Inzynieria Biatek

Synteza bialek

Kierowanie bialek

Peptydy 1 biatka

» Tworzenie i utrzymywanie struktury.
» Kolagen.
» Histony.
» Transport.
» Hemoglobina.
» Prealbumin.
» Kanaly jonowe.
»Ochrona i obrona.
- IgG.
»Kontrola i regulacja.
» Hormony i ich receptory.
» Kataboliczne aktywatory .
»Kataliza.
»Ruch.
» Filamenty aktynowe.

» Przechowywanie.
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SzybkoSC procesu

Przepisanie DNA-mRNA to
kopiowanie informagji 1:1.
Przepisanie mRNA-AA to
ttlumaczenie informagcji na ‘inny
jezyk’.

»E. coli przeprowadza translacje w

tempie ok 40 aminokwasow na
sekunde.

Polypeptide

Doktadnosc procesu

DNA/RNA ]eSt kOdem Frequency of inserting

PROBABILITY OF SYNTHESIZING

AN ERROR-FREE PROTEIN

NUMBER OF AMINO ACID RESIDUES
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AA posiadajq fizykochemiczne 10!
cechy charakterystyczne i i
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zastgpowac.
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wartosci 107,
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Transportujacy RNA (tRNA)

»mRNA,matrycowy (informacyjny,
przekaznikowy) RNA - rodzaj RNA, ktérego
funkcjq jest przenoszenie informacji

genetycznej o sekwencji poszczegdlnych 24
polipeptydow z genow do aparatu ' m“jj"qi‘““‘“”:';‘jf?,,..
translacyjnego. D

tRINA to swoista czasteczka RNA ‘
rozpoznajgca odpowiedni kodon poprzez R
parowanie zasad typu Watson-Crick. '

' tRNA transferowe RNA - to czqsteczki
adapterowe, oddziatujqce ze swoistymi oementrve
kodonami i dostarczajgce aminokwasy w
celu ich wigczenia do taricucha
polipeptydowego.

Struktura tRNA

(@) 3
Cechy wspélne tRNA:

» pojedynczy taricuch 73-93 nukleotydéw (ca.
25 kDa);

1 OO>»—0

) , Amino acid
»7-15 nietypowych zasad na czasteczke (np. 3 acceptor stem

metylowe lub dimetylowe pochodne A, U, C
lub G);

»mniej niz polowa nukleotydow jest

A\
sparowana;
»koniec 5 wszystkich tRNA jest fosforylowany C<>-;7<

PG);

»aktywny aminokwas jest przylaczany do
grupy 3’ sekwencji CCA.

T loop
e

\ Variable
arm

»antykodon znajduje si¢ w petli bedacej w e @'C‘f;wdon
przyblizeniu w $rodku sekwengji
nukleotydowej czgsteczki tRNA. e

Anticodon

Figure G9.1a Instant Notes in Biochemistry (©2012 Garland Science)




Struktura tRNA

Niesparowane nukleotydy . o (;jb/
tworza 5 grup: e

E,‘ . 7(’{:\" 2.Conformation E:::i‘ base
» ramie antykodonowe; ??}f“cﬁ'é’ S~ o

» rami¢ D lub DHU zawierajace

cl» Variable

2'-0-methylguanidiner(m’G_J 7-methylguanidine (m'G)

dihydrouracyl; 3 4 L
- NTT N, 70701,0 NCoZ gy
» ramie T lub TyC zawierajace *Methyaredoase
O OH
pseudourydyne; 1structre
. . R R (0) O
» Tamie zmienne; p Ll I
*HBN—C—C\ +ATP =—*"HN—C—C—0— T—o — ribose — adenine + PP,
» ramie aminokwasowe. W ° ) o

Aminoacyl-adenylate
(Aminoacyl-AMP)

113016 {3 b320 [U2(9UE YOF62 1 BIOCHSWRI (63015 9AIIG 2CI6UCS)

Struktura tRNA

(b)

TyCloop —

Anticodon arm .

L

Anticodon
Anticodon loop — O

Figure G9.1b Instant Notes in Biochemistry (02012 Garland Science)
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Aminoacylo-t RNA

Poprawne sparowanie tRNA z
aminokwasem jest procesem
kluczowym:

»decyduje o poprawnym
odczytaniu kodu
genentycznego;

' przylaczenie aminokwasu
powoduje jego aktywacje.

Syntetaza aminoacylo-tRNA jest
enzymem aktywujacym.
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Syntetaza aminoacylo-t RNA

»Kazdy aminokwas posiada wtasna
syntetaze.

»Kazda syntetaza specyficznie

rozpoznaje aminokwas, ktéry aktywuje.

»Syntetazy posiadaja aktywnos¢
korekcyjna.

» W procesie korekgji wykorzystywane sg centra

acylujgce i hydrolityczne.

» Podwjne sito pozwala na odsianie aminokwaséw
wigkszych (centrum acylujace) i mniejszych
(centrum hydrolityczne).

»Syntetazy rozpoznaja tRNA na
podstawie réznych cech np. sekwengji
antykodonu.
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Syntetaza aminoacylo-t RNA

Anticodon recognition domain

Projekt - DNA

Exceptions 1o the standard code. The numbers in brackets refer fo the T,

transiatin taies used n GenBan EMBL databases lised below —r i 2. Nermal globin Sickle-cell globin
UUA terminator in Thraustochytrium mitochondrial code (23), initiation codon in | c .'. S gene [B’Ch&in] gene {B’Chaln)

protozoan code and code (4),

UG initiation codon in standard (1), bacterial (11) and some mitochondrial codes

(45,13),
UCA  terminator in Scenedesmus obliquus mitochondrial code (22), 'J CcA G
UAA  Gin in ciliate nuclear code (6); Tyr in alternative flatworm mitochondrial code, c*

{cthAanc} 5ICCTGITGGAG:]
IIGGACTCCTC!T 3iGGACACCTC:]

(14): Pyl (pyrrolysine) in Archaea (Methanosarcinaceae) decoded

by PyHRNA, \

UAG  Gn in ciliate nuclear code (6,15); Leu in Chiorophyceae, and Scenedesmus \ G
mitochondrial codes (16,22) A

UGA Trp in mitochondrial codes (2,3.4,5.9,13,14.21); Cys in euplotid nuclear code
(10); Sec (selenocysteine) depends on a presence of SECIS
(SElenoCysteine Insertion Sequence) element in MRNA,

CUU  Thrin yeast mitochondrial code (3).

CUC  Thrin yeast mitochondrial code (3),

CUA  Thrin yeast mitochondrial code (3). |

CUG  Thrin yeast mitochondrial code (3);in alterative yeast mitochondrial code

(12); initiation codon in standard (1) bacterial (1) and some mitochondrial
codes (4,12),

initiation codon in bacterial (1) and some mitochondrial codes (2.4,5,23),
initiation codon in bacterial (1) and some mitochondrial codes (2.4.5),

Met in mitochondrial codes of vertebrates (2), yeast (3) and some
invertebrates (5,13,21); initiation codon in bacterial (1) and some
mitochondrial codes (2,3,4,5,13).

Asn in flatworm (9,14,21) and echinoderm (9) mitochondrial codes,
terminator in vertebrate mitochondrial code (2); Gly in ascidian mitochondrial
code (13); Ser in mitochondrial codes (5,9,14,21),

terminator in vertebrate mitochondrial code (2); Gly in ascidian mitochondrial

E5E

B B2

code (13); Ser in mitochondrial codes (5,9,14,21),
GUG  initiation codon in bacterial (11) and some mitachondrial codes (2.4, 5)

Translation

—Pro —Glu—=Glu—  —Pro —{Val~Glu~—

N utation




Ramki odczytu

3 e
mRNA odczytywane jest Codan — ™
tripletach od korica 5'. L3
Triplet AUG jest |
identyfkowany jak poczatek
sekwengji.

OREF (ang. Open Reading Frame)
to otwarte ramki odczytu czyli
wszystkie mozliwe kombinacje
w jakie mozna odczytac
mRNA.

Rybosom

To molekularna maszyna koordynujaca prace trzech
elementéw:

'mRNA;
tRNA;
»enzymow.

Celem jest produkcja polipeptydéw.

Rybosom E . C Ol Z sklada sie z:
»kwaséw rybonukleinowych;
»biatek;

»ma mase okoto 2600 kDa;

podjednostka 30S podjednostka 50S rybosom 708

»$rednice 25,0 nm;

»wspodtezynnik sedymentacji 70S. boglequoaiy boqe

» Stata sedymentacji Svedberga jest to wspotczynnik okreslajgcy
szybkos¢ poruszania sig czqstek koloidalnych pod wplywem sit
odsrodkowych w ultrawiréwkach
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MW 2,500,000 MW 4,200,000
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! 14 % 160
nudleotides 2900 1540 ; : 1900
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4700
nucleotides
34 proteins 21 proteins -49 proteins -33 proteins
PROCARYOTIC RIBOSOME EUCARYQTIC RIBOSOME

Figure 6-63 A comparison of procaryotic and eucaryotic ribosomes. Despite differences in the number and size of their
rRNA 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.

