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Szybkos¢ procesu

Przepisanie DNA-mRNA to
kopiowanie informacji 1:1.
Przepisanie mRNA-AA to
ttumaczenie informacji na ‘inny jezyk’.
E. coli przeprowadza translacje w tempie ok 40 aminokwasow na
sekunde.

Doktadnos¢ procesu

DNA/RNA jest kodem zdegenerowanym.
AA posiadajg fizykochemiczne cechy charakterystycznei jedynie w
niewielkim stopniu mogg sie wzajemnie zastepowac.

Czestosc¢ wprowadzania btednego aminokwasu oscyluje wokot
wartosci 10°.

Polypeptide

PROBABILITY OF SYNTHESIZING
AN ERROR-FREE PROTEIN

NUMBER OF AMINO ACID RESIDUES

Frequency of inserting

an incorrect amino acid 100 300 1000
1072 0366 0.049 0.000

1074 0905 0741 0368

10" 0990 0970 0905

0990

107 0999

0.997



Transportujgcy RNA (tRNA)

mRNA,matrycowy (informacyjny,
przekaZnikowy) RNA - rodzaj RNA,
ktorego funkcjq jest przenoszenie
informacji genetycznej o sekwencji
poszczegdlnych polipeptydow z genow
do aparatu translacyjnego.

tRNA to swoista czagsteczka RNA

rozpoznajgca odpowiedni kodon poprzez
parowanie zasad typu Watson-Crick.

tRNA transferowe RNA - to czgsteczki
adapterowe, oddziatujgce ze swoistymi
kodonami i dostarczajgce aminokwasy w
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Aminoacylo-tRNA

Poprawne sparowanie tRNA z Md Y oz
aminokwasem jest procesem 30,,{
kluczowym: —~—
decyduje o poprawnym ﬁ'xm
odczytaniu kodu genentycznego; i W
przytgczenie aminokwasu HCHWM b
powoduje jego aktywacje. R, Kzl

a-(&oﬂbl- RNA
Syntetaza aminoacylo-tRNA jest =

.
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Syntetaza aminoacylo-tRNA

Kazdy aminokwas posiada wtasng /
syntetaze. o
Kazda syntetaza specyficznie rozpoznaje f
aminokwas, ktory aktywuje. H
Syntetazy posiadajg aktywnos¢ Z

korekcyjna.
W procesie korekcji wykorzystywane sg centra
acylujgce i hydrolityczne.
@
Podwdjne sito pozwala na odsianie aminokwasow “.é
wiekszych (centrum acylujgce) i mniejszych (centrum K
hydrolityczne).

Syntetazy rozpoznajg tRNA na podstawie
roznvch cech nn. sekwencii antvkodonuti.



Ramki odczytu

MRNA odczytywane jest tripletach od korica 5. 3 3c
Triplet AUG jestidentyfkowany jak poczatek sekwencji. [T Aams T i oxs N
. . . Codon
ORF (ang. Open Reading Frame) to otwarte ramki odczytu czyli (triplet) T  Phe
wszystkie mozliwe kombinacje w jakie mozna odczyta¢é mMRNA.  L—— 8 ... -%-- -----
A | Tyr
................... L
T
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T
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Rybosom

To molekularna maszyna koordynujgca prace trzech
elementéw:

MRNA;
tRNA;
enzymow.

Celem jest produkcja polipeptyddw.

Rybosom E. coli sktada sie z:
kwaséw rybonukleinowych;
biatek;

podjednostka 30S podjednostka 50S rybosom 708
ma mase OkO’fO 2600 kDa, boqlequozixs 202 boqlequozixe 202 tApozow \02

srednice 25,0 nm;

wspotczynnik sedymentacji 70S.

Stata sedymentacji Svedberga jest to wspotczynnik okreslajgcy
szybkos¢ poruszania sie czgstek koloidalnych pod wptywem sit



Rybosom

Elementy funkcjonalne

708 80S.

MW 2,500,000 AW 5.200,000
. / \ 2 / 3 / \ é
7 |.600,‘< n} 900,000 7 z,aooioo\‘ MW 1,400,000
55 rRNA 235 (RNA 165 rRNA SSTRNA | 28STRNA 585 RNA 185 rRNA
120 E E 120 160
nucleotides 2900 1540 nucleotides nucleotides :909 4
nucleotides nucleotides nucleotides
4700
nudleotides
34 proteins 21 proteins -49 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
rRNA and protein components, both procaryotic and eucaryotic ribosomes have nearly the same structure and they
function similarly. Although the 185 and 28S 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.

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 tancuchem polipeptydowym.

E - miejsce wyijscia.

P site Asite

rejon, gdzie tRNA, ktory odegrat juz swoja role
w translacji jest uwalniany z rybosomu. v



The Nobel Prize in Chemistry 2009

- N

diffraction
pattern

Venkatraman Ramakrishnan

Thomas A. Steitz

Inicjacja translacji

Etap 1

wigzanie czynnikéw inicjujacych (IF1, IF3) do mniejszej
podjednostki (30S) rybosomowe;j,

MRNA wigze sie z rybosomem poprzez sekwencje Shine-
Dalgarno,

Etap 2

inicjatorowy tRNA, N-formylometionina, wigze sie z IF2 i GTP
(fMet tRNAMet/IF2/GTP),

kompleks mRNA z podjednostkg 30S taczy sie z wczesniej
utworzonymi kompleksami,

czynnik IF3 zostaje uwolniony tworzac kompleks inicjujgcy
308,

Etap 3
jednostka 50S tgczy sie z kompleksem inicjujgcym 30S,

uwolnione zostajg czynniki IF1 oraz IF2 i zachodzi hydroliza

30S Ribosomal subunit

Initiation factors IF-1, IF-3
F mRNA

k Met-tRNA/IF-2/GTP
fMet
r\ UAC /ﬁ

308 Initiation complex

IF-1, IF-3

508 ribosomal subunit

IF-2, GDP

fMet

L

UAC
5 AUG 3

Esite Psite Asite
708 Initiation complex
Figure H2.3 Instant Notes in Biochemistry (02012 Garland Science)



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)

~r

Terminacja

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 RF3 i
GTP z rybosomem
peptydylotransferaza przytacza
czgsteczke wody do teminalnego
aminokwasu.

RF1 roznoznaie lJAA i LJAG.

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

Rybosom eukariotyczny 80S vs.
rybosom prokariotyczny 70S

MRNA monocistronowy vs.
policistronowy

czynniki inicjacji elF vs. IF

metionina(Met-tRNAM®) vs. N-
fomylometionina

skanowanie mRNA vs. Shine-
Dalgarno

Kierowanie biatek

Kierowanie biatek to proces w wyniku ktérego
nowo zsyntetyzowane biatka kierowane sg do
odpowiednich miejsc w komorce badz poza nia.

Biatka mogg by¢ kierowane:
cytozolu,

mitochondrium,

lizosomu,

peroksyzomu,

chloroplastu,

jadra,

wbudowywane w btone komdrkowg zewnetrzng
bun wewnetrzng,

Table 1. Comparison of protein synthesis factors in prokaryotes and eukaryotes

Prokaryotic Eukaryotic Function

Initiation factors
IF-1, IF-2, IF-3 At least 13 initiation factors; so far Individual factors have
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

elF-4G, elF-4H, elF-5, elF-6 (see the text)
Elongation factors
EF-Tu eEF-1a Aminoacyl-tRNA delivery to
ribosome
EF-Ts eEF-1By Recycling of EF-Tu or eEF-1a.
EF-G eEF-2 Translocation
Termination factors
RF-1, RF-2, RF-3 eRF-1, eRF-3 Polypeptide chain release

Table H3.1 Instant Notes in Biochemistry (62012 Garland Sci ience)

Smooth endoplasmic

ticulum
()
Cell wall Vacuole Smooth endoplasmic
eticulum
Plasma
membrane f
Chioroplast @ ﬁ Peroxisomes
5 Q@000
Nucleolus i3 % Mitochondrion
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008000
Nucleus
Rough
endoplasric Golgi -
ticulum

Figure A2.1 Instant Notes in Biochemistry (02012 Garland Science)
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Hipoteza sygnatowa

Sekwencja sygnatowa lub peptyd
sygnatowy to sekwencja aminokwasow o
dtugosci 13-35 reszt o charakterze
hydrofobowym.

Peptyd sygnatowy powstaje na koncu N-
biatka

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

Receptor SRP zwigzany z translokonem
kieruje biatko do wnetrza ER.

Mechanizm transportu u eukariotow

Sygnat transportu do ER zawsze sktada sie z
hydrofobowego rdzenia poprzedzanego przez
jedng lub wiecej reszt zasadowych.

Miejsce ciecia bezposrednio poprzedza aminokwas

polarny, albo taki z bardzo matym taricuchem
bocznym.

Do rozpoznania sekwencji sygnatowej potrzebne sg

dwa sktadniki:

SRP (czasteczka rozpoznajaca sygnat)

receptor SRP (system ten jest obecny we wszystkich komadrkach
eukariotycznych wiecjest bardzo stary ewolucyjnie)

Czasteczka SRP ma duzg hydrofobowa kieszen,

ktdra wigze peptyd sygnatowy. W kieszeni znajduja

sie metioniny, ktdre majg nierozgateziony,
elastyczny boczny tancuch — dzieki temu kieszen
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Transport ko- vs. po-
translacyjny

Wszystkie biatka sg syntetyzowane na tej
samej puli rybosomow — niektoére po

prostu zostajg w cytoplazmie a niektore ?\—L L W
sq wigzane z ER. &
/

mMRNA encoding a cytosolic protein
remains free in cytosol free polyribosome
in cytosol

FREE RIBOSOME CYCLE
Jezeli z sekwencjg sygnatowg zwigze sie

SRP (ang. Signal Recognition Peptide) —
rybosom wedruje do btony ER. 5

. . : SR CW.;LE \U MEMBRANE-BOUND RIBOSOME CYCLE
Czgsteczka mRNA jest trwale zwigzana z NP !

ER jako, ze jest integralng czescia = j
rybosomu (lub polisomu).

polyribosome bound to ER
membrane by multiple
membrane-bound nascent polypeptide chains

Rybosomy, ktore konczg synteze @ eRmenbare
rozdysocjowuja na podjednostki i

Transport ko- vs. po-
translacyjny

Model wyjasniajgcy transport biatka z jedng
helisg transbtonowa.

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

sekwencja sygnatowa -poczgtek
translokacji, na N koncu funkcjonuje jako
sygnat startu translokacji, biatko posiada
drugi sygnat wewnatrz sekwencji — koniec
translokacji.

ER LUMEN

wszystko przebiega tak jak poprzednio, ale
kiedy sekwencja stop wejdzie do
translokazy, peptydaza sygnatowa odcina
sekwencie startu. translokaza zmienia



Biatka sekrecyjne

U eukariotéow

synteza zachodzi w szorstkim rektikulum endoplazmatycznym
(RER)

fatdowanie zachodzi w $wietle RER

w aparacie Golgiego (kompleksie Golgiego) biatka ulegajg dalszej
modyfikacji (np. glikozylacja)

Vesicle
budding

Ribosome

FigureHa.1 Instant Notes in Biochemistry (62012 Garland Scienc

Biatka btony komérkowej

Podobnie jak biatka sekrecyjne po
translacji biatka btonowe trafiajg do
aparatu Golgiego ale w zwigzku ze swoim
przeznaczeniem nie opuszczajg one btony
od momentu syntezy do momentu

Vesicle
budding

wbudowania. - @

Vesicle

Orientacja biatka w btonie jest s s

zdeterminowana juz w momencie
syntezy.

Sekwencje topogenne (sekwencje
sygnatowe przy koricu N, wewnetrzne

Golgi

ﬁ@_,

Vesicle

Vesicle fusing
with plasma
membrane

%o © o
()

o

Vesicle fusing
with plasma
membrane



Biatka btonowe
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Biatka lizosomowe

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

Inng droga kierowania biatek do
lizosomu jest droga zbierania (ang.
scavenger pathway)i proces

endocytozy kierowanejreceptorami.

Notes in Biochemistry (02012 Garland Science)
2 grecpswrznd (0303 OYRLG 2050CE)

LUMEN

ER MEMBRANE

CYTOPLASM

6-phosphate
receptor

Receptor-mediated



Mechanizm transportu u prokariota

| Sec

Istnieje mozliwosc transportu w trakcie translacji
(kotranslacyjnie).

N koniec biatka jest rozpoznawany przez maszynerie transportujaca w
poprzek btony.

Biatka eksportowe maja na koricu N sekwencje liderowg (sktadajaca sie
z czesci hydrofilowej na koricu Ni przylegajacej do niej czesci
hydrofobowej)

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

Biatka, ktore majg by¢ przetransportowane przez btone sg optaszczane
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

Diarwic7a 27N aminalwwacAwtrancnartanimnaan hiatlra 7Aactaio

Inner membrane proteins S

Phage fd, major B
Ala Glu

J
coat protein Mt r Leu Val Len a Ser Val Ala Val Ala Thr Leu Val Pro Met Leu Ser Phe

Phage fd, minor ‘
Met Leu Leu Phe Ala lle Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser'Ala Glu

coat protein
Periplasmic proteins
Alkaline phosphatase Mot ln Ser Thr Tle Ala Leu Als Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr Pro Val Thr Lys Ala’Arg Thr

Leucine-specific ‘
binding protein Met \a Asn Ala Eﬂ.r Te Te Ala Gly Metlle Ala Leu Ala Tle Ser His Thr Ala Mot Ala’ Asp Asp

f-Lactamase of R
pBR322 Met Ser Iie Gin E’hc E’nl Ala Leu lle Pro Phe Phe Ala Ala Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro
Outer membrane proteins
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Periplasm
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rotein
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post-translati

| SRP-mediated |

Sec pathway
26c bagpmal

Mechanizm transportu u prokariota

| Tat

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

W przeciwienstwie do Sciezki Sec biatka transportowane w formie
sfatdowanej.

Folded
protein
Signal
peptide
Tat pathway

19f bappmal



Modyfikacje potranslacyjne

Pierwsza modyfikacja—odciecie N-formylometioniny z N-korica przez
specyficzng peptydaze.

50% biatek eukariotycznych ma grupe aminowa z korica N
acetylowana.

Usuwanie sekwencji liderowej, sygnatowej.

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 wzaleznosci od mechanizmu:

Lawvialanminanrndacrsania avion fiinb Ao che

Jak wiele biatek?

Sktadanie biatek zwane inaczej splicingiem biatek to modyfikacja
potranslacyjna, w ktdrej przeptyw informacji z genu do jego
produktu biatkowego jest modulowany w sposéb pozwalajacy na
powstanie dwdéch funkcjonalnie nie zwigzanych biatek.

| [ONA =] RNA [ mRNAf=——=3> | [Protein

Epigenetic factors
Feedback loops.

>200 known post-translational

Transcription  Processing Translation | modifications
(eg. phosphorylation, glycosylation
lipld attachment, peptide cleavage)

i t N

Transcriptional  Postranscriptional Translational and Actity controls Catalytic activy,

control ‘control degradation controls (eg. postransiational assockation, stabily, halfife,
(eg. atemative spicing,  Transiational frameshifing  modifications, degradation,  localisation, actity, etc)
aitemative poladenylation, compartmentalisation)

RNA eciting)

A) Kuasveznie B) ALTERNATYWNY sPLICING

\ 44

§ »
{
¥

JednomRNA  Jednobiatko

Wiele réznych mRNA Wiele biatek
C) pouproteiny D) SPLICING BiAtkA
Jedno mRNA Wiele biatek
Mniejsze biatka

RNA wirusa powstate z

Poliproteina pociecia
poliproteiny



Sktadanie biatek

Z tancucha polipeptydowego zostaje wyciety

wewnetrzny segment (zwykle 40-60kDa) — inteina.

Dwa segmenty zewnetrzne (eksteiny) zostajg

potgczone za pomocg wigzaniem peptydowym.

Pierwotny produkt translacji to biatko prekursorowe.

Produkt sktadania to biatko dojrzate lub ztozone.

Reakcja przebiega autokatalitycznie, bez udziatu innych

enzymow.

Stwarza dodatkowe mozliwosci powstawania biatek o

nowej funkgji.

Znanych jest ponad 350 biatek zawierajgcych inteiny

(150 u eubakterii, 110 u archebakterii, 70 u
eukariontéw, a takze u wirusow i fagow).

Znaidowane w enzvmach metabolicznvch.

Modyfikacja kowalencyjne - zestawienie

Final protein

&

7

(a) Protein cleavage

i

(b) Protein splicing
(intramolecular)

Inteins

Precursor Final protein

Precursors

(c) Protein splicing i =
(intermolecular) Ein=tprotsin

. Enzym
Nazwa Modyfi kowany . e ..
modyfikacji aminokwas Opis modyfikacji katall.zujacy
reakcje
tyrozyna, treonina,
Fosforylacja seryna, (histydyna, Przenoszenie grupy ©-fosforanowej z ATP na grupg Kinazv/fosfataz
/defosforylacja lizyna, arginina, hydroksylowa tafcucha bocznego aminokwasu azy y
cysteina)
. . Przenoszenie grupy acetylowej z acetyloCoA na grupg
Acetylacja Lizyna - erminow lisyny Acetylotransferazy
Acylagja: _ glicyna na - przeniesienie reszty kwasu mirystynowego (C14) na _
- mirystylacja N- koficu polipeptydu ghcynq_ - n . NG ate
- palmitvlacia - cvsteina - przeniesienie reszty kwasu palmitynowego z palmitoilo-  |transferaza)
P ylec) 4 CoA na grupe hydrosulfidowa reszt cysteiny
Formylacja metionina tworzenie N-formqumetlonlny.pr;ez przeniesienie grupy transformyloza
formylowej na N-koncowa metioning
aminokwasy przeniesienie grupy metylowej
Metylacja zasadowe, glutamina, |z S-adenozylometioniny lub betainy na atom N (lub O dla | metylotransferazy
asparagina Asn) tancucha bocznego aminokwasu
PrenyIaCJa.: . przytaczanie do biatek pochodnych izoprenowych: grupy
farnezylacja cysteina
. farnezylowa (C15) lub geranylogeranylowa (C20)
geranylogeranylacja




Modyfikacja kowalencyjne - zestawienie

. Enzym
Nazwa Modyfi kowany . N .
modyfikacji aminokwas Opis modyfikacji katall?.lljacy
reakcje
Glikozvlacia asparagina, seryna, przytaczanie cukrowcoéw glikozylotransferaz
ylec) treonina do atoméw N lub O reszt aminokwasowych y
Sulfonowanie tyrozyna EYZEIEHIGTE (s GHinDys] 2 AR i e sulfotransferaza
tyrozynowa
Ubikwitynizacja  |Lizyna S (O it [y TG 2 % ligazy E1, E2, E3
aminowa lizyny
Mono-ADP- rzeniesienie pojedynczej reszty ADP-rybozy z NAD na mono-ADP-
. arginina r pojedyncze) y yoozy rybozylotransferaz
rybozylacja biatko a
Poli-ADP- kwas glutaminowy, tworzenie tancucha poli-ADP-rybozy nastepujace po mono- |Syntaza
rybozylacja fosfoseryna ADP-rybozylacji poli(ADPR)
. tyrozyna, seryna, przytaczenie AMP do grupy hydroksylowej tancucha transferaza
Adenylacja f . .
treonina bocznego aminokwasu adenylilowa
przylaczenie matej czasteczki biatka SUMO-1 przez
Sumoilacja Lizyna wigzanie grupy karboksylowej glicyny z grupa >.-animowa |enzym sprzggajacy
biatka
Powstawanie e i przytaczenie jednostki glikozylofosfatydyloinozytolowej do
kotwic GPI GLUEEL e C-konca polipeptydu

Fosforylacja

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

U eukariontdw Ser, Thr, Tyr, u prokariontdw His i
Asp.

