rzedowe

Z uwag| na wiasciwosci hydrofobowe tancuchéw bocznych, struktury a-helisy i B- harmonijki
0gq odd2|a+ywac mledzy sobg tworzac ztozone motywy. Petnig one kluczowq role podczas
fa+ owania sie biatka.

e ,szpilka do witoséw” (ang. harpin loop) skfada sie z antyréwnolegtej struktury B

podtrzymywanej przez pojedynczy fafcuch polipeptydowy. Odwrdcenie tancucha tworzy sie

d2|%k| w_|q2ﬁn|om wodorowym pomiedzy grupg CO reszty n aminokwasu, a grupg NH reszty
aminokwasu;

e ,klucz grecki” - rozbudowany mot?/ »Szpilki do wtosow”, w ktéorym jeden tancuch
polipeptydowy tworzy cztery antyréwnolegte struktury B-harmonijki;

e heliks-petla-heliks” (ang. helix-turn-helix) ten motyw a-helisy wystepuje gtéwnie w
biatkach wigzacych DNA;

e ,suwaki leucytowe” - sktadajg sie z dwodch splecionych ze sobg i bogatych w leucyne
a-helis. Dzieki zasadowemu charakterowi struktura ta ma duze powinowactwo do DNA;

* Bap to rodzaj motywu mieszanego, w ktérym a-helisa usytuowana jest pomiedzy dwoma
réwnolegle utozonymi +ancucham|% harmonijki, w taki sposéb, ze hydrofobowe strony obu
tancuchow kontaktujg sie ze soba.
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Funkcje enzymow

Obrét enzymu (ang. turnover number):
liczba reakciji katalizowanych przez jednag czasteczke enzymu na
sekunde.

Wzrost szybkosci reakcji (ang. rate enhancement).

- Funkcje katalityczne
Idea dziatania enzymoéw zaktada, ze wykorzystujg one wszystkie chemiczne sity i
oddziatywania aby substrat(y) znalazty sie w optymalnym potozeniu i mozliwe byto
tworzenie lub rozrywanie wigzan chemicznych.
Odbywa sie to poprzez stabilizacje wysoce energetycznego stanu przejsciowego

- enzymem jest czasteczka zdolna do przeprowadzania katalizy reakcji chemicznej;

-enzymy sg W stanie przeprowadzaé¢ ogromnie réznorodne reakcje chemiczne, poniewaz
potencjalnie sg w stanie wigza¢ bardzo szerokie spektrum czgsteczek chemicznych;

- kataliza zachodzi w czesci enzymu nazywanej centrum katalitycznym;
- enzymy przyspieszajq reakcje chemiczne nawet 1000 razy;
- najistotniejsze cechy enzymoéw to moc katalityczna oraz specyficznosé (swoistosc);




Rybozymy

Nie tylko biatka sa zdolne do katalizowania
reakcji biochemicznych - kilka czasteczek
RNA rowniez ma zdolnosc do
przeprowadzania reakcji, nazywamy je
rybozymami.

Wiekszo$¢ enzymdéw jest globularnymi
biatkami, jednak istnieje liczna grupa
czgsteczek RNA o zdolnosciach
katalitycznych, ktore nazywamy
rybozymami (uwaza sie, ze rybozymy s3q
ewolucyjnie starsze od enzymow
biatkowych).

Reakcje te prowadzone sg z udziatem
biatek, ale biatka petniqg tam role
strukturalng , za sama katalize odpowiada
RNA.

Struktura rybosomu.
RNA przedstawiono w kolorze pomarariczowym i zéttym,
biatko w kolorze niebieskim.

Splicing mRNA

W trakcie splicingu introny I klasy same wycinajq
sie z pre-mRNA, tworzac dojrzate mRNA, reakcja
przebiega autokatalitycznie

Odkrycie rybozymow wyjasnito odwieczng zagadke
co byto pierwsze: jajko (DNA) czy kura (biatko).
Skoro biatka (enzymy) potrzebne sq do replikacji
DNA, transkrypcji i translacji a do powstania biatka
niezBedny jest kod w postaci DNA, to co powstato
pierwsze. Okazato sie, ze RNA - samo byfo
informacjq genetyczng i jednoczesnie mogto
przeprowadzacC reakcje. Z czasem funkcje nosnika
informaci'i przejeto stabilniejsze DNA natomiast
funkcje katalityczne — biatka. W ewolucji etap przed
pojawianiem sie DNA | biatek nazywany jest
Swiatem RNA.




Rybonukleaza A

Jest enzymem odpowiedzialnym
za trawienie RNA w pokarmie.

Ze wzgledu za  wyjgtkowg
stabilnosc, fatwosc w
oczyszczaniu Jest

wykorzystywana w biotechnologii
i badaniach biochemicznych.

Jest endonukleazg, tzn. ze w
przeciwienstwie do innych
nukleaz posiada zdolnosc¢
degradacji RBNA od $rodka
tancucha a nie od jego koncow.

Rybonukleaza Z (PDB-ID: 2FKB) zwigzana z fragmentem tRNA (na lew
Rybonukleaza lll (PDB-ID: 2EZ6) zwigzana z dwuniciowym RNA (na praw:

Ryboprzetgcznik

Ryboprzetacznik lub przetacznik RNA
fancuch kwasu rybonukleinowego mRNA ktory
[)eg%lIJ(|Uje ekspresje kodowanego przez siebie
iatka.

Ryboprzetagczniki  uczestniczg w  regulacji
metabolizmu_ tych organizmow - wpfywajq na
intensywnos¢ syntezy wielu zwigzkow
organicznych takich jak np: Zzasady azotowe
budujace kwasy nukleinowe czy kobalamina.
Istnieje takze ryboprzetacznik moggcy wigzac sie
z kationami magnezu, przez co ma on wplyw na
regulacji gospodarki tego mikroelementu.

U cztowieka zidentyfikowano dotychczas jeden

przetacznik RNA, wigzacy 2-aminopuryne. Petni ’ 4

on jednak dosyc istotng role, poniewaz reguluje
ekspresje TNF-a, ktory ﬁeini wazng role podczas
zakazen wirusowyc i transformacji
nowotworowej.

Domeny ryboprzetacznikdw zwigzane z jonami magnezu (na lewo)
z nukleotydem c-di-GMP (centrum),
z 6-fosforanem-glukozaminy (na prawo),




Miejsce aktywne

Wszystkie enzymy (, ktorymi bedziemy sie szczegdtowo zajmowac) sa
biatkami, ale nie wszystkie biatka sg enzymami.

CzesC n-rzedowej struktury biatka odpowiedzialna za aktywnosc
katalityczng nazywa sie ,miejscem aktywnym” | najczesciej zajmuje
10-20% catej objetosci biatka.

Wigzanie ligandow w miejscu aktywnym
Charakter miejsca aktywnego jest Scisle zwigzany z katalizowang reakcjg
chemiczng - parametrami fizykochemicznymi liganddw.

Ligandem nazywamy substrat lub produkt reakcji chemicznej katalizowanej
przez enzym.

Jedng z podstawowych cech enzymdw jest wysoka specyficznos$¢ substratowa,
ktora wynika z serii wysoce specyficznych niekowalencyjnych interakcji
taczacych enzym i substrat.

Centra aktywne sg chiralne, wiec naturalna jest wyzsza zdolno$¢ wigzania
jednego enancjomeru nad drugim (jak dton i rekawiczka).

Wyrdznia sie 4 podstawowe typy interakcji enzym-substrat wykorzystywane
przez enzymy:

interakcje elektrostatyczne; B
- wigzania wodorowe;

interakcje hydrofobowe;

interakcje niepolarne (Van der Waalsa);




Centrum aktywne | Oddziatywania elektrostatyczne

Interakcje elektrostatyczne

dotyczg  substratow posiadajgcych ..
zjonizowane grupy funkcyjne reagujacych @

Z przeciwnie natadowanymi resztami Plp 413(A)
aminokwasow w miejscu aktywnym, np.
kwasy karboksylowe w pH7 wystepujg
jako  ujemnie  natadowane jony
karboksylowe i wigzg sie czesto z
dodatnio natadowanymi grupami lizyny
(grupa e-aminowa) lub argininy (gr.
guanidynowa). 4 kolei ujemnie
natadowane substratu wigzg sie z
ujemnie natadowanymi bocznymi
taricuchami asparaginianu i glutaminianu

Schemat oddziatywan w centrum aktywnym aminotransferazy.

PDB-ID:1A3G.
Centrum aktywne | Wigzania wodorowe
Wigzania wodorowe
tworzg sie pomiedzy donorem  wigzania
zawierajgcym wolng pare  elektrondw i - o
akceptorem zawierajgcym kwasowy —atom  wow "

wodoru. W ten sposob najczgsciej wigzane sg ™ me e b
substraty polarne. Sita wigzania zalezy od natury

hydrogen
bond

chemicznej i utozenia Przestrzennego e, ., w=ewor
. bond ) : o
reagujgcych grup. et Q
8- 5 iF
\5"' ; o+ Inne wigzania wodorowe wystepujgce w biatkd
6.
8- O Ho+
o W~ H
H 5+ 5+
5+

Wiazania wodorowe pomigdzy czasteczkami wody.




Centrum aktywne | Interakcje hydrofobowe

Hydrofobowe substancje majg tendencje do
agregacji i ekstrakcji z roztworéw wodnych,
dlatego tez hydrofobowe substraty (lub
zawierajgce hydrofobowe grupy czy
powierzchnie) wigzg sie preferencyjnie z

Externally Hydrophobic

hydrofobowymi fragmentami miejsca
aktywnego.
I?(—.Oﬁ, a_ _n e Externally Hydrophilic
M .f) “u. Ao P Geneza oddziatywari hydrofobowych.
IR = - ! r'i u’\
§ T THO i “u v
s Jee) 0 to”
o " <l w o
R g i e i
o1 H H—0 H—,

\

A\
n
Oddziatywania hydofobowe w obecnosci ligandu (po lewej) i bez (po prawej).

Centrum aktywne | Interakcje niepolarne (Van der
Waalsa)

Wynikajg z bliskosci atomdw substratu i miejsca
aktywnego. Zazwyczaj ksztaft miejsca
aktywnego jest wysoce komplementarny do
ksztaftu substratu stgd sity te sumujg sie i daja
trwate wigzanie

Wyznaczanie zakresu oddziatywan niepolarnych

o =1

Reprezentacja przyktadow€go migjsca aktywnego.
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Peptydy i biatka

Nudous | - Caabotescthator

- PowszechnoS¢ wystepowania:
- tworzenie i podtrzymywanie struktur

komdrkowych Chiane
kolagen e
histony i
fonchamnel
transport &
- hemoglobina 0CO0000
- prealbumina DOO00000

- kanaty jonowe
ochrona i obrona
. immunoglobuliny

kontrola i regulacja SRS e
- hormony i ich receptory Clocose
- insulina

kataliza "

. dehydrogenaza alkoholowa
ruch

przechowywanie o

Hemoglobin

Collagen
triple helix




Wigzanie peptydowe | @

® =

) * W

Podstawowym wigzaniem Ssnne - coonisn

definiujgcym strukture N~ gy e Wy
pierwszorzedowa biatek jest ey 2 O )

wigzanie peptydowe °ow
- Sekwencja biatek jest -
definiowana od konca N- ’i%wj’ el - P
(NH,) do kofica C- (COO') P T T
- WyKres Ramachandran’a . Ty v s
obrazuje dopuszczalne o L o
1

wartosSci kgtéw Phi i Psi M= % o
. . . re - v O
pomiedzy atomami N-Ca i vE @ O
ok L L e 0n g tssem 0 gy,

Ca-C Vdi” o . by

@ 4 > 1. © q\/&—\

3. [] Plested sheet (entiparaliel) [B] aHelix right handed) - s

[y Plezted sheet (parallel) | By | e Helix {left-handed} [ C |Collagen helix

L

i

4
335
b
d

™ e

Struktura drugorzedowa

- Specyficzne uktady katéw
phi-psi prowadzg do
powstania elementéw
struktury drugorzedowej

a-helisa
B-harmonijka
zwroty/petle 3

wwwwww
-------

1.Type | N < 2.Typell N c




Struktury n-rzedowe

Pierwszorzedowa
Drugorzedowa
Trzeciorzedowa

wzajemne utoZenie elementéw
drugorzedowych
Czwartorzedowa

wzajemne utozenie elementéw
trzeciorzedowych

Primary Structure

LEVELS OF PROTEIN STRUCTURE

ﬂr\"u
H

:*ﬁ—vi\

a-Helix

Quaternary Structure

Particle Sciences

Fatdowanie biatek

- Funkcjonalna forma biatek to struktura

poprawne fatdowanie prowadzi do powstania miejsca
aktywnego

. Faldowanie to proces wieloetapowy.
Jego sitg napedowg jest miedzy innymi:
- wzrost uporzgdkowania czgsteczki
wewnetrzne oddziatywania -> powstawanie elementéw
drugorzedowych
usuniecie wody z wnetrza biatka
redukcja entalpii

- Stabilizacja biatek w formie aktywnej
i’est jednym z celéw dziatania Srodkow
eczniczych

N terminus N terminus

i

\ /7~

-

His 12

His-12
M‘ f Z65.72
= Lys-41 /] w19 ]

(4

[ terminus |

Folding

Denaturation

Increased order
inthe molecule

Interactions
B inthe
g molecule
L
Reduced

inwater

w5

Energy

Aty
TAS,,

Free enthal
otdng
(AGw)

His-119 — 4:
C teminus |— AGioid = AHrold ~T-ASwater ~T-AScont
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. Insulma )
1922 odkrycie Q
- 1923 Eli Lilly, USA wprowadza pierwszg insuling do obrotu 0 u{(c)\lY\v/)\ly(

- 1923 Nordisk Insulinlaboratorium, Dania rozpoczyna produkcj insuliny z

NS
trzustki wotowej

1. Primary structure

. Przemlany potranslacyjne
Pierwsza modyfikacja — odcigcie N-formylometioniny z N-kofica przez
specyficzng peptydaze.
- 50% biatek eukariotycznych ma grupe aminowg z korica N acetylowang.
- Usuwanie sekwencji liderowej, sygnatowej.
- Modyfikacje indywidualnych aminokwaséw:
« grupy hydroksylowe (Ser, Thr, Tyr) — fosforylacja;
+ Glu, Asp — dodatkowe grupy karboksylowe;
« lys—metylacja; )
. fosforylacja; 2. Secondary and tertiary structure 3. Quatemary structure
- glikozylacja;
- metylacja;
+ N-acetylacja;
-« nitryzylacja;
« lipidyzacja;
- SUMOilacja;

Enzymy

- Biatka odpowiadajgce za aktywnosS¢ biochemiczng
- Miejsce aktywne sg centrum reakcji

- Mechanizm katalizy opiera si€ o specyficzne wtasciwoSci reszt
kwasow budujgcych biatka

- Enzymy mozna blokowaC poprzez zastosowanie inhibitorow

Leki mogg wykorzystywac specyficznoSC substratowg enzymadw
w celach terapeutycznych




Metabolizm

Metabolizm

- cafoksztatt reakcji chemicznych i zwigzanych z nimi
przemian energii zachodzaclch w zywych komérkach,
stanowigcy podstawe wszelkich zjawisk biologicznych.
Procesy te pozwalajg komdrce na wzrost i rozmnazanie,
zarzgdzanie swojabstquturq wewnetrzng oraz
odpowiadanie na bodZce zewnetrzne

- Katabolizm
0go6t reakceji chemicznych metabolizmu
prowadzgcy do rozpadu ztoZonych
zwigzkoéw chemicznych na prostsze
czistec'zki
- Anabolizm
. Erupa reakcji chemicznych, w wyniku

torych z prostych substratéw powstajg
zwigzki ztozone, gromadzgce energie.

Enzymy

-« Numer EC

numer przypisany kazdemu enzymowi
wedtug zasad klasyfikacji opracowanej w
1984 roku przez Komitet Nazewnictwa (ang.
Nomenclature Committee)
Mig]zdzynarodowej Unii Biochemii i Biologii
Molekularnej (ang. International Union of
Biochemistry).

Numery EC Enzyme Commission (Komisja
Enzymatyczna) lub Enzyme Catalogue dzielg
wszYstkie enzymy na sze$¢ gtownych grup ze
wzgledu na typ katalizowanej reakc;ji.
Komisja Enzymatyczna przypisata kazdemu
enzymowi zarekomendowang nazwe i
czteroczesciowy rozréznialny numer o
strukturze XX.XX.XX.XX

1 Onidoreductases

2 Transferases




Kataliza

- Reakcje chemiczne vs. reakcje

katalizowane
- komplex A-B
- aA+BB=yC+0dD
substraty A i B znajdujgce si¢ w roztworze wodnym sg
otoczone czgsteczkami wody (powtoczka hydratacyjna).
Poruszajg sig¢ w réznych kierunkach czgsteczki te mogg
przereagowac tylko jezeli zderzg sie ze sobaLw
odpowiedniej orientacji — co nastepuje rzadko.