) | V C)

Elementy funkcjonalne

» A - miejsce wigzania
aminoacylo-tRNA.
» Miejsce , gdzie w czasie elongacji zostaje

zwigzany wprowadzony
amninoacylo-tRNA.

lochemistry (52012 Garland Scnce)

» P - miejsce wigzania
peptydylo-tRNA. T

®)

» rejon, gdzie zostaje zwigzany tRNA wraz z
rosngcym faricuchem polipeptydowym.

»E - miejsce wyjsScia.

» rejon, gdzie tRNA, ktéry odegrat juz swoja
role w translagji jest uwalniany z rybosomu.

E site




The Nobel Prize in Chemistry
2009

Venkatraman AdaE.
Ramakrishnan Thomas A. Yonath

Steitz

Inicjacja translacji

Kodonem inicjujgcym (kodonem
‘start”) jest AUG.

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

M e ..
RNA Vet czyli inicjatorowe tRNA; Shine-Dalgarno sequence N

f (ribosome binding site) Initiation codon
ARNA Met’_ 5—  AGGAGGU AUG

m 3-10nt

U eukariotow sekwencja
Shine-Dalgarno dodatkowo ‘kieruje’
mMRNA w kierunku 16S rRNA.

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




Inicjacja translacji

»Etap 1

» wigzanie czynnikéw inicjujacych (IF1, IF3) do mniejszej
podjednostki (30S) rybosomowej,

» mRNA wigze si¢ z rybosomem poprzez sekwencje
Shine-Dalgarno,

»Etap 2

» inicjatorowy tRNA, N —f ormylometionina, wigze sie z

IF2 i GTP (fMet tRNA Y *!/IF2/GTP),

» kompleks mRNA z podjednostka 30S taczy si¢ z wczesniej
utworzonymi kompleksami,

» czynnik IF3 zostaje uwolniony tworzac kompleks
inicjujgcy 308,
»Etap 3
» jednostka 50S taczy sie z kompleksem inicjujacym 30S,

» uwolnione zostajg czynniki IF1 oraz IF2 i zachodzi
hydroliza GTP w efekcie czego powstaje kompleks
inicjujacy 70S.

308 Ribosomal subunit

Initiation factors IF-1, IF-3
F mRNA

-

}/ Met-tRNA,"IF-2/GTP

fMet

3" mRNA

i
o we Ny

\\_/\/

308 Initiation complex

IF-1,IF-3

50S ribosomal subunit

IF-2, GDP

Esite Psite Asite
708 Initiation complex

Figure H2.3 Instant Notes in Biochemistry (©2012 Garland Science)
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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 wigza si¢ z rybosomem.

UAC
AGA AUG UCC GAGCCAGCA

Ser-ANA™/EF-TWGTP
Step 1: Aminoacyl-tRNA binding

tothe A site
EF-TW/GDP

C
AGA AUG UCC GAGCCAGCA

Esite Psile Asite

Step 2: Peptide bond formation

UAC AGG
AGA AUG UCC GAGCCAGCA
EF-G/GTP

Step 3: Translocation
EF-G,GDP + P,

UAC AGG
——AGA AUG UCC GAG CCAGCA

Esite Psie Asite

Figure H2.4 Instant Notes in Biochemistry (©2012 Garland Science)
LIANke H3'¢ [U2(9U¢ 1OF62 1 BIOCPEWIREA (0301 5 @IL|SU] 2CIGNCE)




Regeneracja czynnika elongacyjnego

Cykl wymiany EF-TU - EF-Ts

EF-Ts GTP

GDP EF-Ts

Terminacj a

W momencie napotkania kodony
‘Stop” w miejscu A do miejsca
aktywnego A wigze si¢ jeden z
dwoch czynnikéw uwalniajgcych
(RF1 lub RF2).

Po utworzeniu kompleksu z RF3 i
GTP z rybosomem
peptydylotransferaza przyltacza
czasteczke wody do teminalnego
aminokwasu.

RF1 rozpoznaje UAA i UAG.
RF2 rozpoznaje UGA.

Release factors bind
(RF-1+RF-3 or RF-2-+RF-3 depending
on the specific termination codon)

Ha Peptiayl transferase
transfers the polypeptide
BE to a water molecule

AACUCGCGAUAGGUG

Figure H2.6 Instant Notes in Biochemistry (©2012 Garland Science)
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Synteza biatek u eukariotow

Prokaryotes @ &

*Rybosom eukariotyczny 80S vs. [~ S
rybosom prokariotyczny 70S SN { N GO

subunit /\> tttttttt
ws
» mRNA monocistronowy vs.
policistronowy
Table 1. Comparison of protein synthesis factors in prokaryotes and eukaryotes
. . . . . oo Prokaryotic Eukaryotic Function
»czynniki inicjacji elF vs. IF ition factors
IF-1,1F-2, IF-3 At least 13 initiation factors; so far Individual factors have
. . Met identified: elF-1, e-IF-1A, elF-2, elF-2B, functions that differ between
- elF-3, elF-4A, elF-4B, elF-4E, elF-4F, prokaryotes and eukaryotes
’ metlonlna (Met tRNAl ) US' elF-4G, elF-4H, elF-5, elF-6 (see the text)
_ 1 1 Elongation factors
N fomylometlonlna EF-Tu eEF-Ta Aminoacyl-tRNA delivery to
ribosome
. EF-Ts eEF-1By Recycling of EF-Tu or eEF-Tat
» skanowanie mRNA vs. o g .

Termination factors
RF-1, RF-2, RF-3  eRF-1, eRF-3 Polypeptide chain release

Shine-Dalgarno

Synteza biatek u eukariotow

Inicjacja
.Kompleks preinicjujgcy

Met

- 40S/ Me’ttRNAi /elF2/GTP

» Wigzanie mRNA poprzez czynnik elF4F (kOﬂ’lpl@kS wzqzqcy k&lp) i eIF3 oraz biatko
wigzqgce si¢ z poli(A)

» Skanowanie 5’->3’

- Wiazanie jednostki 60S i utworzenie kompleksu inicjujgcego 80s

Elongacja

»elongacja wymaga czynnikéw elongacyjnych eEF1lo, eEFISy i eEF2

Terminacja

»czynnik eRF rozpoznaje wszystkie kodony stop




Translacja

Kieroswaniehiatek

ktorego nowo zsyntetyzowane

biatka kierowane sg do
odpowiednich miejsc w
komorce badz poza nia.

Bialka moga by¢ kierowane:
.cytozoluy,

mitochondrium,

lizosomu,

‘peroksyzomu,
.chloroplastu,

jadra,

‘wbudowywane w btone
komoérkowa zewnetrzng bun
wewnetrzng,

(b)

Cell wall Vacuole Smooth endoplasmic
reficulum
Plasma
membrane
i Q/
Chloroplast ﬁ Peroxisomes
e =
00
Nucleolus DB o Mitochondrion
00&opp
Nuck
Rough
endoplasmic Golgi -
reticulum

Figure A2.1 Instant Notes in
LIANLG YS'] [U269UE OF62 U

hemistry (©2012 Garland Science)
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Mechanizm transportu u

eukariotow

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

»biatka, ktérych docelowe miejsce jest poza ER
wychodza w pecherzykach odrywajacych si¢ od ER
gladkiego i systemem pecherzykowym przechodza

przez aparat Golgiego (wchodza od strony C is
wychodzg trﬂnS). Po stronie [7AMNS biatka sa

segregowane i sortowane do odpowiednich
kompartymentéw.

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

»biatka blony komérkowej wedrujg do niej w
pecherzykach transportujacych.

»bialka lizosomowe dostajq si¢ tam poprzez
pecherzyki — pézne endosomy.

uuuuuuuu
MMMMMM

Sekwen

to sekwencja aminokwaséw o
diugosci 13-35 reszt o
charakterze hydrofobowym.

.Peptyd sygnatowy powstaje
na koricu N-biatka

Do peptydu wiaze si¢ czgsteczka
rozpoznajgca sygnat (SRP, kompleks
75 RNA i 6 biatek)

»Receptor SRP zwiqzany Z translokonem
kieruje biatko do wnetrza ER.