Grupy fosforanowe dodawane s przez enzymy —
kinazy, usuwane przez fosfatazy.

Fosforylacja powoduje przytgczenie natadowane;j
nowej grupy, ktéra moze tworzy¢ nowe wigzania
wodorowe z amidami taricucha gtéwnego albo
mostki solne z arginina.

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

np. fosforylaza glikogenu: ufosforylowanie serynyl4 powoduje
catkowitg zmiane konformacji korica N, taricuch boczny seryny

o
nraacimaimcin A BN A i sminnia nnudiarirhnina bantalbtiinadiadnactal,

serine with
phosphate




Fosforylacja

Reakcja katalizowana przezkinazy biatkowe.

Jako kosubstrat wystepuje ATP dostarczajacy grupy y-
fosforanowej (y-PO4). Kation Mg2+ chelatowany przezdwa
anionytlenowe grup fosforanowych czgsteczki ATP ufatwia
przeniesiene grupy y-PO4 na grupe hydroksylowa reszty
aminokwasowej

Reakcje rozpoczyna regioselektywnyatak grupy hydroksylowe;j
fancucha bocznego aminokwasu na elektrofilowa grupe y-
fosforanowg kompleksu Mg-ATP, zachodzito przy
specyficznym potozeniusubstratéw w centrum aktywnym
kinazy. Powstaje stan przejsciowy, w ktérym rozrywanejest
wigzanieyP-O

W centrum aktywnym kinaz znajduje sie miejsce wigzgce ATP,
ktére jest konserwatywneirdznisie tylko nieznacznie
budowag tancuchéwbocznych kinazy co wptywa na
powinowactwo wigzania. Natomiast miejsca wigzace
fosforylowanysubstrat majg rézng budowe zaréwnow
zaleznosci od aminokwasu podlegajgcego reakcji (miejsca
wiazace tvrozvne tworza stehsza kieszen niz mieisca wiazace

Glikozylacja

Polega na przytaczeniu reszt cukrowcowych do aminokwasoéw, szacuje sie, ze potowa biatek w komérkach jest

glikozylowana

N
o
i l% i </ | oy
.ofﬁfo—f—o—lllfo N N) \g—rr— 0—ADP
RX/‘O oo \W RX “’\
\M’g% HO OH Mgz
0
rx_N_o + Mg—oapP
= I
o

Mechanizmy glikozylacji stwierdzono u wszystkich organizmow: eu-, prokariotycznychi Archea

Glikozylowane sg zaréwno biatka sekrecyjne, jak i ligandy na powierzchni komdéreki biatka cytoplazmatyczne

Powoduje ochrone przed proteolizg, wptywa na aktywnos¢ enzymatycznga, utatwia zwijanie biatek, zwieksza
rozpuszczalnosé, zapobiegaagregacji, wptywa na immunogennosé, blokuje fosforylacje, wptywa na oddziatywania biatko-
biatko

W ER jest wykorzystywana do sprawdzania poprawnosci fatdowania biatka

Powoduje bardzo duze zmiany sktadu biatkowego komoérek— proteomu, zmieniajgc drastycznie mase biatka i punkt
izoelektryczny
Mogg powstac tysigce wariantdw glikozylowanego biatka ze wzgledu na réznice w
sposobie przytaczenia reszt cukrowcowych
sktadzie — typie cukrow dotgczonych do biatka
strukturze —tancuchy rozgatezione/nierozgatezione

dtugoscii ilosci taricuchéw cukrowcowych

wyrdznia sie dwa podstawowe typy glikozylacji: O- i N-glikozylacje



O-glikozylacja

poddawane s3 tej modyfikacji gtdwnie biatka matrix
miedzykomédrkowej, 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

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

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

nastepnie moze dojs¢ do przytaczania kolejno nastepnych reszt
monocukrowych

nastepuje drogg glikozylacji sekwencyjnej, tj. kolejno
nastepujacego po sobie przytaczania reszt monocukrowych do
biatka

produkt dziatania jednej glikozylotransferazy staje sie

N-glikozylacja

jest modyfikacja kotranslacyjng—powstaje w trakcie syntezy biatka w ER
okoto 90% biatek glikozylowanych jest modyfikowanych w ten sposdb

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

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

przebiega w kilku etapach:

sktadanieprekursora —pierwszy dotaczany jest 14 cztonowy prekursor zbudowany z N
acetyloglukozaminy, mannozy i glukozy. 7 pierwszych czasteczek przytacza siedodolicholu (lipid
btony ER) w cytoplazmie poprzez wiazanie pirofosforanowe. Po stworzeniu pierwotnego rdzenia
Man5GIcNAc2-PP-dolichol przechodzi do $wiatta ER, tam dodawane jestpozostate 7 reszt i
powstaje kompletny prekursor: Gel3Man9GIcNAc2-PP-dolichol

przytaczenie prekursora —czeka na biatko przytaczony do dolicholu

przycinanie—glikozydazy i glikozylolotransferazy odcinajai doktadajg glukozy od korica rdzenia azdo
momentu kiedy biatko jest prawidtowo sfatdowane. Wszystkie prawidtowo sfatdowane
glikoproteiny przechodzgce do aparatu Golgiego maja sekwencje Man9GIcNAc2

dojrzewaniew AG —do tego momentu wszystkie N-glikoproteiny wygladaja tak samo, dopiero teraz
dodawany jest charakterystyczny, indywidualny wzér glikozylacji. Mannozydazy i Il oraz
transferaza N-acetyloglukozaminy doprowadzaja do powstania wspdlnego rdzenia a nastepnie
dofaczane sgreszty glikozylowe pochodzace z UDP-cukréow

galaktoza

N-acetylo
glukozamina

0
CHs; or H ﬁ

-
or Thr

oL J i

HCH,
asparagine { C =0
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NH

y glucose = ‘
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N-acetylglucosamine = @
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N-glikozylacja

przytgczanie i odtgczanie reszt cukrowcowych jest sposobem
na sprawdzenie czy biatko prawidtowo sie sfatdowato —
kluczowa role odgrywaja dwa czaperony — kalneksynai
kalretikulina, oba wymagajace jonéw wapnia do prawidtowego
dziatania
glikozydaza odcina dwie koncowe reszty glukozy a do jednej
pozostatej przytaczajg sie te 2 czaperony, pomagajac sie biatku
fatdowad
nastepnie glikozylaza przecina wigzanie tgczagce mannoze z
glukoza odfaczajac tym samym czaperony od biatka
jezeli biatko nie jest prawidtowo sfatdowane to zostaje
rozpoznane przez glikozylotransferaze UDP-glukozo-
glikoproteinowg, ktdra dotacza reszte glukozy, dzieki czemu
biatko ponownie jest rozpoznawane przez czaperony i cykl
fatdowania sie powtarza. Cykl moze by¢ powtarzany
wielokrotnie, w momencie kiedy biatko jest prawidtowo
sfatdowane, nie ulega juz glukozylacji

biatko zakotwiczone w btonie ER i bedgce w jego swietle za
posrednictwem pecherzykdw transportujgcych przechodza do
AG gdzie reszty cukrowcowe podlegajg dalszym modyfikacjom

Kotwiczenie glikozylofosfatydyloinozytolem

czasami zaliczana do glikozylacji;

odwracalna modyfikacja polegajgca na dotgczeniu poprzez
facznik weglowodanowy kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolu
(GPI) lokuje ona biatko po zewnetrznej stronie btony
komadrkowej na elastycznym tgczniku;

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

stuzy do regulacji funkcji biatka — enzym zwigzany z GPI jest

nieaktywny uaktywnienie nastepuje poprzez dziatanie
fosfolipazy;

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

biatka, ktére majg ulec tej modyfikacji muszg posiadac¢ 2
sekwencje sygnatowe:
na N-koricu sekwencje sugerujaca transport kotranslacyjny do ER

na C-koricu sekwencje rozpoznawang przez transaminaze GPI
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Synteza chemiczna

w chemii organicznej synteza peptydu
to produkcja peptyddw, ktére sg zbudowane z liniowo potgczonych ze sobg
wigzaniem peptydowym aminokwaséw;
proces biologiczny w ktédrym zachodzi ta reakcja nazywa sie biosynteza
peptydu;
synteza wiekszych czgsteczek nazywa sie syntezg/biosynteza

biatek;
peptyd czy biatko?
do 10 AA - oligopeptyd,
do 100 AA - polipeptyd,
powyzej 100 AA - biatko;
przez mozliwos$¢ niechcianych reakcji zazwyczaj stosuje sie
blokowanie grup funkcyjnych odpowiednimi ostonami
chemiczna synteza peptydu rozpoczyna sie na koricu C a
koriczy na N, czyli odwrotnie niz w biosyntezie;
reakcje przeprowadza sie albo w roztworze (liquid-phase
peptide synthesis) lub w fazie statej (solid-phase peptide

cunthecic)

Racemizacja
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Ochrona grup funkcyjnych

Grupa aminowa

t-butyoksykarbonylowa (BOC):
trwata w Srodowisku zasadowym;
kwasolabilna;

selektywne warunki usuwania;

niski koszt odczynnika;

wysoka rozpuszczalnos¢ peptydu;

wysoka czystos¢ peptydéw hydrofobowych;
rzadko problemy z agregacja;

stosunkowo krotki czas syntezy;
potencjalnie niebezpieczny dla zdrowia;

fluorenylometoksykarbonylowa (FMOC):

odporna w $srodowisku kwasnym;
zasadolabilna;

wrazliwa na katalityczng redukcje;
odczynnik drogi;

niska rozpuszczalnos¢ peptydow;

niska czystos¢ peptydéw hydrofobowych;

czasami problemy z agregacja;

Ochrona grup funkcyjnych

Grupa karboksylowa

do ochrony grupy karboksylowej stosuje sie reakcje estryfikacji;

®
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Synteza w fazie ciektej

klasyczne podejscie;

ma ogromne znaczenie w produkcji peptyddw na skale
przemystowg;

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;

gtowng wada tej metody jest to, ze po kazdej pojedynczej reakc;ji
trzeba oczyszczac produkt (a wiec wczesniej go odseparowad) i
usuwac zuzvtv substrat:;

Synteza na nosniku statym

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

dzieki temu przytgczenie kolejnego aminokwasu poprzedzone jest tylko obmyciem z zywicy
z peptydem produktdw ubocznych i nieprzereagowanych substratéw;

mozliwe jest tez stosowanie nadmiaru jednego z reagentow celem zwiekszenia wydajnosci
oraz czesciowej lub nawet catkowitej automatyzacji procesu ;

wybor odpowiedniej zywicy determinuje struktura pozgdanego peptydu, np. to, czy ma
posiadac wolng grupe karboksylowg na C-koricowym aminokwasie, czy tez grupe
amidowg;

najczesciej stosowane sg zywice polistyrenowe sieciowane diwinylobenzenem z
przytagczonym labilnym w Srodowisku kwasnym tacznikiem (tzw. ,linkerem”);

odczepienie zsyntetyzowanego polipeptydu od nosnika nastepuje poprzez reakcje z kwasem

RS DN I A
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Enzymatyczna synteza biatek

Najczesciej do syntezy biatek stosuje sie nadekspresje (mata wydajnos$é) i chemiczng synteze
(niebezpieczenstwo recemizaciji).

Alternatywnie mozna takze zaprzac do pracy enzymy proteolityczne.

W warunkach fizjologicznych enzymy proteolityczne katalizujg hydrolize wigzania peptydowego, ale
zdolne sg réwniez katalizowaé reakcje odwrotng, to jest reakcje syntezytego wigzania, synteza
zachodzi wéwczas stereoselektywniei nie jest wymagane blokowanie funkcyjnych grup bocznych
aminokwasow

Stosowaneenzymy :
chymotrypsyna
papaina

alkalaza

pronaza

acylaza penicyliny



Synteza...

Synteza chemiczna na nosniku
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

Fatdowanie biatek

Biatko prawidtowo sfatdowane jest aktywne biologicznie, biatko rozfatdowanie/zdenaturowane jest

biologicznie nieaktywne.
W po prawnym fatdowaniu pomagaja:
czaperoniny;

czaperony;

Synteza enzymatyczna

» Metoda nowa, nie ma
opracowanych protokotow

- Tanie (mniej sprzetu,
odczynnikow, ludzi, energii)

» Nieszkodliwe warunki

»Tylko  krotkie  peptydy (ale
glownie dlatego, Ze nie ma

automatyzacji — stabo rozwinigta
technologia)

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 fancuchéw biatkowych 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



Fatdowanie biatek

Biatka fatdujace sie bez pomocy
czaperondw po denaturacji sg w
stanie wroci¢ do prawidtowej
konformac;ji (oczywiscie jezeli
denaturacja nie zniszczyta struktury).

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

Renaturacja spowodowata

Fatdowanie biatek

Termodynamika fatdowania biatek

Na gorze wiele réznych konformacji, wiec entropia
takze jest duza;

W miare fatdowania, sciezka termodynamiczna
prowadzi w dot lejka;

Zagtebienia na dnie lejka;

o Native state;
catalytically active,

72

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

Native,

catalytically

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

Beginning of helix formation and collapse

X
e ‘,Wmmy - ‘W b

gy
idues of protein

in native conformation

Percentage of res;

Discrete folding
intermediates




Sekwencja fatdowania

wigzanie kofaktora (interakcja
niekowalencyjna);

modyfikacje kowalencyjne (glikozylacja,
fosforylacja);

taczenie podjednostek (jezeli biatko jest
oligomerem);

Niektdre biatka fatdujg sie kotranslacyjnie—
fragment wychodzacyz rybosomu od razu
zaczyna przybierac¢ konformacje;

Najpierw fatduje sie koniec N, na koncu C,
biatko nie uzyska koncowej konformaciji

Odziatywanie biatko - czaperon

HSP25

HSP100

nascent polypeptide chain

folding and
cofactor binding
{noncovalent
interactions)

covalent modification
by glycosylation,
phosphorylation,
acetylation etc.

88’

binding to other
protein subunits

£asSP

mature functional protein

HSP60 (GroEL)



Czaperoniny

Kompleksy biatkowe uczestniczgce w fatdowaniu nowo powstajacych biatek:
pracujg na koszt hydrolizy ATP
dzielisie je nadwie grupy: li ll

Czaperoniny: Grupall

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;

czes¢ apikalna podjednostek jest
hydrofobowym miejscem wigzania — co
powoduje, ze faworyzowane sg
niesfatdowane biatka, czes¢ réwnikowa
wigze ATP; TR T




Dziatanie GroES/GroEL

zapewniajg zamknietg przestrzen, gdzie
pojedyncza czgsteczka biatka moze sie
sfatdowa¢;

u E. coli znaleziono 85 biatek, ktére byty
Scisle zalezne od GroEL;

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

substrat zostaje zamkniety w komorze
gdzie moze sie swobodnie fatdowag;

hydroliza ATP i zwigzanie ATP z
pierscieniem trans powoduj3
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Folded protein

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 biatek

Biatka degradowane sg do aminokwasoéw.
Rozkfad biatek ma dwa aspekty:
przyswojenie sktadnikdw pokarmowych;
recycling sktadnikow budulcowych;

Biatka komdrkowe ulegajg degradacji z rézng
predkoscia:

biatka strukturalne sg stabilne;

biatka metaboliczne majg krotki okres
pottrwania;

biatka sygnalizacyjne sg ekspresjonowany
tylko w celu przekazania sygnatu;

biatka nieprawidtowe muszg byc¢ natychmiast

Regulacja degradacji biatek

Degradacja biatek wymaga dziatania kilku enzymoéw w
celu catkowitej degradacji biatek do ich sktadowych amino
kwasow.

Nalezg do nich (zlokalizowane nie tylko w uktadzie
pokarmowym ale takze w komdrkach):

proteinazy;
peptydazy.

Endopeptydasy to enzymy atakujgce wigzania peptydowe
wewnatrz fancucha.

Exzopeptydasy atakujg wigzania peptydowe na koncu
tancucha.