- substraty muszg spotka€ sie na drodze przypadku vs.
miejsce aktywne promuje i koordynuje oddziatywania
. stan przejsciowy
+ wymaga naktadow energii vs, konfiguracja miejsca
aktywnego obniza wymagania energetyczne
- energia aktywacji
« musi byC dostarczona z zewngtrz vs. jest ‘zmagazynowana’
wewngtrz enzymu

Reactants Collision

Transition

o complex 1 state

7, -

g % - Pa — | A |
il AN

colhsilon Products

complex2 o

P &
&

5 S
DL e g

R\
\
§>

AR

3. EAB-complex

2. EA-complex

& o

Dbt

Activesite

1. Freeenzyme £

6. £:D-complex

€ 5.E-C:D-complex
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Kataliza

- Reakcje chemiczne vs. reakcje

katalizowane
. komplex A-B

vs. miejsce aktywne promuje i koordynuje oddziatywania
- stan przejsciowy

+  enzym wigze substraty A i B w centrum aktywnym, powoduje to,
Ze sg one usytuowane w optymalnej orientacji do tworzenia stanu
przej$ciowego (1-3).
blisko$¢ i orientacja substratéw powoduje znaczny wzrost
prawdopodobienstwa stworzenia komplekséw A-B.
Ponadto zwigzanie substratéw powoduje usunigcie ich otoczki
hydratacyjnej, a przez to warunﬁi zachodzenia reakcji sg zupetnie
inne niz w roztworze.
Ato z kolei obniza energie aktywacji niezbgdng do stworzenia
komplekséw przejSciowycl
interakcja Eomiedzy resztami aminokwasowymi budujgcymi
centrum aktywne enzymu a substratami powoduje stabilizacje
stanu przejSciowego (4)

wymaga nakfadéw energii vs. konfiguracja miejsca aktywnego
obn_iza wymagam_a_a energetyczne
.+ energia aktywacji
- musi by¢ dostarczona z zewnatrz vs. jest ‘zmagazynowana’
wewngtrz enzymu

Collision
complex 1

Reactants

%%H@H

Transition
state

&

3.E-AB-complex

-

—

X aay|
z]

4.Transition state £*

- [ -

% 5. ECD-complex

Collision Products

complex2 2
P ©
© &+
D s
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Kataliza

Przed konwersjg w produkty C i D kompleks
»kolizyjny” musi przejSC przez stan przejSciowy,
stworzenie ktérego wymaga duzego naktadu energii
aktywacji (Ea).

Dlatego tez stan przejSciowy wystepuje jeszcze
rzadziej niz stan ,kolizyjny” — nie wszystkie
kompleksy A-B sg w stanie wyprodukowac potrzebng
energie.

Zdecydowana wiekszoS$¢ tej energii potrzebna jest do
usuniecia otoczki hydratacyjnej z czgsteczek
substratéw

Z tych powoddw spontaniczne reakcje sg bardzo
rzadkie nawet jezeli sg termodynamicznie mozliwe.

Zalety katalizy enzymatycznej:
zblizenie i ustawienie substratow we wiasciwej orientacji,
usuniecie powtoki hydratacyjnej,
stabilizacje stanu przej$ciowego,
kontrolowane przeniesieni grup funkcyjnych.

Stabilization
of the EA complex

Transition
state

Stabilization

of the transition state ~— 20

Kinetyk kcji t h

- Enzymy uZywajg tych samych substratéw jak Erameatdyzsdrescion () e | ) e ctbzedreaction
miato by miejsce w reakcji niekatalizowanej. N 0 - ,

- Enzymy nie zmieniajg takze stanu réwnowagi amatonand oy am formatnafihe
reakcji chemicznej, a jedynie przyspieszajg jego et =) e
ustalenie. o o e .

- Enzymy jednak potrafig si¢ wysyciC substratami. ey 7 lEAl —=—<e+8
Oznacza to, Ze przy statej iloSci enzymu, a [eAl = (Elg - =S &= V=Kt [EA]
rosngcej substratow, predkoSc reakcji bedzie o o

y; . . h Michaelis constant Maximum velocity
rosngC, poniewaz wysycane sg kolejne, jeszcze Ko o) nltle 1| Viar- - Elgtmol- 157
nie zajete, miejsca aktywne enzymow. V-K“‘—gm

=
. Stata Michaelisa (Km) 0 L0 o
- takie stezenie substratu, przy ktérym szybkos$¢ reakcji s o8 /
enzymatycznej jest réwna potowie szybko$ci maksymalnej (V__ ) A 26 7
tej reakcji. max : Ea
Stata ta okresla powinowactwo enzymu do substratu: El g0
im jest mniejsza, tym powinowactwo jest wigksze, natomiast duza warto$c tej stalej 32, 501
méwi o malym powinowactwie enzymu do substratu. HiL b .
“o%2 4% 8 0 @ 95 W a0 w05 00 05 10 15 20

Concentration [A} (mM)
1. Hyperbolic plot

Reciprocal concentration 1{[A] (mM )
2. Lineweaver-Burk plot




Kinetyka reakcji enzymatycznych

. SzybkoS¢ reakcji zalezy od

wielu czynnikow:
pH
temperatura

- SpecyficznoSc¢ substratowa

opiera sie o zdolno$¢ rozpoznawania
substratu w miejscu aktywnym

e '

Proportion B [Proportion A% i

erayme
denatured
4 5 6 7 8 9 1 0 10 20 3 4 50

pH Temperature (°C)

Kinetyka enzymow |

specyficznoSC substratowa

- Enzymy rozpoznajg swoje substraty z bardzo wysok
dok¥adnoécia, dzigki temu ich aktywno$¢ moze bygl
doktadnie regulowana.

- Przyktad — dwie proteazy serynowe: trypsyna i
chymotrypsyna. Obie zawierajg charakterystyczng dla tej

rupy enzymoéw triade katalityczng — trzy aminokwasy
%Asp—His—Ser) w centrum aktywnym odpowiedzialne za
katalizowanie reakgji.

- Trypsyna przecina faficuch AA po karboksylowej stronie
aminokwasoéw zasadowych, chymotrypsyna po
hydrofobowych

- Struktura kieszeni wigzgcej substrat (S1) jest bardzo
podobna w obu enzymach, jednak réznig sie one
aminokwasami znajdujgcymi sie w jej wngtrzu: trypsyna
ma negatywnie natadowang reszte Asp-189, ktéra moze
wigzaC pozytywnie natadowane taficuchy boczne
substratu; chymotrypsyna ma wezszg kieszen,
zawierajgcg obojetne i hydrofobowe reszty, ktére
stabilizujg niepolarne tancuchy boczne substratu poprzez
oddziatywania hydrofobowe.

Asp-189  Substrate (-X-Arg-Y-}

e A”
——— v Ser-195
ﬁ@n -]
» is-
¥ }, ~His-57
Asp-102
Trypsin (3.4.21.4)
~X-Y-Arg (Lys)~-Z~
Ser-189 Substrate (-X-Phe-Y-)

Jages |

-
- ’f"" -
Cx “v: Asp-102

Chymotrypsin (3.4.21.1)
~X-Y-Tyr (Trp. Phe, Leu)!Z~




Kinetyka enzymow reakcje
wielosubstratowe

3. Covalent

- Wiekszo$¢ enzymoéw w trakcie reakcji wykorzystuje A intermediate
wiege’ niz jeden substrat i produkuje wigcej niz jeden 2j EA compiex product E
produkt.

X ¥
- Rzadko sig takze zdarza, Ze oba substraty wigzane sg &\B
jednoczeSnie 1Z |
- W reakcji z dwoma substratami: ) . [ P
A+B—>C+D X (v 1p1
mozliwe sg rézne sekwencje reakc;ji. -
Oprocz mgchanizmu sekwenngnego, w ktorym wszystkie z LAl t e
substratu wigzane sg w okreslonej kolejnoSci zanim
produkt zostanie uwolniony, istniejg takze mechanizmy 1.Freeenzyme E
pozwalajgce na zwigzanie pierwszego substratu (A) i jego
rozciecie. Jego odcieta czeS¢ pozostaje zwigzana z
enzymem i jest przenoszona na drugi substrat (B), po
czym zostaje uwolniony produkt C.
- Mechanizm taki nazywany jest ping-pong i wykorzystujg
go np. transaminazy
- Na wykresie Lineweavera-Burka przy zmiennym stezeniu
Ai réznych, statych stezeniach B otrzymujemy szereg
réwnolegtych prostych

2
AImM-1)

Inhibicja enzymow

~ Competitive

b =
2 Substrate ana\ogs

<\ :
G B/
{c\ N

3. Transition st2t€
" analog

b

5. -, .
Suicide Substrate~




Inhibicja

- Biologiczne zahamowanie lub opdZnienie procesu enzymatycznego
W organizmie.

- Podstawowe typy inhibicji:
- allosteryczna

kompetycyjna

niekompetycyjna

. Szczegblnym przypadklem sg inhibitory akompetycyjne, ktére
obnizajg zaréwno V__ jakiKm.
Ich dziatanie polega na wigzaniu sie do kompleksu enzym-substrat.

Inhibicja allosteryczna

allosteryczna =)
Obnizenie aktywnos$ci katalitycznej enzymu w \/
wyniku zmiany jego konformacji spowodowane;j

przytgczeniem sie inhibitora do innego miejsca niz

miejsce aktywne. W zwigzku z brakiem

wspotzawodnictwa substratu i inhibitora o miejsce

aktywne, zwiekszenie stezenia substratu nie moze

przezwyciezyC inhibicji. Inhibitor znacznie zmniejsza

liczbe obrotéw enzymu, nie ma wptywu na liczbe

czgsteczek enzymu wigzgcych substrat.

W przypadku inhibicji allosterycznej obserwuje sie

brak zmiany wartoSci statej Michaelisa (gdyz miejsc

wigzgcych na enzymie dostepnych dla substratu

jest tyle samo), przy jednoczesnym pomniejszeniu

wartosci szybko$ci maksymalnej (z powodu

dziatania inhibitora, zmniejszajgcego szybkosc¢

reakcji katalizowanej przez enzym).




Inhibicja kompetycyjna

kompetycyjne

Hamowanie kompetycyjne, inhibicja konkurencyjna — wspétzawodniczenie inhibitora z substratem o
miejsce aktywne enzymu. Przy duzych stezeniach substratu inhibitor zostaje wyparty.

Substrat i inhibitor konkurujg o miejsce katalityczne (aktywne) w taki sposéb, ze zwiekszenie stezenia
jednego z nich powoduje przesuniecie szybkosci reakcji na jego korzy$€. Jesli steZenie substratu
bedzie przewyZzsza€ steZenie inhibitora, to szybkosS¢ reakcji zmniejszy sie nieznacznie albo w ogdle nie
ulegnie zmianie. Je$li przewazacC bedzie ilo$¢ inhibitora w roztworze, to katalizowana reakcja ulegnie
zahamowaniu. W przypadku inhibicji kompetycyjnej powinowactwo enzymu do substratu sie€ zmniejsza
(stata Michaelisa ro$nie).

Inhibicja kompetycyjna

- Wigze sie z bezpo$rednim oddziatlywaniem w = )
obszarze miejsca aktywnego. Qb L é L
- Analogi substratéw i analogi stanu - T
przejSciowego majg wtasciwosci zblizone do
substratu, sg wigzane przez enzym, ale nie
zamieniane w produkt, przez co blokujg @,kgg
a (c]™

" Competitive

miejsce aktywne, potrzebne jest zwiekszenie
stezenia substratu aby osiggng¢ predkosc
maksymalng wiec Km rosnie, natomiast sama

warto$¢ V . sie nie zmienia. K‘(D‘Z
Przez to ze iﬁﬁibitory te konkurujg z R (<]
substratem o miejsce aktywne, zwiekszenie 2. Substrate analogs

stezenia substratu pozwala na usuniecie .
inhibitora z centrum aktywnego el
<]

3. Transition state
nalog




Inhibicja niekompetycyjna

niekompetycyjna

Inhibitor niekompetycyjny wigZe sie w zupetnie innym miejscu enzymu niZ centrum aktywne i centrum
allosteryczne. JeSli inhibitorem jest duza czgsteczka, zachodzi sytuacja, w ktdrej czgsteczka ta wigze
sie do domeny biatka zawierajgcej centrum aktywne. Wigzanie to nie wptywa na strukture czeSci
enzymatycznej biatka, ale zastania wejScie do centrum aktywnego, przez co enzym jest nieaktywny. W
przypadku kiedy inhibitor przytgczy sie tak, Ze bedzie zastaniat centrum tylko czeSciowo lub w ogole,
reakcja bedzie zachodzita, jednakze wolniej.

Inhibitory niekompetycyjne nieodwracalne nie wykazujg strukturalnego podobienstwa do substratu,
zwigkszenie stezZenia substratu na ogdt nie zmniejsza hamowania.

Inhibicja niekompetycyjna

- Gdy inhibitor oddziatywuje z
waznym dla kataliz¥
elementem/grupg funkcyjng

owoduje on zmniejszenie iloSci

funkcjonalnego enzymu w R
Srodowisku. UKK‘
- Wyrozniamy: AN

inhibitory odwracalne modyfikujgce enzym,
inhibitory nieodwracalne, samobdjcze
powodujgce trwatg deaktywacje enzymu. i< &

4. Modifying reagent

- W tym przypadku Km pozostaje a
niezmienione a Vmax zmniejsza

SiQ. @ &

5. "Suicide substrate™




Inhibicja podsumowanie

- Inhibicja kompetycyjna: V__ pozostaje bez zmian, ro$nie Km.
Wykresy z inhibitorem i bez spotykajg sie w wartosci Vmax
- Wykres dla inhibitora niekompetycyjnego jest réwnolegty do oryginalnego, co oznacza, Ze Km si€ nie

zmienia, jednak V__ znaczgco spada.
max
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Bioczgsteczki
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UniProtKB statistics
Introduction
This is release 2024_01 of UniProtKB, published on Wed Jan 24 2024.
Previous release statistics are available from the UniProt FTP server.

Throughout this document, whenever a statistic has a corresponding query, a link has been provided. In some instances, due to the nature of the st

Total number of entries in this release of UniProtKB

Number of entries Number of entries Number of entries

Section

in total with an annotation update with a sequence update

UniProtkB 250,322,721 161,118,372 1,287
% Reviewed (Swiss-Prot) 570,830 433,476 169
Unreviewed (TrEMBL) 249,751,891 160,684,896 1,118

Total number of new entries in this release of UniProtKB

Section Number of new entries Number of new sequences
UniProtkB 3,922,146 3,922,117
% Reviewed (Swiss-Prot) 415 386
Unreviewed (TrEMBL) 3,921,731 3,921,731
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Znaczenie danych
strukturalnych

e SARS-CoV 2002

>170 SARS-CoV structuresPD
° MERS-CoV 2012

>100 MERS-CoV structuresP
e COVID-19 2019

>3,000 SARS-CoV-2 structures

Okreslenie pokrewienstwa

Projektowanie szczepionek
e |dentyfikacja lekow

przeciwwirusowych

Papain-iike Proeinase

]

Membrane 7

Protein
aﬁm‘
'

Exoribonuclease
N7-Guanine

" RNA-dependent ANA Polymerase
6nT

Koronawirus
SARS-CoV-2 genom

Genom: RNA
Biatka strukturalne kodowane
oddzielne

e Biatka funkcjonalne kodowane
jako polipeptyd

e MP: main protease
PL: papain like proteinase
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Yan, W., Zheng, Y., Zeng, X. et al. Structural biology of SARS-CoV-2: open the door for novel therapies. Sig Transduct Target Ther 7, 26 (2022). https://doi.org/10.1038/541392-022-00884-5




Strategie
wykorzystujgce dane
strukturalne

e  Szczepionka
identyfikacja immunogennego
elementu

e  Zastosowanie lekéw
przeciwwirusowych

e 6LU7
The crystal structure of
COVID-19 main protease
in complex with an
inhibitor N3

6VSB

Prefusion
2019-nCoV spike
glycoprotein with
asingle
receptor-binding
domain up

Organizacja
molekularna
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Strukturalne rodzaje
biatek

e  Globularne
biatko globularne, biatko o ksztaicie
kulistym lub sferoidalnym,
zbudowane z gesto pofatdowanych
lub pozwijanych tancuchow
peptydowych; warto$¢ stosunku
osiowego czgsteczki nie przekracza 3
:11lub 4 : 1; dob. g. nalezy ogromna
wigkszos¢ biatek, m.in. albuminy i
globuliny oraz wszystkie enzymy.

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

Domena

e  Motyw strukturalny (lub
funkcjonalny) biatek.

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

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




&) interpro

O S ———— = s
InterPro/Pfam I .
‘mm o7 eroonns Ttransmemorane sweettaste receplorof 3 GCPR domain — 1PRO17678
. InterPro e Wby ot i sl i 50 = oo
to baza danych rodzin biatek, domen o
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wyréwnania sekwencji
wygenerowane przy uzyciu ukrytych
modeli Markowa. Wersja Pfam 36.0,
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Strukturalne rodzaje
biatek

Fibrylarne

biatka proste o strukturze
widkienkowej stanowigce
podstawowy materiat budulcowy
organizmow zwierzegcych.