Peptyd sygnatowy zostaje
obciety po wewnetrznej
stronie ER przez peptydaze

Hlﬁy%gl% f}ptyds%%yalowa

@® SRP

H SRP receptor

HH Protein-translocon complex

Signal
Signal peptide peptidase

istry (©2012 Garland Science)
..... (63045 @S15q 2c16UCs)




Mechanizm transportu u
eukariotow

denvage
ST Ln Lew Les Val Lew Lo Ty Ala Phe Val A[Gf Asp Gin

in Met Ala Lo Top Mee[g]Lou Leu Pro Leu Lew Al Leu Lew Ala Lo T Giy Bro Asp Pro Al Ala[Al] Phe Val -

»Sygnat transportu do ER zawsze sklada si¢ z
hydrofobowego rdzenia poprzedzanego przez -
jedna lub wiecej reszt zasadowych. Droophit slue

ne Mot Met Ala Alu Gly Pro[Ag)Thr Ser Lew Leu Leu Ala Phe Ala Leu Leu Gy Leu Pro Trp Thr Gin Val Val G Ala Phe

Met{Tzz) Phe Lew Vel Asm Val Ala Lea Val Phe Met Vel Val Tyr B Ser Tyr T

Mooy Lo Val Val Ala Val Tie Ala Cys Mot Lo Tl Gy Phe Ala Asp Pro Ala Ser[GIJ s Ly
» Miejsce ciecia bezposrednio poprzedza

aminokwas polarny, albo taki z bardzo matym

faricuchem bocznym.

Do rozpoznania sekwencji sygnatowej potrzebne Q) \l

sgq dwa sktadniki: ( S (ree ribosomal

subunits f\{

.SRP (czasteczka rozpoznajaca sygnat)
p ) Y8

CYTOSOL

. 1’€C€pt01’ SRP (system ten jest obecny we wszystkich

komorkach eukariotycznych wiec jest bardzo stary ewolucyjnie)

Czasteczka SRP ma duza hydrofobowg kieszeri,
ktéra wigze peptyd sygnatowy. W kieszeni
znajduja si¢ metioniny, ktére majq nierozgateziony,
elastyczny boczny faricuch — dzigki temu kieszen
jest plastyczna i moze zwiazac peptydy sygnalowe
réznigce si¢ wielkoscig, sekwencja i ksztaltem —
polypeptide chain

(zasteczka rozpoznajgca sygnal

(SRP)

>
8

>

+0>»CrCODCO>00c000000

SRP sktada sie z czgsteczki 7S RNA
i szesSciu biatek.

g

>0
I le “llessas
- 0co0r00»0005 7
[ 3

g
8
00-+0ECRO>00>0020000000, 5
el 1 lllasie i

»7S RN A sktada sie z ok. 300 nt i i o
przyjmuje strukture SETRT owmw S

drugorzedowy; wht

- Podjednostka Alu "
odpowiedzialna jest za
zablokowanie translacji; =

»Duza podjednostka (LS) o
odpowiedzialna jest za
rozpoznawanie sygnatu i
wiazanie z receptorem blonowym;

120 A GTPase and SRP receptor
binding site
L

25 nm

°

0000C0-C000>0E>>00C000 03 C

L—— Large Subunit (LS} ————— “——— Alu Subunit ——!




(zgsteczka rozpoznajgca sygnal

(SRP)

- Czasteczka SRP wiaze odstoniety peptyd sygnatowy oraz rybosom, powodujac zahamowanie translacji.

» W btonie ER obok translokazy znajduje si¢ receptor SRP, zbudowany z dwéch taricuchéw polipeptydowych, ktéry wigze kompleks

SRP-rybosom i kieruje go na tranzlokaze.

»Nastepuje rozluznienie potaczenia SRP, jego receptora i rybosomu w wyniku czego pozostaje tylko rybosom zwigzany z
translokaza.

» Translokaza wciaga peptyd sygnatowy w por znajdujacy si¢ w blonie i przeciska przez dwuwarstwe lipidowa.

» Zaréwno biatko SRP jak i oba taricuchy receptora maja domeny GTPazowe, wigc rozluznienie catego kompleksu odbywa si¢ na

koszt hydrolizy GTP.

»Czasteczka SRP jest wielokrotnego uzytku — po uwolnieniu moze zwigzac kolejny rybosom.

¥ B”‘:gws‘gr?/:fﬂp -7, SRP AND SRP RECEPTOR
PEPTIDE CAUSES i DISPLACED AND RECYCLED
SRP-BOUND

S A PAUSE IN 4

{ Vi RIBOSOME o

TRANSLATION 4 arTachesTo A0

. ) SRP RECEPTOR 4

G IN ER 3

MRNA / MEMBRANE & ; TRANSLATION :
signal sequence < 5

on nascent i
polypeptide SRP

CONTINUES AND
CYTOSOL

TRANSLOCATION,
BEGINS

ER LUMEN

protein SRP receptor protein
translocator in rough ER membrane

Kierowanie bialek

Transport kotranslacyjny:

»synteza w szorstkim ER;

» transport rownolegle z synteza
biatka;

5

Transport potransplacyjny:

} 4
»wolne rybosomy w sy e oy
(A) TRANSLOCATION (B) TRANSLOCATION

cytoplazmie;

'najpierw synteza potem
transport (biatko jest
kompletne);




Transport ko- vs. po-translacyjny

» Wszystkie biatka sg syntetyzowane na
tej samej puli rybosoméw — niektére po
prostu zostaja w cytoplazmie a niektére
sq wigzane z ER.

» Jezeli z sekwencjg sygnalowa zwigze
sie SRP (ang. Signal Recognition

Peptide) - rybosom wedruje do btony
ER.

» Czasteczka mRNA jest trwale zwigzana
z ER jako, ze jest integralng czescia
rybosomu (lub polisomu).

»Rybosomy, ktore koriczg synteze
rozdysocjowujq na podjednostki i
wracaja do wspdlnej puli podjednostek
w cytoplazmie.

mRNA encoding a cytosolic protein
remains free in cytosol free polyribosome

in cytosol

5 o
— ?‘m
;
FREE RIBOSOME CYCLE )

common pool of ribosomal
subunits in cytosol

MEMBRANE-BOUND RIBOSOME CYCLE
¥
- 2 B >

mRNA encoding a protein
targeted to ER remains
membrane-bound

% SRP CYCLE
.
2
ER \\ h

sequence

polyribosome bound to ER
membrane by multiple
nascent polypeptide chains

(A) ER membrane

Transport ko- vs. po-translacyjny

Model wyjasniajacy transport biatka z
jedna helisg transbtonowa.

»biatko takie zostaje wbudowane w bloneg
ER (np. biatka integralne btony);

.sekwendja sygnalowa -poczqtek

tmnslokacji, na N koricu funkcjonuje
jako sygnat startu translokacji, biatko
posiada drugi sygnat wewnatrz sekwencji

- koniec translokacji.

»wszystko przebiega tak jak poprzednio,
ale kiedy sekwencja stop wejdzie do
tmnslokazy, peptydaza sygnatowa
odcina sekwencje startu, translokaza
zmienia swoja konformacje i wypuszcza
polipeptyd bezposrednio do dwuwarstwy
lipidowej

start-transfer
sequence o

stop-transfer
sequence

CYTOSOL

ER LUMEN \ :
hydrophobic hydrophobic _

stop-transfer-  start-transfer- signal

peptide- peptidase

peptide-
binding site binding site

translocator protein




Biatka sekrecyjne

U eukariotow

»synteza zachodzi w szorstkim
rektikulum endoplazmatycznym
(RER)

 faldowanie zachodzi w
Swietle RER

»w aparacie Golgiego (kompleksie
Golgiego) bialka ulegajq dalszej
modyfikacji (np. glikozylacja)

Vesicle fusing
with plasma
membrane

Vesicle
budding

o

Biatka blony komoérkowe;

Podobnie jak biatka sekrecyjne po
translacji biatka btonowe trafiajq do
aparatu Golgiego ale w zwigzku ze
swoim przeznaczeniem nie opuszczajq
one blony od momentu syntezy do
momentu wbudowania.

Orientacja biatka w blonie jest
zdeterminowana juz w momencie syntezy.

Sekwencje topogenne (sekwencje sygnatowe
przy koricu N, wewnetrzne sekwencje
sygnatowe i sekwencje kotwiczqgce)
determinujq sktad jakosciowy i iloSciowy
biatek bonowych.

Vesicle fusing
with plasma

Vesicle
membrane

budding

" o~ 11T

Vesicle Vesicle

Golgi




Bialka blonowe

(a)

N
Signal peptidase
Y LUMEN
N | 1C —>
Signal Stop-transfer
peptide sequence ER MEMBRANE
c CYTOPLASM
(b)
Ny 16 —» < LUMEN
Signal
peptide ER MEMBRANE
N
CYTOPLASM
(©
Stop-transfer sequences LUMEN
N = E 1C —» ER MEMBRANE
Signal Internal
peptide signal N ©  CVIOPLASM
peptide
) Ssignal
peptidase Transamidase
l N
Y
N G —
Signal GPI addition GPI LUMEN
peptide sequence

ER MEMBRANE

CYTOPLASM
Figure H4.4 Instant Notes in Biochemistry (02012 Garland Science)
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Biatka rektikulum
endoplazmatycznego

Bialka ER odpowiedzialne sa miedzy innymi za kontrole
poprawnosci fatldowania.