W zaleznosci od mechanizmu dziatania wyrdznia sie
peptydasy:
serynowe;

ructeinnwe:
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Znakowanie biatek do degradac;ji

Ubikwitynacja:
to sygnat do degradacji;

jednoczesnie... w zaleznosci od
tego w jakisposobiile
ubikwityn zostanie
przytgczonych znaczenie sygnatu
jestinne;

Lys48 degradacja

Przytgczenie ubikwityny

Ubikwityna to mate biatko zawierajace 76
aminokwaséw;

koniec C ubikwityny jest aktywowany przez
stworzenie wysokoenergetycznego wigzania
tioestrowego z bocznym tanicuchem cysteiny z
biatka E1;

kompleks ten jest przenoszony na cysteine
enzymow E2;

E2 wystepujg w wieloczgsteczkowych kompleksach
z jeszcze wiekszg liczbg enzymoéw E3;

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

przytaczenie do kompleksu kolejnych E1 niosgcych
ubikwityne powoduje poliubikwitynacje;

C terminus

C feuiunz

Ubiquitin




Okres pottrwania

O okresie pottrwania biatek decyduje wiele czynnikow:
funkcja;
lokalizacja;

sekwencja N-terminalna:
reszty destabilizujgce to argininy, leucyna (stymulujg ubikwitynacje);

reszty stabilizujgce to metionina, prolina;

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

Proteasom

Proteasom (Proteasom 26S) to
wielopodjednostkowy kompleks o
aktywnosci proteazowe;j.

Kompleks 20S (700 kDa) sktada sie
z 14 podjednostek utozonych w
pierscienie. N

Kompleks 19S (kompleks p suburits (PN
requlatorowy) zbudowany jestz """\
20 podjednostek zawierajgcych

liczne ATPasy nalezgce do klasy




Proces degradacji

Ubikwitynowane biatka przeksztatcane sg do peptydow. o"og
Znacznik degradacji = ubikwityna, jest w tym procesie usuwany i - :
ponownie wykorzystywany. e O D
v
e S oo o
o g

Peptide fragments Released ubiquiin

Prot
v
o e

Amino acids

Left intact ! no "
for biosynthesis ¥ | > groups > bythe
v urea cyde

Carbon skeletons
Glucose or glycogen i i
St . - Fatty acid synthesis

Cellular respiration

Szlak ubikwitynacji

Wystepuje u wszystkich organizmow eukariotycznych.

Organizmy prokariotyczne dysponujg homologami
proteosomu, jednak ich funkcja nie jest w petni
zrozumiana.

U Archei proteasomy zbudowane sg identycznych
podjednostek.

Funkcjg analogdéw ubikwityny u prokariotéw jest udziat
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Lizosomalne choroby spichrzeniowe

Lysosomal storage diseases

Frances M. Platt'*, Alessandra d’Azzo?, Beverly L. Davidson®*, Elizabeth F. Neufeld®

and Cynthia J. Tifft®

Abstract | Lysosomal storage diseases (LSDs) are a group of over 70 diseases that are
characterized by lysosomal dysfunction, most of which are inherited as autosomal recessive
traits. These disorders are individually rare but collectively affect 1 in 5,000 live births. LSDs

typically present in infancy and childhood, although adult-onset forms also occur. Most LSDs

have a progressive neurodegenerative clinical course, although symptoms in other organ
systems are frequent. LSD-associated genes encode different lysosomal proteins, including

lysosomal enzymes and lysosomal membrane proteins. The lysosome is the key cellular hub for

macromolecule catabolism, recycling and signalling, and defects that impair any of these
functions cause the accumulation of undigested or partially digested macromolecules in

lysosomes (that is, ‘'storage’) or impair the transport of molecules, which can result in cellular
damage. Consequently, the cellular pathogenesis of these diseases is complex and is currently
incompletely understood. Several LSDs can be treated with approved, disease-specific therapies
that are mostly based on enzyme replacement. However, small-molecule therapies, including
substrate reduction and chaperone therapies, have also been developed and are approved for
some LSDs, whereas gene therapy and genome editing are at advanced preclinical stages and,

for a few disorders, have already progressed to the clinic.
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10 faktow o chorobach rzadkich

10.

Schorzenie dotykajgce mniej niz 200 000 oséb jest
uznawane za rzadkie w USA

Znanych jest ponad 7 000 schorzen
25-30 min Amerykandw zyje ze schorzeniem rzadkim

Wiele z tych schorzen dotyka dzieci powodujac
przedwczesng smierc

Wszystkie nowotwory dzieciece traktowane sg jako
rzadkiei...

... znanych jestich ponad 500

Ponad 90% schorzen nie ma zatwierdzonych przez FDA
lekéw

Nawet 350 min pacjentow moze w skali Swiatowej
cierpiec¢ na choroby rzadkie

Kazdy z nas bez wzgledu na wiek moze by¢ dotkniety
choroba rzadka

Dziert Chordb Rzadkich (ang. Rare Disease Day) —
Swieto obchodzone corocznie, w ostatni dzien lutego.

T . = ©

25-30 million Americans are Z2&~ NORD

Sy N " Nauor:lomvﬁf!xmn
living with a rare disease. -

“ 10 THINGS YOU MAY
NOT KNOW ABOUT
RARE DISEAS

https://rarediseases.org/



Od...

Orphanet: Wiedza dotyczgca choréb rzadkich =
lepsza opieka

"Choroby rzadkie wystepujg sporadycznie,
ale liczba pacjentéw z chorobami rzadkimi
jest znaczna"

* www.orpha.net
* Wykaz, klasyfikacje i encyklpedia chordb
rzadkich wraz z zaangazowanymi genami
* Wykaz lekéw sierocych
* Katalog organizacji pacjentow
* Katalog specjalistow i instytucji
» Katalog centréw eksperckich

» Katalog laboratoriéw medycznych
oferujgcych badania diagnostyczne

» Katalog projektéw badawczych, badan
klinicznych, rejestréw i biobankow

e Zbior raportéw tematycznych

Lysosomal storage disease

* Lizosomalne choroby spichrzeniowe (LCS), choroby
lizosomalne, choroby spichrzania lizosomalnego —
grupa choréb uwarunkowanych genetycznie, w
ktorych na skutek braku aktywnosci jednego z
enzymdw dochodzi do spichrzania roznych
substancji w lizosomach.

* Lizosom —organellum cytoplazmatyczne
wytwarzane przez aparat Golgiego, wystepujgce
licznie w komdrkach eukariotycznych (typowo w
komarkach zwierzecych) i komarkach roslinnych,
natomiast nieobecne w komadrkach
prokariotycznych.

Sato niewielkiep?cherzyki o srednicy ok. 0,5 um (rzadko 0,1-1 pm), otoczone
El

pojedyncza btona lipidowo-biatkowa o grubosci ok.7 nm.

Z‘awi erajgkwasnehydrolazy rozktadajace biatka, kwasy nukleinowe, weglowodany i
ttuszcze.

pH wewnatrz lizosomu ma warto$¢ optymalng dla wystepujacych w nim enzymdw,
réwna okoto 5.

* Wikipedia, maj 2023

Receptor-mediated endocytosis

cell membrane lysosome

endosome
coated pit lysosomal
/ degradation
receptor
//
»
- il
C. Skl -
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ligand N ~
N /1 i \\ f
coated vesicle \ \\\ T !
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E 3
A a R

fusion with endosome

recycling of
receptor

©2010 Encyclopaedia Britannica, Inc.



Dystrybucja w polpulacji

Table 2| Increased incidence of LSDs in specific populations before carrier screening

Disorder

Gaucher disease type |
Tay-Sachs disease (infantile)
Niemann—Pick disease type A
GM1 gangliosidosis
Metachromatic leukodystrophy
Pompe disease

Cystinosis

Salla disease
Aspartylglucosaminuria

Niemann—Pick disease type C

Fabry disease
Hermansky—Pudlak (types 1 and 3)

Region or population

Ashkenazi Jews
Ashkenazi Jews
Ashkenazi Jews

Rudari isolate
Western Navajo Nation
The Netherlands
Brittany

Finland or Sweden
Finland

Nova Scotia
(French Acadian)

Nova Scotia

Puerto Rico

Incidence
(per 100,000
individuals)

100 (REF.")
25 [RER"™)
2.5 [REFY)
10 (RER.')
40 [REF.'™)
2.5 [REF.™™)
3.8 [REF™M)
2.5 (REF™™)
54 (REF.")
100 (REF*™)

9.3°
56 [REFS'*)

*M. West, personal communication. GM1, GM1-ganglioside; LSD, lysosomal storage disease.

Choroba Pompego

Choroba Pompego (glikogenoza typu ll,
GSD 11, ang. Pompe’s disease) — rzadka
choroba genetyczna, dziedziczona w
sposéb autosomalny recesywny,
polegajgca na braku enzymu — a-
glukozydazy (kwasnej maltazy). Efektem
tego jest zaburzenie spichrzania glikogenu
W organizmie, przy czym nie wystepujg
znaczace zaburzenia metabolizmu
weglowodandw i epizody hipoglikemii.
Nalezy do grupx lizosomalnych chorob
spichrzeniowych.

Zostata po raz pierwszy opisana w 1932
roku przez holenderskiego patologa
Joannesa Cassianusa Pompego.

NORMAL MUSCLE FIBERS

Glycogen is
broken down into
glucose molecules

Glycogen
Glucose molecules-

Glycogen builds
up inside lysosomes
and causes damage
to muscle fibers

Myofibrils (muscle fibers)

— Lysosome

Michigan Medicine CC BY-SA 4.0



Rokowania

Progressive
muscle weakness

Problems going
up and down stairs,

Use of ventilatory
support (37%)

Start use of

rising from armchair artificial
or lying position ventilation
35-40 47 49
YEARS YEARS YEARS YEARS
_First . Use of ambulatory ‘ff;ﬁi:;':% o
f;omplamts/dlagnosls ! devices (43%) whieeichal

Dutch Cohort; N=54

First t

Running problems

Diagnosis

Problems going up and down staircase
Problems rising from armchair

Problems rising from lying position

muscle weak Iking problems
Problems with dressing
Problems going to toilet
Use of ambulatory devices (43%)

Start of wheelchair use

L | [0

[ 25

Use of ventilator support (37%)

Objawy

t t t t t t 1
20 30 60 70 ys

mhttps://pc;jmpwecme.com/

* W zaleznosciod momentu wystgpienia
objawow chorobe Pompego mozemy
podzieli¢ na trzy typy:

* postac dziecieca

* aktywnos¢ enzymu ponizej 1%

* objawy: hipotonia miesniowa, stabos¢
miesniowa, kardiomegalia, niewydolnos¢ serca,
obecnos¢ ciuiego jezyka i wczesny zgon

* postaé mtodziencza

* aktywnosc enzymu ponizej 10%

* objawy: postepujace ostabienie miesni

* postac u dorostych
» aktywno$¢ enzymu ponizej 40%

* objawy: postepujgce ostabienie migsni,
niewydolno$¢ oddechowa, podwyzszone
stezenie enzymow watrobowych

Hair
HPS1, HPS2, HPS3, HPS4, HPS5, HPS6, HPS7, HPS8,
HPS9, MYOSA, RAB27A and CTSA

Brain

GLA, GBA, GLB1, HEXB, HEXA, GM2A, ARSA, PSAP,
SMPD1,IDUA, IDS, SGSH, NAGLU, HGSNAT, GNS,
GUSB, MAN2B1, MANBA, FUCA1, AGA, NAGA,
NEU1, CTSA, GNPTAB, LAMP2, SCARB2, SLC17AS,
NPC1, NPC2, MCOLN1, MYOSA, LYST, PPT1, TPP1,
CLN3, DNAJC5, CLN5, CLN6, MFSD8, CLN8, CLN9,
CTSD, GRN, ATP13A2, CTSF, KCTD7 and GALC

Ear
IDUA, IDS, GALNS, ARSB, GUSB, HYAL1, NAGA,
CTSA, GNPTAB, SCARB2 and NEU1

Immune deficiency
MANZB1 and RAB27A

Eye

GyLBI, GLA, IDUA, GALNS, ARSB, GUSB, NAGA, CTSA, CTNS,
NPC1,NPCZ, MCOLN1, HPS1, HPS2, HPS3, HPS4, HPSS5, HPS6,
HPS7, HPS8, HPS9, MYQS5A, LYST, CLN3, CLNS, CLN8, CLN9,
CTSD, GRN, KCTD7, NEU1, TPP1, GALC, HEXA, HEXB and GM2A

1

Thyroid Tongue
CINSand CTSA | | IDUA, IDS, ARSBand GUSB

Heart
GLA, IDUA, IDS, SGSH, NAGLU, GUSB, GAA, NAGA, CTSA,
GNPTAB, GNPTAG, LAMP2, SLC17A5, GLB1, CLN3 and ARSB

Lung Kidney

SMPD1, AGA, GNFTAB, NPC1, NPCZ2, HPS1, HPS2 GLA, CTNS,

and HPS4 SCARB2, NEU1
and CTSA

GBA, SMPD1,IDUA, IDS, SGSH,
NAGLU, HGSNAT, GNS, ARSB, AGA,
NAGA, CTSA, GNFTAB, SLC17AS,
NPC1 and NPC2

Peripheral nervous system
GLA, HEXB, SCARBZ and LYST

Coarse facies
IDUA, IDS, SGSH,

, NAGLU, HGSNAT, GNS, GUSB, MAN2B1,
AGA, NAGA, CTSA, GNPTAB, SLC17AS5, GUSB and GALNS

J

Gastrointestinal system
GLA, ST3GALS and MCOLN1

Joint
ASAH1, GLB1, IDUA,
IDS, SGSH, NAGLU,
HGSNAT, GNS, GALNS

Muscle
GAA, CTNS, LAMP2 and NEU1

and ARSB

Skin

GLA, ASAH1, IDS, MANBA, FUCA1,
NAGA, CTSA, CTNS, HPS1, HPS2,
HPS3, HPS4, HPS5, HPS6, HPS7,
HPS8, HPS9, RAB27A, LYST and GBA

HSP5, HSP6, HSP7, H5P8, HSP9, RAB27A and LYST

Skeletal

Haematologic
GBA, SMPD1, MCOLN1, HSP1, HSP2, HSP3, HSP4,
[cun, ARSB, GUSB, CTSA and GNPTAB

Hernias
IDUA, IDS, SGSH, NAGLU, HGSNAT, GNS, GALNS,

GLB1, DBA, SMPD1, IDUA, IDS, SGSH, NAGLU, HGSNAT,
GNS, GALNS, ARSB, HYAL1, MAN2B1, FUCA1, NAGA,
CTSA, GNFTAB, GNFTAG, CTNS and NEU1

O Genetic mutations that cause specific clinical manifestations
O Genetic mutations that cause non-specific symptoms




Objawy

Gaucher disease
* Parkinson disease

* Dementia with Lewy bodies

Mltochondrlon
MPS llIB
* Tauopathies
in I/ /
w SV

GlcCer

* Alzheimer disease

P-tau

MPS IIIA, IlIB and IlIC
* Batten disease

Nucleus

Strategie

* The most obvious approach to correct loss-of-function diseases, such
as LSDs, caused in most cases by the deficiency of a lysosomal
hydrolase, is to restore or replace the defective enzymatic activity.
Thus, the majority of the approaches thus far developed to treat LSDs
are aimed at increasing the cell and tissue levels of the missing
enzyme. These include:

* hematopoietic stem cell transplantation (HSCT),
* enzyme replacement therapy (ERT),
* pharmacological chaperone therapy (PCT),

* gene therapy (GT).

* Pauci-immune FNGN
* Frontotemporal dementia

HS-CGAG @

Cholesteroksphingolipid

—ER j
NPC
¢ Alzheimer disease

Sialidosis
* Alzheimer disease
* Fibrosis
* Cancer

* Proteases
* Glycosidases
* Amyloid-B
X “l+| *Exosomes

GM1 gangliosidosis
* Parkinsonian features
* Alzheimer disease




Correction of genetic information: Correction of secondary cellular abnormalities
- Gene therapy - Manipulation of autophagy
- Stop codon read-through

Secondary cellular
abnormalities

Degradation of
Mutated protein

reticulum

/ Golgi
apparatus

Mutated
(misfolded) dg

protein
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ene mutation

U @ nhibition of
substrate
synthesis

Intra-lysosomal storage of
undegraded substrate
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therapies
Lysosomes,@ (ERT)

Deficiency of
lysosomal enzyme
activities

Improving folding and stability of

mutated enzymes (

- Pharmacological chaperones
- Proteostasis regulators

Increasing lysosomal
exocytosis

PCT
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Thermofluor
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 Label-free drug screening
* Drug lead optimization
* Studies of enzyme mechanism

* Protein stabilization for optimized isolation
» Characterization of engineered proteins

» Screening for inhibitors of protein-protein interactions of
modulators of protein conformational changes

» Decrypting proteins of unknown biological function[edit]
» The biochemical function of protein targets identified

through gene

» Optimization of protein crystallization conditions
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ERT

Endoplasmic Plasma
reticulum membrane! O
Golgi
®) apparatus Recombinant
O enzymes (ERT)
Endocytic Q
: th
ig pathway Pt 9 9
-
O Late
O endos

@G

Lysosomes
} o

H Manr 6-phosphate recept 9 R bi ly | enzyme

Leczenie

The rationale of ERT evolved from pivotal studies
on the molecularand cellular mechanisms
implicated in the sorting of newly synthesized and
secreted lysosomal enzymes.

These studies showed that lysosomal hydrolases
are delivered to lysosomes through the mannose
or the mannose-6-phosphate receptor pathways
and that these receptors are also expressed at the
plasma membrane of cells. Thus, the lysosomal
enzymes can be internalized by cells and follow the
endocytic route to be correctly delivered to
Iﬁsosomes, by bindingto the receptors exposed on
the cellular membrane. Based on these studies, it
has become evident that the same route could be
exploited to deliver recombinantenzymes to
defective cells and tissues and that LSDs
represented the best model of inherited metabolic
disorders that could be treated by providingthe
missing enzyme from external sources.
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Binding to
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https://doi.org/10.1016/j.ymgme.2

011.12.012



Disease

Gaucher disease

Fabry disease

Pompe disease

MPS | (Hurler-Scheie and
Scheie syndromes)

MPS Il (Hunter syndrome)

MPS VI (Maroteaux-Lamy
syndrome)

MPS IV (Morquio
syndrome A)
MPSVII (Sly syndrome)

Lysosomal acid lipase:
deficiency
Late infantile neuronal

ceroid lipofuscinosis type 2
(CLN2 disease)

Type of therapy
Recombinant enzyme®
Substrate reduction therapy

Recombinant enzyme

Chaperone therapy

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme
Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Recombinant enzyme

Niemann-Pick disease type C  Substrate reduction therapy ~ Miglustat

CNS, central nervous system; EMA, European Medicines Agency; ERT,

i ; MP
*The names of the recombinant enzymes represent the generic name. The se of a and B in the name of the natural enzyme is to distinguish between different
preparations of the recombinant enzymes.