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

Wsparcie mechaniczne i ochrona
o  cytoszkielet, np. keratyna

o  macierz pozakomoérkowa, np. kolagen

Budowa struktur komoérkowych
Komunikacja wewngtrzkomorkowa
‘Ruch’
Budowa struktur zewnetrznych, np.
jedwab
Funkcje regulacyjne

o  pigmentacja

o  wzrost wtosow

o  regeneracja nabtonka

Intermediate
filaments
=

Collagen/
fibronectin

Actin filaments

Extracellular
matrix

i~ Plasma
3 membrane

| Cytoskeletal
networt

]. Nudlear
1 envelope

- Nucleus




Btona komorkowa

Btona biologiczna, biomembrana lub btona komérkowa to
selektywnie przepuszczalna btona, ktéra oddziela wnetrze
komorki od srodowiska zewnetrznego lub tworzy przedziaty
wewnatrzkomorkowe, stuzgc jako granica migedzy jednag
czescig komorki a druga.

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

Biatka sg przystosowane do wysokiej ptynnosci srodowiska
dwuwarstwy lipidowej z obecnoscig pierscieniowej otoczki
lipidowej, sktadajacej sie z czgsteczek lipidow $cisle
zwigzanych z powierzchnig integralnych biatek bfonowych.
Btony komérkowe réznig sie od izolujgcych tkanek
utworzonych przez warstwy komoérek, takich jak btony
$luzowe, bfony podstawne i btony surowicze.

| leaflet 1

leaflet 2

water

(y s1-01)
aejod

(Y 0¢~)
Jejod-uou

Synteza bialek

Kierowanie bialek




Peptydy 1 biatka

» Tworzenie i utrzymywanie struktury.
» Kolagen.
» Histony.
» Transport.
» Hemoglobina.
» Prealbumin.
» Kanaty jonowe.
»Ochrona i obrona.
> 1gG.
»Kontrola i regulacja.
» Hormony i ich receptory.
» Kataboliczne aktywatory .
» Kataliza.
»Ruch.
» Filamenty aktynowe.
» Przechowywanie.

SzybkoSC procesu

Przepisanie DNA-mRNA to
kopiowanie informagji 1:1.

Przepisanie mRNA-AA to

tltumaczenie informacji na ’inny

jezyk’.

» E. coli przeprowadza translacje w tempie ok 40

aminokwasow na sekunde.

Polypeptide




Transportujagcy RNA (tRNA)

»mRNA, matrycowy (informacyjny,
przekaznikowy) RNA - rodzaj RNA, ktérego
funkcjg jest przenoszenie informacji
genetycznej o sekwencji poszczegdlnych
polipeptydow z gendw do aparatu
translacyjnego.

tRNA to swoista czgsteczka RNA
rozpoznajgca odpowiedni kodon poprzez
parowanie zasad typu Watson-Crick.

tRNA transferowe RNA - to czgsteczki
adapterowe, oddziatujgce ze swoistymi

kodonami i dostarczajgce aminokwasy w
celu ich wigczenia do fancucha
polipeptydowego.

Struktura tRNA

[ 2 T¥ loop

o L o-&w, € o Dloop

i Variable

» j_ T ne n 1 y.‘; n ® ”l‘) I loop
N espa Owa e uk eOtYdy I Pseudouridine (%)
tworza 5 grup:

» ramie antykodonowe;

e
S|

8L, varstie 72 nefoi) 7 iine 1)
» ramie D lub DHU zawierajgce dihydrouracyl; ol ke N
H : . o. o
» ramie T lub TyC zawierajgce e | KLY &)
pseudourydyne; tstmcue § o i
. . R o R O [o]
» famie zmienne, 'HEN*C“*C{ AT = Hlei:Z7(}‘707!{’707%05&7601%\%+PP‘
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» ramie aminokwasowe. Aminoacyvadenyiate

(Aminoacyl-AMP)




Projekt - DNA

s s s By ot e B s e B 2. Normal globin Sickle-cell globin
Sl kil s gene ([-chain) gene {{-chain)
S]CCTGAGGAG| 5]CCTIGTGGAG:]
IIGGACTCCTC] 3] GGAGACCTC]
|
|Transcrintion I | Transcription I
mMRAA
7 CCUGAGGAG 5 [ CCUGUGCCAG
G[.{K'A cuc CAC ;ﬁle
t
‘\6'(] Kt_ﬁ
\_u/ \_i/‘
|
[ Translation | [Translation |
—~Pro —Glu=Glu—  —Pro —{Vall~Glu—
NAA

~ Nutation

Ramki odczytu

3 3. €

mRNA odczytywane jest
tripletach od korica 5’.

Triplet AUG jest identyfkowany
jak poczatek sekwencji.

OREF (ang. Open Reading Frame) to
otwarte ramki odczytu czyli
wszystkie mozliwe kombinacje w
jakie mozna odczyta¢ mRINA.




Rybosom

To molekularna maszyna koordynujgca prace trzech elementéw:
» mRNA;

»tRNA;

> enzymow.

Celem jest produkcja polipeptydow.

Rybosom E. coli skiada sie z:

» kwasow rybonukleinowych;
» biatek;
»ma mase okoto 2600 kDa;

»$rednice 25,0 nm; podj 30S  podj 508 rybosom 70S
» wspotczynnik sedymentaciji 70S. boglequoagy > bogleq

» Stata sedymentacji Svedberga jest to wspotczynnik okreslajacy
szybko$¢ poruszania sie czgstek koloidalnych pod wptywem sit
ods$rodkowych w ultrawiréwkach

MW 2,500,000

Y 77N g

7 \,sw,c< w} 900,000 w; z,swioo\ MW 1,400,000
55 RNA 235 rANA 165 RNA SSIRNA | 28SIRNA 585 RNA 185 rRNA
120 Z 120 160
nudeotides 2900 nucleotides nucleotides 1900,
nudleotides nucleotides nucleotides
4700
nucleotides
34 proteins 21 proteins -89 proteins -33 proteins
PROCARYOTIC RIBOSOME EUCARYOTIC RIBOSOME

Figure 6-63 A comparison of procaryotic and eucaryotic ribosomes. Despite differences in the number and size of their
1ANA and protein components, both procaryotic and eucaryotic ribosomes have nearly the same structure and they
function similarly. Although the 185 and 285 rRNAs of the eucaryotic ribosome contain many nucleotides not present in
their bacterial counterparts, these nucleotides are present as multiple insertions that form extra domains and leave the
basic structure of each rRNA largely unchanged.

116 oy & UV (9136]A nucpsL




Elementy funkcjonalne

» A - miejsce wigzania
aminoacylo-tRNA.
» Miejsce , gdzie w czasie elongacji zostaje
zwigzany wprowadzony amninoacylo-tRNA.
» P - miejsce wigzania peptydylo-tRNA. =
» rejon, gdzie zostaje zwigzany tRNA wraz z @
rosngcym fancuchem polipeptydowym.
» E - miejsce wyjscia.

» rejon, gdzie tRNA, ktéry odegrat juz swojg role
w translacji jest uwalniany z rybosomu.

The Nobel Prize in Chemistry 2009

Venkatraman
Ramakrishnan Thomas A.
Steitz




Inicjacja translacji

Kodonem inicjujgcym (kodonem ‘start’)
jest AUG.

W zaleznosci od pozycji w sekwencji
Met jest dostarczana przez tRNA:

»tRNAMet czyli inicjatorowe tRNA;

Shine-Dalgarno sequence

R tR N A Met- (ribosome binding site) |nmat£‘r:oaon
m ’ 55— AGGAGGU AUG
U eukariotéw sekwencja e st

Shine-Dalgarno dodatkowo ‘kieruje’
MRNA w kierunku 16S rRNA.

U prokariotow pierwszym
aminokwasem biatka jest
N-formylometionina (fMet).

Inicjacja translacji

308 Ribosomal subunit

Intaton faoors F-1, IF-3
»Etap 1 F
» wigzanie czynnikéw inicjujgcych (IF1, IF3) do mniejszej podjednostki
(30S) rybosomowej, e N .
» MRNA wigze si¢ z rybosomem poprzez sekwencje Shine-Dalgarno, \/\./
Met-1RNA " F-2/GTP
»Etap 2 }/
Met
N-formylometionina, wiaze sie z IF2i +
» inicjatorowy tRNA, ormylometionina, wiaze sig z IF2 i e /\
GTP (fMet tRNAfMEt/IF2/GTP), : 7 ¢
308 Initiation complex
» kompleks mRNA z podjednostkg 30S tgczy sie z wczesniej
utworzonymi kompleksami, T3
508 rioosomal subunit
» czynnik IF3 zostaje uwolniony tworzac komp/eks inicjujgcy P
30S,
»Etap 3 o
P i
» jednostka 508 tgczy sie z kompleksem inicjujgcym 30S, & e B
o
» uwolnione zostajg czynniki IF1 oraz IF2 i zachodzi hydroliza GTP w i A
efekcie czego powstaje kompleks inicjujgcy 70S.

Figure H2.3
BANs '3 u2rsus Vorsz BlocuswIRAA (0301 GIIUG 2cI6uCE)




Elongacja

» Wigzanie aminoacylo-tRNA

» przy udziale czynnika elongacyjnego EF-Tu
oraz GTP odpowiednie aminoacylo-tRNA
wigzane jest w miejscu A rybosomu,

» Utworzenie wigzania
peptydowego

» w wyniku dziatania peptydylotransferazy
powstaje wigzanie peptydowe.

» Translokacja

» czynnik elongacyjny EF-G (translokaza)
oraz GTP wigzg sie z rybosomem.

Terminacj a

W momencie napotkania kodony ‘Stop
w miejscu A do miejsca aktywnego A
wigze sie jeden z dwoch czynnikow
uwalniajgcych (RF1 lub RF2).

Po utworzeniu kompleksu z RF3i GTP
z rybosomem peptydylotransferaza
przytgcza czgsteczke wody do
teminalnego aminokwasu.

RF1 rozpoznaje UAA i UAG.
RF2 rozpoznaje UGA.

Figure H2.6 i ience)
Anie Hye (uasue Vosez rs— (65015 eansuq 2ci6uce)




Synteza bialek u eukariotow

» Rybosom eukariotyczny 80S vs.
rybosom prokariotyczny 70S

» MRNA monocistronowy vs.
policistronowy

» czynniki inicjacji elF vs. IF

» metionina(Met-tRNAMe!) vs.
N-fomylometionina

» skanowanie mMRNA vs.
Shine-Dalgarno

Prokaryotes @ %5

2

CoO<L

Table 1. Comparison of protein synthes

s factors in prokaryotes and eukaryotes

Prokaryotic Eukaryotic

Function

Initiation factors
IF-1,1F-2, IF-3 At least 13 initiation factor

rs; so far
identified: elF-1, e-IF-1A, elF-2, elF-2B,
elF-3, elF-4A, elF-4B, elF-4E, elF-4F,

elF-4G, elF-4H, elF-5, elF-6
Elongation factors
EF-Tu eEF-la

EF-Ts eEF-1By
EF-G eEF-2
Termination factors

2, RF-3  eRF-1, eRF-3

Individual factors have
functions that differ between
prokaryotes and eukaryotes
(see the text)

Aminoacyl-RNA delivery to
rrrrrrrr

Recycling of EF-Tu or eEF-Tot

Translocation

Polypeptide chain release

Kierowanie biatek

» Kierowanie biatek to proces w wyniku ktérego
nowo zsyntetyzowane biatka kierowane sg do
odpowiednich miejsc w komdrce bgdz poza nig.

» Biatka moga by¢ kierowane:
» cytozolu,

» mitochondrium,

» lizosomu,

» peroksyzomu,

» chloroplastu,

» jadra,

» wbudowywane w btone komorkowg zewnetrzng
bun wewnetrzng,

» przestrzen miedzybtonowa,




Mechanizm transportu u eukariotow

(o]
s

Nowo zsyntetyzowane biatko jest wbudowywane w btone
ER albo wrzucane do $wiatta ER bezposrednio z
rybosomoéw zwigzanych z btong ER (szorstkie ER).

»biatka, ktérych docelowe miejsce jest poza ER wychodzg
w pecherzykach odrywajgcych sie od ER gtadkiego i
systemem pecherzykowym przechodzg przez aparat
Golgiego (wchodzg od strony €is wychodzg trans). Po
stronie frans biatka sg segregowane i sortowane do
odpowiednich kompartymentow.

»biatka sekrecyjne akumulowane sg w pecherzykach
sekrecyjnych, z ktérych zostang wyrzucone za btone.

»biatka btony komdérkowej wedrujg do niej w pecherzykach

@ @
transportujgcych. ® \

»biatka lizosomowe dostajg sie tam poprzez pecherzyki —

pdzne endosomy. C8) %‘)% o§o
S

Hipoteza sygnalowa

Sekwencja sygnatowa lub peptyd sygnatowy to 5
sekwencja aminokwasoéw o dtugosci )
13-35 reszt o charakterze

hydrofobowym. e

SRP receptor

GyTosoL
” Protein-translocon complex 3

» Peptyd sygnatowy powstaje na koncu N-biatka B

» Do peptydu wigze sie czgsteczka rozpoznajgca
sygnat (SRP, kompleks 7S RNA i 6 biatek)

» Receptor SRP zwigzany z translokonem kieruje
biatko do wnetrza ER.

RER mefrbrane

» Peptyd sygnatowy zostaje obciety po sndpeptn P
wewnetrznej stronie ER przez peptydaze

sygnatowa.




Mechanizm transportu u prokariota |Sec

Met r Leu Val L , Ser Val Ala Val Ala Thr Leu Val Pro Met Leu Ser P}

Istnieje mozliwosc¢ transportu w trakcie translaciji Phage &, o = T ————
(kotranslacyjnie). phvicsmrent oY - W—— e e vad e s

PR O —
o
‘

Outer membrane proteins

» N koniec biatka jest rozpoznawany przez maszynerig transportujgcg w
poprzek btony.

Val Phe Ala’His Pro

Met S

+ Biatka eksportowe maja na koricu N sekwencie liderowa (sktadajaca sie z e Pro e Aln Val ‘Ala: Val Ala"Ala Gly. Val, Met Ser Ala Gln Ala Mot Ala
czesci hydrofilowej na koncu N i przylegajacej do niej czesci hydrofobowej) OmpA Met Met Tle Thr Met o Ala Tl Ala De Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala’ Thr Val Ala Gln Ala®2

» Biatko podlega zmianom konformacyjnym w czasie transportu np.
B-laktamaza (enzym rozktadajgcy ampicyling) w cytoplazmie i w trakcie
przechodzenia przez btone jest wrazliwa na trawienie trypsyna, natomiast w
przestrzeni periplazmatycznej juz nie (ma schowane miejsce rozpoznawalne
przez te proteaze).

SPase |

Periplasm
» Biatka, ktére majg by¢ przetransportowane przez btong sg optaszczane
czaperonem (biatkiem opiekuriczym) SecA.
» SecA rozpoznaje biatko SecB (peryferyjne biatko btony o charakterze fRRRSs 2 o
ATPazy). F ATP \ LiEl
» Nastepuje hydroliza ATP i transportowane biatko jest przekazywane SecE i ’\ RPE e ) Unfolldm
SecY Signal - protein
peptide ~ SecB

» Pierwsze 20 aminokwasow transportowanego biatka zostaje wpompowane
do kanatu bfonowego a dalszy transport odbywa si¢ na koszt potencjatu SRtP-mffz?alec: | Se«:;r‘r:edi::? =
elektrycznego istniejgcego w poprzek btony cotranslationa post-transiation:

Sec pathway

2ec bagumsel

Mechanizm transportu u prokariota | Tat

Tat (ang. twin-arginine translocation
pathway, Tat pathway) jest, podobnie
jak Sciezka Sec, metoda
transportu i wydzielania biatek.
Wystepuje one u roslin, bakterii i

Folded

arChei . protein

P . L e ag s Signal
W przeciwienstwie do Sciezki Sec peptide
biatka transportowane w formie
sfatdowaney. Tat pathway

195 bagpmal




Modytikacje potranslacyjne

. Pierwsza modyfikacja — odciecie N-formylometioninyz N-konca
przez specyficzng peptydaze.
»50% biatek eukariotycznych ma grupe aminowa z konca N acetylowana.
» Usuwanie sekwencii liderowej, sygnatowe;.
» Modyfikacje indywidualnych aminokwaséw:
» grupy hydroksylowe (Ser, Thr, Tyr) — fosforylacja:
» Glu, Asp — dodatkowe grupy karboksylowe;
» Lys — metylacja;
» fosforylacja;
» glikozylacja;
» metylacja;
» N-acetylacja;
» nitryzylacja;
» lipidyzacja;
» SUMOilacja;
» Podziat w zaleznosci od mechanizmu:
» kowalencyjne przytgczanie grup funkcyjnych;
» proteolityczne cigcie tancuchdw polipeptydowych;

» chemiczne modyfikacje taicuchéw bocznych aminokwasow;

Epigenetic factors

Feedback loops
>200 known post transiational
Tanscription  Processing  Transiation modifications.
ok roten (eg. phosphorylation, ghcosylation
DNA ey RNA Jommmmnly oAl B Prote 1ipid attachment, peptide cleavage)

1 1 SN

e comimsaw,
I e T e e
e e e s
e ; T

Jak wiele bialek?

Sktadanie biatek zwane inaczej
splicingiem biatek to modyfikacja
potranslacyjna, w ktérej przeptyw
informacji z genu do jego
produktu biatkowego jest
modulowany w sposéb
pozwalajacy na powstanie dwoch

funkcjonalnie nie zwigzanych
biatek.