Do tych bialek naleza cheperony.

C-terminalny sygnat retencji (KDEL=Lys-Asp-Glu-Leu) pozwala
pozostacé/powrdcié tym biatkom do ER.




Bialka lizosomowe

Mannozo-6-fosforan przylaczany
do biatek lizosomowych jest
odpowiedzialny wraz z
blonowym receptorem
mannozo-6-fosforanowym za
kierowanie biatek do

Mannose
6-phosphate

receptor Receptor-mediated

Oé(‘ endocylosis
!
/

Plasma
membrane

Golg\

Ribosomes

lizosomow. f;i@iﬁ:;’
Inng droga kierowania biatek @
do lizosomu jest droga zbierania Cosons
(ang. scavenger pathway) 1 proces = Zz”hz‘;;iaw ec 3;275:"” jd)
endocytozy kierowanej receptorami.
Lysozomal Storage Dieseses.
Bialka mitochondrialne 1
chloroplastowe
(a)

Outer merorane  Intermembrane space
Biatka moga by¢ kierowana do: e
» zewnetrznej bfony mitochondrialnej, membrane
» wewnetrznej bfony mitochondrialnej, =il
» przestrzeni miedzyblonowej, e
 matriks, ra-cicohimemuimsiucsmn presie Zwi'w .
a w chloroplastach dodatkowo: %/
»blony tylakoidowej, / .
» przestrzeni tylakoidowe;j. W/ ) cvTosoL

Podobnie jak w przypadku biatek sekrecyjnych

kierowanie nastepuje poprzez peptyd -

sekwencje kierujgcq polipeptyd bogaty

w reszty seryny, treoniny i dodatnio

natadowanych aminokwaséw.

Protein channel (translocon)
crossing both membranes
at a contact site

OUTER

R
MITOCHONDRIAL .
MEMBRANE

Receptor

protein
INNER ‘”7 rgAsucc;cohondna\
MITOCHONDRIAL
MEMBRANE

Matrix-targeting signal

@ cleaved by protease

MATRIX




Biatka jadrowe

Btona wewnetrzna i zewnetrzna
jadra zawiera 3000-4000 porow
jadrowych.

Kazdy z poréw zlozony jest z
okoto 100 biatek
zorganizowanych heksagonalnie.

O ile mate czasteczki moga
‘swobodnie” przemieszczac sie
przez pory to biatka wymagaja
sygnatu lokalizacji jqdrowej
bogatej w lizyny i argininy oraz
proling.

(@)

Plasma membrane

\

Cytosol Secretory

vesicles

Nucleus
Golgi
Nucleolus
Mitochondrion
Rough

endoplasmic

reticulum

Gilium

Lysosomes ’

. Peroxisome
Smooth endoplasmic
reticulum

Figure A2.1a Instant Notes in Biochemistry (52012 Garland Science)
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Leficnnuw

Mechanizm transportu u prokariota

| Sec

Istnieje mozliwos¢ transportu w trakcie translacji
(kotranslacyjnie).

» N koniec biatka jest rozpoznawany przez maszynerig transportujaca
w poprzek biony.

» Bialka eksportowe maja na koricu N sekwencje liderowg (sktadajaca
sie z czesci hydrofilowej na koricu N i przylegajacej do niej czesci
hydrofobowej)

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

» Bialka, ktére majq by¢ przetransportowane przez blong sq
oplaszczane czaperonem (biatkiem opiekuriczym) SecA.

» SecA rozpoznaje biatko SecB (peryferyjne biatko btony o charakterze
ATPazy).

» Nastepuje hydroliza ATP i transportowane biatko jest przekazywane
SecE i SecY

» Pierwsze 20 aminokwaséw transportowanego biatka zostaje
wpompowane do kanatu blonowego a dalszy transport odbywa sig¢
na koszt potencjalu elektrycznego istniejacego w poprzek blony

Inner membrane proteins s

Met r Leu Val Leu Ah Ser Val Ala Val Ala Thr Leu Val Pro Met Leu Ser Phe Ala’Ala Glu

Met Leu Leu Phe Ala lle Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser'Ala Glu

Phage fd, major
coat protein

Phage fd, minor
coat protein

Periplasmic proteins
Alkaline phosphatase  Met Bln Ser Thr lle Ala Leu Ala Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr Pro Val Thr Lys Ala" Arg Thr -

Leucine-specific ‘
binding protein Mt 1; Asn Ala |r Te Tie Ala Gly MetTe Ala Leu Ala Tle Ser His Thr Ala Met Ala’ Asp Asp -

B-Lactamase of .
pBR322 Met Ser Iie Gin E}’hu E’an Ala Leu lle Pro Phe Phe Ala Ala Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro -
Outer membrane proteins

Lipoprotein Met a Thr m[.eu Val LeuGly Ala Val lle Leu Gly Ser Thr Leu Leu Ala Gly' Cys Ser -
LamB Leu m Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Ala Gly Val Met Ser Ala Gin Ala Met Ala"Val Asp
OmpA Met Met Lle Thr Met Ala Tle Ala lle Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala"Ala Pro

A
Periplasm e *

B ses
N, e s

2 N o
Jdesets ate ©° -

o ss o \ ADP
Unfoldex
protein
Signal
peptide SecB
SRP-mediated Sec-mediated
cotranslational post-translational
Sec pathway

26c bagumel




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 archei.

W przeciwieristwie do Sciezki Sec
biatka transportowane w formie
sfatdowanej. Tat pathway

195 bagpmsal

Transport kO- VS. po-translacyjny -
Podsumowanie

W transporcie ko- i potranslacyjnym uzywane sa podobnie zbudowane translokazy.
»w kotranslacyjnym rybosom wiaze sig z translokaza Sec61 na blonie ER.

» potranslacyjny transport u eukariontéw — z Sec61 zwigzane sa takze Sec62,Sec63, Sec/1 i
Sec72 ; do transportu niezbedna jest czasteczka BiP - wigze si¢ ona z przewlekanym przez blone
polipeptydem i odlacza na koszt ATP (dziata troche jak zebatka).

» potranslacyjny transport u prokariontéw — kompletne biatko jest wigzane z translokaza przez biatko

S €CA ktore jest ATPazg; na koszt hydrohzy ATP zmienia si¢ konformacja SecAiw kazdym cyklu do
kanatu wpychane j o

CO-TRANSLATIONAL

TRANSLOCATION POST-TRANSLATIONAL TRANSLOCATION
"
SRP receptor secs26371.72 N\
b \
.
CV'OSOL cyTOsS0L 1— 28R yrosoL
|
ER LUMEN ER LUMEN EXTRACELLULAR
SPAC
Sech1 complex
m

BACTERIA
ARCHAEA

EUCARYOTES EUCARYOTES BACTERIA
(A (8) ©




Modytikacje potranslacyjne

» Pierwsza modyfikacja — odcigcie

N-formylometioniny o pres
specyficzng peptydaze.

Epigenetic fe "
»50% bialek eukariotycznych ma grupe aminowq z korica N sy

acetylowana. ﬁ

» Usuwanie sekwencji liderowej, sygnatowej. >200 known post-transiational

Transcription  Processing Translation | modifications

: —> — »> | [Fromon] (eg. fation, glycosylati
»Modyfikacje indywidualnych aminokwasow: o i L=l | =3 é} o o g
X Effects.
+ grupy hydroksylowe (Ser, Thr, Tyr) - fosforylacja; T T T \
Glu, Asp — dodatkowe grupy karboksylowe; m’ww ::L ook s Lp . mmw haiite,
. (eg. atemative spicing,  Transiational Tocalisation, acthty, etc)
Lys — metylacja; altemative polyadenylation, compartmentalisation)
RNA editing)
» fosforylacja; X
» glikozylacja;
» metylacja;

» N-acetylacja;

» nitryzylacja;

» lipidyzacja;

» SUMOilagja;

»Podziat w zaleznosci od mechanizmu:
kowalencyjne przytaczanie grup funkcyjnych;
proteolityczne cigcie faricuchéw polipeptydowych;

chemiczne modyfikacje faricuchéw bocznych aminokwasow;

Modytikacje proteolityczne




Jak wiele biatek?

Skiadanie biatek zwane inaczej
splicingiem biatek to modyfikacja
potranslacyjna, w ktorej
przeptyw informacji z genu do
jego produktu biatkowego jest
modulowany w sposéb
pozwalajacy na powstanie
dwoch funkcjonalnie nie
zwiazanych biatek.