Disease Type of therapy Drug name or procedure Clinical trial
number examples
a-Mannosidosis Recombinant enzyme rhLAMAN Velmanase alfa EudraCT Number:
Drug name Comments 2016-001988-36
* Imiglucerase ERTis effective only for type | Gaucher disease (the non- Niemann-Pick disease type B Recombinant enzyme thASM Olipudase alfa NCT02004691
o yelag R =i 9 L Niemann-Pick disease type C i NCT02612129
« Miglustat Effective only for non-neuronopathic Gaucher disease D pecifi ! b (VT5720) NCT02534844
« Eliglustat Metach leukodystrophy R tenzym rhASA NCT01887938
* Agalsidase beta *Agalsidase alfa and beta have the same amino acid Gene therapy LV/ARSA-transduced HSC transplantation NCT01560182
* Agalsidase alfa composition but different glycosylation
e Agalsidasabatawas approved by the US FDA, although Gene therapy LV/ARSA/ABCD! transduced autologous HSC transplantation  NCT02559830
both drugs are approved by the EMA Gene therapy Intracerebral AAVrh.10cuARSA NCT01801709
Migalastat Active site inhibitor and/or chaperone MPSI Gene therapy Intravenous AAV/ SB-318-IDUA NCT02702115
idase alf Reverses cardiac but not i y NCT03153319
Pompe disease and is approved by the EMA ST N § o R InD
Laronidase Effective for attenuated forms of MPS | (Hurler-Scheie and
Scheie syndromes) but is not effective for severe form of Gene therapy AAV/SB-013-IDS NCT03041324
MPS | (Hurler syndrome) MPS IIA Recombinant enzyme thHNS NCT01299727
«Idursulfase “Not effective for CNS or skeletal disease (EnfilpoaEmel) ooty Intravenous scAAVO.U1a hSGSH NCT02716246
*Idursulfase beta «Idursulfase beta approval by Korean Ministry of Food and
Drug Safety MPS 111 Recombinant enzyme BMN250 NCT02754076
(Sanfilippo syndrome B) ) ) .
Galsulfase Efficacy variable and depends on the severity of the disease Substrate reduction therapy -~ Genistein EudraCT:
and the age at which ERT was started 2013-001479-18
Elosulfase Not effective on bone disease, which might need surgical Gene therapy Intracerebral rAAV2/5-hNAGLU NCT03300453
intervention Gene therapy Intravenous rAAV9.CMVANAGLU NCT03315182
Vestronidase alfa Approved for use in paediatric and adult patients MPS VI Gene therapy AAV2/8.TBG.hARSB NCT03173521
Sebelipase alfa Multiple di lated lipid at lities reduced Fabry disease Substrate reductiontherapy ~ Lucerastat NCT02930655
Substrate reduction therapy  Ibiglustat NCT02228460
Cerliponase alfa First treatment available for any form of Batten disease;
requires intracerebroventricular administration Gene therapy LV galactosidase-a-transduced stem cells NCT02228460
Gaucher disease Substrate reduction therapy  Ibiglustat NCT02843035
First small-molecule modifier of CNS disease inan LSD Chaperone therapy Ambroxol NCT01463215
therapy; LSD, lysosomal Pompe di Gene therapy Intramuscular AAV9-DES-hGAA NCT02240407
Tay-Sachs and Sandhoff Chaperone therapy Pyrimethamine NCT01102686
disease
Trials are listed on publicly available databases and are available at ClinicalTrials.gov. AAV, ad d virus; ARSA, aryl A;HSC,

Imiglucerase

)

stem cell; LSD, lysosomal storage disease; LY, lentivirus; MPS, mucopolysaccharidosis.

REVIEW

Imiglucerase in the treatment of Gaucher disease:
a history and perspective

Patrick B Deegan
Timothy M Cox

Department of Medicine, University
of Cambridge, Lysosomal Disorders
Unit, Addenbrooke’s NHS Foundation
Hospitals Trust, Cambridge, UK

Abstract: The scientific and therapeutic development of imiglucerase (Cerezyme®™) by
the Genzyme Corporation is a paradigm case for a critical examination of current trends in
biotechnology. In this article the authors argue that contemporary interest in treatments for rare
diseases by major pharmaceutical companies stems in large part from an exception among rarities:
the astonishing commercial success of Cerezyme. The fortunes of the Genzyme Corporation,
latterly acquired by global giant Sanofi SA, were founded on the evolution of a blockbu:

r
therapy for a single but, as it turns out, propitious ultra-orphan disorder: Gaucher disease.
Keywords: enzyme therapy, ultra-orphan, macrophage targeting, lysosomal disease, mannose

lectin, biopharmaceutical
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Disease - Glycogen storage disease 2

& Download *  View proteins *

Definition | A metabolic disorder with a broad clinical spectrum. The severe infantile form, or Pompe disease, presents at birth with massive accumulation of glycogen in muscle, heart and
liver. Cardiomyopathy and muscular hypotonia are the cardinal features of this form whose life expectancy is less than two years. The juvenile and adult forms present as limb-
girdle muscular dystrophy beginning in the lower limbs. Final outcome depends on respiratory muscle failure. Patients with the adult form can be free of clinical symptoms for
most of their life but finally develop a slowly progressive myopathy.

Acronym | GSD2

Alternative names | Acid alpha-glucosidase deficiency
Acid maltase deficiency
Alpha-14-glucosidase deficiency
AMD

Cardiomegalia glycogenica

7 more alternative names

Keywords | Glycogen storage disease
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medical advice, diagnosis, treatment or care. Our staff consists of biologists and biochemists that are not trained to give medical advice.

Related UniProtKB entry

Browse 1 entry
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Inzynieria

- Dziatalnos¢ polegajaca na projektowaniu, konstrukeji, modyfikacji
i utrzymaniu efektywnych kosztowo rozwiazan dla praktycznych
problemow, z wykorzystaniem wiedzy naukowej oraz technicznej.
Dziatalnosc¢ ta wymaga rozwiazywania problemow roznej natury
oraz skali. Bardziej ogdlnie, inzynieria zajmuje si¢ tez rozwojem
technologii.

- ‘... projektowaniu, konstrukcji, modyfikacji’ biatek i enzymow.

- ‘... z wykorzystaniem wiedzy naukowej oraz techniczneyj, tj. metod opartych o
narzedzia bioinformatyczne.

- ‘... rozwigzywania problemow roznej natury oraz skali’, tj. utrzymanie integralnosci
strukturalnej i/lub modyfikacja aktywnosci enzymatycznych.

90

Podejscie klasyczne...

- Synteza nowo zaprojektowanych biatek poprzez wykorzystanie technologii
rekombinowanego DNA i chemiczna synteze kwasow nukleinowych.

Kierunkowa
mutageneza

Oc¢zyszczanie

BIAEKO

Charakterystyk
a
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Podejscie wspotczesne...

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

-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
- odpornoscina degradacje proteolityczna
- rozpuszczalnosé

- poziom ,ekspresji”

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

- wielodomenowy chbialek
- opornychna hydrolize
- stabo rozpuszczalnych

- mieszaniny sfatdowanych/ lokalnie niesfatdowanych/ 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 wtasciwosciach terapeutycznych (biatka terapeutyczne, przeciwciata). Techniki te
wykorzystuje sie do rozwoju szczepionek antywirusowych i w badaniach nad lekami przeciwko bakteriom



Ulepszony enzym...

Projektowanie Mutageneza

BIAEKO

Ulepszony enzym...

Losowa mutageneza - biblioteki

BIAEKO
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Poprawianie stabilnosci

» Na stabilnos¢ biatka wptywaja:

- aminokwas N koncowy
(Met, Gly, Ala, itp diugie zycie;
Leu, Phe Lys, itp krotkie zycie)

-sekwencje PEST destabilizujace — sekwengje

10-60 AA w $rodku biatka bogate w Pro, Glu,
Ser i Thr - one sa rozpoznawane przez
enzymy proteolityczne

> najprosciej zmieni¢ aminokwas N-konicowy —

wystarczy go dodac¢ np. w trakcie PCR insertu

- znacznie trudniej zmieni¢ sekwencje PEST nie

wplywajac na funkcje biatka

»czasami  podniesienie  stabilnosci  biatka

powoduje, ze zaczyna si¢ ono nieprawidlowo
faldowa¢, co przy duzej nadekspresji
prowadzi do powstania ciatek inkluzyjnych

Table10.2 N-Terminal Rule for Protein Stability

N-Terminal Residue Approximate Half-Life (Minutes)
Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val 120
lie, Glu, Tyr 30
Gin, Pro 10
Leu, Phe, Asp, Lys, Arg 2-3

Poprawianie stabilnosci

> pojawianie sig ciatek
inkluzyjnych oznacza
najczesciej, ze produkowane
biatko jest stabo
rozpuszczalne lub
produkowane zbyt szybko

-w takiej sytuacji najlepiej
wprowadzi¢ do  systemu
dodatkowe czaperony, ktore
zapewnia prawidtowe
faldowanie

Inclusion
Misfolded Body

£

Polypeptide C
chain

g/ Proper folding
: @

Molecular
chaperone
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Poprawianie stabilnosci

- mostki  dwusiarczkowe nie  tylko

determinujg  strukture  tréjwymiarowa
biatka, zapewniaja takze jego stabilnosc¢ i
podnosza odporno$¢ na utlenianie (co w
warunkach przemystowych czyli
pozakomoérkowych jest bardzo istotne) —
wprowadzenie  dodatkowych  mostkéw
podnosistabilnos¢ biatka

- wprowadza sie dodatkowe cysteiny, ktdre
w warunkach utleniajacych utworza mostek
— oczywiscie konieczna jest znajomosc
czwartorzegdowej struktury biatka, zeby
wprowadzic¢ te aminokwasy w
odpowiednie miejsca

- zasadniczo im dluzsza petle tworzy
mostek, tym bardziej podnosi sie stabilno$¢

98

Original
polypeptide

Engineered ALTERDNA
polypeptide

C Doys oS >

Cysteine

FOLDING FOLDING

&
e
@) /Q

Poprawianie stabilnosci

- mostki  dwusiarczkowe nie  tylko

determinujg  strukture  tréjwymiarowa
biatka, zapewniaja takze jego stabilnosc¢ i
podnosza odporno$¢ na utlenianie (co w
warunkach przemystowych czyli
pozakomoérkowych jest bardzo istotne) —
wprowadzenie  dodatkowych  mostkéw
podnosistabilnos¢ biatka

- wprowadza sie¢ dodatkowe cysteiny, ktdre
w warunkach utleniajacych utworza mostek
— oczywiscie konieczna jest znajomosc
czwartorzegdowej struktury biatka, zeby
wprowadzic¢ te aminokwasy w
odpowiednie miejsca

- zasadniczo im dluzsza petle tworzy
mostek, tym bardziej podnosi sie stabilno$¢

Thr

Tablell.2 Disulfide Stabilization of T4 Lysozyme

Protein Disulfide Bonds Present Stability as Activity (%)
3-97 9-164 21-142 Tm

Original - - - 41.9 100

1 + - - 46.7 96

2 - + - 483 106

3 - + 529 o]

4 + + - 57.6 95

5 = + + 58.9 0

6 + + + 65.5 o]




Miejsce aktywne __  pg-

W @

INTRODUCE LYS
NEAR BOTTOM

REPLACE
ASP BY SER

OF POCKET

b
» mozna zmieni¢ takze miejsce aktywne enzymu i
zmieni¢ specyficznos¢ wiazania substratu albo
kofaktora

- przyklad enzymy z grupy dehydrogenaz, ktdre maja NAD(P)
kofaktory NAD lub NADP - maja podobny N
. . . N[(X)I'INA.MVIIJE ADENINE w\)\jﬁ
mechanizm, ale NAD jest uzywany przez enzymy o L A
szlakéw degradacji i w tanicuchu oddechowym, O H

natomiast NADP w reakcjach syntezy " g ) g

2 CHy—O0—FP—0—PF—0—CHy
1l

0,

- strukturalnie rézniaq si¢ tylko grupa fosforanowa
przytaczona do pierscienia rybozy NADP — powoduje
to ze NADP ma bardziej ujemny tadunek a enzymy,
ktore go ,uzywaja” maja wieksze kieszenie wiazace z
dodatnio naladowanymi aminokwasami.

Miejsce aktywne

Cofactor A Only NAD

i ™, NADP is
pocket | | ) preferred
| NAD

INADP !
@/

oy

>

......

INTRODUCE LYS
NEAR BOTTOM

REPLACE
ASP BY SER

OF POCKET

» dehydrogenaza mleczanowa wigkszosci bakterii uzywa NAD ale nie NADP, w reakgcji
przeksztatcania pirogronianu w mleczan

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

» podobnie mozna zmieni¢ miejsce wigzania substratu — np. jezeli zamienimy trzy Ala na 3
Gly — miesjce zrobi sie wigksze i bedzie moglo zwiazac¢ czasteczke wieksza niz pirogronian.
Jezeli zamienimy reszty hydrofilowe (Lys i Gln) na hydrofobowe (Val, Met) miejsce stanie
sie bardziej hydrofobowe, Udowodniono, ze 5 i 6 weglowe zwigzki moga by¢ substratami
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/miana architektury

- w enzymach miejsce aktywne buduje
stosunkowo niewiele AA

» pozostale stanowig tréjwymiarowe rusztowanie

odpowiedzialne za to, zeby odpowiednie reszty
znalazty si¢ w odpowiednim miejscu w
przestrzeni

- bardzo czesto takie rusztowanie jest znacznie
wieksze niz trzeba — np. (3 galaktozydaza z E. coli
ma ok. 1000 AA, podczas gdy mnajmniejsze
enzymy hydrolityczne majq ok. 200-300 AA, co
oznacza, ze teoretycznie biatko to mogloby by¢
znacznie mniejsze co z przemystowego punktu
widzenia bytoby bardzo korzystne

- metodami typu phage display wybiera sie
krétkie

fragmenty biatka o okreslonej funkci a reszte

usuwa

Original polypeptide chain

FOLDING

Active

FNGINEER
SCAFFOLD

Rekombinacja domen

- taczy sie domeny funkcjonalne z réznych biatek

- enzymy restrykcyjne - polaczenie domeny tnacej
Fok I z inna sekwencyjnie specyficzna domena
wiazacg DNA. Fok I jest enzymem restrykcyjnym
II typu z domenami N konicowg ( rozpoznawanie
sekwencji DNA)i C koncowa (ciecie DNA). Sama
domena endonukleazowa tnie niespecyficznie, ale
jezeli pofaczy sie¢ ja z domena rozpoznajaca
sekwencje, to ona bedzie determinowac
specyficznos¢ cietej sekwencji

- biatko Gal4 jest aktywatorem transkrypcji u
drozdzy. Ma domene aktywujacg i rozpoznajaca
15 pz sekwencje konsensusowa. Jezeli potaczymy
ostatnie 17 AA koniec Gal4 z domena tnacg Fok I
powstanie biatko hybrydowe wiazace sie do
sekwencji  rozpoznawanej przez Gal4 i
przecinajace DNAw tym miejscu

Fokl endonuclease

domain i

Shortened chain

FOLDING

(%

Gal4 activator

RECOMBINE DOMAINS

Gald DNA
o
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Rekombinacja domen

- domene tnacg z Fok I taczono
takze z domenami typu palca
cynkowego (biatko moze miec
wiele palcow, kazdy wiaze
trzy pary zasad)

- przyklad — 90 AA domena z
trzema palcami rozpoznajaca
specyficznie 9 pz potaczona z
domenag nukleazowg Fok I

104

A) HYBRID Fokl Zn FINGER PROTEIN

Three sine fingers

. OF Zn FINGERS

Linker
SCCGOSGEGOSGOGh

C FLGKKNQHTRQURSLH DS RSFSKGCEPCRY, :

C PREGTHTROHK QLD SSOSFSKCCEPCRY

&

Rekombinacja domen

Phusion DNA Polymerase

o™
€

Oprocz klasycznej domeny odpowiedzialnej za powielanie/kopiowanie DNA
zawiera dodatkowg domene odpowiedzialng za wigzanie.
W wyniku tego polymeraza stabilniej wigze sie z szablonem.
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Modyfikacja AA

B) PBpa ADDS A CROSS-LINKING SITE TO GST

Wild-type Mutant GST
GST GST homodimer

9 uv
O B .\‘ 2
A=
Add pBpa o

- nienaturalne aminokwasy maja wiele réznych grup, np p-benzoilo-L-

fenyloalaniny w jedna pozycje enzymu S-transferazy glutationu,
powoduje dimeryzacje enzymu pod wptywem swiatla UV

- w skali laboratoryjnej izoluje si¢ tRNA i podlacza do nich nienaturalne

AA anastepnie dostarcza do sztucznego systemu translacyjnego

- na skale przemystowa uzywa sie transgenicznych komorek, ktore maja

juz tRNA dla dziwnych AA - najczesciej po prostu tworzy sie tRNA
wstawiajace aminokwas w jeden z kodondw stop

Biblioteki

A) MULTERECOMBINANT PCR

- znane sa miliony sekwengji DNA, ktore koduja domeny i segmenty biatek o okreslonych

funkcjach

- mozna tez zaprojektowac zupetnie nowa domengi zsyntetyzowac sztucznie kodujacy ja DNA

» fragmenty DNA dlugosci ok. 75 pz (25 AA) laczy si¢ razem technika PCR stosujac

odpowiednio przygotowane zachodzace na siebie stratery

- rézne fragmenty mozna faczy¢ w sposob zaplanowany [A] lub zupelnie przypadkowy [B]

dodanie sekwencji promotorowych i terminalnych spowoduje, ze powstanie gen kodujacy nie
istniejagce w przyrodzie biatko — nalezy przeprowadzi¢ screening, sprawdzi¢ aktywnos¢,
wigzanie ligandow itp
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Systemy ekspres;i

- biatka rekombinowane mozna produkowaé w wielu systemach

— bakteryjnych, drozdzowych, w

komorkach ssaczych lub owadzich

- wybdr systemu uzalezniony jest od tego jakie biatko chcemy
biatko ma miec
potranslacyjne albo ma strukture, ktdrej nie jest w stanie samo

produkowa¢ - np

jezeli

roslinach,

przybrac to w przedbiegach odpadaja bakterie

108

Charakterystyka organizmow wykorzystywanych do

produkciji biatek rekombinowanych

Characteristics

Growth speed

Growth medium

Expression level

Secretion

Post-
translational
modifications

N-linked
glycosylation

0O-linked
glycosylation

Phosphorylation
Acylation
Acetylation

g-carboxylation

E. coli

Fast (Tg4 ~
20-30
min)

Simple
Cheap

High

Periplasm

no

no

no
no
no

no

Yeast

Fast (Tgq ~
90 min)

Simple
Cheap

Low —
High

Medium

yes (high
mannose)

no

Insect
cells

Slow (T4~
24-30 h)

Complex
Expensive

Low — High

Medium

yes
(simple, no
sialic acid)

no

Characteristics of commonly used host organisms for protein production.