A
) Ktasycznie B) ALTERNATYWNY SPLICING

Jedno mRNA Jedno biatko )

Wiele réznych mRNA
< PoLIPrROTEINY D) Spuicin Biatka

Jedno mRNA
Mniejsze biatka

powstate z pocigcia
poliproteiny

RNA wirusa
Poliproteina

s

Wiele biatek

Wiele biatek




Modyfikacja kowalencyjne - zestawienie

Nazwa modyfikacji

Modyfikowany aminokwas

Opis modyfikacji

Enzym katalizujacy
reakcje

Fosforylacja
/defosforylacja

tyrozyna, treonina, seryna,
(histydyna, lizyna, arginina,
cysteina)

Przenoszenie grupy y-fosforanowej z ATP na grupg hydroksylowa fancucha bocznego
aminokwasu

Kinazy/fosfatazy

Przenoszenie grupy acetylowej z acetyloCoA na grupg

Acetylacja Lizyna oo Acetylotransferazy
Acylacja: - glicyna na - przeniesienie reszty kwasu mirystynowego (C14) na glicyne NMT
- mirystylacja N- koficu polipeptydu - przeniesienie reszty kwasu palmitynowego z palmitoilo-CoA na grupg . .
5 . . . (N-mirystyl-transferaza)
- palmitylacja - cysteina hydrosulfidowa reszt cysteiny
" e tworzenie N-formylometioniny przez przeniesienie grupy formylowej na N-koncowa
Formylacja metionina L transformylaza
metioning
aminokwas Jasadowe przeniesienie grupy metylowej
Metylacja wasy . ’|z S-adenozylometioniny lub betainy na atom N (lub O dla Asn) fancucha bocznego metylotransferazy
glutamina, asparagina .
aminokwasu
Prenylacja:

farnezylacja
geranylogeranylacja

cysteina

przylaczanie do biatek pochodnych izoprenowych: grupy farnezylowa (C15) lub
geranylogeranylowa (C20)

Modyfikacja kowalencyjne - zestawienie

Nazwa modyfikacji

Modyfikowany aminokwas

Opis modyfikacji

Enzym katalizujacy
reakcje

Glikozylacja

asparagina, seryna, treonina

przylaczanie cukrowcow
do atoméw N lub O reszt aminokwasowych

glikozylotransferazy

Sulfonowanie tyrozyna przeniesienie grupy sulfonowej z PAPS na reszt¢ tyrozynowa sulfotransferaza
Ubikwitynizacja Lizyna potaczenie C-koncowej glicyny ubikwityny z grupa e-aminowa lizyny ligazy El, E2, E3
Mono-ADP-rybozylacja |arginina przeniesienie pojedynczej reszty ADP-rybozy z NAD na biatko Dbt s

raza

Poli-ADP-rybozylacja

kwas glutaminowy, fosfoseryna

tworzenie fancucha poli-ADP-rybozy nastgpujace po mono-ADP-rybozylacji

syntaza poli(ADPR)

Adenylacja

tyrozyna, seryna, treonina

przylaczenie AMP do grupy hydroksylowe;j tanicucha bocznego aminokwasu

transferaza adenylilowa

Sumoilacja

Lizyna

przylaczenie matej czasteczki biatka SUMO-1 przez wigzanie grupy karboksylowej
glicyny z grupa e-animowg biatka

enzym sprzegajacy

Powstawanie kotwic GPI

C-koniec biatka

przytaczenie jednostki glikozylofosfatydyloinozytolowej do C-konca polipeptydu




Fostforylacja

»Najbardziej powszechna kowalencyjna, odwracalna
modyfikacja, szacuje sie ze ok. 1/3 biatek moze by¢
fosforylowana.

»U eukariontéw Ser, Thr, Tyr, u prokariontow His i Asp.

»Grupy fosforanowe dodawane sg przez enzymy —
kinazy, usuwane przez fosfatazy.
»Fosforylacja powoduje przytgczenie natadowanej
nowej grupy, ktéra moze tworzy¢ nowe wigzania
wodorowe z amidami tancucha gtéwnego albo mostki R ;
solne z argining.
»Powoduje to bardzo istotne zmiany konformacyjne ol
biatek, ich aktywacje lub deaktywacjeg: RUGEDIEAD ..

» np. fosforylaza glikogenu: ufosforylowanie seryny14 powoduje catkowitg ~
zmiane konformaciji konca N, tancuch boczny seryny przesuwa sie o0 50 A i 7

s T : N %
zmienia powierzchnig kontaktu podjednostek w dimerze — zmiany te T Lo B~ <
: v

powodujg aktywacje biatka
<

Glikozylacja

» Polega na przytaczeniu reszt cukrowcowych do aminokwasow, szacuje sie, ze potowa biatek w komérkach jest glikozylowana
»Mechanizmy glikozylacji stwierdzono u wszystkich organizméw: eu-, prokariotycznych i Archea
» Glikozylowane sg zaréwno biatka sekrecyjne, jak i ligandy na powierzchni komorek i biatka cytoplazmatyczne
»Powoduje ochrone przed proteolizg, wptywa na aktywno$¢ enzymatyczng, utatwia zwijanie biatek, zwieksza rozpuszczalnosé,
zapobiega agregacji, wptywa na immunogennos¢, blokuje fosforylacje, wptywa na oddziatywania biatko-biatko
» W ER jest wykorzystywana do sprawdzania poprawnosci fatldowania biatka
»Powoduje bardzo duze zmiany sktadu biatkowego komérek — proteomu, zmieniajagc drastycznie mase biatka i punkt izoelektryczny
»Moga powstac tysigce wariantow glikozylowanego biatka ze wzgledu na réznice w
+ sposobie przytgczenia reszt cukrowcowych
» sktadzie — typie cukréw dotgczonych do biatka
+ strukturze — tafncuchy rozgatezione/nierozgatezione
» dtugosci i ilosci faicuchéw cukrowcowych
» wyréznia si¢ dwa podstawowe typy glikozylacji: O- i N-glikozylacje

»a takze: glikozylacje fosfoserynowg i C-mannosylacje




O-glikozylacja

» poddawane sg tej modyfikacji gtéwnie biatka matrix
migdzykomaorkowej, ale takze np. przeciwciata

» O-glikozylacja zachodzi potranslacyjnie poprzez przytgczenie
cukowcow do grupy hydroksylowej seryny, treoniny lub
hydroksyproliny i hydroksylizyny jak ma to miejsce w przypadku
kolagenu

» zachodzi w aparacie Golgiego i powstajgca struktura cukrowcowa jest
znacznie prostsza niz przy N-glikozylaciji

» zachodzi przy pomocy glikozylotransferaz — N-acetyloglukozaminowej
lub N-acetylogalaktozaminowej, ktére dotaczajg pierwszy segment do
aminokwasu - N-acetyloglukozamine lub N-acetylogalaktozamine

» nastepnie moze doj$¢ do przytgczania kolejno nastepnych reszt
monocukrowych

»nastepuje drogg glikozylacji sekwencyjnej, tj. kolejno nastgpujgcego
po sobie przytgczania reszt monocukrowych do biatka

» produkt dziatania jednej glikozylotransferazy staje sie
akceptorem-substratem dla nastepnej glikozylotransferazy

» typ i liczba dodanych monosacharydéw zalezy od substratu
biatkowego oraz typéw glikozylotransferaz

galaktoza
N-acetylo
glukozamina
CHs or H {I
" or Thr

N-glikozylacja

» jest modyfikacjg kotranslacyjng — powstaje w trakcie syntezy biatka w
ER

»okoto 90% biatek glikozylowanych jest modyfikowanych w ten sposéb

»polega na przytgczaniu reszt cukrowcowych do azotu grupy aminowej
bocznych tafncuchéw asparagin w sekwencji AsnXSer lub AsnXThr

»czg$¢ cukrowcowa N-glikoprotein jest wigksza i bardziej
skomplikowana niz O-glikoprotein

»przebiega w kilku etapach:

» sktadanie prekursora — pierwszy dotgczany jest 14 cztonowy prekursor zbudowany z
N-acetyloglukozaminy, mannozy i glukozy. 7 pierwszych czgsteczek przytgcza sie do dolicholu
(lipid btony ER) w cytoplazmie poprzez wigzanie pirofosforanowe. Po stworzeniu pierwotnego
rdzenia Man5GIcNAc2-PP-dolichol przechodzi do $wiatta ER, tam dodawane jest pozostate 7 reszt
i powstaje kompletny prekursor: Gel3Man9GIcNAc2-PP-dolichol

» przytgczenie prekursora — czeka na biatko przytaczony do dolicholu

» przycinanie — glikozydazy i glikozylolotransferazy odcinaja i dokladaja glukozy od konca rdzenia az
do momentu kiedy biatko jest p e
glikoproteiny przechodzace do aparatu Golgiego majg sekwencje ManQGIcNACZ

» dojrzewanie w AG — do tego momentu wszystkie N-glikoproteiny wygladajg tak samo, dopiero teraz
dodawany jest charakterystyczny, indywidualny wzér glikozylacji. Mannozydazy | i Il oraz
transferaza N-acetyloglukozaminy doprowadzajg do powstania wspdlnego rdzenia a nastgpnie
dotgczane sa reszty glikozylowe pochodzace z UDP-cukrow

CH,
asparagine { C =0
side chain 1

NH

glucose =

$‘ manncse = @

N-acetylglucosamine = U




N-glikozylacja

» przytgczanie i odtgczanie reszt cukrowcowych jest sposobem na
sprawdzenie czy biatko prawidtowo sie sfatdowato — kluczowa role
odgrywajg dwa czaperony — kalneksyna i kalretikulina, oba

INCOMPLETELY

wymagajace jondw wapnia do prawidtowego dziatania UNFOLDED FOLDED NORMALLY FOLDED

» glikozydaza odcina dwie koncowe reszty glukozy a do jednej WX § — rrom
pozostatej przytaczajg sie te 2 czaperony, pomagajac sie biatku \ Salucose ﬁ;wﬁg_. f R
fatdowac ooe glucosyl

_— N-linked
—/ : ; oligosaccharide

mucosg\ transferase
- ! ) ) TRIMMING
» nastepnie glikozylaza przecina wigzanie tgczace mannozeg z glukozg WX

odtgczajgc tym samym czaperony od biatka

» jezeli biatko nie jest prawidtowo sfatdowane to zostaje rozpoznane \‘
przez glikozylotransferaze UDP-glukozo-glikoproteinowa, ktéra
dotgcza reszte glukozy, dzigki czemu biatko ponownie jest
rozpoznawane przez czaperony i cykl faldowania si¢ powtarza. Cykl
moze by¢ powtarzany wielokrotnie, w momencie kiedy biatko jest ER meribrane e
prawidtowo sfatdowane, nie ulega juz glukozylacji

glucosidase

ER LUMEN

» biatko zakotwiczone w bfonie ER i bedace w jego $wietle za
posrednictwem pecherzykéw transportujgcych przechodzg do
AG gdzie reszty cukrowcowe podlegajg dalszym modyfikacjom

Synteza chemiczna

Amino acid (1) Amino acid (2] "

-w chemii organicznej Synteza peptydu

» to produkcja peptydéw, ktére sg zbudowane z liniowo potgczonych ze sobg wigzaniem
peptydowym aminokwasow;

» proces biologiczny w ktérym zachodzi ta reakcja nazywa sig biosynteza peptydu;

»Eyr}tekza wiekszych czgsteczek nazywa sie synteza/biosyntezg
iatek;

»peptyd czy biatko? c ;
» do 10 AA - oligopeptyd, b
» do 100 AA - polipeptyd, 1 )
» powyzej 100 AA - biatko;

»przez mozliwos$¢ niechcianych reakcji zazwyczaj stosuje sie
blokowanie grup funkcyjnych odpowiednimi ostonami

ide
it ittt

MIEs

-chemiczna synteza peptydu rozpoczyna sig na koricu C a d
konczy na N, czyli odwrotnie niz w biosyntezie;

- reakcje przeprowadza sie albo w roztworze (liquid-phase
peptide synthesis) lub w fazie statej (Solid-phase
peptide synthesis)




Racemizacja

1 Bezposrednia

Oscy  _mr

AOs R Oy SH* Osg-y
T T
ZHN—C—H ZHN-C3 — & H—C—NHZ
% +H" R ZHN R +HY e
2 Posrednia przez azolakton
7 — ostona grupy amionwej
' — ostona grupy karboksylowej
R — reszta aminokwasowa
MR H R w9
Rf‘/‘tv R—T Y R—'l)ko
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Racemizacja to proces,powstawanie mieszanin enancjomerow z
substratow bedacych czystymi enencjomerami.

Wiazanie peptydowe

Metoda karbodiimidowa

. e . it T ~ o H\N§:>
(dicykloheksylokarbodiimid, DCC) e o=ty sl

» tania; 2 — (

» nieskomplikowana; 1

» produkty uboczne — N-acylomocznik, B
dicykloheksylomocznik;

L)

N-OH

[o]

» recemizacja — aby zapobiec dodatki
antyracemizacyjne, odpowiedni
rozpuszczalnik;




Synteza w fazie ciekle;

» klasyczne podejscie;
» ma ogromne znaczenie w produkcji peptydow na skale przemystowa;
» stosuje sie tu dwufazowe roztwory na bazie cykloheksanu;

»w fazie homogennej zachodzi reakcja, po rozdzieleniu w jednej fazie jest
produkt a w drugiej zuzyty substrat;

» gtdbwng wada tej metody jest to, ze po kazdej pojedynczej reakcji trzeba
oczyszczac produkt (a wiec wczesniej go odseparowac) i usuwac zuzyty
substrat;

Synteza na noSniku stalym

» stworzona przez Merrifielda (1963);
» propagacja fancucha peptydowego na nierozpuszczalnej zywicy polimerowej;

» dzieki temu przytgczenie kolejnego aminokwasu poprzedzone jest tylko obmyciem z zywicy z peptydem
produktéw ubocznych i nieprzereagowanych substratow;

» mozliwe jest tez stosowanie nadmiaru jednego z reagentow celem zwigkszenia wydajno$ci oraz
czesciowej lub nawet catkowitej automatyzacji procesu ;

» wybdr odpowiedniej zywicy determinuje struktura pozgdanego peptydu, np. to, czy ma posiadac¢ wolng
grupe karboksylowg na C-kohcowym aminokwasie, czy tez grupe amidows;

» najczesciej stosowane sg zywice polistyrenowe sieciowane diwinylobenzenem z przytgczonym labilnym
w $rodowisku kwasnym tgcznikiem (tzw. ,linkerem”);

» odczepienie zsyntetyzowanego polipeptydu od nos$nika nastepuje poprzez reakcje z kwasem
trojchlorooctowym;
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Synteza...

Synteza chemiczna na no$niku statym

» Stosunkowo stara metoda — dobrze
opracowane protokoty

»Droga (kosztowne substraty, z
grupami ostonowymi i obnizenie
wydajnosci jezeli sie z nich
zrezygnuje)

» Czesto bardzo wymagajgce warunki i

szkodliwe substraty
» Niebezpieczenstwo recemizacii
»Bardzo tatwe odzyskanie produktu

Synteza enzymatyczna

e Metoda nowa, nie ma opracowanych
protokotéw

e Tanie (mniej sprzetu, odczynnikéw,
ludzi, energii)

o Nieszkodliwe warunki

o Tylko krétkie peptydy (ale glownie
dlatego, ze nie ma automatyzacji —
stabo rozwinieta technologia)




Faldowanie biatek

Biaikko prawidtowo sfatdowane jest aktywne biologicznie, biatko rozfatdowanie/zdenaturowane jest biologicznie
nieaktywne.

W po prawnym fatdowaniu pomagaja:

» czaperoniny;

» czaperony;

» ko-czaperony (biatka towarzyszgce czaperonom i czaperoninom w fatdowaniu biatek i innych funkcjach);
Odpowiadajg one takze za:

» oligomeryzacje biatek, translokacje i degradowanie;

» wystepujg u wszystkich organizméw od bakterii po ludzi;

» zapobiegajg nieprawidtowemu tgczeniu sie tancuchow biatkowych w niefunkcjonalne struktury;

Molekularne czaperony potrzebne sg zaréwno w trakcie syntezy biatka, ale takze np. w warunkach stresowych
kiedy dochodzi do uszkodzen. Nalezg do biatek szoku cieplnego (HSP) — odkryto je u bakterii poddanych dziataniu
wysokiej temperatury.

Faldowanie bialek

Biatka fatdujgce sie bez pomocy
czaperonow po denaturacji sg w stanie
wréci¢ do prawidiowej konformacii
(oczywiscie jezeli denaturacja nie ool
zniszczyta struktury). l e

. Native state:
catalytically active.

Unfolded state;
inactive. Disulfide
cross-links reduced
to yield Cys residues.

Przyktad rybonukleazy — mocznik
zniszczyt wigzania wodorowe,
beta-merkaptoetanol mostki
dwusiarczkowe.

Renaturacja spowodowata odtworzenie
mostkow dwusiarczkowych w dokfadnie
tych samych miejscach.

Native,
catalytically

active state.
Disulfide cross-links
carrectly re-formed.




