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Biatka — liniowe nierozgatezione polimery
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Biatka:

» Biatka sg tworzone z liniowej] sekwencji
aminokwasow, potgczonych wigzaniami peptydowymi -
polipeptydy
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« Aminokwasy potgczone wigzaniami peptydowymi stanowig
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Struktura Biatka:

Przyjecie konformacji o najnizszej energii swobodne;

« Struktura Drugorzedowa

D. Beta turn type |

Oddziatywania aminokwasow

z ich sgsiadami decydujg

o strukturze drugorzedowej

Stabilizowane przez:

wigzania wodorowe

mostki dwusiarczkowe

wigzania van der Waalsa

oddziatywania hydrofobowe

elektrostatyczne

Helisa alfa, harmonijka beta, zwroty
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Struktura Biatka:

* Trzeciorzedowa — polipeptyd zwiniety w strukture przestrzenng

(wigznia kowalencyjne i niekowalencyjne)

Alpha/beta
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 (Czwartorzedowa — kompleksy wielu pojedynczych tancuchéw
polipeptydowych



A. Hexokinase

Dynamika biatek

* Wiazanie ligandu
e Aktywnosc¢ wielu biatek
powigzana z duzymi

zmianami konformacyjnymi

pf)—;‘ - @)

y (-) Peptide (+) Peptide
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Bialka opiekuncze

Termin ,,.chaperon” (ang. chaperone - opiekun) po raz pierwszy zostat uzyty przez
Rona Laskeya w ,,Nature” (1978 r.) do opisania nukleoplazminy, czyli biatka
niezbednego przy tworzeniu si¢ nukleosomow z histonow 1 DNA.

Bialka, ktore wigza si¢ w sposob odwracalny z faldujacymi si¢ polipeptydami i
zapobiegaja tym samym tworzeniu si¢ nieprawidlowych wigzan.

Ich nieobecnos¢ moze powodowac niewtasciwe tgczenie si¢ tancuchow 1 ich
agregowanie w nierozpuszczalne kompleksy.

Bialka opiekuncze:

*petnig funkcje katalizatorow

*wspomagaja proces samodzielnego fatldowania si¢ tancuchow

*nie wchodza one w sktad ostatecznego produktu,

nie przekazujg rdwniez zadnych dodatkowych informacji na temat konformacji
czasteczki, ktorej ksztalt determinowany jest jedynie przez sekwencje aminokwasow3.



-
Bialka opiekuncze

* Pomagaja przyjmowac¢ wilasciwg konformacje biatkom w trakcie procesu
fatdowania.

* Wiazg segmenty hydrofobowe biatek lub zapewniajg odizolowane
srodowisko, najczescie] z uzyciem energii.

ON-PATHWAY OFF-PATHWAY IRRETRIEVABLE

° Zapobiegajq agregacji. FOLDING FOLDING ACCIDENTS
* Oddziatujg z intermediatami powstatymi ZSB

w trakcie faldowania. ‘

molten
globule

= Biatka szoku cieplnego:

Hsp70, Hsp90 E!.‘i‘a‘iiif:“e
= Chaperoniny (mitochondrialny Hsp60) :h
= Male biatka szoku cieplnego
= \Wyspecjalizowane chaperony o—

catalysis
correctly /
folded

protein

Figure 6-85 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



I
Biatka HSP

Dezagregacja biatek wrazliwych na stres oraz utatwianie proteolizy biatek
uszkodzonych

Wigksza szansa komorek na przezycie w warunkach stresu

Idukcja: stres termiczny, stres oksydacyjny, zatrucie metalami

ciezkimi,  zatrucie alkoholem, inhibitory przemian energetycznych, stany
zapalne.

W warunkach normalnych
* regulujg podstawowe procesy zyciowe komorki,
* biorg udziat w faldowaniu 1 translokacji bialek

» aktywuja niektore biatka regulatorowe



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

* Rodzina Hsp70 (70 kDa) — u cztowieka kodowana przez 11
roznych genow potozonych na kilku chromosomach, stanowi 1-2%
biatek w komorce.

 HSF - czynnik szoku cieplnego, czynnik transkrypcyjny, ktéry
indukuje ekspresje gendw HSP70 w warunkach stresu,

na indukcje HSP70 wptywajg takze czynniki regulujgce takie procesy
jak cykl komoérkowy, proliferacja i roznicowanie komorek

+ Wykazano nadekspresje biatek Hsp70 w neuronach i miocytach
mutantow Cyanorhabdis elegans o wydtuzonym czasie zycia.