Mammalian
cells

Slow (Ty ~
24-30 h)

Complex
Expensive

Low —
Moderate

Medium

yes
(complex)

zwierzetach,

modyfikacje
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CFPS

- Cell-free protein synthesis
(CFPS) system

»Prosty
-Szybki
»Wrazliwy

~Pozbawiony bton
komorkowych

..system pozakomodrkowej
syntezy biatek.

112 .
/ In vivo system \
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Zastosowanie

- Toksyczne i biologicznie
niEbeZpleCZIle bialka. Funcllom\:@ovn@/

- Biatka btonowe.

- Enzymy szkodliwe dla ot

Expression of Difficult-to-
Express Proteins

nosiciela

ins, membrane protein

- Biatka terapeutyczne

Protein Evolution/
Enzyme Engineering

Display technologies (e.g., ribosome,

antibodies in vitro by
splay

- Wprowadzanie
nienaturalnych aminokwasow

in vitro compartmental-

Analysis of Transcriptional/
Translational Regulati

or
oping, IRES)

“hemical libraries for
n

ot on trans

- Drug screening (e.g., antibiotics)

Protein Label

113
Antibodies
N (/
' 6
Therapeutic Cell free b 1 Viruses and
proteins

b

protein M Vs
synthesis

G > - High-throughput
cne Lacl  plact plet TetR X
circuits [ * «: Las proteins
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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) nanodise, and (F) tethered bilayer lipid membrane. Figure reproduced with permission from
(Schoborg and Jewett, 2018) @ John Wiley and Sons, Inc.
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Amber-suppressing
tRNA

Release
factor 1

Protein



Komponenty sytemu

- Niezbedne elementy: / et

RNA Plasmid | PCAFragments
N i W
- Rybosomy o | |
- tRNA AN /
Cell-Free Translation - ¥ Cell-Free Transcription/
. Systems N Translation Systems
- Aminoacylo-tRNA syntetazy Yo,
- Czynniki inicjacji, elongadji, 7
terminacji -

- Aminokwasy

- Zrédta energii (ATP, GTP)

- Systemy regeneracji energii

- Sole i inne sktadniki, np. bufory
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Pochodzenie komponentow

» E. coli Lysate | ;ceu yss
y @@@G M

Mg2*, Amino Acids
> Wheat Germ Mn?*, NIES Cellextracts
+

- CHO Cell Lysate ==y \ /
- Rabbit Reticulocyte Lysate Rgn\
T

DNA Tem

- Insect Cell Lysate l
- HEK Cell Lysate @0 ?@4
("¢

Bio-products

118
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IB w praktyce

Insulina

INSULINA ostomr
Insulina Insulina
dzis 100 lat temu

POCZATKILECZENIA INSULINA:

X Insulina pozyskiwana byta z trzustek zwierzat 0003

X Lek byt stabo oczyszczony (
X

\

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 bazalng i dopositkowa,
byt jeden lek, ktory obnizat poziom cukru we krwi.

( INSULINOTERAPIA DZISIA): )

V Insulina pozyskiwana jest metodami inzynierii genetycznej

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

v Powiktania skorne przy rotacji miejsc iniekcji nie wystepuja

POLSKIE
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Cukrzyca

- Grupa choréb metabolicznych
charakteryzujaca sie hiperglikemia
(podwyzszonym poziomem glukozy
we krwi) wynikajaca z defektu
produkgcji lub dziatania insuliny
wydzielanej przez komorki beta
trzustki. Przewlekla hiperglikemia
wigze sie z uszkodzeniem,
zaburzeniem czynnosci i
niewydolnoscia r6znych narzadow,
szczegolnie oczu, nerek, nerwow, serca
inaczyn krwionosnych. Ze wzgledu na
przyczyne i przebieg choroby, mozna
wyrdzni¢ cukrzyce typu 1, typu 2,
cukrzyce ciezarnych i inne [Wikipedia].

Insulina

> (tac. insula, czyli wyspa, od
wysepek Langerhansa, ktore jg
wytwarzajg)

» Anaboliczny hormon
peptydowy o dziataniu
ogolnoustrojowym
odgrywajacy zasadnicza role
w metabolizmie
weglowodandw (takze biatek i
ttuszczow) [Wikipedia].

AT

Bcalls
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Clucose—  —,

Chycogen Proteins  Fats
t t} t

Clucose  Amino  Fakky
acids acids

Clucose
uptake by cells §
Blood glucase |

Storage campounds:
farmation
degradation
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Terapia insulinowa

Czy musze zaczac¢ brac insuline, poniewaz nie poradzitem/am sobie z
leczeniem cukrzycy?

Czy wstrzykniecia bolg?

Czy stosowanie insuliny oznacza, ze moja choroba postepuje?

Czy przybiore na wadze?

Jak mam sie nauczy¢ wstrzykiwania sobie insuliny?

Czy bede miec¢ zbyt niskie stezenie glukozy we krwi (hipoglikemieg)?

Czy trzeba bedzie zmienic prace lub zrezygnowac ze swoich zainteresowan?

Czy stosowanie insuliny jest skomplikowane?

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, gdy w
Panstwowym Zaktadzie Higieny uzyskano pierwsze 315 000 jednostek
insuliny. Uruchomienie produkcji w oparciu o technologie opracowang w
Kanadzie odbyto sie w latach 1928-1929. Polska byta czwartym krajem w
Europie (po Anglii, Danii i Niemczech), ktéry uruchomit produkcje insuliny.

* Po Il wojnie swiatowej produkcja insuliny byta kontynuowana przez
Zjednoczenie Wytwaorni Surowic i Szczepionek ,,.Biomed” w Warszawie.

* 1953 produkcja w zaktadach Polfy Tarchomin

2024



Insulin sales kit, Eli Lilly and Company, 1940s

‘ﬂl'hi N\ |

2024

PANCREAS PANCREAS
GLANDS GLANDS

Cutinto strips Ground fine
to show original in acid alcohol
structure. water mixture.
These are now : The liquid
processed is separated
as further from the glands
described. ) by filration.

1 _ 2
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CRUDE ILETIN
(INSULIN, LILLY)

Filtrate from No. 2
isconcentrated and
material insoluble
in acid water
removed. Solution s
then saturated with
sodium chloride
and the precipitate
formed contains
llein (Insulin, Lilly).

3

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

aly g

CRUDE ILETIN
(INSULIN, LILLY)

Solution in water
of the precipitate
from No. 3 after

further purification

by alcoholic
fractionation.

ILETIN
(INSULIN, LILLY)
made from
zinc-Insulin
crystals.

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

6

129

ILETIN

INsuL1N, L118Y
i Made from
Insulin Crysts

130
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PROTAMINE,
ZINC & ILETIN (INSULIN, LILLY)

This product is prepared by
adding protamine, zinc, and
phosphate buffer to lletin

(Insulin, Lilly).

2024
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Bioton, Macierzysze pod Warszawg

2024

Bioton

Fabryka BIOTON w Macierzyszu pod Warszawa
to jedenz najnowoczes$niejszych zaktaddw
biotechnologicznych naswiecie. Tow niej
powstaje insulina—zaréwno substancja czynna,
jak i gotowe formy leku. BIOTON produkuje
insuline najwyzszej jakosci na skale
komercyjna, zapewniajac pacjentom
bezpieczne i skuteczne leczenie cukrzycy.

Posiadamy dwa zaktady produkcyjne: Zaktad
Produkcyjny Nr 1 zajmujacy sie produkcjg form
gotowych oraz Zaktad Biotechnologii —
wytwarzajacy substancje aktywng (API).

[Matriaty prasowe]
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Rodzaje insuliny

- U zdrowego czlowieka trzustka produkuje w réznym czasie rozne
ilosci insuliny. W okresie miedzy positkami i w nocy insulina jest
wytwarzana w mniejszych, mniej wiecej stalych ilosciach (insulina
bazowa). Po positkach wytwarzane sa wigksze ilosci insuliny
(insulina okolopositkowa). Takie wydzielanie insuliny zapewnia
prawidiowa kontrole glikemii przez cala dobe.

- W zwiazku z tym, Ze u 0sob z cukrzyca organizm nie produkuje
wilasnej insuliny lub produkuje jej za mato, moze by¢ konieczne
stosowanie wiecej niz jednego preparatu insuliny, aby uzyskac efekt
podobny do sytuacji u zdrowego czlowieka. Rozne rodzaje insuliny
maja rozny profil dziatania.

blood glucose seruminsulin
g mmol/L pmol/L
Insulina o e
re kO m b INOwana 751 P = glucose blood levels )
Analogiludzkiejinsuliny otrzymuje siena ‘ o —— Insulln blood fevels - [ 350
drodze modyfikacji genetyczne;j. 126 7.0¢ == starch'—ric.h food (*[glucosel,)
Rekombinowane sa komérki drozdzy lub g sucrose™-rich food (“glucose-fructose) L300
Escherichii coli. 651 |
Od ludzkiejinsuliny analogi réznig sie struktura | 950
chemiczng zwigzku, ktéra wptywa na 108 6.01
wtasciwosci farmakologiczne, przyspieszajgc
lub zwalniajgc wchtanianie hormonu z tkanki 551 - 200
podskornej.
90 50¢
+ 150
451 b
- 100
72 4071
- 50
35¢
30 0

mgfel. 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

Tbreakfast Tlunch fdinner based on [Daly98]



Historia insuliny farmaceutycznej

»1922
odkrycie

- 1923 Eli Lilly, USA
wprowadza pierwsza insuline
do obrotu

» 1923 Nordisk
Insulinlaboratorium, Dania
rozpoczyna produkgcje
insuliny z trzustki wotowej

alanine threonine

pig insulin human insulin
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Charakterystyka fizykochemiczna

- 1926-1953
- krystalizacja [Abel, 1926]
- okreslenie masy molowej [Sjogren and Svedberg, 1931]

- potwierdzenie istnienia wigzani dwusiarczkowych [Sanger,
1949]

- wyznaczenie struktury [Crowfoot, 1935]



Struktura pierwszorzedowa

- Lanicuchy polipeptydowe:

»AZ]_AA Bl EVNQHL ca(OHLVERALYLVOGERGFFYTPK
T B30

» EOOEEOEDS 1 cOOIROEDY ¢ N w1 R
-B30AA -

- Wigzania dwusiarczkowe:
-CysB7-CysA7
-CysB19-CysA20
-CysA6-CysAll

- Sanger and Tuppy, 1951
- Sanger and Thompson, 1953

proinsulin
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Synteza

- 1960

» w ramach eksperymentu z tkankg rakowa zdolng do produkdi insuliny wykazano istnienie 2
komponentéw ciezszego (9-10kDa) i 1zejszego

- 20 lat pozniej. ..

» potwierdzono istnienie biatek nalezacych do subtilizym zdolnych do proteolitycznego ciecia proinsuliny

- Steiner and Oyer, 1967;
- Steiner et al., 1967
- Smeekens and Steiner, 1990;

- Smeekens et al., 1991



Struktura

A
- 1969 Dorothy Hodgkin Y
» ‘The B-chain consists of an N-terminal H
segment (residues B1-B6), a type II - v
turn (B7-B10) a central a-helix (B9— B .
B19), a type I B-turn (B20-B23), and a A e
C-terminal B-strand (B24-B28), B o o
followed by residues B29 and B30, which
are less well ordered (Figure 2A). The A- pe

chain consists of an N-terminal a-helix
(A1-A8), a non-canonical turn (A9—
Al1), a second a-helix (A12—-A18), and a
C-terminal segment (A19-A21).”

A21

(€) Structure of a high affinity N-VieAlaB26 human
insulin mutant (PDB entry 2WRX, solid colors) overaid
on that of wild-type homone (gray)-

Inzynieria insuliny

> Cele:
»zrodlo
» biatko rekombinowane vs. naturalne

~czas dziatania

» uwalnianie produktu

- wydluzenie dziatania

PDB ID: 1TRZ
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Uwalnianie produktu

- fuzja z biatkami S
zmniejszajgcymi
rozpuszczalnos¢ (protaming)

- wprowadzenie mutagji:
-2xArg, Asp-Gly | ...
-Glargine (Lantus'™) =S

Wydtuzenie dziatania

> Insulin vs. glukagon

- spadek stezenia glukozy we krwi
powoduje uwolnienie glukagonu z
trzustki i stymulacje watroby do
‘produkgji” glukozy

-~ wzrost stezenie glukozy we krwi
powoduje uwolnienie przez trzustke
insuliny, ktéra stymuluje
wchianianie glukozy przez komorki

> Receptor

» dimer pofaczony w dwoma
czasteczkami kinaz

PDB ID:3LOH 144
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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.

2024
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Insulina rekombinowana

* DrozdZowe systemy ekpresji
np.: Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris
* Kompatybilne PTM.
* Ekspresja w formie rozpuszczalnej.

2024
148
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 <0.33 <003
Typical spec. production rate (mg/gh) 14.2 34 021 0375
Product concentration (g/L) 434 0.009 0.075 3.075
Productivity (mg/L h) 1,085 4.01 1.04 17
Reference [11] [72] [19] [13]
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» Front. Endocrinol., 22 November 2011
DOI:10.3389/fend0.2011.00076

» Diabetes/Metabolism Research and Reviews
DOI: 10.1002/dmrr.2763

- Molecule of the month
DOI:10.2210/rcsb_pdb/mom_2016_2
DOI:10.2210/rcsb_pdb/mom_2015_2
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IB w praktyce

Katalizatory
enzymatyczne



Kataliza przemystowa

- Rodzaje katalizy:

- homogeniczng —kiedy katalizator
znajduje sie w tej samej fazie
termodynamicznej co substraty (np.
jest razem z substratami
rozpuszczony w ukladzie)

> heterogeniczng — kiedy katalizator
znajduje sie¢ w innej fazie
termodynamicznej niz jeden lub
wszystkie substraty (np. katalizator
jest osadzony na powierzchni ciata
statego)

151
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Katalizator

- Wsparcie:

- umiejscowienie miejsc aktywnych na nosniku pozwalajacym
zmaksymalizowac jego powierzchnie aktywna

- Odpornosc:

- minimalizacja wplywu substancji deaktywujacych
katalizator/inhibitoréw

- Regeneracja:

- odnowa katalizatora pomiedzy cyklami produkcyjnymi
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Katalizator enzymatyczny

- Wsparcie:

- na szkielecie komorek wytwarzajacych biatko
- Odpornosé¢:

- stabilizacja poprzez czeperony
- Regeneracja:

- ciggta ekspresja katalizatora

154

Katalizator enzymatyczny




Sekrecja u bakterii gram-ujemnych

BAKTERIE GRAM UJEMNE (-)
grubos¢ 2-10nm

popolisachar
(LPS)

poryny

rowngzng

praestrzen
peryplazmatyczna

Dinka bonowe

oytoplazma 155

Typy sekrecji

~Typl
MP
- SekrecjaSec-niezalezna. To transportbiatka przez IM oM 2 oM
i OM z pominigciem periplazmy . Biatka biorace w nim udziat to:
-wewnatrzblonowy exporter ABC, MFP
-biatko MFP (ang. Membrane Fusion Protein),
-biatko OMP (ang. Outer Membrane Protein). =
Twory one kanat, przez ktory zostaje wy dzielone biatko, zakoriczeniusekrecji M n M Sec or Tat
struktura kanatu rozpada sie. - Corby
~TypII
- SekrecjaSec-zalezna. To dwuetapowy proces, najpierw nastepuje transportbiatek
przez IM za pomoca sy stemu Sec, naste pnie nastepuje przejscie biatka poprzez OM
przez sekreton-kompleks zakotwiczony w obubtonach, utworzony z 12-15 biatek.
To typsekrecji biatek w petni zto Zonych.
T T 1l IV.
~lyp Injectisome
- SekrecjaSec-niezalezna. Ten ty p sekrecji wy korzysty wany jest przez bakterie {{ ({1 [ {((/ RN
patogenne w celu wprowadzenia czynnikow wirulencji do komoérek gospodarza. oM oM
Biatka musza by ¢ przetransportowane przez 3 btony (2bakteryjneizewnetrzna
komorki zainfekowanej) z pominigciem periplazmy . Biatka przechodza przez kazat B
utworzony z bialek o budowie pierscieniowej faczacy IM i OM oraz przezbiatkowa
igle do cytoplazmy komérki gospodarza.
I
~Typ IV M . IM ool

- SekrecjaSec-zalezna. Ten ty p stuzy do wy dzielania biatek (dwuetapowo) oraz
translokacji czasteczek DNA (jednoetapowo) do komoérek gospodarza.
Przeniesienie biatek do komdrki zainfekowanej umo zliwia biatko wa struktura-pila.




