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Protein versus mRNA expression. Absolute concentrations of mMRNA are more divergent
between chimpanzee and human than absolute protein concentrations, suggesting tighter
evolutionary constraints on protein abundances.
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Poziom ekspresji okoto 27% biatek koreluje z poziomem ich mRNA



Regulacja poziomu ekspresji biatek

Translacja

Proces bardzo uporzgdkowany
Pochtaniajgcy duzo energii
Regulowany na wielu poziomach



Etapy regulacji procesu translacji
Wykorzystanie kodonow

Inicjacja translacji

Sktadanie rybosomu

Elongacja translacji
Terminacja translacji

U Eukariontow dtugi czas poftrwania mRNA
Dtugos¢ mRNA

Fosforylacja biatek prowadzgcych proces translacji



Wykorzystanie kodonow



the expression code

Joshua Plotkin, Ph.D. Science Webinar Series
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Cechy sekwencji, ktére wptywajg na poziom ekspresji biatka

Wykorzystanie kodonow

codon adaptation (codon bias)

*
B3E

High CAl =>
High expression

Joshua Plotkin, Ph.D. Science Webinar Series

University of Pennsylvania ' Epom Genes to Protsins FZI
Phlladelphla, PA The Impact of Gene Sequence on X ; "" 5

Translation and Expression



Inicjacja translacji



1. Inicjatorowy tRNA — aminokwasem rozpoczynajgcym synteze biatka jest
metionina, u prokariontow to N-formylometionina. Inicjatorowy aminoacylo-
tRNA nazywa sie Met-tRNA

3. Inicjacja - Zawsze AUG (metionina) u eukariontéw, u prokariontow zazwyczaj
AUG (83%), rzadziej GUG (walina, 14%), bardzo rzadko UUG (leucyna, 3%)
Brak sekwencji Shine-Dalgarno (bogatej w puryny) na 5" koncu mRNA

Shine-Dalgarno sequence
Prokaryotic mRNA s'ww
16S rRNA 37 B
Eukaryotic mRNA
5 cap m’Gd AU 137

40S ribosomal subunit
Ribosome scanning




Eukariotyczny mRNA posiada jedno miejsce inicjacji syntezy biatka

Prokariotyczny mRNA czesto zawiera wiele sekwencji Shine-Dalgarno

Prokaryotic mRNA
Multiple translation start sites

UTR ‘ Protein 1 ‘ Protein 2 ‘ Protein 3 UTR

! ! !
& G &s

Eukaryotic mRNA
Single translation start site

UTR ‘ Protein 1 UTR
5 m7C T AAAA 37

!
&

TP CHLA, P ths Eomirom, Faguuws BT G0 DO ABBRE Ewwnn wewh Tussmmns Aasm s, .



Mechanizmy kontroli procesu translacji u bakterii

STOP
AUG ¥ 3

HN Sl COOH b

protein made

translation repressor protein
STOP
AUG A4 OFF

3'

5!

5!
no protein made

Figure 7-106a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Mechanizmy kontroli procesu translacji u bakterii

§ STOP
5I v 3!
INCREASED
TEMPERATURE
. STOP
5I UG V 3’

H,N m— co0H N

Figure 7-106b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Mechanizmy kontroli procesu translacji u bakterii

5I
AUG P 3

H,N e COOH ON

small molecule

5’

Figure 7-106¢c Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Mechanizmy kontroli procesu translacji u bakterii

STOP
5'#3’ ON
HbN  COOH

STOP

£ AUG Y 3
3’ 5’

antisense RNA

Figure 7-106d Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Eukariotyczny mRNA posiada jedno miejsce inicjacji syntezy biatka

Prokariotyczny mRNA czesto zawiera wiele sekwencji Shine-Dalgarno

Prokaryotic mRNA
Multiple translation start sites

UTR ‘ Protein 1 ‘ Protein 2 ‘ Protein 3 UTR

! ! !
& G &s

Eukaryotic mRNA
Single translation start site

UTR ‘ Protein 1 UTR
5 m7C T AAAA 37

!
&

TP CHLA, P ths Eomirom, Faguuws BT G0 DO ABBRE Ewwnn wewh Tussmmns Aasm s, .



Sekwencja Kozak, wtasciwe otoczenie dla AUG - ACCAUGGA
0.2

A= mnBuBEEE ug

4 -3 -2-14+142 43 +4

AccAUGG

Czestos¢ poszczegolnych zasad w sekwencji nukleotydowej
inicjujgcej translacje wsrod ~25,000 gendw cztowieka

=




1. Inicjacja translacji — komoérka eukariotyczna

40S subunit
elF1A

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.11 (Part 1) © 2000 ASM Press and Sinauer Associten, Inc.