Biatka opiekuricze - chaperoniny

polypeptide correctly folded

\,?% protein \@
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Wspoétdziatanie chaperonéw z rodziny Hsp70 i chaperoniny TRiC

Niesfatdowany polipeptyd jest chroniony przez srodowiskiem cytozolu
wewnatrz chaperoniny

http://www.mikrobio.uni-kiel.de/de/ag-dagan/forschung-1



Hsp90 - najbardziej konserwatywna grupa bialek chaperonowych.

Ich ekspresja wzrasta wraz z w 4\0
wystawieniem komorek na dziatanie

stresow. @

Budowa: trzy konserwatywne domeny: ® \

N-koniec — tgczacy sie z ATP, obszar
srodkowy oraz C-koniec. T T
Przechodzg zmiany konformagji. {%

Niektore z nich wymagajg obecnosci W)

biatek pomocniczych, ktore s3 g "
odpowiedzialne za regulacje aktywnosci \ APOR

ATPazowej oraz umozliwiajg fgczenie sie | Q

Zmiany konformacji Hsp90 (,

chaperonu z
odpowiednimi, niesfatdowanymi

biatkami.
Pod nieobecnos¢ ATP, Hsp90 przyjmuje otwartg strukture dimeru potaczonego C-koncami (A).

W wyniku przylaczenia ATP (B) zachodza zmiany w konformacji N-koncow, ktore w efekcie
zblizaja si¢ do siebie (C) 1 krzyzujg (D). Hsp90 przyjmuje skrecong strukture zdolng do
hydrolizy ATP. Po hydrolizie powraca do otwartej struktury.

Poziom hydrolizy ATP zalezy od rodzaju biatka.

D.



Funkcjonowanie HSP 90
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Fatdowanie i Modyfikacje biatek

Funkcje biatek opiekunczych podczas translacji i transportu biatek

Folded
protein

Niektore biatka opiekuncze wigzg sie

: . Chaperone e / Completed
do powstajgcego polipeptydu — polypeptide DY
w trakcie jego syntezy na rybosomach, R =" rleased
w ten sposob zapobiegaja niewtasciwemu p A

fatldowaniu biatka lub powstawaniu agregatéw oW OGw Gw ow
z czesci polipeptydu, ktory powstaje zanim

. y ___Polypeptide chain
synteza zostaje zakonczona ’l‘;> =
Cytosolic chaperone

Chaperony stabilizujg
niesfatdowane biatka
podczas ich transportu
do docelowych organelli

Mitochondrial chaperone

Folded protein

Mitochondrion

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.22 © 2005 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

« Mostki dwusiarczkowe wzmacniajg strukture biatka, przyspieszajg
faldowanie, petnig rowniez inne funkcje ,regulacyjne”

cysteine

oxidants
—

—
reductants

intrachain
disulfide
bond




Fatdowanie i Modyfikacje biatek

Enzymy katalizujgce fatdowanie biatek — zwiekszajg tempo fatdowania
czasteczki biatka

Disulfidoizomeraza biatek PDI (Protein disulfide isomerase) katalizuje powstawanie mostkéw
dwusiarczkowych i odgrywa wazng role we wtasciwym ich formowaniu

ol
AR
-8 =1 + -
Correct disulfide bonds

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.24 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.




Protein folding, refolding, and degradation

native protein 1"-—-__ Eﬁ@ +4—— aggregated proteins

unfolded &
misfolded
proteins

Chapernnin protein
D Pathway bound to

. chaperonin
remodeled

protein

%———ATP

protein remodeling




Mutacje chaperondéw i chaperonin we wrodzonych
schorzeniach u cztowieka

 Syndrom McCusicka-Kaufmana - m.in.wrodzona wada serca

« Syndrom Bardet-Biedl - retinopatia, opéznienie
umystowe, otytosé, dysfunkcja nerek

 Autosomalna recesywna ataksja Charlevoix-Saguenay - neuropatia
motoryczna, atrofia mézdzku, hipermielinizacja siatkowki

« wrodzona katarakta



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

: X . , ., o Alois Alzheimer
Nieprawidtowe fatdowanie moze doprowadzi¢ do utworzenia sie 1864 - 1915

nierozpuszczalnych agregatow i amyloidow.

e Choroby neurodegeneracyjne (np. choroba Alzheimera)

* Priony i zarazliwo$¢ (zakazne ggbczaste encefalopatie)

*Chronic Wasting Disease (CWD)
*Scrapie

*BSE- Mad Cow Disease

*Kuru

*Creutzfeldt-Jakob Disease




Alzheimer’s Disease
Amyloid hypothesis
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Amyloid cascade hypothesis

Missense mutations in APP, PST, or P52 genas

A

Increased Afjd2 production and accumulation

\ 4

ARdZ oligormenization and daposition
as diffuse plagues

A4

Subtle effects of AR oligomers on synapsas

4

Microghal and astrocylic activation
{complement factors, cytokines, aic.)