Faldowanie biatek

Termodynamika faldowania
biatek

» Na gérze wiele roznych konformacji, wiec entropia takze
Jest duza;

» W miare fatdowania, $ciezka termodynamiczna prowadzi
w dét lejka;

» Zagtebienia na dnie lejka;

Beginning of helix formation and collapse

i

Discrete folding
intermediates

Native
structure

Sekwencja faldowania

» wigzanie kofaktora (interakcja
niekowalencyjna);

» modyfikacje kowalencyjne (glikozylacja,
fosforylacja);

» tgczenie podjednostek (jezeli biatko jest
oligomerem);

Niektore biatka fatdujg sie kotranslacyjnie —
fragment wychodzacy z rybosomu od razu
zaczyna przybiera¢ konformacje;

Najpierw fatduje sie koniec N, na koncu C,
biatko nie uzyska koncowej konformacji dopoki
nie uwolni sie z rybosomu;

nascent polypeptide chain

cofactor binding
{noncovalent

felding and
l interactions)

by glycosylation,
phosphorylation,
acetylation etc.

l binding to other

l covalent medification

protein subunits

=8asSP

mature functional protein




(Czaperoniny

Kompleksy biatkowe uczestniczace w faldowaniu nowo powstajacych
biatek:

» pracuja na koszt hydrolizy ATP
» dzieli si¢ je na dwie grupy: i1l

Czaperoniny: Grupa I

»wystepuja u bakterii i w organellach
(chloroplastach i mitochondriach);

»najlepiej poznanym kompleksem z tej grupy
jest GroEL/GroES (HSP60) z E. coli;

»ma mase nieco ponizej 1 MDa;

» GroEL (czaperonina 60) — dwa pierscienie
zbudowane z 7 podjednostek kazda;

»cze$¢ apikalna podjednostek jest
hydrofobowym miejscem wigzania — co
powoduje, ze faworyzowane sg niesfatdowane
biatka, czes¢ rownikowa wigze ATP ;

» GroES (czaperonina 10) — plaski dysk tez z 7
podjednostek;




Dziatanie GroES/GroEL

&= 4 Q;/:R\
» zapewniajg zamknietg przestrzen, gdzie = an, | &
pojedyncza czgsteczka biatka moze sie tEcz] :o:})' ?:oj l::f:?

sfatdowac; [ " /o .IEE |
A 2 /7 Sy, R o

» U E. coli znaleziono 85 biatek, ktore byty $cisle V=Y v
zalezne od GroEL; 2412] [7A0P GretL
» zwigzanie niesfatdowanego biatka przez /9.7@) ,@,/9%
region cis GroEL powoduje automatyczne -
zwigzanie ATP i podjednostki GroES;
» substrat zostaje zamkniety w komorze gdzie - 17_"—,”-? =09
moze sie swobodnie fatdowag; = Gy &f ?\
hydroliza ATP i zwigzanie ATP z pierscieniem a8 o F Ec%;
trans powodujg oddysocjowanie GroES i <f1\ Zﬁ/gj Vi @ T &
uwolnienie sfatdowanego biatka z kompleksu; = Folded protein

Czaperoniny: Grupa 11

» w cytozolu eukariontow i u archea ;

» nie potrzebuja kofaktora w typie GroES do dziatania;

» przedstawicielem jest TRiC (TCP-1 Ring Complex = CCT Chaperonic Containing TCP-1);

» zbudowany jest z dwdéch pierscieni po 8 podjednostek kazdy posiadajg analogiczne do Gro EL regiony;

» jednak do zamkniecia substratu nie jest wymagany zaden odpowiednik GroES;

» przedstawiciel u Archea — Mm cpn (Methanococcus maripaludis chaperonin) — tez sktada sie z 18 podjednostek;

» nie wiadomo co robi w naturze, ale jest zdolny do prawidlowego fatdowania rodanazy (biatko mitochondrialne);

8ATP

N

ATP , ATP

+

y S T\\ A T\ /t/b T\ svpbsb! P T\




Nieprawidtowo pofatdowane biatka

Choroba

Choroba Alzheimera

Plasgwica Huntingtona
Amyloidoza lizozymowa

Choroba Parkinsona

Zakazne encefalopatie ggbczaste

Amyloidoza nerek

Stwardnienie zanikowe boczne

Uszkodzone biatko
B amyloid
Huntingtyna

Lizozym

a synukleina

Biatka prionowe

Fibrynogen

Dysmutaza ponadtenkowa

Degradacja bialek

Biatka degradowane sg do aminokwasow.
Rozkfad biatek ma dwa aspekty:
»przyswojenie sktadnikow pokarmowych;
»recycling sktadnikéw budulcowych;

Biatka komorkowe ulegajg degradacji z rézng
predkoscia:

»biatka strukturalne sg stabilne;
»biatka metaboliczne majg krétki okres poéttrwania;

»biatka sygnalizacyjne sg ekspresjonowany tylko w
celu przekazania sygnatu;

»biatka nieprawidtowe muszg byc natychmiast
zdezaktywowane.

Amino acid pool

Protein

Glucose Lipids

N [E Ly

Food secretion \
50-100g/day _ 50g/day W
L \\
De-novo A\
[ Resorption | synthesis Degradation
Up to 150 g/day As raquired 505100 g/day
1
Digestion J\[}

3 Pyruvate | NH3
Phosphoenolpyruvate [
S 3-Phosphoglycerate

hosph.
Intestine ek phipliatey
10g/day

| 2cids | *| bodies

—> [iLess
ATP
Kidney




Regulacja degradacji biatek

Degradacja biatek wymaga dziatania kilku enzymow w celu catkowitej
degradaciji biatek do ich sktadowych amino kwaséw.

Naleza do nich (zlokalizowane nie tylko w uktadzie pokarmowym ale takze w —_

komorkach): | Functional @
~v'| proteins

‘proteinazy; [ Maturation] 128000 5

- peptydazy.

Endopeptydasy 10 enzymy atakujgce wigzania

Sugars

oy

; B |-
peptydowe wewnatrz tancucha. 2 3
Exzopeptydasy atakujg wigzania peptydowe na !;‘,ding % %
koncu fancucha. Il i b
|5 ‘g S
W zaleznosci od mechanizmu dziatania N\
wyréznia sie peptydasy: Transiation I
.serynowe; — b
Amino acid pool
.cysteinowe;
»eftc.
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Systemy ekspresji

» biatka rekombinowane mozna produkowad
systemach - bakteryjnych, drozdzowych, w
zwierzetach, komoérkach ssaczych lub owadzich

w  wielu
roslinach,

» wybor systemu uzalezniony jest od tego jakie biatko chcemy
produkowa¢ - np jezeli biatko ma mie¢ modyfikacje
potranslacyjne albo ma strukture, ktérej nie jest w stanie samo
przybrac to w przedbiegach odpadaja bakterie




Systemy ekspresji
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CFPS
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Zastosowanie

» Toksyczne i biologicznie
niebezpieczne biatka.

» Biatka btonowe.
» Enzymy szkodliwe dla nosiciela

» Biatka terapeutyczne

»Wprowadzanie nienaturalnych
aminokwaséw

Protein Labeling

Antibodies
Y,
|
_‘k)/=
/ ' @
Terspeutc 4110 g Callfree gy | |

&

Gene Lt plac pret TetR
circuits [ * -: Lag

plac stGFP plet mCherry

Viruses and

& protein M YLEs
i synthesis

High-throughput
proteins




Figure 5. To produce membrane proteins through CFPS platforms. several membrane-mimicking structures are used. (A) Lipid bilayer,
(B) liposome, (C) micelle, (D) bicelle, (E) nanodisc, and (F) tethered bilayer lipid membrane. Figure reproduced with permission from
(Schoborg and Jewett, 2018) © John Wiley and Sons, Inc.
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Komponenty systemu

» Niezbedne elementy:
» Rybosomy
» tRNA

Cell-Free Transiation
Systems

{ Prasmid |
| ona

“ o PCR Fragments
.

Cell-Free Transcription/
Translation Systems

» Aminoacylo-tRNA syntetazy

» Czynniki inicjacji, elongaciji, terminacji

» Aminokwasy
» Zrédha energii (ATP, GTP)
» Systemy regeneracji energii

» Sole i inne skiadniki, np. bufory

= Im“

Pochodzenie komponentow

+E. coli Lysate

»Wheat Germ

»CHO Cell Lysate

» Rabbit Reticulocyte Lysate
»Insect Cell Lysate

»HEK Cell Lysate
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Badania in vitro

In vitro

termin stosowany przy opisywaniu badan
biologicznych, oznacza procesy biologiczne
przeprowadzane w warunkach
laboratoryjnych, poza organizmem.

Przyktad:

° synteza ztozonych zwigzkéw
organicznych.

. praca z zywymi komdérkami,
wyizolowanymi z organizmu
macierzystego i umieszczonymi w
warunkach laboratoryjnych
umozliwiajgcych podtrzymywanie ich
zycia.

Hodowla in vitro

Hodowla komérkowa

utrzymanie przy zyciu komérek poza ich
$rodowiskiem naturalnym, przez umieszczenie ich
w odpowiednich pozywkach. Hodowla ta wykazuje
sie brakiem wytworzenia wyzej zorganizowanych
struktur.

Hodowla tkankowa

w $cistym znaczeniu metoda polegajgca na
przetrzymywaniu (ponad 24 godz.) poza
organizmem (in vitro) fragmentéw zywych tkanek
roslin lub zwierzat.

Zastosowanie

biologii molekularnej, biologii komérki,
cytofizjologii, cytogenetyce, embriologii, onkologii,
farmakologii, patologii, toksykologii i inzynierii
tkankowej.




Rodzaje linii komorkowych

Linia komorkowa pierwotna

zapoczagtkowana pobraniem komorek lub tkanek bezposrednio z organizmu. W standardowej hodowli
niemozliwa do wielokrotnego pasazowania. Przyktady: splenocyty, adipocyty, jednojgdrzaste komorki krwi
obwodowe;.

Linia komérkowa ustalona

komorki po wielokrotnym pasazowaniu. Najbardziej znane sg ustalone linie komdrek nowotworowych.
Wedtug obecnego stanu wiedzy linie komoérek nowotworowych sg ciggte (,nieSmiertelne”), to znaczy moga
przechodzi¢ nieskonczenie wiele podziatéw, jednak ze wzgledu na wysokg niestabilnos¢ genetyczng
nowotworéw po kilkunastu latach pasazowania komoérki zmieniajg swoje pierwotne wiasciwosci (fenotyp).

Przyktady: HelLa, Caco-2.

HelLa

Henrietta Lacks, wtasc. Loretta Pleasant (ur. 1
sierpnia 1920 w Roanoke, zm. 4 pazdziernika
1951 w Baltimore) — Afroamerykanka, ktorej
komorki rakowe daty poczatek Heli, pierwszej linii
niesmiertelnych ludzkich komoérek.

Materiat do badan pobrano poprzez biopsje szyjki
macicy w Johns Hopkins Hospital w Baltimore, w
stanie Maryland, w 1951 roku. Komorki te byty
nastepnie hodowane przez George’a Otto Geya,
ktérego uwaza sie za twoérce Heli. Nigdy jednak
nie uzyskano zgody Henrietty na hodowle jej
komorek. Na przestrzeni lat réwniez ani ona, ani
jej rodzina nie otrzymali rekompensaty za ich
wykorzystanie. Ocenia sig, ze do dzi$ (2021)
komoérki Hela z ciata Henrietty Lacks
wykorzystano w 75 tysigcach doswiadczen
naukowych (codziennie liczba ta zwieksza sie o
10), a wage wszystkich wyhodowanych komérek
HelLa ocenia sie na 50 milionéw ton.




Dlaczego linie
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Zalecenia

e Optymalny wzrost komorek wymaga optymalizacji warunkéw hodowli.
e Odpowiednie medium (RPMI 1640, DMEM) dla wybranej linii komorkowe;

o  Skitadniki podstawowe (aminokwasy, glukoza), witaminy, sole, substancje buforujgce.
o  Skfadniki niestabilne.
e Serum ptodowe z cielat
o kompleksowa mieszanka albumins, globulins, promotoréw i inhibitorow wzrostu.
e Dodatki
o promotory wzrostu
o elementy sladowe
o metabolity i biatka

e Inkubator




FSB

Serum ptodowe z cielat (z ang. fetal bovine serum —
FBS lub fetal calf serum) — jest produktem ubocznym w
przemysle miesnym i pozyskuije sig je poprzez
odciggniecie krwi z usunietego ptodu zabitej krowy.

Igte wbija sie wprost do serca ptodu, aby
zminimalizowa¢ zanieczyszczenie serum. Krew zbiera
sie do aseptycznego pojemnika lub torebki na krew i
pozostawia sie aby skrzepta. Nastgpnie odwirowuje sie
w celu usuniecia skrzepow z fibryny.

Serum jest zamrazane, co jest koniecznym etapem w
dalszym przetwarzaniu dla potrzeb hodowli
komorkowej.

Ma wiele réznorodnych zastosowan w hodowlach
komorkowych m.in.: wykorzystywane jako pozywka dla
komorek macierzystych w hodowli in vitro. W 2008 r.
sprzedano na $wiecie ok. 700 tysigcy litréw FBS.

m USA 26%

® Mexico & Canada 6.5%

® Central America 1.5%
Brazil 23%

m South America (-Brazil) 13%

® Australia 15%

= New Zealand 5%

® Europe 6.5%

m Africa 1%

Komorki owadzie

W przypadku biatek, ktore sg trudne
do ekspresji w E. coli, komorki
owadzie stanowig dobrg alternatywe.
Uzywamy ekspresji za posrednictwem
bakulowirusa w liniach komérkowych
owadow lepidoptera. Linie komoérkowe
dostepne w naszym osrodku to
komérki Sf9, Sf21 i Hi5. Do
generowania rekombinowanego DNA
bakulowirusa uzywamy systemu
Bac-to-Bac firmy Thermo.

Protein Expression and Purification
Core Facility

PEPCF expresses proteins in bacteria, insect and mammalian
cells and uses a variety of chromatographic and biophysical
techniques for protein purification and characterization.




Bac-to-Bac

System ekspresji Thermo Scientific.

Day 1

Day 2
Day 4
Day 5

Day 8

Infect 59, Sf21, or

High Five™ cells. Perform time
course to determine optimal
expression

Quick expression test

Day 10

Clone gene of interest
Transform competent £. coli
(TOP10)

(

Plasmid isolation
Transform competent
DH10Bac™ E. coli

¢

Pick colonies with
recombinant bacmid

(

Isolate bacmid DNA
Transfect Sf9 or Sf21
insect cells

‘

Harvest recombinant
baculovirus stock

Plaque assay

‘ Amplify viral stock

Infect Sf9, 121, or

High Five™ cells. Perform time

course to determine optimal
expression

Day 15

Plasmidy

System Bac-to-Bac zawiera sze$¢ poteznych
wektorow ekspresyjnych Do rekombinowanej
ekspresji biatka.

PFastBacTM1 Wektor oferuje silny promotor
ang. polipolyhedrin dla wysokiego poziomu,
natywnej ekspresja biatka i duze miejsce
klonowania wielokrotnego.

Wektory pDESTTMS8, pDESTTM10 i
pDESTTM20. Wektory sg zaprojektowane do
szybkiego klonowania w systemie Gateway
przy uzyciu specyficznego miejsca
rekombinacji.

PDESTTMS jest przeznaczony do natywnych
ekspresji

PDESTTM10 zawiera N-koncowy 6xHISTag
PDESTTM20 ma N-koncowy tag GST
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Schemat dziatania

Bac-to-Bac System Przeglad
Rekombinowana generacja bakterii:

Osiagnieto przez specyficzng dla danego miejsca transpozycje w E.
coli, a nie w homologicznej rekombinacji w komérkach owadow.
Kroki procesu

Gen Cloning: Klonowanie interesujacego genu wektor PFastBacTM.

Transformacja: Przeksztalé wektor pFastBacTM w kompetentny E£.
coli

DH10BacTM zawiera bakmid z fuzjg lacZ-mini-atTn7.

Transpozycja: Przelozenie nastepuje miedzy wektorem pFastBacTM
a bacmidem za pomoca biatek plazmidéw pomocniczych.

Udana transpozycja zakit6ca gen lacZ, umozliwiajac tatwa
identyfikacje rekombinowanych klonéw przez biate kolonie bakteryjne.

Wyb6r kolonii bakteryjnej: Izoluj kolonie z zakiéconym genem lacZ
(biate kolonie).

Bacmid Isolation: Wyodrgbnij DNA o wysokiej masie czasteczkowej
z wybranych kolonii

Transfekcyjne komérki owadéw Sf9 lub Sf21 z rekombinowanym
bacmidem za pomoca Cellfectin

Produkcja bakteriowirusowa: Po dwéch dniach izoluje sie czysty,
rekombinowany bakulowirus

Kluczowe punkty:
Easy Visual Selection: biafe kolonie wskazuja na
pomysing transpozycje.
High-Titer Baculovirus: Skuteczna produkcja
rekombinowanego wirusa do ekspresiji biatka.

pFastBac™
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Problem...