A) Kuasvenie B) AcrernATYWNY sPLICING

Jedno biatko )

Jedno mRNA

D

Wiele réznych mRNA Wiele biatek

C) pouproreiny D) SpuicinG Biatka

]»4 )

Jedno mRNA Wiele biatek

Mniejsze biatka

RNA wirusa powstate z
Poliprotein: ~ pocigcia
poliproteiny

Skladanie bialek

» Z taricucha polipeptydowego zostaje wyciety
wewnetrzny segment (zwykle 40-60kDa) — inteina.

»Dwa segmenty zewnetrzne (eksteiny) zostaja
potaczone za pomoca wigzaniem peptydowym.

' Pierwotny produkt translacji to biatko
prekursorowe.

» Produkt sktadania to bialko dojrzate lub ztozone.

' Reakcja przebiega (AU toka tﬂlityczn 1€, bez

udziatu innych enzymoéw.

»Stwarza dodatkowe mozliwosci powstawania biatek
o nowej funkgji.

»Znanych jest ponad 350 biatek zawierajacych inteiny
(150 u eubakterii, 110 u archebakterii, 70 u
eukariontéw, a takze u wiruséw i fagéw).

Znajdowane w enzymach metabolicznych, polimerazach
DNA i RNA, proteazach, reduktazach rybonukleotydow i
ATP-azach.

Disulfide
bond ’-\3

Precursor (a) Protein cleavage
Intein %

(b) Protein splicing
(intramolecular)

Precursor

Inteins

(c) Protein splicing
(intermolecular)

Precursors

(wgeLwol6C)IL)
(€) progsiu 2bpiciud

Final protein

Final protein

Final protein




Mechanizm wyci€cia inteiny

S
. Cys A T::

» Wiazanie peptydowe faczace N-ekste me-:z Ser SCys
inteing zostaje zamienione na wiazanie tioestrowe el lilsie) Sl
lub estrowe poprzez nukleofilowy atak Gly LysAla

. . val AlaGl
koricowych reszt inte INY (cysteina lub seryna); Arg Ty:Va)I(
GlnArg
. A.

Pierwsza reszta C-€KS tezny stuzy do Jj l-f;i P
nukleofilowego ataku na powstaly ester w . HNs .
rezultacie czego N-eksteina zostaje -le i h
przeniesiona z pierwszej reszty inteiny na e
pierwsza reszte C-eksteiny. B pZHT |

» Konserwatywna reszta asparaginy lezaca na 2 -j%
koncy C inteiny ulega cyklizacji co zwiazane jest z Step Ap et
przecieciem wigzania peptydowego taczacego “Sl
inteine z c-ekste ZT’ZQ o ‘ _

» Wigzanie estrowe taczace ekste lﬂy an-(}
konwertowane jest do amidowego a imid kwasu ﬁ S]\
aminobursztynowego na koricu C inteiny ulega
hydrolizie. !

Modytikac; teolit

Rozpad wigzan peptydowych

katalizowanych przez endo- i

egzopeptydazy nalezy do nieodwracalnymi

modyfikacjami potranslacyjnymi. profnsulina - 10 ami .

. o . . . H lancuch B peptyd C fancuch A

- Odcinanie inicjujacej metioniny z - i

tworzonego taricucha polipeptydowego, F — i

sekwencji sygnatowych odpowiadajace za
skierowanie biatka do okreslonej lokalizacji
subkomorkowej (np.: do mitochondriow)
lub zewnatrzkomodrkowej.

» Przeksztatcanie nieaktywnych form hormonoéw
(np. proinsuliny) w forme aktywng poprzez
wycinanie 24-aminokwasowego fragmentu
taricucha polipeptydowego .

Proinsulina - 86 aminokwaséw endopeptydaz:

HgN_ RJ'RJZ_st’?ss #—‘Q

[
Karboksypeptydaza €
R31 R3z2 Kgy Res
,< .
\ T —

- T I—<

Insulina

s




Modyfikacje kowalencyjne

Modytfikacja kowalencyjne -

zestawlenie




Modytikacja kowalencyjne -

zestawilienie

Enzym
Nazwa Modyfikowany 5 - G
T aminokwas Opis modyfikacji katallzu!qcy
reakcje
. . asparagina, seryna, przytaczanie cukrowcow glikozylotransferaz
Glikozylacja treonina do atomow N lub O reszt aminokwasowych y
Sulfonowanie tyrozyna przeniesienie grupy sulfonowej z PAPS na reszt¢ tyrozynowa |sulfotransferaza
T e potaczenie C-koncowej glicyny ubikwityny z grupa ligazy E1, B2, B3

g-aminowa lizyny

Mono-ADP-ryboz

arginina

przeniesienie pojedynczej reszty ADP-rybozy z NAD na

mono-ADP-rybozyl

ylacja biatko otransferaza
Poli-ADP-rybozyl |kwas glutaminowy, tworzenie fancucha poli-ADP-rybozy nastgpujace po syntaza
acja fosfoseryna mono-ADP-rybozylacji poli(ADPR)
. tyrozyna, seryna, przytaczenie AMP do grupy hydroksylowej tancucha transferaza
Adenylacja : . .
treonina bocznego aminokwasu adenylilowa
o . przylaczenie matej czasteczki biatka SUMO-1 przez wigzanie .
IS Lizyna grupy karboksylowej glicyny z grupa e-animowa biatka enzym sprzeeajacy
Powstawanie o przytaczenie jednostki glikozylofosfatydyloinozytolowej do
kotwic GPI Sanielizis C-konca polipeptydu

Fosforylacja

»Najbardziej powszechna kowalencyjna,

odwracalna modyfikacja, szacuje sie ze ok.
1/3 bialek moze by¢ fosforylowana.

» U eukariontéw Ser, Thr, Tyr, u prokariontéw His i

Asp.

» Grupy fosforanowe dodawane sa przez enzymy —
ki?’lﬂzy, usuwane przeszSfa tﬂzy.

» Fosforylacja powoduje przylaczenie natadowanej
nowej grupy, ktéra moze tworzy¢ nowe wigzania
wodorowe z amidami taricucha gtéwnego albo

mostki solne z argining.

» Powoduje to bardzo istotne zmiany konformacyjne
biatek, ich aktywacje lub deaktywacje:

» np. fosforylaza glikogenu: ufosforylowanie seryny14 powoduje
catkowitg zmiang konformagji korica N, faricuch boczny seryny
przesuwa sie o 50 Ai zmienia powierzchnie kontaktu
podjednostek w dimerze — zmiany te powoduja aktywacje biatka

serine with
phosphate




Fostforylacja

»Reakcja katalizowana przez kinazy biatkowe.

»Jako kosubstrat wystepuje ATP dostarczajacy grupy
y-fosforanowej (y-PO4). Kation Mg2+ chelatowany przez
dwa aniony tlenowe grup fosforanowych czasteczki ATP
utatwia przeniesiene grupy y-PO4 na grupe hydroksylowa

reszty aminokwasowej HaV
»Reakcje rozpoczyna regioselektywny atak grupy v B oga </ | N o o
hydroksylowej faricucha bocznego aminokwasu na _o,,‘a‘_o_‘,‘i_o_}%,o " N/) \R:(/...,O_ADP
elektrofilowa grupe y-fosforanowa kompleksu Mg-ATP, RX_/‘cB o © o b RX:/ o
zachodzi to przy specyficznym potozeniu substratow w N i
centrum aktywnym kinazy. Powstaje stan przejéciowy, w Mg Ho oM
ktorym rozrywane jest wigzanie yP-O
»W centrum aktywnym kinaz znajduje si¢ miejsce wigzace o
ATP, ktore jest konserwatywne 1 rézni sig¢ tylko nieznacznie o+ mg—onop
budowa faricuchéw bocznych kinazy co wplywa na == I
powinowactwo wigzania. Natomiast miejsca wigzace 87
fosforylowany substrat majq r6zng budowe zaréwno w = b0, 4 e e

zaleznosci od aminokwasu podlegajacego reakgji (miejsca
wigzace tyrozyne tworza glebsza kieszeri niz miejsca wigzace
seryne i treoning), jak i w zaleznosci od sekwengji otaczajacej
ten aminokwas.