Czynnik elF1 umozliwia powstanie kompleksu preinicjacyjnego
Czynniki elF4 oddziatujg z biatkiem PABP (poly A binding protein)
Czynniki inicjacyjne rozpoznajg zarowno 5’ jak i 3’ koniec mMRNA



Cykl elF2

guanine nucleotide exchange
factor, elF2B

F Cotep7

(A)
elF2B
inactive IN ABSENCE OF
elF2 ACTIVE elF2B,
EXCESS elF2
REMAINS IN ITS
- INACTIVE, GDP-
PROTEIN KINASE PHOSPHORYLATED BOUND FORM
PHOSPHORYLATES elF2 SEQUESTERS AND PROTEIN
elF2 ALL elF2B AS AN SYNTHESIS SLOWS
L INACTIVE COMPLEX DRAMATICALLY

Figure 7-107 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Integration of stress responses by the phosphorylation of
eukaryotic initiation factor-2a.

Haem levels,
Amino-acid availability, osmotic shock, ER stress,
UV irradiation Viral infection heat shock hypoxia
GCN2Z PKR HRI PERK

/

BN
el 2-GDP 3 03 oo Cop-elF2
’@ complex

Selective translatlon
elF2-GIP oo Global protein synthesis
Stress regponse

Met-tRNAMet

Ternary complex
¥> Translation initiation

NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 6 | APRIL 2005 |



Fosforylacja elF2a uniemozliwia powstawanie trojsktadnikowego kompleksu
inicjujacego poprzez zahamowanie wymiany GDP na GTP

(B) Stress or growth factor
starvation

(A) Adequate growth factor supply

Translation
inhibited

o

Translation
proceeds

w0 ©

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.20 (Part 2) © 2006 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.

THE CELL, Fourth Edtion Figure 20 Part 1) © 2008 ASH Pess and Saer Assoctes, g



Rola matych otwartych ramek odczytu (UORF) w regulacji translacji u eukariontéow
(UORE - ang. small upstream open reading frames)

Okoto 10% mRNA kregowcéw zawiera uORF,
ale sposrad nich 67 % to mRNA kodujgce czynniki regulujgc . % %

A Non-Starvation

Nomnal levels of elF2 LS © S < 2
AUG1 AUG?2 AUG3 AUG4

elF2a

elF2a-P
- - e > - %
< < A
GCN4 translation B Starvation Thsmemstri m76%’\% @ °E° l‘:,l%
is activated Low levels of elF2 el AUG1 AUG2 AUG3 AUG4

by amino-acid

starvation Q 80S

Adapted from Holcik and Sonenberg, Nature Reviews Molecular Cell Biology (2005)



Translation of the mammalian activating transcription factor-4 (ATF4)

" %
- B R e

~ —

AUG?2

ATF4 %

elF2a
elF2a-P

NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 6 | APRIL 2005 |



2. Inicjacja translacji — komoérka eukariotyczna

=3

o
Scanning w e Qi
Y

THE CELL, Fourth Bstion, Pigurs B11 (Part 2) © 2000 ASM Prams s S Assooutes, W

Zwigzanie wszystkich czynnikow elF4 stuzy przytgczeniu mRNA do podjednostki 40S
Podjednostka 40S razem z pozostatymi czynnikami oraz tRNA ,skanuje” mRNA
w poszukiwaniu kodonu inicjacyjnego (AUG)



3. Inicjacja translacji — komoérka eukariotyczna

60S subunit

5’ m7Gl' |3I

THE CELL, Fowth Eavtion, Fiagure BAY (Fart 3) © 2000 ATM Frann sl Tarmms Assocustes. .

elF5 inicjuje hydrolize GTP przytgczonego do elF2,

utrata grupy fosforanowej powoduje uwolnienie wszystkich czynnikow zwigzanych z GDP

to jest sygnatem do zwigzania podjednostki 60S rybosomu z 40S

powstanie kompleksu rybosomalnego inicjacyjnego 80S rozpoczyna etap elongaciji translacji



Dwa mechanizmy regulacji translacji

Regulacja zalezna od czapeczki Regulacja zalezna od sekwencji
IRES (internal ribosome entry site)

elF4Gl or
p97/DAPS5/NAT1

NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 6 | APRIL 2005 | 319



Regulacja translacji

Hipoksja, infekcja wirusowa, niedostatek aminokwasoéw i szok cieplny — hamowanie translacji