Submucosal plexus
(Meissner's plexus)

[ ] (L)ADM E Glands in submucgsa
] (L - liberation (uwolnienie)) Submucosa4| A W \

. . . Gland in mucossa = — ‘ Mesentery
. A - absorption (wchtanianie) Duct of gland

outside tract——————— Myenteric Plexus
° D - distribution (rozmieszczenie) Lymphati tissue Guerbachis plexs)

Lumen “Areolar connective tissue

~Epithelium

o M - metabolism (metabolizm) Mucosa: ’M_usculans.
Epithelium -~ Circular muscle
. - . Lamina propria-—_ Longitudinal muscle
° E - excretion lub elimination Muscularis mucosae~

(wydalanie lub usuwanie)

Transport przez btony biologiczne

Dyfuzji bierna

zgodnia z gradientem stezen, czyli zawsze od stezenia
wyZszego do nizszego i nie wymaga ze strony organizmu
nakfadow energii. Rowniez z biernym udziatem biatek
transportowych.

Transport aktywny
wbrew gradientowi stezen przy udziale no$nikdw i naktadzie
energetycznym dostarczonym przez ATP.

Pinocytozy lub fagocytozy
wnikanie kuleczek cieczy do wnetrza btony — w transporcie
lekéw / suplementéw odgrywa matg role. 33593 &

oa
ooogo(')
0%500@

Color Atlas Of Biochemistry, Koolman J., Klaus-Heinrich R.




Model przenikania lekéw / suplementow

‘-: KOMORAGORNA

(APIKALNA)

® Bariery tkankowe:

o krew-tkanka

WARSTWA KOMOREK
FILTR

krew-médzg

KOMORADOLNA

[ J
[ J kreW-’fozyS ko (BAZOLATERALNA)
o

krew-ciecz wodnista oka

Apical side

P A P P Cellmonclayer
NS N EEE NS
Filter

Basolateral side

e Caco-2
ludzkiego gruczolaka okreznicy
(jelito grube).

® Model powszechnie stosowany do —
okreslenia stopnia wchtaniania lekow -
podawanych doustnie i innych
ksenobiotykow.

dQ dt




Klasyfikacja ksenobiotykow

® Ponizej 2x10° cm/s |
niska przenikalnos¢

® Pomiedzy 2x10°® cm/s a 20x10°® cm/s
srednia przenikalnos¢

® Powyzej 20x10° cm/s
® wysoka przenikalnosé

109PS (miisig brain)
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400
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Kiasyfikacja ksenobiotykéw w oparci o pomiary przenikalnosci w eksperymencie z

* OPERATING THE (TWIN)SHIME®

(Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem)




Twin-SHIME allows for two treatments to be

applied in two separate feed types or directly
Foed Pancrestic into the vessels (*, same feed applied to two ‘
| (pH 2.0) gﬂ: #c] Juice SHIME systems simultaneously)

Effluent

SHIME

SHIME®, petna symulacja jelitowej fermentaciji jelita grubego do
przedklinicznych [ub klinicZznych badan dtugoterminowych
interakcji mikrobiomu.

Model SHIME® (Simulator of Human Intestinal Microbial
Ecosystem) jest obecnie najbardziej reprez__entatP/wna
technologig in vitro do potgczonej symulaciji fizjologicznych,
chemicznych i mikrobiologicznych wiasciwos$ci przewodu
pokarmowego.

Model umozliwia badanie wptywu dtugotrwatego powtarzanego
dawkowania i modulacji mikrobioty w funkciji lokalizacji jelit.

SHIME® moze by¢ postrzegany jako badanie kliniczne in vitro,
ktére moze zapewni¢ przesirzenno-czasowy wglad w
mechanizm dziatania okreslonego leczenia, dostarczajgc tym
samym danych uzupetniajgcych badania in vivo.




SHIME

Trudne do zbadania, ale tatwe do symulacji w SHIME®:
o sktad mikrobiomu btony $luzowej,
O mikrobiom dysbiotyczny,
o infekcja patogenem.

O';_)'récz fizycznie oddzielonych proksymalnych i dystalnych reaktoréw okreznicy,
SHIME® mozna rozszerzy¢ o "przedziat" blony Sluzowej (M-SHIME®) symulujgcy
mikrosrodowisko sciany jélita. Rozszerzenie to pozwala na badanie specyficznych rol
nisz sluzéwkowych i luminalnych w spotecznosci drobnoustrojow. Ze wzgledu na .
roznice w warunkach fizjologicznych, przedziaty te sg kolonizowane przez specyficzne i
zréznicowane spotecznosci drobnoustrojow. L o
Sprawia to, ze SHIME® jest doskonatym modelem do oceny lokalizacji efektu leczenia i
jego czasowego poczatku po podaniuwielu dawek dziennych.

Abz zwigkszy¢ wszechstronnos¢ zastosowan, technologia SHIME® moze by¢ rowniez
wykorzystywana do badania wptywu wielokrotnego dawkowania na dysbiotyczne
spotecznosci drobnoustrojéw, na przyktad od dawcow z IBD, lub do badania cyklu
infekcji patogendw.

OPERATIONAL PARAMETERS OF SHIME

EXPERIMENTS

Volumes and pH intervals

Time schemes and pump speeds

Time scheme

. _ pH interval Liquid transfer Pump speed After start of | Actual time
fiosk Configu- Intestinal Volume o ” B h
ration | compartment | (mL) Value Time (after start o each cycle schemes
the cycle) Nutritional medium | 4,67 mL/min during 30 min 1.00-1.30
Adult SHIME |Twin Stomach® 140 1,822 0h30-1h30 (total volume = 140mL)
small intestine* 200 6,571 2h-3h 0.00-0.30 9.00-9.30
Ascending colon 500 5,6-59 Continuous 17.00-17.30
Transverse colon 800 6,15-6,40 Continuous Pancreatic juice 4 mL/min during 15 min 2.30-245
Descending colon | 600 66-69 Continuous [total volume = 60mL) 1 o
e p— 5 Trr o500 130145 10.30-10.45
Small intestine® 200 6,571 2h-3h 18.30-18.45
Proximal calon 500 56-59 Continuous Stomach — Small 3,5 mL/min during 1h 2.30-3.30
Distal colon 800 66-62 Continuous intestine (210mL can be pumped during this 1h interval, 130-2.30 (1030-11.30
which is sufficient to transfer the 140mL) 18.30- 19.30
; ; small intestine— | 3,5 mL/min during 1h15mi 5
Dlaczego interwaty? Dlaczego takie? i e A PR . i
d L, First colon region (262.5mL can be pumped during this 1h15min 3.004.15 |1200-13.15
1. Mozliwo$é sprawdzenia catego cyklu interval, which is sufficient to transfer the 200mL) 005145
podczas Jed nego dnia roboczego First region —second | 3,5 mL/min during 1h15min 4.00-515
. . . .. colon region (262.5mL can be pumped during this 1h15min 3.00-4.15 12.00-13.15
2. Zapobiegajg przepompowaniu zbyt duzej interval, which is sufficient to transfer the 200mL) e
iloSci gazu z uktadu - zapobieganie Second region — 3,5 mL/min during 1h15min 4.00-5.15
. . third colon region (262.5mL can be pumped during this 1Th15min 300415 [(12.00-13.15
Za pow|et rzeniu interval, which is sufficient to transfer the 200mL) 20.00-21.15
3. Brak dziatah zaraz po pé+n0cy (restart Final colon region— | 3,5 mL/min during 1h15min 400-5.15
_ Waste (262.5mL can be pumped during this 1h15min 3.004.15 |[12.00-13.15
zegara SHIME = strata Czasu, w prZypadku interval, which is sufficient to transfer the 200mL) 20002115

pauzy systemu)




Conventional adult SHIME setup:

Ix200
mL/day

Colon Colon Colon

(V=500mL) (V=800mL) (V=600mL)

Average hydraulic retention times (based on influx and
fixed volumes in each compartment):

= Colon ascendens = 500mL/ (600mL{24h) = 20h

= Colon transversum = 800mL/ (B00mL/24h) = 32h

= Colon descendens = 600mL/ (600mL/24h) = 24h

Calculation of average hydraulic retention times can be done as described below. This does
not depend on the exact pump speeds or length of time intervals, but only depends on the
total influx and total volume of each vessel. The particular example given below is for a
conventional adult SHIME:

TIM-1

TIM-1 skiada sie z przedziatu zotgdkowego i trzech przedziatéw jelita cienkiego,
reprezentujgcych dwunastnice, jelito czcze i jelito krete.

Roztwory zétci i trzustki sg wydzielane z rzeczywistag predkoscig przeptywu, co skutkuje
fizjologicznymi stezeniami w Swietle.

Wodny roztwoér kwasu solnego (HCI) lub wodny roztwér wodoroweglanu sodu
(NaHCO3) jest dodawany w celu kontrolowania odpowiednio pH zotgdka lub jelit.

Zawartosc jelita cienkiego jest mieszana za pomoca ruchow perystaltycznych i
Brzepluklwana'__\przez_mem rang z pust%/ch widkien w celu usunigcia frakcji

|o.doitepnej. odzaj membrany z pusfych wtékien mozna wybraé¢ w oparciu o badane
zwigzki.

Modut dializacyjny jest uzywany do usuwania zwigzkéw rozpuszczalnych w wodzie ze
Swiatta jelita, podczas gdy jednostka filtrujgca jest ui}lwana do usuwania mleszan)ﬁch
miceli, ktére zawierajg zwigzki lipofilowe (an. Kwasy tluszczowe i lipofilowe sktadniki
odzywcze i/lub farmaceutyczne).

Ruchy perystaltyczne sg doktadnie kontrolowane (i utrzymywane w temperaturze ciata)
poprzez modulowanie ci$nienia cyrkulacji wody w przestrzeni miedzy elastyczng $ciang
a szbk_lanym pd{aszczem. Maksymalne cisnienie jest kontrolowane przez czujniki obecne

w obiegu wody.




TIM-1

Przedziaty zotgdka i dwunastnicy sg potaczone zaworem perystaltycznym.

TIM-1 $cisle symuluje kolejne dynamiczne warunki w gérnym odcinku przewodu
pokarmowego, takie jak temperatura ciata, krzywe pH, stezenia elektrolitéw, enzymow i
soli zétciowych oraz tranzyt pokarmu lub wody przez przewdd pokarmowy, zwigzane z
warunkami zotgdkowo-jelitowymi dorostych, noworodkéw (0-1 miesigc zycia),
niemowlat (1-6 miesigecy), matych dzieci (6-24 miesiecy) lub osob starszych.

Wartosci zadane symulacji zotadkowo-jelitowej sg kontrolowane i monitorowane przez
specjalne programy komputerowe.

Podczas eksperymentéw uwolniony i rozpuszczony zwigzek bedacy przedmiotem
zainteresowania jest usuwany przez potprzepuszczalng membrane potaczong z
przedziatami jelita czczego i kretego. Umozliwia to pobieranie prébek podczas tranzytu
zotgdkowo-jelitowego i ocene frakcji biodostepnej. Jest to frakcja zwigzku, ktéra jest
potencjalnie dostepna do wchtaniania w jelicie cienkim. Niewchtonieta frakcja, ktora
zostataby dostarczona do jelita grubego, jest zbierana jako $ciek z jelita kretego po
przejéciu przez symulowang zastawke kretniczo-katnicza.

Dodatkowo, prébki luminalne mogg by¢ pobierane z przedziatéw jelita czczego i
kretego.




tinyTIM

System tiny-TIMsg sktada sie z
zaawansowanego przedziatu zotgdkowego
(TIMagc), ktéry umozliwia realistyczng
symulacje morfologii i motoryki zotgdka. Jest
to szcze%olnle interesujgce, Edy zachowanie
badanych zwigzkow w zotgdku, takie jak
$ef)araqa faz i zalezne od fazy opréznianie
zotgdka, sg waznymi celami badan lub
pytaniami badawczymi.

TIMagc umozliwia badanie zachowania
postaci dawkowania w warunkach =
realistycznych sjt Scinajgcych i ciSnieniowych
w zotgdku oraz ich interakcji z rzeczywistymi
positkami. Szybkosci Scinania obserwowane
w TIMagc sg zalezne od czasu, ktore sg
charakterystyczne dla ludzkiej motoryki = |
zofadka, a zatem bardziej istotne fizjologicznie
niz state szybkosci $cinania obserwowane w
konwencjonalnym USPIL.
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Sktad mikrobiomu jelitowego wplywa na zdrowie od okresu prenatalnego przez cate
dziecinstwo, a wiele choréb wigze sie z dysbiozg. Mikrobiom jelitowy ulega ciggtym
zmianom, od urodzenia do dorosto$ci, a na jego rozwdj i zawarto$é wptywa kilka
zmiennych. Cechy mikrobioty jelitowej moga wptywac na rozwdj mézgu, uktadu
odpornosSciowego i ptuc, a takze na wzrost ciata. Dokonujemy przeglgdu rozwoju
mikrobiomu jelitowego, zwolennikéw dysbiozy i interakcji mikrobioty z innymi narzgdami.
Mikrobiom jelitowy nalezy traktowac jako uktad narzgddw, ktéry ma istotny wplyw na
rozwdj dziecka. Dysbioza zostata powigzana z chorobami u dzieci i dorostych, w tym z
autyzmem, zespotem nadpobudliwo$ci psychoruchowej z deficytem uwagi, astmg i
alergiami.

Stowa kluczowe: mikrobiom jelitowy, rozwéj dziecka, mikrobiota, niemowlectwo, choroby




Gut microbiome plasticity

2 3
years years years

10
years

8
years

Birth mode, gestzmonal age, skin to skin contact.
Taxa: Ei Bific predominant,
with some Streptococcus, Bacteroides & Clostridium

Type of milk consumption, cessation of breastfeeding,
weaning foods (dietary fiber), medication exposures, pets,
number of s:blmgs hygiene, green space
Taxa: Bifidob bacillus, some Str

Number of caregivers ir .

number of siblings, pets, diet, hygiene, green spaoe

Taxa: Bacteroides, Clostridium, with some Anaerostipes,
Bacteroides. Post wean, significant decrease in Escherichia

O

Preschool attendance, pets in home,
medications or hospitalizations, diet
Taxa: B: ides, Bifidob ia, Cl
predominant with less Lactobacillus

School attendance with expansion of peer
interactions, diet

Taxa: Bacteroides, Bifidobacteria predominant
with less Lactobacillus

Adrenarche and puberty start with associated
hormonal surges, diet
Taxa: Bacteroides, Clostridium predominant

Central nervous
system

Afferent & efferent vagal nerve fibers

Prostaglandi

Sympathetic nerve fibers Dendritic cells
Serotonin T_g cells, B cells
Dopamine SCFA
Noradrenaline

GABA
Acetylcholine

An external
Object name]

Predendritic cells Hypothalamic pituitary axis
Antigen presentation cells IGF-1, GH
Tew T,17 cells SCFA
IgE & IgA production
MAMP
Immune system IL-10 Gut microbiome Growth

Proposed mechanisms of bi- and uni-dir from gut micr

While the exact of

hormonal axes and via mediation of many different cytokines, bioactive amines, microbe-associated molecular patterns (MAMP) and short chain fatty acids.

to various organ systems impacting child health and disease

ion are yet to be understood, these are the most commonly hypothesized pathways. Communication can occur along nerve fibers,




Step

s
E % « Perform enzyme activity and bile assays 1
. & « Prepare SSF, SGF and SIF stock solutions 2
I N F O G E ST g « Perform pH-test adjustment experiment 4

Rozwijanie mechanisglcznego zrozumienia wptywu struktury i

sktadu zywnosci na zdrowie cziowjeka w coraz wiekszym stopniu @ * Mix Food with SSF (1:1, (wt/wt)) 7-12

obejmujé symulacje trawienia w gérnym odcinku przewodu, < 8 «Include CaCl, (1.5 mM in SSF) 13

pokarmowego. Symulacije te wykorzystujg szeroki zakres rézne S A 2 h

warunki, ktore czesto majg bardzo mate znaczenie fizjologiczne, — * Add salivary amylase, if necessary (75 U/mL) 14

co utrudnia znaczaee porownanie wynikow. & * Incubate while mixing (2 min, 37 °C,pH7) 15, 16

COST INFOGEST.

Metoda zostata zaprojektowana do stosowania ze standardowym o o 5

3‘3’5‘3“:52 Iae%('jarata%ryngal E!X’;‘ag%;?%'aﬁ‘l{%€°{;‘§§§c o e & + Mix oral bolus with SGF (1:1 (vol/vol)) 17,18

Stosowania, o 80y 2acheciC szeroie g 2y dolel s ‘& * Include CaCl, (0.15 mM in SGF) 19

o ; 3

Jest to statyczna metoda trawienia, ktéra wykorzystuje state £ *Add pepsm,lgast\ju? lipase (2,000, 60 U/mL) - 20, 21

proporcje ) ) . . Incubate while mixing (2 h, 37 °C, pH 3.0)  22-24

trnzgc_zkl do plynéw trawiennych i state pH dla kazdego etapu

rawienia. - - =

go sprawlia,__is_ m?;ﬁd(a jest prosta w uzyciu, ale nie odpowiednia * Mix gastric chyme with SIF (1:1 (vol/vol)) 25,26
0 symulacji Kine | trawienia. o o

Korz);/stajqclz tej metody, probki zywnosci sqkpoddawane & * Include bile (10 mM bile salts) 27

asl
.

hase|| G

sekwencyjnemu trawieniu doustnému, zotgdkowemu i jelitowemu « Include CaCl, (0.6 mM in SIF) 28

trawieniu'w zotadku i jelitach, podczas gdm parametry fakie jak N = i

elektrolity, enzymy, zof¢, rozcienczenie, pH i czas trawienia sg * Add pancreatin (trypsin activity 100 U/mL) 29
« Incubate while mixing (2 h, 37 °C, pH 7.0 30-32

testinal

{

oparte na dostepne dane fizjologiczne.