Typ V - autotransportery

~Typ V v.
Autotransporter
» Autotransporteryto biatka, ktdre nie
potrzebuja do sekrecji biatek z periplazmy
dodatkowego aparatu. OM
Autotransporter sktadasie z: .
- N-terminalnejsekwengjibiatkowej, ™
» domeny C-terminalnej, IM Sec or Tat
Complex
» wewnetrznej domeny funkcjonalnej.
» Mechanizm autotransportunie wymaga
dostarczenia energii z zewnatrz.
157
glowa
region
LAutochaperon’ facznikowy domena p
szyja
HzN COOH
trzon
H_)\ A v
~ e
sekwencja domena wewnstrzna jednostka translokacyjna .
sygnalna
kotwica om
B cytoplazma
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translocation
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structures N/A
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YadA

prototypowy TAA (Trimeric Autotransporter Adhesin)

» Pochodzenie:

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

~ Czarna $mierc¢ —termin okreslajqcy jednq z najwiekszych
epidemii w dziejach ludzkosci, panujgcq w XI1V-wiecznej
Europie. Obecnie za jej przyczyne uwaza sie bakterie
Yersinia pestis (zwanq tez pateczkq dzumy), powodujgcq
dzume, na co wskazuje analiza DNA ofiar zarazy. Epidemia
czarnej $mierci wybuchta w Azji Srodkowej, by¢ moze
Chinach, skad przez jedwabny szlak w 1346 dostala sie na
Krym, skqd prawdopodobnie rozniosty jq pasozytujgce na
zamieszkujacych dwczesne statki handlowe szczurach
$niadych pchly. Szacuje sie, Ze szerzqc siew Europiei
okolicach Morza Srédziemnego, przyczynita sie do §mierci
(w zaleznosci od szacunkéw) 30-60% dwczesnej populacji
Europy, ogdlnie zas przyczynita sie do spadku
ogolnoswiatowej liczebnosci ludzkiej styl do poprawy] z 450
milionéw do 350-375 miliondw w XIV wieku.
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YadA

- Nalezy do biatek

adhezyjnych.

- Za jego pomoca, bakteria po
przejsciu przez blone sluzowa

jelita przymocowuje

sie do powierzchni i infekuje

organizm.

- Wiaze sie z kolagenem,

lamina i fibronektyna.
A B
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B2
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--vihkK LG eTLtIkGG atd atklsd-- nN ---IgVvad
- KTtVtaG- kNi tVTstTna DG sTiYtVaTa

>TrpRing
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C Y1lHead
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Typ V - autotransportery mechanizm

>

a
cc

Btoa atoB
Neck DALL

a
C

(o)

e

23

i
=z
>

E h ssss ssssss s
>DALLL aAvVkYDkndGvny nsVTLGGgn-gtp
>DALL2 DALINdeta = - -~ =-~isose—ss gAFsAsHGgtnSK
>DALL3 DgLVvgQd------ gtglITIGketgGteIniAnkdGarR

F sbb ss hhhh
>short sl Y Te Rl LR AR BoLER SO Lt b Kl R At B SR R L tadTDAVNVGQL
>YV TTNVAGP - - - == === mmmmmamamaaa s tddtDAVNKk YV
>long TN ARG = e RN S L R R S S S T A atSTDAVNGSQL
>insert 1 VTNVtSGLkkYGnaNfdalnnsatdltkqvDdAYkKGL1NLnEKgagktplVADNTAATVGDL
>insert 2 ITNVASGLkgagvls-dAtg-------------c-c-cocccncnnnann dvLnNAANVGDL
K6 2 cmremsesoseccseesmscoscesoe kTsvikpknGKlvtgktannattdtNkGsGlVTGNEV
G cc HANS Y1lHead

hhhhhhh sssssss sss sss

>HANS consensus GsTKYFHANSTeaD
>SadA 1226-1239 IGDIVTT GSTKYFKTNTDGAD ANAQGADSVAIGSG

>BpaA PDB 3laa 84- 117 IDNINAN G-IKYFHANSTDPD SVATGTNSVAIGPN
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parglasm

Bacterial display

-
o]
=
B
-y

.
&

L

N-terminus

head
Ineck
passenger
domain
coiled-coil
stalk

li-barrel |translocatior
+linker Ldomain

C-terminus

- Technika pozwalajgca na umieszczenie na powierzchni bakterii

bibliotek peptydow.

- W zamysle technika pozwala na powiazanie funkgji biatka z

genem je kodujacym.
- Wykorzystywana do:
- identyfikacje powinowactwa
» mapowania epitopow przeciwciat
- identyfikacje substratow

» dostarczania szczepionek
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.autochaperon”

0
domena wewnegtrzna
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Problemy...

- TAA (trimeric autotransporters adhesins)
- Mechanizm transportu - synchronizacja

- Konfiguracja domeny katalizatora

Deaminacja amino kwasow

Glucose

sem, [
I !
- - - - - = A

Aspartate
L » Oxalo-

sr;enm acetate i : _.?

» Metabolizm amino kwaséw e b
wymaga ,p.rzede .wszystkn.n Bl Vo TANr——
mozliwosci manipulowania vae | :

ru NH2 : : EKMM | ; Glutamate |+ — - — —— 'I Histidine
grupa - L=t ot ¢ - - [roine |
prunte '+ ytane |+~ <« wethone] |
| Serine | | Arginine |
e EIERSL  oon &
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Deaminacja amino kwasow

o .0 0. .o

C a C

| — i

HyN—C—H o=cC

. . . | I

» Transaminazy katalizuja Ry Ry
Aminzacid | ¥ Oxoacid 1

@ ;N idoxamine
HsN ~.\£; phosphate

zarOwno anaboliczne jak i
kataboliczne przemiany w

DH“.—’D a o

tanicuchu metabolicznym ¢ o T
. , o=c HAN—C—H
aminokwasow. L ° L
. ./ Dsoacid 2 Aming acid 2
- Przemiany te moga zachodzi¢ e
na drodze: <o T 4T
Hsﬁ'—F—H Hzﬂ'—%
~ transaminagji & 3 &
] Amine acid _ _bi H:0
» deaminacji oksydacyjnej v
N D\C/U
177
:lc'!l'ld-lnﬂ DDC—&—R _L]_.isineres'ldue %
RHE e
» Mechanizm sktada sie z trzech MR S
etapdw: boc ¢ R
° H",N;. - H Hj.:"ﬁ" I = F::1
~ w stanie spoczynkowym PLP zwigzany 0. ,l%,m.o H |
: \“ 1 FLF [Aldimina 1)
jestz grupa NH2 Lys enzymu we o ®
’ I e
» w obecnosciaminokwasu tworzy sie ck Mo g gy Adimine2
addukt PLP-aminokwas, aldimina lub Ay
zasada Schiff’a, ktory chwilowo P
wypiera Lys LiEE o b4
i iminea ‘fﬂ\a}n
» w wyniku przegrupowania i hydrolizy W N“i”? g ¥
uwalnia si¢ 2-oxokwas oraz powstaje OI ‘“‘T’“ l
fosforam pyridoxoaminy o S "
H
» w kolejnym etapie reakcja zachodziw 3. G2 ,Sﬁ .
przeciwnym kierunku ] T E
Hscf \N'_/ e



/naczenie przemystowe

F
" H NHO
- W ponad 70% produktéw NN
farmaceutycznych wystepuja F LN
chiralne zwigzki. CFs

» Aminy stanowia wygodne
punkty wyjscia dla syntezy

zwiazkow optycznie P o u
czynnych. @ii“@"
179 Thalidomide
Otrzymywanie czystych izomerow
- Ko-krystalizacja z chiralnymi e epon — | L X OJ S
aminokwasami. ° yeatne soton
PROBLEM: utrata 50%
materiatu!
- Aminacja redukcyjna.
PROBLEM: S e
- kfopotliwe otrzymywanie
materiatu wyjsciowego o oe

Azide
Reduction fﬂ—l Activation J\ Displacement "713 Reduction '57""2
E L
R TR? R'"TR? R TR R'"R?

- usuniecie podstawnika X "
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Potencjat transaminaz

> Naturalnym substratem dla
tej grupy sa a-amino kwasy i

a-keto kwasy

> w-transaminany stanowia
szczegOlna grupe amino
transaminaz zdolnych do
przemiany prawie kazdego
ketonu/aldehydu w
odpowiadajaca im amine.

Il
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Strategia wykorzystania TA

> Rozdziat kinetyczny w
oparciu o odwracalnosc¢
reakgji.

- Synteza asymetryczna w
oparciu o prochiralny keton

NH, NH,

X 0 o-TA 1 NH,

3 4 3 4
R* R +R1J\Rz R*,R +R1/§*\R2
NH, ) o
/\ amine Jj\ co-
R3"TR*| acceptor R R4 product
rac- desired
amine enantiomer
+ ketone byproduct
R3=R*=Me
R!"OR2 R3*FR4 R R2 R3” R4
amine amine desired co-
acceptor  donor product  product
OH 1) LDH
-
CO, + Hy0 co,;  NADHea| R = Me
R*=COH
glucose
VI) AlaDH,| o
NH, ) PDC
NADH li
recyclin )J\H -~
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Strategia wykorzystania TA

R
a) 6-exo-trig
0 (o] o-TA NH; o spont. N
)J\/\/U\ )\/\/lL
Me R Me™* Rl -H,0 Me™*
accessto diastereoselective
(R)- and (S)-amine reduction of imine:

syn: d.r. = >95/<5 (Pd/C, H,)
j 84/16 (LiAIH,4, Et;Al)

b o NH,
R, om N
R'"OR? 7T’ RI™*R?
5-exo- 1,5-H-shift/ *
NH, N0 trig N tautomerisation N\
NH, NHz — H,0 =
3a 3b W H
¢)  NH, o NH,
I, + U on ., o+ OH
R!7R? R "R?
O glyoxylate O glycine
lycine oxidase
NHa, H,0, Ead 0,, H,0
l HRP based assay
colored dye

) Regioselective monoamination of diketones for the diastereoselective synthesis of dihydropinidines. b) Screening assay with ortho-xylylenediamine asamine donor. ¢) Screening metjiggwith aglycine oxidase coupled with a HRP -based colorimetric

assay.

Strategia wykorzystania TA

c) OH ADH
a) galactose
OH oxidase

@ /C)
) o-TA )NHz \NADPH MeOH esterase
R ; ;' ; ;' NADP*

[e2) H,0, OMe
HRP/ABTS
or catalase H:O ety NHaHCo:

R =aryl, vinyl
H,0 + 1120, FDH, NADH¢y ii\
................................................................. Ala-DH NADH
b) OH ApH [j\ o-TA NH o 0 HO

R NADH[R HAIa 3 R OH esterase ' Aa
NAD* ) ( Pyr NH, 7 N =0 (u-TA

HCI NH,CI MeOH H,0O

1 2 N Rt 2
R" R ( NaonlR' TR
NAD* Pyr

lactate

.Ala = alanine. Pyr = pyruvate. Ala-DH = alanine dehydrogenase. ADH = alcohol dehydrogenase. NAD*/ NADH = nicotinamide adenine dinucleotide cofactor (oxidized/re- duced form). BVMO = Baeyer—Villiger monooxygenase. NADP*/NADPH = nicotinamide adenine dinucleoti
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Mechanizm TA

rLys NH,
/NTIT' CO,”
0P N o
Lys P Lys
r H+ A
NH; NHz R _CO,~
HON Nt
v NG
B o 20,p0 N o
7 7
”+ F B ”"
rLys r|_ys
NH, RYco2 NH; | R |,.CO,~
I
" "
HONG, N
2007 S o ' 2P0 o
N7 NHz{ R___CO;~ N
[
2-04PO 9
~
D "N

Miejsce aktywne

a)  PLP.
N

small pocket

large pocket

a) Schematic view of the binding site.

b) Active site of the @-T A from Pseudomonas putida with pre-opti- mized, docked substrate-PLP complex [PDBentry

3a8u].



Inzynieria Biatek
Terapeutycznych

Zastosowanie praktyczne



Zastosowanie praktyczne

- Srodki terapeutyczne...

Schemat dziatania

- Problem...
- ldentyfikacja biateko poszukiwanej aktywnosci.
- Charakterystyka biatek/n-vivo oraz in-silico.
- Projektowanie konstruktéw biatkowych uwzgledniajacych wymagania przemystowe:
- wydajnosg;
- stabilnosc;
-fatwos¢ pozyskania.



Przygotowanie probek

~ Zastosowania laboratoryjne jak i przemystowe
wymagaja przygotowania probek o odpowiedniej
charakterystyce.

- Sitg determinujacg postepowanie w trakcie
przygotowania probek jest jej wykorzystanie, np.:

- proteomika;

~genomika;

- zastosowania kliniczne;
~badania poziomy ekspresji;
- lokalizacja;

- badania strukturalne;

~badania funkcjonalne.

Do rozwazenia...

- Przed przystapieniem do produkcji nalezy rozwazyc:

- zastosowanie przygotowywanej probki;

- metodyke stosowanych metod analitycznych z uwzglednieniem:
-posiadanej wiedzy o danym biatku => bioinformatyka,
-mozliwych zrodtach pozyskania probki;

- poznac probke:
-jak skomplikowana jest probka;
-jakie sq potencjalne zanieczyszczenia;
-co wptywa na aktywnos¢/stabilnos¢ probki.

- jak analizowac¢ badang prébke:
-jakie sq dostepne metody analityczne;
-jaka jest odpowiedz probki.



Zrédta rekombinowanych
biatek

- W zaleznosci od rodzaju biatka mozna je produkowac w:
- bakteriach;
- drozdzach;
- komérkach owadzich;
- komérkach ssaczych;
- W celach analitycznych dostepne sq dodatkowo:
- wirusy;
- nierekombinowane bakterie;
- nierekombinowane drozdze;
- pierwotne linie komdrkowe;
- ssacze linie komérkowe (w tym ludzkie);
- tkanki zwierzece;
- tkanki roélinne;

- ptyny ustrojowe

- Problem: Poszukiwane biatko moZe stanowic zaledwie 1% wszystkich biatek obecnychw komdrkach!

Charakterystyka organizmow wykorzystywanych do
produkcji biatek rekombinowanych

L. ) Insect Mammalian
Characteristics E. coli Yeast
cells cells
Growth speed Fast (Tg4 ~ Fast (Tgq ~ Slow (T4~ Slow (Ty ~
20-30 90 min) 24-30 h) 24-30h)
min)
Growth medium Simple Simple Complex Complex
Cheap Cheap Expensive Expensive
Expression level High Low — Low — High Low —
High Moderate
Secretion Periplasm Medium Medium Medium
Post-
translational
modifications
N-linked no yes (high yes yes
glycosylation mannose) (simple,no  (complex)
sialic acid)
0O-linked no yes yes yes
glycosylation
Phosphorylation no yes yes yes
Acylation no yes yes yes
Acetylation no yes yes yes
g-carboxylation no no no yes

Characteristics of commonly used host organisms for protein production.



E. coli

* Zalety ekspresji bakteryjnej:
* Cytoplasma
* Periplasma

* Formowanie mostkow
dwusiarczkowych,

» Oksydoreduktazy,
DsbA/DsbB

* |zomerazy mostkow dwusiarczkowych,
BRLES DshC/DsbD

» Kontrola aktywnosci proteolitycznej,

Outer ) 5
membrane ) )0 ) ) 000000 ) ) )
(OM) OQIOOGROOOX. DOOC O

OM lipoproteins OM proteins Phospholipids

sSecececacececececececec < Periplasma zawiera okoto 4%
Caee e e elela e aeae

— Periplasmic protein catkowi tej zawartosci biatek!
Inner

IM proteins ﬁ IM lipoprotein
oo ”
membrane

i) L

Peptidoglycan

OCOOO00000C0
Cytoplasm

Cytoplasmic protein =~

Biatko rekombinowne...

 Dodatki:
 Etykiety powinowactwa:

Tag Gene of interest ! .
g His6, Strepll, twinStrepll, Flag, Myc,
Thrombin: LVPR LGS HA. SPOT
Gene of interest W Tag SenP2: Sumo-GGL I y e

Enterokinase: DDDDK |

 Etykiety poprawiajgce
rozpuszczalnosé:
SUMO, Trx, NusA, DsbA, DsbC, ...
» Etykiety do analiz (np.
biofizycznych):
eGFP, mCherry, YFP, CFP, ...
HALO, SNAP, CLIP



GFP

glycine

tyrosine

“threonine

Photo of Aequorea Victoria, Kevin Raskoff




Etykiety powinowactwa

Published: 14 June 2007

The Strep-tag system for one-step purification and
high-affinity detection or capturing of proteins

Thomas GM Schmidt & Arne Skerra

Nature Protocols 2, 1528-1535 (2007) | Cite this article
35k Accesses | 453 Citations | 21 Altmetric | Metrics

Abstract

The Strep-tag Il is an eight-residue minimal peptide sequence (Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-
Lys) that exhibits intrinsic affinity toward streptavidin and can be fused to recombinant
proteins in various fashions. We describe a protocol that enables quick and mild purification
of corresponding Strep-tag Il fusion proteins—including their complexes with interacting
partners—both from bacterial and eukaryotic cell lysates using affinity chromatography on a
matrix carrying an engineered streptavidin (Strep-Tactin), which can be accomplished within
1h. A high-affinity monoclonal antibody (StrepMAB-Immo) permits stable immobilization of
Strep-tag Il fusion proteins to solid surfaces, for example, for surface plasmon resonance

analysis. Selective and sensitive detection on western blots is achieved with Strep-

Tactin/enzyme conji oranother lonal antibody (StrepMAB-Classic). Thus, the
Strep-tag I, which is short, biologically inert, proteolytically stable and does not interfere
with membrane translocation or protein folding, offers a versatile tool both for the rapid
isolation of a functional gene product and for its detection or molecular interaction analysis.

Figure 1: Schematic illustration of the
Strep-tag purification cycle.

Figure 2: Purification of rhtTGase from a

mammalian cell lysate.

a

M12345s

b

Proc Natl Acad Sci USA, 2007 Oct 30, 104(44)-17406-11,
©2007 National Academy of Sciences, USA



Etykiety powinowactwa

Protein Expression using the NEBExpress
MBP Fusion and Purification System

NEBExpress MBP Fusion
and Purification System

E. coli e - MR
This system takes advantage of the strong P_ — - —— rer
promater and the translation initiation signals o]

of maltose binding protein (MBF) to enhance - : -] st prvici

solubility and expression levels of a desired .
protein in E coli. The resulting product is an
MBP fusion protein, which is then purified by ii

affinity chromatography.

SDS-polyacrylamide gel electrophovesis of factions
from the Amylose affinity purification of MBPS-TEV-
paramynsin ASal.