Fosforylacja elF2a uniemozliwia powstawanie tréjsktadnikowego kompleksu inicjujacego
poprzez zahamowanie wymiany GDP na GTP

Fosforylacja elF2a hamuje translacje wiekszosci mMRNA, zwieksza translacje mRNA
kodujacych biatka bioragce udziat w adaptacji do stresu i przywracaniu translacji.

essential ER stress dsRMNA

amino acids l heavy metals

mGCN2  PERK PKR HRI

S\ /7

elF20

elF2B

v

protein synthesis



Regulacja translacji kontrolowana przez poziom hemu

GTP

Heme controlled inhibitor HCI elF-2 !

Translation

low [heme] GDP

/’\\ elF-2
e GeD

inactive active ooP
\____/ elF-2 [—
high [heme] w A Hemoglobina
/\ Heme mediated control of translation i
/elF- 2\

%m%




Gléwny mechanizm regulacji translacji u Eukariota -
fosforylacja biatek bioracych udziat w procesie inicjacji translacji

CPEB ( cytoplasmic polyadenylation element binding oddzia’fuje Z ponA)
S6 (sktadnik podjednostki 40S)
elF4F

elF2



Model regulacji procesu translacji w warunkach stresu.

Stress/mitogen/cytokines
signals



Translacja moze by¢ regulowana przez specyficzne wigzanie sie czynnikéw biatkowych
do 3’UTR mRNA

Lokalizacja mRNA w zdefiniowanych regionach komérki jajowej czy embrionu
odgrywa istotng role w rozwoju

5/

Translational
repressor

AAAA, 3’

37 UTR

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.17 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Rola miRNA w regulacji translacji

.small ribosomal unit

initiation factor(s)

large ribosomal
subunit

mature
protein

M1 - uniemozliwia utworzenie kompleksu inicjacyjnego, hamuje rekrutacje matej podjednostki rybosomu
M2 - wptywa na zwigzanie sie podjednostek rybosomowych
M3- hamuje elongacje translacji

M7,8 — degradacja RNA
Wikipedia



Regulacja stabilnosci mRNA

IRON STARVATION
cytosolic aconitase cytosolic aconitase
ferritin mRNA transferrin receptor mRNA
5’ AAA 3’ 5’ AAA 3’
‘ translation blocked ‘ mRNA is stable and translated
NO FERRITIN MADE TRANSFERRIN RECEPTOR MADE
(A)
EXCESS IRON
Fe . \f-‘ . ’\’ . Fe
. . endonucleolytic
bt cleavage
ferritin mRNA transferrin receptor mRNA “,
5' AAA 3’ 4 AAA 3’
‘ mRNA translated ‘ mRNA degraded
FERRITIN MADE NO TRANSFERRIN RECEPTOR MADE
(B)

Pobieranie zelaza zalezne od receptora transferyny (TfR)
Przechowywanie w komoérce - ferrytyna

Figure 7-111 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Mechanizmy regulujgce poziom ekspresji biatek

Rybosomy

m|RNA
Translacla TﬂT"

nﬂ“
C—:HEOK j}%) Biatka wigzace RNA

ekwenqe Sekwencja nukleotydowa poly(A) tail
IRES Wykorzystanie kodonéw



Wptyw wirusow na regulacje procesu translacji
komorki gospodarza



Synteza biatek wszystkich wirusow zalezy od maszynerii translacyjnej gospodarza

Translacja — to ,pole bitwy” pomiedzy gospodarzem, a atakujgcym wirusem



Hipoteza: W toku ewolucji organizmy eukariotyczne wyksztatcity monocistronewe mRNA
oraz jagdro komdrkowe w obronie przed wirusami

Wirusy (szczegoleni wirusy RNA)- Wchodz3 do cytoplazmy komdrkowej
MRNA=genom

Oddzielenie syntezy mRNA od translacji umozliwito oznaczenie mRNA jako czasteczki wtasnej

Wirusy wyewoluowaty sposoby nasladowania i wykorzystania tych cech do wtasnych celéow
Komorki na to odpowiedziaty w toku ewolugii.......... walka trwa



W zwigzku z minimalizacjg wielkosci genomu wirusy wyksztatcity
unikalne mechanizmy translac;ji

Maty genom — bo ograniczona wielkos¢ kapsydu
Np.geny zachodzace na siebie

Maszyneria translacyjna gospodarza odkodowuje zachodzgce na siebie ramki odczytu
regulowana stechiometria biatek wirusa