Lipidacja (acylacja

Myristylacja - modyfikacja
kotranslacyjna, polegajaca na przytaczeniu
14C kwasu tluszczowego do N-koricowej
glicyny poprzez stabilny amid

P almitylacja — odwracalna modyfikacja
potranslacyjna — przytaczenie 16C kwasu
tluszczowego do cysteiny wigzaniem
tioestrowym

P renylacja - nieodwracalna modyfikacja
potranslacyjna, przylaczenie farnezylu lub
geranylogeranylu wigzaniem tioeterowym
do taricucha bocznego czwartej od korica C
cysteiny. Proteolityczne przyciecie i
metylacja powoduje Ze staje si¢ ona
koricowa cysteing




Glikozylacja

» Polega na przylaczeniu reszt cukrowcowych do aminokwaséw, szacuje sie, ze polowa biatek w komorkach jest glikozylowana
»Mechanizmy glikozylacji stwierdzono u wszystkich organizmow: eu-, prokariotycznych i Archea
» Glikozylowane sa zaréwno biatka sekrecyjne, jak i ligandy na powierzchni komorek i biatka cytoplazmatyczne

»Powoduje ochrone przed proteoliza, wplywa na aktywnos¢ enzymatyczna, ulatwia zwijanie biatek, zwigksza rozpuszczalnos¢,
zapobiega agregacji, wplywa na immunogennos¢, blokuje fosforylacje, wptywa na oddziatywania biatko-biatko

» W ER jest wykorzystywana do sprawdzania poprawnosci faldowania biatka

»Powoduje bardzo duze zmiany sktadu biatkowego komoérek — proteomu, zmieniajac drastycznie mase biatka i punkt
izoelektryczny

Moga powstac tysigce wariantéw glikozylowanego biatka ze wzgledu na réznice w
» sposobie przylaczenia reszt cukrowcowych
» skladzie - typie cukrow dofaczonych do biatka
» strukturze - taricuchy rozgatezione/nierozgatezione
» dlugosci i ilosci faricuchéw cukrowcowych
- wyrdznia sie dwa podstawowe typy glikozylacji: O- i N-glikozylacje

»a takze: glikozylacje fosfoserynowq i C-mannosylacje

O-glikozylacja

»poddawane sa tej modyfikacji gtéwnie biatka matrix
miedzykomodrkowej, ale takze np. przeciwciata

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

galaktoza

» zachodzi w aparacie Golgiego i powstajaca struktura
cukrowcowa jest znacznie prostsza niz przy N-glikozylacji
N-acetylo

» zachodzi przy pomocy glikozylotransferaz — glukozamina

N-acetyloglukozaminowej lub N-acetylogalaktozaminowej,
ktoére dotaczajg pierwszy segment do aminokwasu -
N-acetyloglukozaming lub N-acetylogalaktozaming

» nastepnie moze doj$¢ do przylaczania kolejno nastepnych 0
reszt monocukrowych CHs or H ‘ﬁ

'nastepuje droga glikozylacji sekwencyjnej, tj. kolejno
nastepujacego po sobie przytaczania reszt monocukrowych do Ser

» produkt dziatania jednej glikozylotransferazy staje si¢
akceptorem-substratem dla nastepnej glikozylotransferazy

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




N-glikozylacja

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

»okolo 90% biatek glikozylowanych jest modyfikowanych w ten
sposéb

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

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

' przebiega w kilku etapach:

- skladanie prekursora — pierwszy dolaczany jest 14 cztonowy prekursor zbudowany z
N-acetyloglukozaminy, mannozy i glukozy. 7 pierwszych czasteczek przylacza sie do
dolicholu (lipid btony ER) w cytoplazmie poprzez wigzanie pirofosforanowe. Po
stworzeniu pierwotnego rdzenia Man5GlcNAc2-PP-dolichol przechodzi do $wiatta ER,
tam dodawane jest pozostate 7 reszt i powstaje kompletny prekursor:
Gcl3Man9GlcNAc2-PP-dolichol

- przylaczenie prekursora — czeka na biatko przylaczony do dolicholu

- przycinanie - glikozydazy i glikozylolotransferazy odcinaja i doktadaja glukozy od
korica rdzenia az do momentu kiedy biatko jest prawidlowo sfaldowane. Wszystkie
prawidlowo sfaldowane glikoproteiny przechodzace do aparatu Golgiego maja
sekwencje Man9GIcNAc2

- dojrzewanie w AG — do tego momentu wszystkie N-glikoproteiny wygladaja tak samo,
dopiero teraz dodawany jest charakterystyczny, indywidualny wzér glikozylagji.
Mannozydazy 11 II oraz transferaza N-acetyloglukozaminy doprowadzaja do
powstania wspélnego rdzenia a nastepnie dofaczane sa reszty glikozylowe pochodzace
z UDP-cukréw
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N-glikozylacja

» przylaczanie i odlgczanie reszt cukrowcowych jest sposobem
na sprawdzenie czy biatko prawidlowo sie sfatdowato —
kluczowa role odgrywaja dwa czaperony — kalneksyna i
kalretikulina, oba wymagajace jonéw wapnia do
prawidlowego dziatania

» glikozydaza odcina dwie koricowe reszty glukozy a do jednej
pozostalej przylaczaja sie te 2 czaperony, pomagajac sie biatku
fatdowac

» nastepnie glikozylaza przecina wigzanie faczace mannoze z
glukoza odlaczajac tym samym czaperony od biatka

'jezeli biatko nie jest prawidlowo sfaldowane to zostaje
rozpoznane przez glikozylotransferaze
UDP-glukozo-glikoproteinowa, ktéra dotacza 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
prawidlowo sfatdowane, nie ulega juz glukozylacji

» biatko zakotwiczone w btonie ER i bedace w jego swietle za
posrednictwem pecherzykéw transportujacych przechodza do
AG gdzie reszty cukrowcowe podlegaja dalszym
modyfikacjom

UNFOLDED FOLDED NORMALLY FOLDED
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>glu(ose glucose
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glucosyl
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Kotwiczenie

olikozylofosfatydyloinozytolem

» czasami zaliczana do glikozylacji;

» odwracalna modyfikacja polegajaca na dotaczeniu poprzez
tacznik weglowodanowy kotwicy
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI) lokuje ona biatko po
zewnetrznej stronie btony komérkowej na elastycznym
taczniku;

» kotwica zbudowana jest z fosfoetanoloaminowego linkera,
ktory wigze sig z C-koricem biatka, cukrowcowego rdzenia
oraz fosfolipidowego ogona, ktéry zakotwicza strukture w
btonie;

» stuzy do regulacji funkgji biatka — enzym zwigzany z GPI jest
nieaktywny uaktywnienie nastepuje poprzez dziatanie
fosfolipazy;

» ale wiele enzymow jest w ten sposéb przytwierdzonych w
aktywnej formie np. fosfataza alkaliczna;

»biatka, ktére maja ulec tej modyfikacji muszg posiadac 2
sekwencje sygnatowe:
» na N-koricu sekwencje sugerujacq transport kotranslacyjny do ER

» na C-koricu sekwencje rozpoznawang przez transaminaze GPI

Phosphoethanolamine linker

] 4
a—b—pg N

NH3'
3 Glycan core

Metylacja

» reakcja nieodwracalna

» podlegajq jej w szczegdlnosci biatka jadrowe, np.
histony

» zaburza oddziatywania bialko-biatko

» grupa metylowa pochodzi z S-adenozynometioniny
» arginina metylowana w konfiguracji ArgGlyGly,
ArgXArg i GlyArgGly

» metylacja argininy bierze udziat w regulacji
rybonukleoprotein zaangazowanych w obrébke
mRNA

» metylowana moze by¢ tez lizyna — modyfikacja
spotykana w histonach — zmiana stanu
funkcjonalnego chromatyny (metylacja 9 lizyny w

histonie H3 powoduje przeksztalcenie euchromatyny

w heterochromatyne i wyciszenie genu)
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N-acetylacja

» najczesciej dotyczy korica N biatka, ponad 1/3 biatek drozdzowych podlega tej
modyfikacji

» donorem jest acetylo-CoA

» dodanie tej grupy powoduje niedostepnos¢ biatka dla aminopeptydaz —
przediuzenie Zycia biatka

» ogo6lna ochrona przed aminopeptydazami
» zasadniczo jest nieodwracalna — wyjatek w histonach grupa epsilon-aminowa lizyny

» powoduje zniesienie fadunku lizyny

N s i “ 0
ysine acetylation by HATs HN
N + N I
o C—(CHy)s,—NH4 HC — (CH2)sNHCCH,
0=C H OC/
| deacetylation by HDs N

Nitrozylacja (nitrowanie)

cysteine

» chemiczna modyfikacja bialek w wyniku reakcji z
pochodnymi tlenku azotu zachodzi

» wyrdznia si¢ nitrowanie, czyli przytaczenie grupy SH
nitrowej do pierécienia w taricuchu bocznym tyrozyny i 7
S-nitrozylacje polegajaca na reakgji rodnika tiolowego CH2
cysteiny z tlenkiem azotu na cysteinie, polega na
odwracalnej modyfikacji -SH przez tlenek azotu CH