\ 4

Progressive synaplic and newritic injury

\ 4

Altered neuronal ionic homeosiasis;
axidative njury

\ 4

Allered kinase/phosphatase aclivities - langles

\ 4

Widaspread naurcnal/neuritic dysfunclion
and cell death with transmater deficils
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(A) very rare

conformational
change
- A

(B) infectious seeding of amyloid fiber formation

>_ © & (i
heterodimer homodimer

Figure 6-95ab Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008) -
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Prion Protein
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Amyloids vs Prions

* Prions are known to be
infectious in their
spreading to different
hosts, e.g. CWD, BSE,

kuru, etc...

 Amyloid diseases - not
thought to be infectious
agents but....
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Amyloids vs. Prions-news!

[ 1: Proc Matl Acad Sci U § A 2002 May 1499(10):6979-84

Full rext article at
WWW.pnas.org

Transmissibility of systemic amyloidosis by a prion-like mechanism.
Lundmark K, Westertmar k GT, Nysttom 5, Muiphy CL, Solomon A, Westermark P.

Division of Molecular and Immunological Pathology, Linkoping University, 351 83 Linkoping, 5weden.

* |t has been recently shown that mice who were fed amyloid
fibrils (from the spleen of infected mice) orally (in H,O)
developed amyloid deposits upon stimulation.
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Amyloids vs. Prions

e Similar propagation of

4 fibrils in vitro.

* Similar symptoms
(inflammatory
neuropathies).
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* Normal PrP or A3 protein may
misfold into a beta sheet
structure

* The beta sheets form
— N 7 extended aggregate fiber
. —-——— [D structures by “recruiting”
MK B/ENTYOTN . F roperly folded proteins
] E) L 1( A DP P
Uuom U@ J(JH-HJ * These fibrils are protease
resistant and insoluble

* This is the most prevalent
characteristic of amyloid and
prion diseases.




Fatdowanie i modyfikacje biatek

* Priony i zarazliwosc
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1997
Stanley B. Prusiner

"for his discovery of Prions —

a new biological principle of infection".




Ciecie biatek

Proteoliza jest waznym etapem w dojrzewaniu wielu biatek
| wigze sie z cieciem tancucha polipeptydowego

Sekwencje sygnatowe pozwalajg na wlasciwg lokalizacje biatek w
komorce, np. w retikulum endoplazmatycznym jeszcze w czasie trwania translacji

Cleavage of Translocated protein
Signal signal sequence

peptidase

ER
membrane RLTETET
Signal sequence 55

Direction of ribosome movement

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.26 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Ciecie biatek

Peptydazy sygnatowe nalezg do rodziny proteaz btonowych, ktére odcinajg
sekwencje sygnatowg w czasie przechodzenia biatka przez kanat btonowy

podczas translacji

Aktywne enzymy lub hormony, takie jak insulina powstajg poprzez ciecie
wiekszych prekursorow

Preproinsulin
B A
N <
Signal Connecting
sequence polypeptide
Cleavage of signal sequence
Disulfide bond formation Removal of
connecting polypeptide
B A
P
Insulin

Proinsulin

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.27 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



protein
—-
aggregate

correctly folded correctly folded incompletely
without help withhelpofa folded forms
molecular digested by the
increasing time chaperone proteasome

Figure 6-88 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Glowne systemy proteolityczne w komorce:
= Zalezny od ubikwityny 1 ATP
» Lizosomalny

= Zalezny od jonow wapniowych



Proteasom - wieloenzymatyczny kompleks utworzony z
proteaz, odpowiedzialny za degradacje enzymow i bialek regulatorowych.

Zbudowany jest z cylindra 20S 1 dwdch regulatorowych komplekséw 19S5
znajdujacych sie na obydwu koncach cylindra. Podjednostka 19S rozpoznaje
biatko, ktore jest przeznaczone do degradacji i odpowiada za jego rozwiniecie 1
skierowanie do cylindra. Natomiast cylinder jest odpowiedzialny za ich
fragmentacje. =




Proteasom degraduje tylko naznaczone wczesniej bialka.
Znacznikiem tym jest ubikwityna.