Policistronowe mRNA: pozwala na synteze wielu biatek z jednej czasteczki mRNA



Uproszczony model replikacji wiruséw eukariotycznych

Host cell-binding
- penetration

assembly y v

. translation q—_ Transcription and
genome replication

uncoating

cytoplasm

* Most RNA viruses
release

nucleus

Most DNA viruses;
retroviruses




Strategie wirusow



3" tRNA-like
structure

80S ribosome




Odpowiedz komorki na infekcje wirusowg

Fosforylacja czynnika elF2 przez biatkowg kinaze PKR
inaktywacja czynnika - hamowanie translacji

AAAAAAAAAAAAAA

elF4E 1C] ! ;p
l' 17? AUG
e <EE
Viral infection
d,}u PKR- double-stranded RNA-activated protein kinase

elF2-GTP/tRNA, recruitment

is necessary for translation

@ RNA activated
Protein Kinase

@ qi O L P P—» trali‘s)lt:llion

elF2-GTP GOP GTP F2.GDP olF2-GDP ot inactivation



Odpowiedz wirusa na reakcje komorki

AAAAAAAAAAAAAJY

s
¢lF4E @ [
C —~ AlG
S g L]
Viral IIHI.'.‘IIDI
dsRNA

elF2-GTP/tRNA, recruitment

is necessary for translation

@ £ l
— ¥~
elF2-GTP GOF CTFa-GDP elF2-GDP

HCV

3% of world infected (170 million);
essentially incurable—end-stage liver
disease and hepatocarcinoma

hepatitis C
+— HCV

O-——-.—@-’%ma(m

inactivation

@D stimulates activity of
1' cellular phosphatase 1

HSV-1

Adapted from Thompson and Sarnow (2000), Current Opinion in Microbiology 3:366-370 herpes

BCMB 8020, Spring 2011, wks



Wirusy hamujg translacje biatek komoérek gospodarza

EMCV VSV Flu

A AAAA M AN

EMCV (Encephalomyocarditis Virus )
VSV (Vesicular Stomatitis Virus)



Cel wirusa — wylgczenie translacji gospodarza, ale nie wtasnej

Sposob: zmiana specyficznosci czynnikow inicjacyjnych translacji



Wptyw wybranych biatek wirusowych na inicjacje translacji komérkowych mRNA

F met-tRNA;

=€ 2A proteinase

AAU

4+— Poliovirus
elFAE ® @! P
£|| '_."T AUG

Viral infection

|

dsIINA \/ P:KR !
f"----.._______ @ - 4+— HCV

@££0L®ﬁg

olF2-GTP GOP G iFo-GDP lF2-GDP Inactive

A/
=

HSV-1

Picornaviruses

Current Opinion in Microbiology




W jaki sposob zachodzi inicjacja translacji wirusowych mRNA
przy nieaktywnych kompleksach biatkowych wigzacych sie
do struktury czapeczki



Obecnos¢ IRES pozwala na ominiecie struktury kapu w procesie translacji

: IRES przykiad

[
A strukturalnej mimikry
c PrHdik S T \Q} vi
EG L AUG \h £ & —-l—AUG Ala-tRNAaa
EMCV “RES Poliovirus 'RES
Encephalomyocarditis Virus Poliovirus '\_.\
A ‘; 'l'
[ e
[ 4
5 ‘ as 4
! Y
AU Cricket Paralysis-Like
HAY e HCV —rgs Virus
Hepatitis A Virus Hepatitis C Virus bypasses the need for tRNAi

Adapted from Thompsen and Samow (2000), Current Opinion in Microbiology 3:366-370
and Bushell and Samow (2002), J Cell Biol. 158:395-9..



INHIBITORY TRANSLACJI

tetracycline -~
¢ / chloramphenicol
. . 2 ‘ ;
spectinomycin SRS

’ » =f
© gl ‘L ~
, o —ri .
.” R . ¢ ! b ' - s

> 2% .