Metoda ta moze by¢ stosowana do oceny punktow koricowych
wynikajgcych z trawienia zywnosci poprzez analize produktow
trawienia (np. peptydow/aminokwasow, peptydy/aminokwasy,
kwasy tluszczowe, cukry proste) i ocene uwalniania
mikrasktadnikéw odzywczych z matrycy zywnosci.

* Sampling procedure and sample
treatment (Table 1)

Sampling

Caly protokét moze by¢ zakoniczy¢ w ciggu ~7 dni, w tym ~5 dni
wymaganych do okreslenia aktywnosci enzymow.

SSF Simulated salivary fluid
SGF Simulated gastric fluid
SIF Similated intestinal fluid

Pepsin activity assay
Principle: hemoglobin plus H,O produces TCA-soluble tyrosine peptides when pepsin is applied.
Unit definition: one unit produces a AA280 of 0.001 per min at pH 2.0 and 37 °C, measured as TCA-soluble
products.
Substrate: 2% (wt/vol) hemoglobin in water at pH 2.
Enzyme solution: pepsin in 10 mM Tris buffer, 150 mM NaCl, pH 6.5. Before the assay, dilute it in 10 mM HCI at
concentrations ranging from 5 to 30 pg/mL.
Mix 500 vl Af hammanlahin with 1NN L) Af Anch mancin calidian I 2N cim Zmal N and inaiihata fAr 1N mnin ad 277 O
To stop ' Lipase activity assay
read the Principle: tributyrin plus H>O produces butyric acid and sn-2 monobutyrin when lipase is applied.
Unit definition: one unit releases 1 umol of butyric acid per min at 37 °C at the pH of the assay.
Substrate: tributyrin purity >99%.
Enzyme !
Assay SC Trypsin activity assay
Assay G principle: TAME plus H»O produces p-toluene-sulfonyl-L-arginine plus methanol when trypsin is applied.
Ina pH-< ynit definition: One unit hydrolyzes 1 pmol of p-toluene-sulfonyl-L-arginine methyl ester (TAME) per min at pH
wateren g1 and 25 °C.
maintain Substrate: 10 ™M TAME in LN
Enzyme solut Amylase activity assay
Mix 2.6 mL o Principle: Starch plus H,O produces reducing groups (e.g., maltose) when a-amylase is applied.
Unit definition: One unit releases 1.0 mg of maltose equivalent from starch in 3 min at pH 6.9 and 20 °C.
Substrate: 1.0 % (wt/vol) soluble potato starch in 20 mM sodium phosphate buffer with 6.7 mM NaCl, adjusted
o _to pH 6.9.
Enzyme solution: T mg/mL amylase in H,O.
Incubate 1 mL of substrate at 20 °C, add the enzyme solution (0.5-1 mL, with an estimated activity of 1 unit/mL)
and incubate at 20 °C for 3 min. Stop the reaction with a color reagent (96 mM 3,5-dinitrosalicyclic acid, 5.3 M
sodium potassium tartrate). Bring the volume to 1 mL with H,O, cap the tube and boil for 15 min. Add 9 mL of
H,0 and read the absorbance at 540 nm. Calculate the activity against a maltose standard curve.

assay solutiol




Praktyczne
wykorzytanie

Developing Gram-negative bacteria L

for the secretion of heterologous proteins

Lisa Ann Burdette'#, Samuel Alexander Leach?, Han Teng Wong>* and Danielle Tullman-Ercek?'®

Abstract

Gram-negative bacteria are attractive hosts for recombinant protein production because they are fast growing,

easy to manipulate, and genetically stable in large cultures. However, the utility of these microbes would expand if
they also could secrete the product at commercial scales. Secretion of biotechnologically relevant proteins into the
extracellular medium increases product purity from cell culture, decreases downstream processing requirements,
and reduces overall cost. Thus, researchers are devoting significant attention to engineering Gram-negative bacteria
to secrete recombinant proteins to the extracellular medium. Secretion from these bacteria operates through highly
specialized systems, which are able to translocate proteins from the cytosol to the extracellular medium in either one
or two steps. Building on past successes, researchers continue to increase the secretion efficiency and titer through
these systems in an effort to make them viable for industrial production. Efforts include modifying the secretion tags
required for recombinant protein secretion, developing methods to screen or select rapidly for clones with higher
titer or efficiency, and improving reliability and robustness of high titer secretion through genetic manipulations. An
additional focus is the expression of secretion machineries from pathogenic bacteria in the "workhorse" of biotech-
nology, Escherichia coli, to reduce handling of pathogenic strains. This review will cover recent advances toward the
development of high-expressing, high-secreting Gram-negative production strains.

Keywords: Protein secretion, Bacterial secretion systems, Recombinant protein
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Typ V - autotransporter

STypV

Autotransportery to bialka, kidre nie potrzebuja do sekrecji bialek z periplazmy dodatkowego
aparatu

Autotransporter skiada sie z:

N-terminalnej sekwencjl biatkowe],

domeny C-terminalne

wewnelrzne] domeny funkgionaine} V.

Mechanizm autotransportu nie wymaga dostarczenia energi z zewnarz




Typ V - autotransportery
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YadA
prototypowy TAA (Trimeric Autotransporter Adhesin)

»Pochodzenie:

 bakterie z rodzaju Yersinia (Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica).

» Czarna $mierc¢ — termin okre$lajgcy jedng z najwiekszych
epidemii w dziejach ludzkosci, panujgcg w XIV-wiecznej
Europie. Obecnie za jej przyczyne uwaza sie bakterie
Yersinia pestis (zwang tez pateczkg dzumy), powodujacg
dzume, na co wskazuje analiza DNA ofiar zarazy. Epidemia
czarnej $mierci wybuchta w Azji Srodkowej, by¢ moze
Chinach, skad przez jedwabny szlak w 1346 dostata sie na
Krym, skad prawdopodobnie rozniosty jg pasozytujgce na
zamieszkujgcych éwczesne statki handlowe szczurach
$niadych pchty. Szacuje sie, ze szerzgc sie w Europie i
okolicach Morza Srédziemnego, przyczynita sie do $mierci
(w zaleznosci od szacunkow) 30—-60% owczesnej populacji
Europy, ogdlnie za$ przyczynita sie do spadku
ogolnoswiatowej liczebnosci ludzkiej styl do poprawy] z 450
milionéw do 350—-375 milionow w XIV wiek




BadA

YadA

» Nalezy do biatek adhezyjnych.

»Za jego pomocg bakteria po przejsciu
przez btone Sluzowa jelita
przymocowuje
sie do powierzchni i infekuje organizm.

»Wigze sie z kolagenem, laming i
fibronektyna.
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Bacterial display

- Technika pozwalajgca na umieszczenie na
powierzchni bakterii bibliotek peptydow.

- W zamysle technika pozwala na powigzanie funkc;ji
biatka z genem je kodujgcym.

- Wykorzystywana do:
- identyfikacje powinowactwa
- mapowania epitopéw przeciwciat
- identyfikacje substratéw

- dostarczania szczepionek

region
.autochaperon” {acznikowy domena B

A

sekwencja ¢ ewnetrzna jednostka translokacyji
sygnalna N\




Podejscie klasyczne...

«Synteza nowo zaprojektowanych bialek poprzez wykorzystanie technologii
rekombinowanego DNA i chemiczng synteze kwaséw nukleinowych.

Kierunkowa
mutageneza

Oc¢zyszozanie

BIALKO

Charakterystyka




Podejscie

wspolczesne...

- Faldowanie  biatek -  proces
faldowania,  chaperony, biatka
patologiczne.

o Dynamika  bialek -  analiza

struktury, analiza dynamiki.

« Modelowanie konformagji biatek.
« Chemiczna synteza polipeptydow.

« Projektowanie modyfikacji biatek.

MozliwoSci. ..

« pozwala na zmiany i optymalizacje kluczowych wiasciwosci biatek:
- stabilnosci
- selektywnosci
« powinowactwa
« aktywnosci
« odpornosci na degradacje proteolityczng
« rozpuszczalnosé
« poziom ,ekspresji”

« dzieki metodom inzynierii mozna wyizolowac pojedyncze funkcjonalne domeny (najmniejsze
aktywne fragmenty) z

- wielodomenowych biatek

- opornych na hydrolize

- stabo rozpuszczalnych

- mieszaniny sfaldowanych/ lokalnie niesfaldowanych/ niesfatdowanych

« metody powodujace wzrost rozpuszczalnosci, stabilnosci i zdolnosci do krystalizacji moga
pozwoli¢ na wykorzystanie technologii upakowania (compaction technology) opartej na
usuwaniu z biatka nie-kluczowych luznych petli — w rezultacie otrzymuje si¢ mini-biatka o
lepszych wlasciwosciach terapeutycznych (biatka terapeutyczne, przeciwciata). Techniki te
wykorzystuje si¢ do rozwoju szczepionek antywirusowych i w badaniach nad lekami
przeciwko bakteriom




Ulepszony enzym...

Projektowanie Mutageneza

ﬁ ﬁ s

Ulepszony enzym...

Losowa mutageneza - biblioteki

Screening i selekcja

Transformacja

BIALKO




Poprawianie
stabilnosSci

« Na stabilnos¢ biatka wplywaja:

B aminokwas N koricowy
(Met, Gly, Ala, itp dtugie zycie;
Leu, Phe Lys, itp krotkie zycie)

« sekwencje PEST destabilizujace — sekwencje 10-60
AA w $rodku biatka bogate w Pro, Glu, Ser i Thr -
one Sq rozpoznawane przez enzymy
proteolityczne

o najprosciej zmieni¢ aminokwas N-koricowy -
wystarczy go dodac np. w trakcie PCR insertu

. znacznie trudniej zmieni¢ sekwencje PEST nie
wplywajac na funkcje biatka

.czasami  podniesienie  stabilnosci  biatka
owoduje, ze zaczyna si¢ ono nieprawidiowo
aldowac, co przy duzej nadekspresji prowadzi

do powstania cialek inkluzyjnych

Table10.2 N-Terminal Rule for Protein Stability

N-Terminal Residue Approximate Half-Life (Minutes)

Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val

120

lle, Glu, Tyr

30

Gin, Pro

10

Leu, Phe, Asp, Lys, Arg

2-3

Poprawianie
stabilnosSci

pOjawianie sie ciatek
inkluzyjnych oznacza
najczesciej, ze produkowane
biatko jest stabo rozpuszczalne
lub produkowane zbyt szybko

-w takiej sytuacji najlepiej

wprowadzié do systemu
dodatkowe czaperony, ktore
zapewnia prawidlowe
taldowanie




Poprawianie
stabilnosSci

« mostki dwusiarczkowe nie tylko determinujg
strukture tréjwymiarowa biatka, zapewniajg
takze jego stabilno$¢ i podnoszg odpornosé na
utlenianie (co w warunkach przemystowych czyli
pozakomoérkowych jest bardzo istotne) -
wprowadzenie dodatkowych mostkéw podnosi
stabilnos¢ biatka

. wprowadza si¢ dodatkowe cysteiny, ktére w
warunkach utleniajacych utworza mostek -
oczywiscie konieczna jest znajomosé
czwartorzedowej  struktury  bialka,  Zeby
wprowadzi¢ te aminokwasy w odpowiednie
miejsca

» zasadniczo im dluzsza petle tworzy mostek, tym
bardziej podnosi sie stabilnos¢

20
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Poprawianie
stabilnosSci

» mostki dwusiarczkowe nie tylko determinujg
strukture tréjwymiarowq biatka, zapewniaja
takze jego stabilno$¢ i podnoszg odpornosé¢ na
utlenianie (co w warunkach przemystowych czyli
pozakomoérkowych jest bardzo istotne) -
wprowadzenie dodatkowych mostkéw podnosi
stabilnos¢ biatka

. wprowadza si¢ dodatkowe cysteiny, ktére w
warunkach utleniajgcych utworza mostek -
oczywiscie konieczna jest znajomosé
czwartorzedowej  struktury  biatka, = zZeby
wprowadzi¢ te aminokwasy w odpowiednie
miejsca

- zasadniczo im diuzsza petle tworzy mostek, tym
bardziej podnosi sie stabilnosc

Tablell.2 Disulfide Stabilization of T4 Lysozyme

Protein Disulfide Bonds Present
3-97 9-164 21-142

Original

Stability as
Tm

419

Activity (%)

100

1

46.7

9%

48.3

106

52.9

0

57.6

95

2
3
4
5
6

58.9

0

65.5

0




Miejsce aktywne

» mozna zmieni¢ takze miejsce aktywne enzyn
specyficzno$¢ wiazania substratu albo kofaktora

» przyklad enzymy z grupy dehydrogenaz, ktére majq
kofaktory NAD lub NADP — majgq podobny mechanizm, Nav)
ale NAD jest uzywany przez enzymy szlakow degradacji  somn I»\/O
i w fancuchu oddechowym, natomiast NADP w @ i

reakcjach syntezy RO

o oH OH O

o strukturalnie réznig si¢ tylko grupa fosforanowa
przylaczona do pierscienia rybozy NADP — powoduje to
ze NADP ma bardziej ujemny tadunek a enzymy, ktére
go ,,uzywajq” majq wieksze kieszenie wigzace z dodatnio
natadowanymi aminokwasami.

20

-

Miejsce aktywne

o dehydrogenaza mleczanowa wigkszosci bakterii uzywa NAD ale nie NADP, w reakcji
przeksztatcania pirogronianu w mleczan

. W miejscu wigzania kofaktora znajduje si¢ ujemnie naladowany asparaginian (co wyklucza
wigzanie NADP) — jezeli zamieni si¢ go na obojetny (np Ser) enzym bedzie mégl zwigzaé oba
kofaktory. Jezeli zmienimy hydrofobowy AA w poblizu kieszeni na dodatnio naladowany (Lys
lub Arg) enzym bedzie preferowat NADP

« podobnie mozna zmieni¢ miejsce wigzania substratu — np. jezeli zamienimy trzy Ala na 3 Gly —
miesjce zrobi si¢ wieksze i bedzie moglto zwigzac czasteczke wigkszgq niz pirogronian. Jezeli
zamienimy reszty hydrofilowe (Lys i GIn) na hydrofobowe (Val, Met) miejsce stanie si¢ bardziej
hydrofobowe, Udowodniono, ze 5 i 6 weglowe ggviqzki moga by¢ substratami

_,
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« w enzymach miejsce aktywne buduje stosunkowo
niewiele AA

. pozostale stanowig tréjwymiarowe rusztowanie
odpowiedzialne za to, zeby odpowiednie reszty
znalazly si¢ w odpowiednim miejscu w przestrzeni

. bardzo czesto takie rusztowanie jest znacznie
wigksze niz trzeba — np. B galaktozydaza z E. coli ma
ok. 1000 AA, podczas gdy najmniejsze enzymy
hydrolityczne maja ok. 200-300 AA, co oznacza, ze
teoretycznie biatko to mogtoby by¢ znacznie mniejsze
co z przemyslowego punktu widzenia byloby bardzo
korzystne

. metodami typu phage display wybiera sie krotkie
fragmenty biatka o okreslonej funkgji a reszte usuwa

Original polypeptide chain

FOLDING

Active
site

ENGINEER
SCAFFOLD

Shortened chain

FOLDING
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Rekombinacja domen

« Iaczy sie domeny funkcjonalne z réznych biatek

« enzymy restrykcyjne - polaczenie domeny tnacej Fok
I z inng sekwencyjnie specyficzna domeng wigzaca
DNA. Fok I jest enzymem restrykcyjnym II typu z
domenami N koricowa ( rozpoznawanie sekwencji
DNA)i C koricowa (cigcie DNA). Sama domena
endonukleazowa tnie niespecyficznie, ale jezeli
polaczy sie ja z domeng rozpoznajacg sekwencjg, to
ona bedzie determinowad specyficznos¢ cietej
sekwencji

« bialko Gal4 jest aktywatorem transkrypcji u drozdzy.
Ma domene aktywujacq i rozpoznajaca 15 pz
sekwencje konsensusowq. Jezeli polaczymy ostatnie
17 AA koniec Gal4 z domena tnaca Fok I powstanie
biatko hybrydowe wigzace sie do sekwengji
rozpoznawanej przez Gal4 i przecinajgce DNA w tym
miejscu




Rekombinacja domen

. domene tnacg z Fok I faczono

takze z domenami typu palca
cynkowego (bialko moze mieé
wiele palcéw, kazdy wiaze trzy
pary zasad)

« przyklad — 90 AA domena z
trzema palcami rozpoznajaca
specyficznie 9 pz polaczona z
domeng nukleazowq Fok I

A) HYBRID Fokl Zn FINGER PROTEIN

Rekombinacja domen

f

Phusion DNA Polymerase

Oprocz klasycznej domeny odpowiedzialnej za powielanie/kopiowanie DNA
zawiera dodatkowg domene odpowiedzialng za wigzanie.
W wyniku tego polymeraza stabjiniej wigze sig¢ z szablonem.




Modyfikacja AA

B) pBpa ADDS A CROSS-LINKING SIT!