Wchloniete przez proteasom biatko rozktadane jest do pojedynczych
aminokwasow 1 krotkich peptydow ztozonych z 10-12 aminokwasow.

Podjednostka 19S rozpoznaje biatko, ktore jest

przeznaczone do degradacji i odpowiada za jego
target protein withrozwiniccie i skierowanie do cylindra. Natomiast
polyubiquitin ch airgylinder jest odpowiedzialny za ich fragmentacje.

Q
é
central \ activesites 1

cylinder o AN

(protease)

Wi,
Zrp

-

cap h

Figure 6-90 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Ubikwityna - hydrophobic

Masa czasteczkowa wynosi 8,5 kDa 1 ma
dlugos¢ 76 aminokwasow.

Struktura ubikwityny jest bardzo
konserwatywna - ubikwityna cztowieka i
drozdzy rozni si¢ tylko trzema resztami.

2 globular core

HOOC point of attachment
to lysine side chains
of proteins

Figure 6-92a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



ubiquitin

| ?

SH

Y.

ubiquitin- lt:{-:.(:::g.t: >
activating m ﬁ i
enzyme + e
PP ubiquitin ligase
primed with
ubiquitin

Figure 6-92b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



€e-amino group

on lysine
side chain

\ NH,

NH,

— —_—
v S
degradation signal target protein first ubiquitin target protein with
on target protein bound to chain added polyubiquitin
ubiquitin ligase to target protein chain

Figure 6-92c Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



MONO- MULTI-
UBIQUITYLATION UBIQUITYLATION

¢ A&

histone regulation endocytosis proteasomal DNA repair
degradation

POLYUBIQUITYLATION

Figure 6-93 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



ACTIVATION OF A UBIQUITIN LIGASE

.Y
= I

f

.

(RRRNTTIR
RLENTTRA
VLN

—r
phosphorylation allosteric transition allosteric transition
by protein kinase caused by ligand binding caused by protein
subunit addition

Figure 6-94a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




ACTIVATION OF A DEGRADATION SIGNAL

~
—

O/ /1
phosphorylation unmasking by creation of destabilizing
by protein kinase protein dissociation N-terminus

Figure 6-94b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Proteoliza zalezna od ubikwityny zaangazowana jest w
nastepujace procesy w komorce:

'regulacja cyklu komorkowego 1 podziatow komorki
‘regulacja roznicowania

*odpowiedz na stres komorkowy 1 czynniki zewnetrzne
*morfogeneza potaczen nerwowych

*modulacja receptorOw powierzchniowych

*naprawa DNA

regulacja transkrypcyjna

*pami¢C dlugotrwata

rytmy dobowe

‘regulacja reakcji zapalnych 1 odpornosciowych
*biogeneza organelli



* Proteoliza zalezna od ubikwityny zalezy od
zywienia — zwie¢ksza si¢ w stanie glodu i
niedozywienia bialkowego.

* Aktywnos¢ fizyczna zmniejsza, a bezczynnos¢
miesni zwieksza intensywnos¢ proteolizy zaleznej

od ubikwityny.

« Sepsa, choroba nowotworowa, zakwaszenie
zwiekszaja proteolize tego typu, ma ona znaczacy
udzial w powstawaniu wyniszczenia.




Glowne systemy proteolityczne w komorce:
= Zalezny od ubikwityny i ATP
= Lizosomalny

= Zalezny od jonow wapniowych



Degradacja lizosomalna

« Lizosomy - organelle zawierajace liczne hydrolazy

* pH lizosomalne miedzy 415

* Proteazy lizosomalne - katepsyny - maja optimum pH w
tym zakresie

* Proteazy lizosomalne dziatajg na biatka pobierane drogg
endocytozy z zewnatrz komorki, z jej powierzchni lub
wnetrza

* Lizosomalne proteazy sg zdolne do degradowania biatek az
do aminokwasow.