. ° W
- 7 K- .-‘_"
M 4 * ‘
‘~“)‘ NG
i e .\‘-‘.;r'\v- A
‘. Ry N o
'_., . %\\

erythromycin

~¢.

streptogramin B

small ribosomal subunit large ribosomal subunit

Figure 6-79 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



INHIBITORY TRANSLACJI

Inhibitor Cel: Rybosom Sposéb dziatania
Inicjacja

Streptomycyna Prokariotyczny uniemozliwia formowanie kompleksu inicjacyjnego
Elongacja

Tetracyklina Prokariotyczny Wiaze 16S rRNA tuz nad miejscem A, co hamuje wigzanie

Aminoacylo-tRNA

Erytromycyna ;
Prokariotyczny Wiaze podjednostke 50S, hamuje aktywnos¢ transferazy peptydylowej

Cyklohexymid Eukariotyczny Hamuje translokacje peptydylo-tRNA

Przedwczesna Terminacja

Puromycyna Pro i Eukariotyczny Analaog amionoacylo-tRNA, akceptor reszty peptydylowej

Inaktywacja rybosoméw

Rycyna Eukariotyczny Inaktywacja 28S rRNA




Translacja jest regulowana na wielu etapach

kontrola poziomu biatek
pozyteczna w medycynie (antybiotyki)

Sekwestracja i modyfikacja (proteoliza/fosforylacja)
czynnikéw elF — kluczowy mechanizm regulacyjny

elF2 (cel dla wiruséw, a takze regulacja gospodarza)
kompleks elF4 (cel dla wirusow)



Zwijanie (faldowanie) biatek

(Protein Folding)



Aminokwasy, Biatka

. Glycine Alanine Valine i Leucine HiC ﬁ“s
Gly Ala Val HaC_ CHs Leu
Niepolarne 2 0 | A o | S i d
*HaN-C-CZ *HaN-C-CZ, *HaN-C-CZ, HaN-C-CZ5.
u O O 9 M O £ g Q
: ® | B
w
o
@
3
(z> g:taine Methionine SFHa Proline Isoleucine CHs
='c

Polarne obojetne

POLAR UNCHARGED

7

Zasadowe i kwasne

© Elsevier. Pollard et al: Cell Biology 2e - www.studentconsult.com



Aminokwasy, Biatka:

» Biatka sg tworzone z liniowe] sekwencji aminokwasow,
potgczonych wigzaniami peptydowymi

N-terminal
end of
polypeptide chain
|

N-H

1
Phe H—CI —CH, —@
0=C

1
N-H

1
H-C —CH, —OH
0=C

Grupa aminowa

Ser

N-H H

1 7/
Lys H—(IZ —CH, -CHz-Cﬂz-Cﬂz-N\-H"
0=¢ H
C-terminal
end of Grupa karboksylowa
polypeptide chain
igure 2-24 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

« Aminokwasy potgczone wigzaniami peptydowymi stanowig
strukture pierwszorzedowa biatka



Struktura Biatka:

Przyjecie konformacji o najnizszej energii swobodne;

* Drugorzedowa

D. Beta turn type |

Oddziatywania aminokwasow

z ich sgsiadami decydujg

o strukturze drugorzedowe]

Stabilizowane przez:

wigzania wodorowe

mostki dwusiarczkowe

wigzania van der Waalsa

oddziatywania hydrofobowe

elektrostatyczne

Helisa alfa, harmonijka beta, zwroty

@© Elsevier. Pollard et al: Cell Biology 2e - www.studentconsult.com



Struktura Biatka:

* Trzeciorzedowa — polipeptyd zwiniety w strukture przestrzenng

(wigznia kowalencyjne i niekowalencyjne)

Alpha/beta

© Elsevier. Pollard et al: Cell Biology 2e - www.studentconsult.com

 (Czwartorzedowa — kompleksy wielu pojedynczych tancuchéw
polipeptydowych



A. Hexokinase

Dynamika Biatek

* Wiazanie ligandu
e Aktywnosc¢ wielu biatek
powigzana z duzymi

zmianami konformacyjnymi

(-) Peptide (+) Peptide

© Elsevier. Pollard et al: Cell Biology 2e - www.studentconsult.com



Fatdowanie i Modyfikacje biatek:

« Biatka wigzg inne biatka przez dopasowanie powierzchni —
specyficzne, moze byc silne

antigen-
binding

. heavy chain
site

loops that bind antigen antigen

variable domain
of light chain (V)

constant domain
of light chain

(B)

Figure 3-41 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



-
Fatdowanie i Modyfikacje biatek:

» Biatka opiekuncze ,chaperones” pomagajg przyjmowac wtasciwg
konformacje biatkom w trakcie procesu fatdowania.

Interagujg z intermediatami
powstatymi w trakcie
fatdowania.