Wild-type
Gst

tutand - . GsT
ST *° homodimer
o |
Add pBpa R

o nienaturalne aminokwasy maja wiele réznych grup, np
p-benzoilo-L-fenyloalaniny w jedna pozycje enzymu S-transferazy
glutationu, powoduje dimeryzacje enzymu pod wpltywem swiatta UV

« w skali laboratoryjnej izoluje si¢ tRNA i podiacza do nich nienaturalne AA a
nastepnie dostarcza do sztucznego systemu translacyjnego

- na skale przemyslowa uzywa si¢ transgenicznych komorek, ktére maja juz
tRNA dla dziwnych AA — najczesciej po prostu tworzy sie tRNA wstawiajace

aminokwas w jeden z kodonéw stop
21
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Biblioteki

IBINANT PCR

- znane sg miliony sekwencji DNA, ktore koduja domeny i segmenty biatek o okreslonych funkcjach
» mozna tez zaprojektowac zupelnie nowa domeneg i zsyntetyzowac sztucznie kodujacy ja DNA

 fragmenty DNA dlugosci ok. 75 pz (25 AA) Iaczy si¢ razem technika PCR stosujac odpowiednio
przygotowane zachodzace na siebie stratery

o 16zne fragmenty mozna laczy¢ w sposéb zaplanowany [A] lub zupelnie przypadkowy [B] dodanie
sekwencji promotorowych i terminalnych spowoduje, Ze powstanie gen kodujacy nie istniejace w
przyrodzie bialko — nalezy przeprowadzi¢ screening, sprawdzi¢ aktywnos¢, wigzanie ligandow itp

21
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INSULINA boskoney
N vae e gul
dzis 100 tat temu

POCZATKI LECZENIA INSULINA:

X Insulina pozyskiwana byta z trzustek zwierzat 6’3

X Lek byt stabo oczyszczony
X Czesto pojawiaty sie powiktania skorne

X Lek byt niewystandaryzowany

(nie zawsze dziatat z taka sama sita) @
X Zastrzyki byty bolesne

X Nie dysponowano insuling bazalna i dopositkowa,
byt jeden lek, ktéry obnizat poziom cukru we krwi.

( INSULINOTERAPIADZISIAJ: )

Vv Insulina pozyskiwana jest metodami inzynierii genetycznej

v Dysponujemy insulinami o réznym czasie i poczatku dziatania
V Insuliny bez szczytu dziatania minimalizuja ryzyko hipoglikemii
Vv Insuliny analogowe zmniejszaja ryzyko przyrostu masy ciata
Vv Lek podawany jest w wygodny, praktycznie bezbolesny sposéb

v Powiktania skérne przy rotacji miejsc iniekcji nie wystepuja

POLSKIE
(G e & S, TZ® 2

Historia odkrycia

Do 1921

Cukrzyca chorobg $miertelng. Brak leku.

1889 — identyfikacja trzustki jako zrédta problemu
(Oskar Minkowski, Josep von Mering).

1910 — Edward Albert Sharpey-Shafer wskazuje
wysepki Langerhans'a jako wadliwg klase komorek
trzustki i insuline jako (fac. insula) jako zwigzek.




Historia odkrycia

1922 University of Toronto
Frederick Banting (Nobel 1923)
John Macleod (Nobel 1923)
Charles Best

James CO||ip F. Banting & C. Best (1924)

Nobel 1958 Frederick Sanger — sekwencja AA
Nobel 1977 Rosalyn Sussman Yalow -
radioimunologiczna detekcja insuliny

Nobel 1969 Dorothy Hodgkin — metody
krystalograficzne (struktura insuliny)

Pacjent 0 oEoam
Leonard Thompson (14)

11 stycznia 1922
Ekstrakt z trzustek ptoddéw cielecych - reakcja
alergiczna.

23 stycznia 1922
'Doczyszczony' ekstrakt nie powoduje efektow
ubocznych.




Produkcja

1922 odkrycie
1923 Eli Lilly, USA wprowadza pierwszg insuline do obrotu

1923 Nordisk Insulinlaboratorium, Dania rozpoczyna produkcje insuliny z
trzustki wotowej

Za date rozpoczecia produkcji w Polsce przyjeto rok 1924, %d_y w
Panstwowym Zaktadzie Higieny uzyskano pierwsze 315 000 jednostek
insuliny. Uruchomienie produkcji w oparciu o technologie opracowang w
Kanadzie odby#o_slgw latach 1928-1929. Polska byta czwartym krajem w
Europie (po Anglii, Danii i Niemczech), ktory uruchomit produkcje insuliny.

Po Il wojnie $wiatowej produkcja insuliny byta kontynuowana przez
Zjednoczenie Wytworni Surowic i Szczepionek ,,Biomed” w Warszawie.

1953 produkcja w zaktadach Polfy Tarchomin

Insulin sales kit, Eli Lilly and Company,
1940s




PANCREAS
GLANDS
Cut into strips.
to show original
structure.
These are now
processed
as further
described.

PANCREAS
GLANDS
Ground fine
in acid alcohol
water mixture
The liquid
is separated
from the glands
by filtration.

2

CRUDE ILETIN
(INSULIN, LILLY)

Filtrate from No. 2
isconcentrated and
material insoluble
in acid water
removed. Solution s
then saturated with

lletin (Insulin, Lilly).

3

CRUDE ILETIN
(INSULIN, LILLY)

Solution in water
of the precipitate
from No. 3 affer
further purification
by alcoholic
fractionation.




ILETIN
(INSULIN, LILLY)
This is the colorless
finished product in
oneof the commonly
used strengths.
This very highly
purified colorless
solution is obtained
through repeated
iso-electric
precipitation of
solution No. 4.

5

ILETIN
(INSULIN, LILLY)

This represents a
solution of pure
zinc-Insulin
crystals. The
crystals used have
been prepared
from lletin (Insulin,
Lilly) and zinc.

ILETIN
ULIN, LILLY

from
“Insalin Crystsls

Dlanaro

PROTAMINE,
ZINC & ILETIN (INSULIN, LILLY)

This product is prepared by
adding protamine, zinc, and
phosphate buffer to lletin
(Insulin, Lilly).




Bioton, Macierzysze pod Warszawg
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Bioton

Fabryka BIOTON w Macierzyszu pod
Warszawg to jeden z )
najnowoczes.mejsz%ch zaktadow
biotechnologicznych na swiecie. To w
niej powstaje insulina — zarowno
substancja Cﬁynna jak i gotowe formy
ieku. BIOTON produkuje insuling
najwyzszej jakosci na skale
komeércyjna, zapewniajgc pacjentom
bezpieczne i skuteczne leczenie
cukrzycy.

Posiadamy dwa zaktady produkcyjne;
Zaktad Produkeyjny Nr1 zaJmUéac sie
grodukcla form gotowych oraz Zaktad

iotechnologii —wytwarzajacy
substancje aktywng (API).

[Materiaty prasowe]

TARZANE

Insulina




Insulina
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Insulina
rekombinowana

Analogi ludzkiej insuliny
otrzymuje sie na drodze
modyfikacji genetycznej.
Rekombinowane sg komorki
drozdzy lub Escherichii coli.

Od ludzkiej insuliny analogi
réznig sie strukturg chemicznag
zwigzku, ktéra wptywa na
wiasciwosci farmakologiczne,
przyspieszajgc lub zwalniajgc
wchfanianie hormonu z tkanki
podskérne;j.

2. Secondary and tertiary structure 3. Quaternary structure
blood glucose serum insulin
mmol/L pmol/L
8.0 400
| glucose blood levels
a2 insulin blood levels J> I 350
126 7.0+ = starch*-rich food (*[glucose],)
5 ::::::: sucrose*-rich food (*glucose-fructose) L 300
651 i
108 6.01 250
55¢ r 200
90 5071 | 150
451
- L 100
72 401
r 50
35+ 5
3.0 0

mg/dL 7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00 21:00 23:00 1:00 3:00 5:00 7:00
fbreakfasl Tlunch Tdinner based on [Daly98]




Insulina
rekombinowana

human insulin gene plasmid (loop of bacterial DNA) bacterium
(ONA)

Scientists build the human insulin gene in the laboratory. Then they remove a loop of bacterial DNA
known as a plasmid and...

Insulina rekombinowana

plasmid (loop of bacterial DNA) recombinant
bacterium »p of bacterial DNA)

human insu
(DN#

human
insulin
gene

insert the human insulin gene

Researchers return the plasmid to the bacteria and...




Insulina rekombinowana

recombinant fermentation recombinant medicine insulin
bacterium tank bacterium purified
Bfe—— produce
& ’ = 7] insulin
=/ -
i !
There, the recombinant bacteria use the gene to begin producing human insulin. purify the substance for use as a medicine for people.

Insulina
rekombinowana f' Ageadin P pgieioiien
¢ s

Insert genes for ach
of the two insulin

Hakura et al. (1977) o

polyeptides next to a
highly expressed gene
Insulin gene I Insulin gene | for B-galactosidase.
. . . A subunit |\ B subunit
* Geny kodujgce taficuchy Ai B Antibiotic Antibiotic ~ ANy

resistance
gene l

umieszczone na _oddzielnych_ Dhae .
plasmidach pBR322;

* E. coli jako organizm

-~

A Transform E. coll with
T the recombinant

produkujgcy; e Loy,
. . . calls by their antibiotic ey
* Ekspresja pro-insulin resistance,

pofaczonych

z B-galaktozydaza; | e ein A | R ein®
* Usunigcie B-galaktozydazy. g?pun-vymequsm]
proteins.
* Rekonstrukcja funkcjonalnej <o <a

insuliny. ¥ ) Chemically remove nsuin | |
polypeptides from the ‘
. B-galactosidase protein. \
J— pes— |
A
Disulfide ~ Sowssssssssold Combine the

bridge  Active insulin

5]
~ polypeptides
to produce
functional insuiin.
|t L

13.12: David Melntyre




Lysate
supernatant

Y- ‘
% Induction . of D Cell lysis and recovery of IBs
— > D

~ Recombinant | Inclusion body (1B)
DNA plasmid . containing proinsulin

Fermentation fcon protes 0‘.':: Lysate pellet (1B, cell

debris, contaminant)
sulin

Proinsulin fusion .\,s on protein 1Bs pelle(
protein extraction (K d
U- U ‘ * KA
Washed pellet ('39 washing
CNBr cleavage IBs solubilization (18s) . .
oxidative 188 (D?"?" < Cell debris,
" 1t
Buffer exchange sulfitolysis contaminants
- - e -

— & — s ——
==
- Refolding Enzymatic

-
Proinsulin cleavage Insulin Insulin Formulation of
purification purification polishing purified insulin

Additives Functions Concentrations Example references

cora osmm

Oisrupts aman 1571) T
Hweng et ol (201)
Nitszon et ol 1930)
usn etal (z015)

2013)
Tikhonov et al (2001)

Cheerol | NA 3 Mackin (2018

Lysaeyme | Cleaves the backbone of peptidoglycan (Hwang et ol 2010) ooz Hwang et o (2010)
xim et ol (2015)
Son ctol 2009
" ]
oy
ozm Nilszon et o (1399)

Nacl Salubilizex imourity thrcugh onic nteraction (Richie 2012) s

oim Leng

osm ikiewscz et o, (2017

usn etal (z015)

Na Zimmerman and stokell
o0

Triton x. 2 02 ooo%

ides et ol (1295)
100

etrides et ol

™ Chen et ol 2019)
Hweng et L (z010)
xim etal. (2015

win etal. 2o11)
Son et al. (2009)

Tikhonov et al (2001)
Zietinskictal (2019)

S Castellonox-serra et ol
(1959)

Cowley and Mackin

7).

Na Zimmerman and stokell
o1

00s% Nitszon et o, (1950)

Zimmerman and stokell
210

A Zimmerman and stokell
@010

res . and Wingfield 2012 osm Hweng et ol (2010)
Petrides et sl 1995)
Kim et l. (2015

2 che: 2010

Cowley and Mackin (1957)

xim etal. (2015)

Minet . (2013
Son et al. (2009)

I “Tikhonovetsl 2oo))

aw (axel\mo Serractal
@




Duration of Temp pH  Sodium Sodium Molar ratio i ion during

oxidative sulfite (A)  tetrathionate (8) of (A):(B)  agent oxidative sulfitolysis (mg/mL)

sulfitolysis

40 min 37°C 87 04M 0.15M 261 7.5Murea 15-20 Tikhonov et al.
2001

1-2h RTP 85~ 01M 0.01 M2 1011 7 M GdnHCl NA Patrick and Lagu

8.7 (1992)

2-3h RTP 87 04M 0.15M 261 7.5Murea 15-20 Tikhonov et al.
2001

3h RTP 82 0.10M 001M 10:1 7Murea 50 Cowley and Mackin
1997)

4h 25°C |95 02M 0.02M 10:1 8Murea 10-15 Kim et al. (2015)

4h 258¢ 1 02M 0.02M 10:1 8Murea 10-15 Min et al. (2011)

6h NA 89 NA NA 21 8Murea 3 Castellanos-Serra
etal. (1996)

6h 37°C NA  08M 03M 261 8Murea 2 Nilsson et al. (1996)

12h 476 |95 02M 0.02M 1011 8Murea 10-15 Min et al. (2011)

12h NA 9-11 3% w/w 1.5% w/w 491 6 M GdnHCl NA Petrides et al.
1995)

12h (24 h for RTP NA 04M -5 = 8Mureaand6M 10 Redwan et al.

pretreated cells) GdnHCl (2007)

24-48h RTP 9.0 1.25g/gof  0.55g/gof sample  5.5:1 8Murea NA Astolfi et al. (2004)

sample

NA information not available, RTP room temperature

APotassium tetrathionate was used

Po.4 mM cystine, 1 mM copper sulfate pentahydrate, and 5 mM nickel (1) chloride hydrate were used

Insulina rekombinowana

E. coli

Brak modyfikacji potranslacyjnych (PTM), np.: glikozylacji,
fosforylacji, kompatybilnej proteolizy, formowania mostkéw

dwusiarczkowych.

Niski poziom ekspresji ze wzgledu na inne wykorzystanie

kodonéw DNA.

Degradacja biatek rekombinowanych przez natywne proteazy.

Akumulacja w ciatach inkluzywnych.




Insulina rekombinowana
Drozdzowe systemy ekpresji
np.: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris
Kompatybilne PTM.

Ekspresja w formie rozpuszczalnej.

Source E. coli E. coli S. cerevisiae P. pastoris

Destination of product Cytoplasm Secreted Secreted Secreted

Biomass cell dry weight (g/l) 80, in bioreactor with fed-batch culture = 1.2, in shake flask with batch culture ' 5, in shake Flask with batch culture 59, in bioreactor with fed-batch culture
Typical spec. growth rate (1/h) 0.08-0.12 not specified <033 <0.03

Typical spec. production rate (mg/gh) 14.2 3.4 0.21 0.375

Product concentration (g/L) 4.34 0.009 0.075 3.075

VProductivity (mg/Lh) 1,085 4.01 1.04 17

Reference [71] [72] [19] [73]




Insulin  Structure Action Host Manufacturer  Brands
type system
Human Identical to native human insulin Fast/short/intermediate/long-acting E. coli Berlin-Chemie Berlinsulin
insulin depending on formulation g
Bioton Gensulin
EliLilly & Co Huminsulin, Humulin
Landsteiner Bonglixan
Scientific
Sanofi Insulin Human Winthrop, Insuman
SciGen Ltd Scilin
Tonghua Dongbao | Gansulin
H. Wockhardt Wosulin
polymorpha
P.pastoris  Biocon Insugen
S. cerevisiae  Novo Nordisk Actraphane, Actrapid, Insulatard,
Mixtard, Monotard, Novolin,
Protaphane, Ultratard, Velosulin
Inhalable; Ultra rapid-acting E. coli MannKind Afrezza
Insulin Engineered: inversion of native B28-829 | Fast-acting E.coli Eli Lilly & Co Humalog, Liprolog
lispro roline-lysine sequence =
i RIS SR Sea Sanofi Admelog
Short-acting E. coli Gan&Lee Prandilin
Insulin Engineered: A 21 asparagine replacedby | Long-acting E. coli ACI Limited Glarine
glargine  glycine and B chain elongated by two —
skl Eli Lilly & Co Abasaglar, Basaglar
Gan&Lee Basalin
Getz Pharma Basagine
Incepta Vibrenta
Pharmaceuticals
Merck Lusduna Nexvue
Sanofi Lantus, Optisulin, Toujeo
Wockhardt Glaritus
P. pastoris | Biocon Basalog
Insulin Engineered: B28 proline replaced by aspartic | Fast-acting S. cerevisige  Novo Nordisk NovoRapid, Novolog, Fiasp
aspart acid
Insulin Engineered: B3 asparagine is replaced bya | Fast-acting E.coli Sanofi Apidra
glulisine  lysine and B29 lysine is replaced by glutamic
acid
Insulin Engineered: devoid of B30 threonineanda | Long-acting S. cerevisiae ' Novo Nordisk Levemir
detemir  C14 Fatty acid is covalently attached to B29
lysine
Insulin Engineered: devoid of B30 threonineand  Ultra-long acting S. cerevisige | Novo Nordisk Tresiba
degludec ioic aci lutamyl

spacer is conjugated to B29 lysine