» najczesciej modyfikowane sa reszty cysteiny L T g \
sasiadujace z resztami kwasnymi i zasadowymi oraz N C NO
tych bedacych w otoczeniu hydrofobowym — ponad I Il |
100 znanych biatek jest regulowanych w ten sposéb H 0 c

» chodzi gléwnie o cysteiny kluczowe dla koordynacji o
jonéw metali, lezace w miejscach katalitycznych i te CHQ
zaangazowane w tworzenie mostkéw

dwusiarczkowych C H
N

» w zwigzku z tym ze NO jest gazem modyfikowane sa NS
tylko te grupy —SH, ktére lezg niedaleko miejsca jego N C
powstawania l Il




Nitrozylacja (nitrowanie

» chemiczna modyfikacja biatek w wyniku reakcji z pochodnymi tlenku azotu

» wyrdznia si¢ nitrowanie, czyli przylaczenie grupy nitrowej do pierscienia w faricuchu
bocznym tyrozyny i S-nitrozylacje polegajaca na reakcji rodnika tiolowego cysteiny z tlenkiem
azotu na cysteinie, polega na odwracalnej modyfikacji -SH przez tlenek azotu

» najczesciej modyfikowane sa reszty cysteiny sasiadujace z resztami kwasnymi i zasadowymi [E—
oraz tych bedacych w otoczeniu hydrofobowym — ponad 100 znanych biatek jest o o L
regulowanych w ten sposéb o

» chodzi gléwnie o cysteiny kluczowe dla koordynacji jonéw metali, lezace w miejscach ® T ’
katalitycznych i te zaangazowane w tworzenie mostkéw dwusiarczkowych s ’/c ®

weno| S ss-atponma

rodik yrozyiowy

» w zwigzku z tym ze NO jest gazem modyfikowane sq tylko te grupy —-SH, ktére leza nieddleRE™

miejsca jego powstawania ©/m = & © ¢ - O O

Cytochrom C uzyskuje silng aktywnos¢ peroksydazy po nitrowaniu

»Znane przyklady wptywu nitrowania na funkcje biatka to: g\ @/

Nitrowanie fibrynogenu przyspiesza tworzenie skrzepu

bt s
u

Kinaza biatkowa Cg jest aktywowana przez nitrowanie

Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa (Mn-SOD) jest inaktywowana w wyniku nitrowania tyrozyny 34 w reakcji M

katalizowanej przez Mn, takie zjawisko wystepuje
w przewleklych stanach zapalnych

» Aktyna podlega nitrowaniu w anemii sierpowatej, wzrost stopnia znitrowania powoduje nieprawidlowg polimeryzacje
biatek cytoszkieletu krwinki czerwonej

Synteza chemiczna

Amino acid (2]

»w chemii organicznej Syn teza pep tyd u
» to produkcja peptydéw, ktére sa zbudowane z liniowo potaczonych ze soba
wigzaniem peptydowym aminokwasow;
» proces biologiczny w ktérym zachodzi ta reakcja nazywa sig biosynteza
peptydu;
»synteza wiekszych czasteczek nazywa sie
synteza/biosyntezq biatek;

s peptyd czy biatko?
»do 10 AA - oligopeptyd,
»do 100 AA - polipeptyd,

» powyzej 100 AA - biatko;

s przez mozliwo$¢ niechcianych reakcji zazwyczaj stosuje

sie blokowanie grup funkcyjnych odpowiednimi ostonami
BIBeRtiee

MIES

. chemiczna synteza peptydu rozpoczyna sie na koricu C a
koticzy na IN, czyli odwrotnie niz w biosyntezie;

. reakje przeprowadza sie albo w roztworze
Jiquid-phase peptide synthesis) b w
fazie statej (S0l 1d-phase peptide
synthesis)




Racemizaq a

1 Bezposrednia
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7 — osfona grupy amionwej
Y — ostona grupy karboksylowej
R — reszta aminokwasowa

Racemizacja to proces'powstawanie mieszanin enancjomerow z
substratow bedacych czystymi enencjomerami.

Ochrona grup funkcyjnych

Grupa aminowa

t-butyoksykarbonylowa BOC)

» trwata w srodowisku zasadowym;

. kwasolabilna;

» selektywne warunki usuwania;

» niski koszt odczynnika;

» wysoka rozpuszczalnosé peptydu;

» wysoka czystos¢ peptydéw hydrofobowych;
» rzadko problemy z agregacja;

» stosunkowo krétki czas syntezy;

» potencjalnie niebezpieczny dla zdrowia;

fluorenylometoksykarbonylowa
(FMOC):

» odporna w srodowisku kwasnym;

. zasadolabilna;

» wrazliwa na katalityczng redukcje;

» odczynnik drogi;

» niska rozpuszczalnosc peptydow;

» niska czysto$¢ peptydéw hydrofobowych;
» czasami problemy z agregacja;

» dtuzszy czas syntezy;

» bezpieczny;

CH; O

HsC

t-butyoksykarbonylowa (BOC):

11 —

CHz'O—(I%—

« fluorenylometoksykarbonylowa (FMOC) Q




Ochrona grup funkcyjnych

2
HoN-CHC-0-M
R
@elanol . Me
Grupa karboksylowa o ’
" —CH,CHj Et
»do ochrony grupy e —
karboksylowej stosuje sig mody oo
reakcje estryfikacji; CHy
. )
—CH,
O2N
Wigzanie peptydowe
Metoda karbodiimidowa BTN 0 ”wp

oH N=cN — R~c—30f1c
(dicykloheksylokarbodiimid, DCC) O 0 3

» tania; 9 o
. . —C—N
» nieskomplikowana; O/ \O

» produkty uboczne — N-acylomocznik,
dicykloheksylomocznik;

» recemizacja — aby zapobiec dodatki
antyracemizacyjne, odpowiedni
rozpuszczalnik;




Wigzanie peptydowe

Metoda mieszanych
bezwodnikow

» wysoka wydajnos¢;

» fatwo usuna¢ produkty uboczne;

Ho ] 2 9
-_Nk(?HC_OH C—O-(I,‘L\‘ _
R Cl
Oy 0
oot
~CHC{0;C-0-C —CHC
i e T HoN g:fc

Metoda aktywnych estréw

4 racemizaCJa




Synteza w fazie ciekle;j

-klasyczne podejscie;

»ma ogromne znaczenie w produkcji peptydéw na skale
przemyslowa;

- stosuje si¢ tu dwufazowe roztwory na bazie cykloheksanu;

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

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

Synteza na noSniku stalym

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

» dzigki temu przylaczenie kolejnego aminokwasu poprzedzone jest tylko obmyciem z zywicy z
peptydem produktéw ubocznych i nieprzereagowanych substratéw;

» mozliwe jest tez stosowanie nadmiaru jednego z reagentéw celem zwigkszenia wydajnosci oraz
czesciowej lub nawet catkowitej automatyzacji procesu ;

» wybor odpowiedniej zywicy determinuje struktura pozadanego peptydu, np. to, czy ma
posiadac wolng grupe karboksylowa na C-koricowym aminokwasie, czy tez grupe amidows;

» najczesciej stosowane sg zywice polistyrenowe sieciowane diwinylobenzenem z przylaczonym
labilnym w srodowisku kwasnym facznikiem (tzw. ,linkerem”);

» odczepienie zsyntetyzowanego polipeptydu od nosnika nastepuje poprzez reakcje z kwasem
tréjchlorooctowym;
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Enzymatyczna synteza biatek

Najczesciej do syntezy biatek stosuje si¢ nadekspresje (mata wydajnosé) i chemiczng synteze

(niebezpieczeristwo recemizacji).

Alternatywnie mozna takze zaprzac do pracy enzymy proteolityczne.

W warunkach fizjologicznych enzymy proteolityczne katalizuja hydrolize wiazania peptydowego, ale
zdolne sg réwniez katalizowaé reakcje odwrotng, to jest reakcje syntezy tego wigzania, synteza zachodzi
wowczas stereoselektywnie i nie jest wymagane blokowanie funkcyjnych grup bocznych aminokwaséw

Stosowane enzymy :
» chymotrypsyna

» papaina

» alkalaza

» pronaza

» acylaza penicyliny

> lipaza




Synteza...

Synteza chemiczna na nosniku statym
Synteza enzymatyczna

» Stosunkowo stara metoda — dobrze

opracowane protokoty « Metoda nowa, nie ma

opracowanych protokotéw
»Droga (kosztowne substraty, z

grupami osfonowymi i obnizenie
wydajnosci jezeli si¢ z nich

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

zrezygnuje) « Nieszkodliwe warunki

+Czesto l?grdzo wymagajqce o Tylko krotkie peptydy (ale

warunki i szkodliwe substraty gtéownie dlatego, Ze nie ma

' Niebezpieczeristwo recemizacji automatyzacji — stabo rozwinieta
technologia)

»Bardzo fatwe odzyskanie produktu

Faldowanie bialek

Biatko prawidlowo sfatldowane jest aktywne biologicznie, biatko rozfatdowanie/zdenaturowane jest
biologicznie nieaktywne.