Sch ic 1l ion of IMPACT Sy

C-terminal Fusion N-terminal Fusion
Netorminal  C-terminal N-torminal  C-terminal

== |MPACT Kit

T7 Promoter

T7 Promoter _E_ mh

This £ caff expression system utilizes engineered

protein splicing elements (inteins) fused to

a chitin binding domain (CBD) as affinity

tags. This allows the recombinant protein to

‘ be purified in a single chromatographic step.
The target protein can be fused at the C- or

M- terminus, maximizing the probability of

\@ P’ successful expression and purification.

Ell.ll. &

Inducible ch-v.g.



Oczyszczanie biatek

- To pierwszyi niezbednyetap.
- Proces oczyszczania opiera sie o cechy charakterystyczne biatka:
-rozpuszczalnosc;
-wielkos¢;
-tadunek;
-zdolnos¢ wigzania.

Techniki oczyszczania

- Historyczne:
- filtracja;
~ wytracanie;
~ krystalizacja.
- Chromatografia:

- powinowactwowa (AC);

- jonowymienna (IEX);

~odwrdconych faz(RPC);
»oddziatywan hydrofobowych (HIC);

- powinowactwa do jondw metali (IMAC).



Strategie oczyszczania

- Etap I: izolacja z komdrek.
Po wykryciu aktywnosci
poszukiwanego enzymu mozna
rozpoczac¢ frakcjonowanie zawartosci
na sktadniki. Proces ten sktada sie z:
- homogenizacji;
- oddzielenia w procesie wirowania
frakgji nierozpuszczalnej;
- 0czyszczania wasciwego.

Puiity

Sphe, Lontenticle
and stabies

Fig 4.1. The three stage punifcctiar strategy.

Resolution

Sgmed Copgaly

Recovery

Fig 4.3, Koy per . Ezch purficaticn step shouls be oatimizec “ar

one or two of the acrcmesers.

far proteir punccsk

Techniki oczyszczania

Protein progerty

Hethad

Specsc kjerd ecognacn lpospecic or nonbospeniis. ARy coromatograpny AT

Mezal on Birding
Crcrge

Size
kyoropnohcily

Isoekecir o point

mmokl 2ed metclhign gty chromahogropny 1M A7
ar escnecnge chromomagrepky LR

Ge Slrglicr 1EF]

Hpdragkakic ineroct on caramatagropny - 1)
Aepersed pncse caramatagrenny RECH
Chromroicfacusng




Wydajnos¢é metod

- Parametry charakteryzujace
metody chromatograficzne:

» rozdzielczos¢
jak wydajnie metoda jest w stanie rozdzielic
podobne biatka.

- pojemnos¢
ile materiaty metoda pozwala rozdzieli¢ w
czasie jednego cyklu.

» selektywnos¢
jak bardzo wybiorcza jest metoda.

IMAC

~ IMAC wykorzystuje powinowactwo biatek do
specyficznych grup chemicznych.
- biatka majace powinowactwo do maltozy;
- biatka majace powinowactwo do DNA.

v

Przebieg oczyszczania:

- przytaczenie grupy X lub jej pochodnej do nosnika
kolumny;

- natozenie mieszaniny biatek na kolumne;

- ptukanie kolumny;

- selektywne wyptukanie biatka poprzez dodanie
roztworu z grupa X lub substancja wiazaca sie z nia.

- Chromatografia biatek zrekombinowanych z
elykietkg His.

Typical Furificotion
charocteristics phase
i1l
& I | sample samgle cnd
Hethed 3 | 8 | 2 |condions ceeditiors
AT Ll e - + Vs Dinging Congilians SOl gl
ar ar comdlinns
- -

& - - Far puriying histcing- Hgh cangamnonon
IGOUEG IR iy ol megece,
Hi Seghencse Crlamng feH =7, 300 3 Kol
200 m¥ ook p > T
SO0 M G CL e e knans
Other probeins: law
concertrebier af mdasoe

&F - . ++ | Mast candiiors accealobie. | Bufier sxchange possiae,
britec scmpe wolume diutes samale

Ex wwr | e ++ | Low cric strergzh. Hgh iank streagth or pe
pHdepends anprotsinand | changed
154 e

al - - +++ | Highianic sirength, Loaw i sirangn
aceitaa of 5k regquied

Chiomai- | s - - Liomw ric strergih Pk irer

Rl Liaw g sngngen

2L - - #+ | lan-par seagents cnd igenic sauvents sk fior
arganc madiers moy be loss of adogicol amveyt
recLires

¢ 1 2 2 @ m & W
Fig 2.3, Tymical 1AL purieation with gradient chusan,

Targes protein B

AL

©o1E

)

Fig 4. Tyzizal MAC puriScalion with sop clutiar.

alume im0
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IEX

Gakian

~ |EX wykorzystuje réznice w wypadkowym
tadunku powierzchniowym biatek w procesie
ich oczyszczania.

Anan

Surtcr e chargs
o
=

"

- Przebieg oczyszczania:

-wybor kolumny kationowej\ub anioowej;

-natozenie mieszaniny biatek; .. R -
-selektywne wyptukiwanie roztworem o ] O |t uminnn diumegmuncan
Zwiekszajgcym sie stezeniu jonow. . ’
g ‘ BoLng proten
® ‘ }unl:ourdpmnin

~ Zaleznosc tadunku od pH. * o
- ‘ ®

ig 2.8. Schematic depictirg IEx.

Equilitation

Selectivisy and bufar pH

I




HIC

- HIC wykorzystuje rdznice w
wypadkowym charakterze

hydrofobowym powierzchni biatek w

procesie ich oczyszczania.

- Przebieg oczyszczania:
-wybar kolumny;

-natozenie mieszaniny biatek;
-selektywne wyptukiwanie roztworem o
Zmniejszajacymsie stezeniu jonow.

HIC

2.12. schemabc depehng HIC

Fydrophode 1go0d

'} righ zan udfer

FydrOpRodE pToReIrns

Lews byarophsbc prasein

]
®

|
o

k77

&- Tren

’-zTrh |'-1“L.g

Equilibration
HIC e,
witrhgh-5a

Sampe appicaticn
suart

Elution &
Further cesreczes rscl: dspidse
te mare Flarcpban ¢ aiens
Imareeghily beundt

Elution 3

17 eqalkeaies
Tt butter,




GF

- GF wykorzystuje roznice w
wielkos¢ biatek w celu ich
rozdzielenia na porowatym
materiale ztoza.

GF

- Przebieg oczyszczania:
-wybor kolumny;

-natozenie mieszaniny biatek;

-wyptukiwanie roztworem.

®

o}

Large maleouk tkat cenne: enter the
Fores af chremeszgranky beans

Target proteir tnes car use © roxian
¢ the pare volume of the beads
Scit o other low makeaular weight

substonces tnes car use the ertre
pore valume of the boacs
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Spektroskopia magnetycznego rezonansu

jadrowego (NMR)

Podstawa:

niektore jadra atomowe wykazuja
wtasciwosci magnetyczne.

réznica energii spinow jest
proporcjonalna do sity przytozonego pola
magnetycznego.

rozszczepienie energii jest zalezne od
srodowiska.

Zrodta sygnatu

Naturalnie wystepujace izotopy
pierwiastkdw o znaczeniu
biologicznym.

L
g& B spin
’ Transition
T ”I Energy between
o8 = separation spin states
=g s | €AE) gives NMR
g line
o ~ A
Q « spin
Mg Irradiation
Magnetic field strength —>
Natural abundance
Nucleus (% by weight of the element)
H 99.984
H 0.016
e 1108
N 99.635
N 0.365
"o 0.037
“Na 100.0
Mg 10.05
Ip 100.0
2l 754
¢ 93]




Wzbogacanie sktadu izotopowego

Sktad izotopowy biatek musi by¢
wzbogacony w trakcie syntezy

biatek. @ ax s | EREC  OED
zastosowanie pozywek o Rnnnnnn  Thinnnn Ernnnnn BT
zmodyfikowanym sktadzie izotopowym ormiattroemiot st vecks i et
. . , heavy isotope-enriched medium with natural isotopic abundance
oraz odpowiednich szczepow l
. in vivo PTS
ekspresyjnych.
znakowanie domen. B ieenpmienen | EHED @O
v S ™
protein
errsinivienin®
spliced praduct
Pomi
(A
@ b (©
CH;— CH,—OH
| @

Stezona prébka biatka: Tt |
1 mM lub 15 mg/ml" dla biatka 15 kDa ®




Pomiar

Uproszczenie widma NMR osiaga sie
poprzez zastosowanie odpowiednich
metod pomiarowych:

jadrowego efektu Overhausera (NOE) w
technice spektroskopii jadrowego efektu

Overhausera (NOESY); ®
. .. B
spektroskopii korelacyjnej (COSY); g )
catkowitej spektroskopii korelacyjnej f ®
(TOCSY) :
. o e
j— L 23

<— Proton chemical shift (ppm)

Analiza
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Proton chemical shift (ppm)



Analiza

O N Cescemesassesasy. — 9 e & O . gl B . e L 3 A 2 )
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W trakcie interpretacji widm
(recznej lub automatycznej)
stosuje sie nastepujace typy
ograniczen:

odlegtosci;

katow;

orientacji przestrzenne;.

Wynik

Wynikiem pomiardw jest
rodzina struktur.




Etapy wyznaczania struktury

Krystalografia rentgenowska

X-ray
source

To pierwsza i ciggle najczesciej ety
wykorzystywana metoda =
oznaczania struktury
przestrzennej biatka na
poziomie atomowym.

Crystal\.
AN
TN beams:
Detector ///'I " \ \\
Fri1L %"
\/\/l 4 \,\‘/




Krysztat

Krysztat

to materiat, ktorego materiat na poziomie
atomow/jonow/czasteczek jest
rozmieszczony w regularny i powtarzalny
sposdb.

Krystalizacja biatek

proces poszukiwanie selektywnych,
indywidualnych warunkéw krystalizacji
biatka poprzez:

wysalanie;

metody przesiewowego badania réznych warunkdw.

Promieniowanie

rentgenowskie

Promienowanie w zakresie 0.1-
10 nm (100 eV-100keV).

Dlaczego nie mozna stosowac
Swiatta widzialnego?

Crystalline Polycrystalline ~ Amorphous

R
&

[Wavelength 1pm  100nm 10nm  lnm 100pm 10pm 1pm 100 fm
visi@light amma rays
a ard X—rays

! ud n L " )
[Photon energy 1 eV 10eV 100eV 1keV 10keV 100keV 1MeV 10 MeV

X-ray crystallography Medical CT

Airport security

-

"7"- “-»frt‘




Beamline

rotating
anode

—O~
e L

filament

evacuated
glass tube

Storage

Wiele pomiaréw mozna przeprowadzi¢ wylgcz-
nie w osrodkach synchrotronowych. Synchrotrony
pozwalajg rowniez zdoby¢ w krétszym czasie wig-
ce] lepszych Jakosciowo informac]i niz przy uzyciu

tradycyjnych Zrodet swiatta, a przy tym
dzialaja siedem dni w tygodniu,

24 godziny na dobg. Ponadto
Osrodki naukowcy moga prowadzic
synchrotronowe w nich badania nawielu sta-

nowiskach jednoczesnie.

to fabryki badan,

w ktorych analizuje
sie prébki réznych
materiatéw, giéwnie
ciat statych.

+BESSY Il

Canadian Light .
Source

Cornell High Energy
Synchrotran Source

# National Synchrotran

Light Source +ALBA

1 Advanced Advanced Photon

Source

4 ESRF

S i

Synchrotron
Radiation
Lightsource

* Sirius

ELETTRA

+ANKA

MAXIV Laboratory

SESAME

Swiatlo synchrotronowe wykorzystywane jest przez
wiele dziedzin nauki, takich jak biologia, chemia, fi-
zyka, Inzynieria materiatowa, nanotechnologia, me-
dycyna, farmakologia, geologia czy krystalografia.

Obecnie na swiecle dziata okoto 30 osrodkéw
synchrotronowych. Najwiece] z nich znajdziemy
w Europle, Az)i Wschodnie] oraz Stanach Zjedno-
czonych, czyli w regionach wysoko rozwinigtych,

ktérych rozwdj gospodarczy opiera sig na wiedzy
Iinnowacjach.

eijing Electron-Positron Collider 11
ijing Synchrotron Radiation Facility

+Shanghai Synchrotron
Radiation Facility

Photon Factory
SPring-8

-+ Pohang Light Source 1|

-+ Taiwan Photon Source

findus 1.
indus 2

o+ Australian
Synchrotron

£ synchrotro
Light Research
Institute




Narodowe um Promieniowania Synchrotronows
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Pomiar

Promieniowanie rengenowskie
ulega rozszczepieniu na
elektronach atomow.

Rozproszone fale naktadaja sie
tworzac obrazinterferencyjny,
na ktdrym wzmocnienie lub
wygaszenie fali jest zalezne od
rodzaju i potozenia atomuw
krysztale.

Detektor

Historycznie role detektora
spetniata klisza fotograficzne.




Analiza wynikow

Po wstepnej analizie (indeksacji)
dane poddawane s3
przeksztatceniu Fouriera. W
jego wyniku otrzymuje sie mape
elektronowg, ktorg musi zosta¢
zinterpretowana.

Rozdzielczos¢




Struktura 3D
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Krysztat vs. roztwor.
Pojedyncza stuktura vs. rodzina.
Statyczny obraz vs. obraz dynamiczny.

Dowolny rozmiar czasteczki vs. limit masy czasteczkowej.




Thermofluor (DSF)
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* Label-free drug screening

* Drug lead optimization

 Studies of enzyme mechanism

 Protein stabilization for optimized isolation
» Characterization of engineered proteins

« Screening for inhibitors of protein-protein

interactions of modulators of protein
i conformational changes
§ § off k- rsonm + Decrypting proteins of unknown biological
i | S E—— function[edit]
e » The biochemical function of protein targets

identified through gene

» Optimization of protein crystallization
conditions

from the low-resolution density map to the
atomic coordinates




Metody eksperymentalne

Cryo-electron microscopy

is taki CRYOQ-ELECTRON MICROSCOPY

is taking over from X-ra; /\

crysta\lggmphy asa Y N A beam of electron is fired at a frozen
method to deduce protein solution. The emerging
high-resolution protein m%g%

N scattered electrons pass through a
structures, particularly of

TN lens to create a magnified image on
large molecules. /43 = the detector, from which their
Crystal structure can be worked out.
F
X-RAY CRYSTALLOGRAPHY ; 1 pro2en
X-rays scatter as they pass Diffra X*'ay s Dtein
through a crystallized protein; X-ray Clion, “ecten Mple

the resulting waves interfere with

each other, creating a diffraction EIthr
pattern from which the position be on P
of atoms is deduced. am e
" @
beg
m

onature

Transmission electron microscopy, as the technique is called,
works more or less like ordinary microscopy, but a beam of
electrons is sent through the sample instead oflight. The
electrons’ wavelength is much shorter than that of light, sothe
electron microscope canmake verysmallstructuresvisible —
even the position of individual atoms.

@

Problemy

The intense electron beam necessary for obtaining high
resolutionimagesincinerates bio-logical materialand, if the
beamis weakened, the image loses its contrast and becomes
fuzzy.

Electron microscopy requiresavacuum, a condition inwhich
biomoleculesdeteriorate because the surrounding water
evaporates.

The first rough model of bacteriorhodopsin, published
in 1975. Image from Nature 257: 28-32

Itwas the best picture of a protein ever generated using an electron microscope.
Many people were impressed by the resolution, which was 7 Angstrém (0.0000007
millimetres), but this was not enough for Richard Henderson. His goal was to
achievethe sameresolutionas that provided by X-ray crystallography, about 3
Angstrom, and he was convinced that electron microscopy had more to give.



Procedura

Randamly ariented proteins are
hit by the electron beam, learing
trace an the image.

1 Komputer rozpoznaje sygnat pochodzacy od biatek utozonych w
losowych orientacjachw przygotowanej probce.

2. Woparcu o odpowiednie algorytmy zidentyfikowane zastaja
powtarzajace sie elementy.

5 Zebraneinformacje sq katalogowane i wich oparciu powstaje
model 2D.
The computer discriminates

+ Komputer generuje obraz3D woparciu o zebrane dane. e e racas nd e

similar ones in the same group.

sirg theusands of

3 milar traces, the
computer generates
a

The camputer
calculates how the.
different 20 imeges
relate o each other
andgeneratesa
high-resalution
structure in 0.

WitryfFikacja

The sample is
transferred to 3 metal

The semple forms a thin
film across the holes in the
meshwhen itis sht into
ethane at sbout -190°C.

Thewatervitrifies
around the sample,
which then is cooled by
liquid nitrogen during
the messurements in
the electronmicrascape.

Dubechet generated the first images of viruses surrounded
by vitrified water in 1984, Image from Nature 308: 32-36.

Iﬁllgglgem Initially, the research group attempted to vitrifytiny drops of waterinliquid nitrogenat —-196°C,
but were successful onlywhen they replaced thenitrogen with ethane that had, inturn, been
cooled byliquid nitrogen. Under the microscopetheysawa drop that waslike nothing they had
seenbefore. Theyfirst assumed it was ethane, butwhenthe drop warmed slightly the
molecules suddenlyrearranged themselves and formed the familiar structure of anice crystal.
It was a triumph— particularly as some researchers had claimed it was impossible to vitrify
waterdrops. We now believe that vitrified water is the most common form of waterin the
universe.




Wyznaczeniestruktury GLP1-R

Stabilna biomolekuta

For cryo-EM studieswe used rabbit GLP-1R, which shares 92%
identity with the human receptor,as it expressed at higher levels
ininsect cells thanthe human or mouse homologue.

Adekwatna stabilizacja
GLP-1R is very unstable to extraction from membranesusing
conventional detergentssuch as DDM (n-dodecyl B-D-maltoside)
and MNG (maltose-neopentyl glycol); therefore, we formed the
complex between receptor and purified Gsin insect cell
membranes before extraction of the GLP-1R-Gs complex with
MNG and purification by antibody affinity and size-exclusion

chromatography. D4641-500MG

D4641-1G
D4641-5G

D4641-25G

Struktura

HO. HO.