Mikroautofagia - mate
porcje cytoplazmy tworza

wgtebienia na powierzchni

lizosomow -
odpowiedzialna za ciaggta
degradacje dlugozyjacych
biatek

Makroautofagia - duze
fragmenty cytosolu lub
cale organelle zostaja
otoczone przez wakuole -
powstaja autofagosomy-
po fuzji z lizosomami
nastepuje proteoliza

Krinofagia - pochtanianie
przez lizosomy
pecherzykow aparatu
Golgiego - ograniczenie
wydzielania

nlasMmao
membrane
endocytosis (1)

endosome
lysosome

‘ & ‘:: ‘éf):‘
(39

mncrooutophoqy (4)
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R crinophagy (2)
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r ' \"
hsc73-mediated W

fransport (5) N

autophagic
vacuole s

endoplasmic
reticulum

macroautophagy (3)



* Makroautofagia w watrobie odpowiedzialna za
prawie calq proteolize, zwlaszcza w okresie
slodzenia.

* Czynniki hamujace makroutofagie:
- aminokwasy

- Insulina

- puchniecie komorki

- rozerwanie cytoszkieletu



Glowne systemy proteolityczne w komorce:
= Zalezny od ubikwityny i ATP
» Lizosomalny

= Zalezny od jonow wapniowych



Kalpainy (proteazy)

eunieczynniane przez
wewnatrzkomorkowe
Inhibitory — kalpastatyny

uaktywniane pod
wplywem przeniesienia w
okolice blony komorkowe;
| ograniczonej autolizy,
jonOw wapniowych 1
innych czynnikoéw
aktywujacych.

activation
factor

substrate
protein

calpastatin




* Kalpainy degradujg biatka blonowe 1 cytoszkieletu, a takze
enzymy zwigzane z blonami.

* Dazialajg podczas fuzji bton.

* Substratami sg np. kinazy biatkowe 1 erytrocytarny
transporter anionowy.

* Proteoliza kinaz biatkowych wskazuje na ich wptyw na
przeniesienie sygnaldow informacyjnych wewnatrz
komorki. Aktywowane sg przez czynniki regulacyjne.

* Przypuszczalnie odgrywajg role w podziatach komorek



* Rozktadajg niektére czynniki transkrypcyjne. Regulacja
ekspresji genOw?

e Zaangazowane s3 w programowang smier¢ komorki -
apoptoze w niektorych typach komorek w przypadku
dziatania okreslonych czynnikow stymulujgcych.

* Zaangazowane w wiele stanow patologicznych zwigzanych
z zaburzeniami wewnatrzkomorkowej homeostazy
wapniowej.



Choroby zwigzane z podwyzszong aktywnoscig kalpain

« Choroba Alzheimera - w korze mézgu 3x wyzsza
aktywnos$¢ kalpainy 1 tyle samo nizsza kalpastatyny.

« Katarakta - naptyw wapnia (1 mM lub wiecej) aktywuje
m-kalpaing, ktora rozktada biatko krystaling. Fragmenty
krystaliny tworzg agregaty - katarakte.

»  Dystrofia miesni - choroba Duchenne - utrata biatka
btonowego, dystrofiny, powoduje naplyw wapnia, wzrost
aktywnosci kalpain 1 intensywng proteolize.

« Zawal mie$nia sercowego - W miejscach niedotlenienia
wzrost poziomu wapnia. Kalpainy degradujg biatka
desming i alfa-spektryne.



Choroby zwigzane z podwyzszong aktywnoscig kalpain

« Stwardnienie rozsiane - wszystkie gtdowne biatka mieliny sg
substratami kalpain. Aktywnos¢ kalpain wzrasta pod wplywem
zmian zapalnych. Inhibitory kalpain hamujg degradacj¢
neurofilamentow.

* Udar mozgu - aktywnosc¢ kalpain wzrasta, a poziom
kalpastatyny ulega obnizeniu w miejscach niedotlenienia.
Kalpainy uczestniczg zarOwno w apoptozie, jak 1 nekrozie
komorek nerwowych. Inhibitory kalpain zmniejszajg
degradacje spektryny.



Rola komorkowych systemow proteolitycznych

Biatka zmutowane lub ., Proteasomy -
uszkodzone zalezne od
Krétko zyjace biatka - ubikwityny i
regulatorowe, enzymy kluczowe ATP,

cytosolowe
Dtugo zyjgce normalne biatka (np. 71 Kalpainy, e
oine

kurczliwe) zalezne od Ca, :
cytosolowe —~ aminokwasy

Biatka btonowe (receptory,

kanaty, transportery)

Biatka po endocytozie - biatka Katepsyny,

osoczowe, hormony, lipoproteiny / lizosomalne

Proteazy
mitochondrialne

v

Biatka mitochondrialne
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