W po prawnym faldowaniu pomagaja:

» czaperoniny;

» czaperony;

» ko-czaperony (biatka towarzyszace czaperonom i czaperoninom w faldowaniu biatek i innych funkcjach);
Odpowiadaja one takze za:

» oligomeryzacje biatek, translokacje i degradowanie;

» wystepuja u wszystkich organizméw od bakterii po ludzi;

» zapobiegaja nieprawidlowemu faczeniu sig¢ faricuchéw bialkowych w niefunkcjonalne struktury;

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




Faldowanie bialek

Biatka faldujace si¢ bez pomocy
czaperondw po denaturacji sg w
stanie wréci¢ do prawidlowej
konformacji (oczywiscie jezeli
denaturacja nie zniszczyta struktury).

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

Renaturacja spowodowata odtworzenie
mostkéw dwusiarczkowych w doktadnie
tych samych miejscach.

and mereaptoethanol

[ addition of urea

removal of urea
and mereaptoethanal

PR

. Native state;
catalytically active,

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

Native,

catalytically

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

Faldowanie bialek

Termodynamika faldowania
biatek

» Na gorze wiele roznych konformacji, wiec entropia takze
jest duza;

- W miarg fatdowania, sciezka termodynamiczna prowadzi w
dot lejka;

» Zagtebienia na dnie lejka;

Energy

Beginning of helix formation and collapse

¢

Native
structure

b

Percentage of residues of protein
in native conformation

Discrete folding
intermediates J

- 100




Sekwencja faldowania

» wigzanie kofaktora (interakcja
niekowalencyjna);

» modyfikacje kowalencyjne (glikozylacja,
fosforylacja);

» faczenie podjednostek (jezeli biatko jest
oligomerem);

Niektore biatka fatduja sie kotranslacyjnie
— fragment wychodzacy z rybosomu od
razu zaczyna przybierac¢ konformacje;

Najpierw fatduje sie¢ koniec N, na koricu

C, biatko nie uzyska koricowej
konformacji dopdki nie uwolni si¢ z
rybosomu;

nascent polypeptide chain

l folding and

cofactor binding
{noncovalent
interactions)

by glycosylation,
phosphorylation,

covalent modification
\ acetylation etc.

binding to other
protein subunits

mature functional protein

Odzialywanie biatko -

czaperon

30

HSP25

HSP60 (GroEL)




(zaperoniny

Kompleksy biatkowe uczestniczace w faldowaniu nowo
powstajacych biatek:

» pracuja na koszt hydrolizy ATP
» dzieli sig¢ 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$¢ apikalna podjednostek jest
hydrofobowym miejscem wigzania — co
powoduje, Ze faworyzowane sg
niesfaldowane biatka, cze$¢ réwnikowa
wigze ATP;

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




Dzialanie GroES/GroEL

» zapewniajq zamknietg przestrzen, gdzie
pojedyncza czasteczka biatka moze sie

sfatdowac;

- u E. coli znaleziono 85 biatek, ktére byty

Scisle zalezne od GroEL;

» zwigzanie niesfaldowanego biatka przez
region cis GroEL powoduje automatyczne
zwigzanie ATP i podjednostki GroES;

» substrat zostaje zamkniety w komorze
gdzie moze si¢ swobodnie faldowag;

» hydroliza ATP i zwigzanie ATP z

pierscieniem trans powoduja

oddysocjowanie GroES i uwolnienie
sfaldowanego biatka z kompleksu;

GroES
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Folded protein

(zaperoniny:

» w cytozolu eukariontéw i u archea ;

» nie potrzebuja kofaktora w typie GroES do dziatania;

Grupa 11

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

» zbudowany jest z dwéch pierscieni po 8 podjednostek kazdy posiadajq analogiczne do Gro EL regiony;

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

- przedstawiciel u A7chea - vMm cpn Methanococcus maripaludis chaperonin - tez

sklada si¢ z 18 podjednostek;

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

mitochondrialne);




Nieprawidtowo pofaldowane

bialka

Choroba

Choroba Alzheimera

Plasgwica Huntingtona
Amyloidoza lizozymowa

Choroba Parkinsona

Zakazne encefalopatie ggbczaste
Amyloidoza nerek

Stwardnienie zanikowe boczne

Uszkodzone biatko

3 amyloid

Huntingtyna

Lizozym

a synukleina

Biatka prionowe
Fibrynogen

Dysmutaza ponadtenkowa

Degradacja biatek

Biatka degradowane sg do aminokwaséw.

Rozklad biatek ma dwa aspekty:

» przyswojenie sktadnikéw pokarmowych;

»recycling sktadnikéw budulcowych;

Biatka komérkowe ulegaja degradacji z

r6zng predkoscia:

»biatka strukturalne sg stabilne;

»biatka metaboliczne majq krétki okres

pottrwania;

»biatka sygnalizacyjne sa ekspresjonowany
tylko w celu przekazania sygnatu;

»biatka nieprawidtowe muszq by¢ natychmiast

zdezaktywowane.
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Intestine

10g/day

Kidney




DB&%%]T@ jawdegradacji biatek

do ich sktadowyc
amino kwasow.

Naleza do nich (zlokalizowane nie tylko w ukladzie
pokarmowym ale takze w komérkach):

 proteinazy;
' peptydazy.

Endopeptydasy tO €NZymy atakujace
wiagzania peptydowe wewnatrz
taricucha.

Exzopeptydasy atakUJq Wi&lzania
peptydowe na koricu taricucha.

W zaleznosci od mechanizmu
dziatania wyrdznia sig
peptydasy:

serynowe;

cysteinowe;

&
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/mnakowanie bialek do degradacji

Ubikwitynagcja:
- to sygnat do degradacji;

-jednoczes$nie... w zaleznosci od
tego w jaki sposéb iile
ubikwityn zostanie
przylaczonych znaczenie
sygnatu jest inne;

»Lys48 degradacija
»Lys63 naprawa

b
-

HN Isopeptide
bond

Lys
I
/ N
Peptide Peptide
bond o bond

Ubiquitin

C terminus

C feuJiune




Przylaczenie ubikwityny

Ubikwityna to mate biatko zawierajace 76
aminokwasow;

. koniec C ubikwityny jest aktywowany przez
stworzenie wysokoenergetycznego wigzania

tioestrowego z bocznym taricuchem cysteiny z
biatka E1;

» kompleks ten jest przenoszony na cysteing
enzymow E2;

» E2 wystepuja w wieloczasteczkowych
kompleksach z jeszcze wigksza liczbg enzymow
E3;

» kompleksy E2-E3 rozpoznaja sygnat degradacji na
biatku docelowym a reszta ubikwityny zostaje
przeniesiona na biatko;

» przylaczenie do kompleksu kolejnych E1
niosacych ubikwityne powoduje
poliubikwitynacje;
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Okres poltrwania

O okresie poltrwania biatek decyduje wiele czynnikéw:

- funkgcja;
»lokalizacja;

- sekwencja N-terminalna:

» reszty destabilizujace to argininy, leucyna (stymuluja ubikwitynacje);

» reszty stabilizujgce to metionina, prolina;

Kaseta destrukyjna PEST (prolina, kw. glutaminowy, seryna, treonina).




Proteasom

Proteasom (Proteasom 26S) to
wielopodjednostkowy kompleks
o aktywnosci proteazowej.

» Kompleks 20S (700 kDa) sktada
si¢ z 14 podjednostek utozonych
W pierScienie.

- Kompleks 19S (kompleks
requlatorowy) zbudowany jest z
20 podjednostek zawierajacych
liczne ATPasy nalezace do klasy
AAA (ang. ATPase associated
with various cellular activities).

o subunits 4

B subunits {

B subunits

o subunits &

} 19S cap

20S catalytic
core

&
& -4
-3
r
< a
3 1 19S cap

Proces degradacji

Ubikwitynowane biatka
przeksztalcane sa do
peptydow.

Znacznik degradacji =
ubikwityna, jest w tym procesie
usuwany i ponownie
wykorzystywany.
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Szlak ubikwitynacji

- Wystepuje u wszystkich organizméw eukariotycznych.

-Organizmy prokariotyczne dysponuja homologami proteosomu,
jednak ich funkcja nie jest w pelni zrozumiana.

.U Archei proteasomy zbudowane sa identycznych podjednostek.

-Funkcjg analogéw ubikwityny u prokariotow jest udziat w
biosyntezie tiaminy.
» ThiF jest homologiem E1;

- ThiS aktywowane przez ThiF jest przylaczane do cysteiny.