0 0 OCH3(CHa)19CH3
OH OH
o]
OH gH OH

n-Dodecyl B-D-maltoside

- 48480
@ Dostepny do wysyiki 17.10.17 - Z 330.25
26800
Dost d ki 17.10.17 - Z.

© Dostapny do wysyiki 1,206.00
0 Tylko § szt. w magazynie (wigcej w drodze). - 28700

z 3,001.50
@ Tylko 1 szt. w magazynie (wigcej w drodze). - 3,540.00
z 15,930.00

-Sample evaluation by negative-stain EM and single-particle averaging
confirmed a monodisperse particle population and stable complex
formation. Initial cryo-EM experiments suggested that the protein complex
avoided areas of thin vitreous ice, and we thus had to image the specimen in
relatively thick ice at the expense of increased background noise in the

micrographs.

- Refinement and reconstruction of the selected particle projections after
subtracting densities for the detergent micelle and the mobile a-helical
domain enabled us to obtain a 3D reconstruction of the complex at 4.1 A
global resolution, with 3.9 A nominal resolution in the core region that
includes GLP-1, TMD and the a5 helix of the Gas Ras-like domain.
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Rekonstrukcja EM

17,332 Evaluation 14,600 motion correction_ 2,675,742
movie stacks “manual selecfion”. movie stacks ~semr-autopick * particles

620,626 particles

130 classification
[ :i) 1
% (71 ez X

139,299 particles (23%)

R finement focused on complex minus GasAH

Subtraction of micelle and GasAH
from particle projections

Autorefinement

41A d
(3.9 A in core region)

Struktura

-Using the cryo-EM density map we built and refined a near atomic resolution
structure of the GLP-1-GLP-1R-Gs complex. Side chains of primarily bulky amino
acid residues are clearly identifiable in most transmembrane helices that
appear to assume overall stable positions. The only exception is the cytoplasmic
half of TM6, whose density is less well-defined compared to the other
transmembrane helices, suggesting that this part becomes dynamic in the
activated GLP-1R. The GLP-1 peptide is well-resolved, particularly in its N-
terminal half that maintains interactions with the transmembrane core. This is
also the case for the a5 helix of Gas, the C-terminal part of which is stably
interacting with the cytoplasmic part of GLP-1R.

-In addition, the map includes densities for all intracellular and extracellular
loops (ECLs). Thus, we could resolve several key interactions of GLP-1R with GLP-
1 and heterotrimeric Gs.



G protein coupling,
nucleotide removal

a, Schematic of the activation of a class B GPCR by extracellular peptide agonist via a ‘two-domain’ binding
mechanism. AH, a-helical domain. b, Views of the GLP-1R—Gs complex cryo-EM density map, coloured by
subunit (transmembrane domains in light green, NTDin dark green, GLP-1 peptide in orange, Gas Ras-like in
gold, GB in light blue, Gy in dark blue and Nb35 in grey). c, Structure of the activated GLP-1R—Gs complex in the
same view and colour scheme as shown in b.

Rozpoznanie GLP-1 przez receptor
The orthosteric peptide-binding
pocket of GLP-1R

The activated GLP-1R structure shows that the GLP-1 peptide is

stablyanchored inits position through an extensive network of
interactionsthatinvolvesTM1, 2, 5, 7, ECL1 and 2, as well asthe
NTD.

Eventhough the cryo-EM mapis limited in resolution, the a-helical
nature of the peptide and the stability of its position have allowed
us to confidently establishits main interactions with the receptor.

The interface between the C-terminal half of the peptide hormone

and NTD appearsidentical to the one in the crystal structure of

NTD-GLP-1 (Extended Data Fig.8). Notably, the cryo-EM map

suggests that the NTD is not in contact with the 7TM region,

although based on our refined structure we raise the possibility of

Gln213 of ECL1 interactingwith Arg40 located in the al1-helix of the

extracellular domain.
a, Cutaway view showing GLP-1 (ribbon and atom in ball and stick, orange)
penetrationintoa pocket formed byTM1, 2, 5,7, ECL1 and ECL2 (ribbonand
surface, light green) while its C-terminal part s recognized by the NTD
(ribbonin transparent surface, dark green). b, View fromthe extracellular
side ofthe orthosteric peptide-binding pocketin the receptor bundle with
omittedNTD.c, d, Close-up views of the interaction between the receptor
and its endogenous agonist GLP-1.




Comparison of active-state GLP-1R with inactive GCGR

Cytoplasmic view
6

Extracellular

Helix 8

Active GLP-1R > 7 y ™
™1 Inactive GCGR >

Helix 8

H2.500 " T™1

-
3.500Y
E3.500 M2

a—c, Side (a), extracellular (b) and cytoplasmic (c) views of the activated GLP-1R transmembrane bundle (light green) in superposition to the i nactive glucagon receptor bound to
allosteric antagonist (not shown; PDB code: SEE7, blue). Significant conformational changes are observed on the cytoplasmic face of TM5 and TM6. TM6 moves outwards by 18 Aas
measured at the Ca of Lys 346, while TM5 moves a smaller distance by 7 A when measured at the Ca of Lys 334. A notable difference on the extracellular side is TM2 extended by three
helicalturns stabilized by pe ptide ligand binding. The disordered extracellular | oops in the inactive GCGRstructure are stabilized and structurallyorderedin the activated GLP-1R
structure.d,Comparison of HETX motifnetworking (in stick representation, Wootten numberingin superscript) between inactive GCGR and active GLP-1R shows that the outwards
movement of TM6 removes T6.42b from the polar network.

Polar network rearrangements upon GLP-1R activation

CJo=\g =D > (Y
e/ ) S 7 X
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INZ 2.46b 7.61b R
TM2-6-7-helix 8 3 Ro37 %f"“
olar network - \
i 2 R637b \,*,Es 410 (( ) ; , \.‘
Y \_/ E““’"‘
o5 N !
Inactive GCGR K/\ Active GLP-1R \__/7

Comparison of polar network arrangements in the inactive-state GCGR (PDB code: 5EE7; the coordinates for residue
R2.46b were obtained from the crystal structure of apo GCGR) and active-state GLP-1R. GLP-1 binding results in an
outward movement of the cytoplasmic half of TM6 with simultaneous rearrangements of the central polar network. The
rearrangement of TM6 breaks apart polar interactions of the conserved HETX and TM2—-6—7-helix 8 networks, releasing
residues forinteractions with the a5-helix of the Gas Ras-like domain. Peptide ligand GLP-1, TM6 and the a5-helix of Gas
Ras-like are shown in ribbon representation and coloured as in Fig. 1. Polar network residues are shown in stick
representation with Wootten numbering in superscript. The exposed backbone carbonyl oxygen atoms of Pro6.47b-Leu-
Leu-Gly6.50b are shown as red spheres.



GLP-1R interactions with G

a, b, The a5-helix of the Gas Ras-like domain docks into a cavity on
theintracellularside of the receptor transmembrane bundle
formed by the opening of transmembrane helices 5 and 6. a, Gs
interactionswith the transmembrane core include polarand non-
polar contacts. The recognitionof Y391 of the a5-helixinvolves
both a small hydrophobic pocket formed by L251, L356 and L359,
and potential hydrogen bondingwith H180 of the conserved polar
network, equivalent to the E/DRY motifin class A GPCRs. b, Q384
and R385 of the a5-helix form a polarinteraction networkwith the
cytoplasmic ends of TM3 and TM5, respectively.N338 of ICL3 isin
close proximity to R342 of the a4-helixand €359 of the B4-strand. ¢,
Y250 of TM3 and T175 of TM2 form a hydrogen bond constraining
the conformation of ICL1 and ICL2 with respect to each other. E262
and Q263 atthe intracellulartip of TM4 and S261 of ICL2 form
polarinteractionswith the stretch Q31-Q35 of aN-helix.d, H171 of
ICL1 participatesinthe electrostaticinteraction network between
E412, K415 and R419 of helix 8 with D312 and D291 of G (see also
Extended Data Fig. 6b).

,Dziura” strukturalna

« Struktura to niezbedny element
zrozumienia funkcji na poziomie
molekularnym.

» Swiss-Prot okoto 600 tys
sekwencji

» TrEMBL okoto 200 min sekwencji

» PDB okoto 200 tys struktur
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Przewidywanie struktury

* Petna struktura

* Wybrane elementy strukturalne,
np. struktura drugorzedowa

Ab initio

 Ab initio lub de novo
przewidywanie struktury od
zera, bez wykorzystania
dostepnej wiedzy na temat
budowy biatek homologicznych.

Opiera sie o parametry fizyczne
elementéw budujgcych biatka
(aminokwasow).

Procedura wykorzystuje przede
wszystkim réznorakie metody
minimalizacji energii.

Pleated sheet

Alpha helix

Secondary protein structure
‘cccurs when ths saqusnce of aming acids
s

Quaternary protein structure
i% & protsin consisting of mars than o

ino acid chain



Modele homologiczne

* Model struktury tworzony jest w
oparciu o dostepne informacje
(struktury) homologicznych
biatek.

l. Identyfikacja szablonéw

Q LVMYWVIFG--LMAFSALAFAVMTFTRPLNRRSHGYITLA 48 ~
4 A 3, yt ETG WIVE Becnrarey RP. 5-LY 4€
* 25% zgodnosci e 3
. Target IVIIAATAYYAMAASGGRALVSNPDGNLRDIYYARYIDWFFTTPLLLLDI e
W dopaSOWan Iu 3amé.l.2 R Y r LIMN R YARYIDW/LTTPLLLLD. 93

v

Sequence Identity: 33.80

80 lub wiecej aminokwasow.



. Przygotowanie szablonu

* SWISS-MODEL Template Library (SMTL)

SMTL ID : Sinb.1

RepoMan-PP1g (protein phosphatase 1, gamma isoform)
holoenzyme complex

Coordinates PDB Format &
Method X-RAY DIFFRACTION 1.30 A
Oligo State hetero-1-1-mer

Ligands ¥ 1 x MLI” MALONATE ION (on-functional Binders) A
MLL1: 6 residues within 444
o [@Chain A’ D61, H63 D 89, R218, H245, Y260
9 PLP interactions: &
9interactions with chain A
% Hydrogen bonds: A'D.61, A'D.89
[@BWater bridges: AR 218, AR 218, AH 245
(@ salt bridges: AH 63, AH 122, AR 218, AH245

6X GOL™: GLYCEROL (Non-funcional Binders) ¥
1 X NA SODIUM ION ton-funcienai Sinders) ¥
Links RCSB” PDBe” PDBj® PDBsum® CATH® PLIP®

Gitation Kumar, G.S. et al The KI-67 and RepoMan mifoc phosphatases
assemble via an idenical, yet novel mechanism. Eife (2016) i

Release Date 2016-10-05

Peptides Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic
subunit: Al
Cell division cycle-associated protein 2: Bl

# | Cartoon «

SMTL:PDB SMTL Chainid: AB

. ldentyfikacja optymalnego szablonu

Templates  Quatemary Structure  Sequence Similarity  Alignment  More v Build Models

isort +Coverage SGUGE QS ~ienty $Method  $OgoState  Ligands e

O  319e.1.A Superoxide dismutase [Cu-Zn]

mori
Amyotrophic lateral sclerosis

v I 089 091 6863 Xray20A homodimers  2xZN”

[ 31914 Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Crystal structures of holo end Cu-deficient CuZnSOl Bombyx mori
Amyotrophic lateral sclerosis

v I 0.89 092 6707 Xeray20A  homodimers/  2xZN®

31991 A Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Amyoirophic lateral sclerosis
-~ I 089 092 6797 Xray,18A  homo-dimerv  2xZN%2xCU%

Method @  X-RAY DIFFRACTION 180 A

Found By®  HHblits %  Catoona & P

Seq Similariy @ 051
30y.1A x
Biounit Oligo State homo-gimer Build Model

e Target Prediction @ Itis possible to build a homo-dimer The
target model is also TR0 be @
homo-dimer
Build a homo-dimer @ monomer O
3 Tezgec MVVRAVCVINGDAXGIVEFEQESSGT ENE
319y.1.A M- EKAVCYI GOVECTVEE Doo= 55y WSCEV)CLIKG HCEHVBEEGDNTNGCIS GHpENe

Tezger YEXEHEA PVDENRHECDLCNTENTCD - CPIRVNITDSKE: CRTVVVHADADDECQGE 125
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STGNAGARIGCEVICIARY 150
oA GoRT COpISHAKE
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V. Ocena wynikow ... —

y Oligo-State @ Ligands © GUGE® QUEANDNSCo Globol ©

3, Homo-dimer 2 xCUY, 2xZN“ v 088
4 (matching
prediction)

o 2 x COPPER () ION A
CU.2: 5 residues within A A
@CnamA H45 HA47 H62 V17 H119
3 PUP interactions A
3 interactions with chain A
(% Metal compiexes: AH 45, AH 47, AH 119

Model 01

CU 4. § residues within 4A v
3 PUIP interactions: ¥

| GMOE (Clotel Mocel Quality Esimste) Is 8 gy stimets ok combines  properes rom the brgel.

template ah%mxem and the template structure. Tt are combined using a multilayer perceptron trained to
predict the IDDT score of the resulting model. The GMQE is available before building an actual model and thus 2XZINCION Y
helpful in selecting optimal templates for the modelling problem at hand. Once a mode is built, the GMQE ((1)
~

inthe figure above) gets updated for this specific case by also taking into account the QUEANDISCo global

score of the obtained model in order to increase reliability of the quality estimation. O ANOmco Local QUEANZ Scorme

ouean [N TN o7
oo T T [

+ QMEANDIsCo global score (Studer et al., (2) inthe figure above) is the average per-residue QMEANDISCo
Eearelceslh el et et orrels Vel Wi el 0D iecors (Ml D e o
error estimate is based on QMEANDIsCo global scores estimated for a large set of models and represents
root mean squared difference (i.e. standard deviation) between QMEANDISCo global score and IDDT (me

ground truth). As the reliability of the prediction depends on model size, the provided error estimate s
calculated based on models of similar size to the input. T SNy RN Descpion
3oy1A 67.07% M superoxide dismutase [Cu-Zn] -
Crystal structures of holo and Cu-defcient CuZnSOD from the siliworm Bombyx
mon and the Implicasons in Amyotrophic ateral slerosis
+ QMEAN Z-score analysis (Benkert etal,) is deprecated and the GMQE and GMEANDIsCo global scores should
~

be consuited for global model quality estimates instead. Itis based on 4 statistical potentials of mean force and
their linear comblgnalmn the "QqME/t-\yN score. All scores, 5in total, are compared vﬁh what one would expect Soder-fesoolee Nmwmest
from experimentally determined structures of similar size using Z-scores ((4) in the figure above). In other
words: How many standerd deviations from the mean is my model score given a score distribution from a large
set of experimentally determined structures. Z-scores around 0.0 therefore reflect a "native-like" structure and,
as arule of thumb, a "QMEAN" Z-score below -4.0 indicates a model with low quality. This is illustrated by the
*Comparison’ plot ((5) inthe figure above). The x-axis shows protein length (number of residues). The y-axis is
the "QMEAN" score. Every dot represents one experimental protein structure. Black dots are experimental
structures with a"QMEAN" score within 1 standard devation of the mean (|Z-score] between Oand 1),
experimental structures with a|Z-score| between 1and 2 aregrey. Experimental structure that are even frther
from the mean are light grey. The actual model is represented as a red

QMEAN composite scoring function

- Cypotential 3-25 A (SSE specific)
- all-atom potential 3-20 A (SSE specific)
- local potential (0-10 A)

solvation potential

‘ \ #C, atoms within 8 A

interaction potential
- Cb atoms
- all atoms

Predicted secondary structure
” (PSI-PRED) and solvent
accessibility (ACCpro)

Combined torsion potential over 3
consecutive amino acids:

- inner 45°  bin size

- outer 90° bin size

QMEAN = linear PSIPRED
combination of 6 terms. g ST

: i — weights optimized on
. CASP models

S0 sorvor

agreement between model
structure and predicted
features from the sequence

torsion angle portential
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hitps/doi.org/ 103038 /50587-022-(1432-w

Single-sequence protein structure prediction
using a language model and deep learning

Ratul Chowdhury'®, Nazim Bouatta'®=, Surojit Biswas>*#, Christina Floristean*®, Anant Kharkar?,
Koushik Roy#, Charlotte Rochereau®, Gustaf Ahdritz®¢%, Joanna Zhang*, George M. Church*2,
Peter K. Sorger®'"= and Mohammed AlQuraishi®=¢=

AlphaFold2 and related mmltatluni sysluns pred:l proteln struchmz using deep Imlng and :o-ewlnﬂm relationships
encoded in multipl lignm. high g
In(l)predcﬂonotorpfmmdrapidyewlv‘ngpmh!nsmrvmumMSAmno‘l rated; (2) rapld exploratl designed
structures; and (2) understanding the rules governing sp tolding in solution. Here we report development
of an end-to-end differentlable recurrent geometric network (RGN) that uses a protein language mudel (AminoBERT) to Ivearn
latent structural Information from unallgned proteins. A linked geometrlic module
In a translationally and ruta‘llwty Invarlant way. On average, RGN2 outperforms AlphaFold2 md RoseTTAFold on orphan pm-
teins and classes of desl while up to a 10°-fold reduction In compute time. These findings demonstrate
the practical and theoretical sINngths of proteln language models relative to M5As In structure prediction.

CASP

Community Wide Experiment
on the Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction

CAMEO

Continuous Automated Model Evaluation



AminoBERT language moda

- s ™
MicrllcE | Aac ; Frad
M| = ;. stuctures g
eilFare | MACPRLYDEQAG 1
P
SEETEIs

SCoE

@

# )& %
k=" | a
— & y

RENZ >\
[ - ]
Jl.!.l:-.um.ﬁ F ,f A ’ % i ROWD [pRotaing
I L= T

Trairing Fradiztion Rafnemeant .

Fig. 1| Organization and application of RGNZ. RGH2 combines a transformer-based protein language model (AmInoBERT, yellow) with an RGN that wses
Frenet-5arret frames to generate the badkbone structure of a protein (green). After inttial construction of the sidechains and hydrogen-bonded networks,
refinement of the structure 15 subsequently performed wsing AF2Rank (bius).