Hsp 70, Hsp90 + co,
Chaperoniny

Mate biatka szoku cieplnego
Wyspecjalizowane chaperony

ON-PATHWAY OFF-PATHWAY IRRETRIEVABLE
FOLDING FOLDING ACCIDENTS

|
' af
S i

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

!
catalysis
correctly /
folded

protein



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

Biatka szoku cieplnego (Hsp) zaliczamy do biatek
opiekunczych

ldukcja:

stres termiczny

stres oksydacyjny

zatrucie metalami ciezkimi

zatrucie alkoholem

iInhibitory przemian energetycznych
zapalenie



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

Biatka HSP

Dezagregacja biatek wrazliwych na stres oraz utatwianie proteolizy
biatek uszkodzonych

Wieksza szansa komorek na przezycie w warunkach stresu

W warunkach normalnych regulujg podstawowe procesy zyciowe
komorki, biorg udziat w fatdowaniu i translokacji biatek, ale takze
aktywujg 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 - czynnika szoku cieplnego, czynnik
transkrypcyjny, ktory indukuje ekpsresje genéw HSP70 w warunkach
stresu, na iddukcje HSP70 wptywaja takze czynniki regulujgce takie
procesy jak cykl komérkowy, proliferacja i roxznicowanie komorek

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



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

* Biatka opiekuncze wigzg segmenty hydrofobowe biatek lub zapewniajg
odizolowane srodowisko, najczesciej z uzyciem energii. Zapobiegajg agregacji.

GroES

Oy 2
by by
- CIOSS section

e

© Elsevier. Pollard et al: Cell Biology 2e - www.studentconsult.com



Fatdowanie i Modyfikacje biatek

Klasyczna zasada dotyczgca sktadania biatek, méwi o tym, ze w sekwencji aminokwasowej
zawarta jest petna informacja na temat trzecio rzedowej struktury biatka ???

Molekularni opiekunowie — Biatka opiekuncze (chaperony)- pomagajg w fatdowaniu biatek

Wyré6zniamy dwie podstawowe rodziny biatek opiekunczych uczestniczgcych w fatdowaniu biatek:
biatka szoku cieplnego (ang.heat shock proteins) oraz chaperoniny

Niesfatdowany polipeptyd jest chroniony przez srodowiskiem cytozolu wewnatrz chaperoniny

Chaperonin

=

N

- £ “‘:
Partially folded
intermediate o
o

Folded protein

” o @
7

Transfer
to chaperonin
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Fatdowanie i Modyfikacje biatek

Funkcje biatek opiekunczych podczas translacji i transportu biatek

Folded
protein

Chaperone ! / Completed
Niektore biatka opiekuncze wigzg sie . | e pebjpeptide Ny
do powstajgcego polipeptydu @
w trakcie jego syntezy na rybosomach, 5 3 mRNA

w ten sposob zapobiegajg niewtasciwemu

fatldowaniu biatka lub powstawaniu agregatéw
z czesci polipeptydu, ktory powstaje zanim

synteza zostaje zakonczona I ——
q?>Cytosolic chaperone

Chaperony stabilizujg
niesfatdowane biatka
podczas ich transportu
do docelowych organelli

THE CELL, Fourth Edition, Figure 821 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.

Mitochondrial chaperone

Folded protein

Mitochondrion
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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 faldowanie biatek — zwiekajg tempo fatdowania
czasteczki biatka

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

Correct disulfide bonds

I CELL, Fourth Edition, Figure 8.24 © 2006 ASM Pross and Sinauer Associates, Inc.

lzomeraza peptydylo-prolinowa (przyspiesza izomeryzacje wigzan peptydowych X-
prolina, ktére przjmuja konformacje cis lub trans, niemal wszystkie pozostate wiazania
peptydowe sg trans)



Protein folding, refolding, and degradation
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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

* Nieprawidtowe fatdowanie moze doprowadzi¢ do utworzenia
sie nierozpuszczalnych agregatow i amyloidow.

« Choroby neureodegeneracyjne
° Pnony | ZarathOéé (zakazne gabczaste encefalopatie)

(A) very rare
conformational

‘ change . '

(B) infectious seeding of amyloid fiber formation

: heterodimer homodimer

- v

Figure 6-95ab Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




Fatdowanie i ModyfiKacjE biatek:

* Priony i zarazliwosc

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1997

Stanley B. Prusiner T
"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
komrce, np. w retikulum endoplazmatycznym jeszcze w czasie trwania translaciji

Cleavage of Translocated protein

Signal signal sequence
peptidase
membrane 7 ; - - ‘ - : - mmmm

Signal sequence

S

PR 36 o e o S (——)

Direction of ribosome movement
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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
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