1)
2)
3)
4)

Biatka

Dlaczego sq wazne?
Kodowanie i budowa biatek.
Procesy regulujace strukture trzeciorzedowq biatek.

Allosterycznosc.

Biatka stanowiq ok. 15% masy ciata cztowieka.

Kvétoslava Burda, AGH



Funkcje biatek

Funkcje mechaniczno-strukturalne (skora, kosSci, miesnie,
witosy):

Receptory, transport i magazynowanie (rodopsyna,
acetylocholina, hemoglobina, ferrytyny, mioglobina,
cytochromy):

Enzymy (acetylotransferaza cholinowa, insulina):
Obrona immunologiczna (przeciwciata);

Przekazywanie informacji (kontrola wzrostu i
roznicowania komorek).

Kvétoslava Burda, AGH



Struktura pierwszorzedowa

Sekwencja aminokwasow

‘ﬁ-helisa a-helisa

Struktura drugorzedowa

Aminokwasy potgczone mostkami
wodorowymi

Oddziatywania pomiedzy strukturami
tancucha peptydowego.

Struktura czwartorzedowa

taczenie co najmniej dwoch struktur
biatkowych.

Kvétoslava Burda, AGH



Struktura aminokwasow

<:> H (:> H <:> TI TE
o0 . _‘g*f} HN'  C CH
H,N - 4:|_,-{_ - H.N* - {| E:;i} \ /\ /\..Z"—}
. } CH NH (&
K K | “a \{}
Rl H2O

Wigzanie peptydowe

Reszta R: - kwasowa

- zasadowa
- hydrofobowa (niepolarna) Izomeryzm optyczny
- hydrofilna (polarna) / \
| 1
C el
Hooc™ \ TTMH, 4 coon
CH, H -

Kvétoslava Burda, AGH D - aminokwas L - aminokwas
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Kvétoslava Burda, AGH



alifatyczne

Rozne witasnosci
aminokwasow

aromatyczne /

niepolarne

dodatnio
naladowane

natadowane  polarne

Kvétoslava Burda, AGH



. Ab P S T . .
Amino . . Hydro- ol Cha m i Aromatic or van der Waals Occurrence in
acid bvre Side chain phobic a rged al n Aliphatic volume Codon proteins (%)
: r | y
Alanine a2 CHs X ; . X X - 67 GCU, GCC, GCA, GCG 7.8
Cysteine Cés' -CHaSH X . - X - - 86 UGU, UGC 19
Aspartate A;p* -CH2COOH - X ”ev%a“ X - - 91 GAU, GAC 53
Glutamate Gl -CH2CH2COOH ; x et ; 109 GAA, GAG 6.3
gﬁm Pl;e, -CH2CsHs X - - - - Aromatic 135 Uuu, uucC 3.9
Glycine Géy' H X . - X X - 48 GGU, GGC, GGA, GGG 7.2
Histidine H:‘S’ -CH2-CsHaN> - X pozi“" - - Aromatic 118 CAU, CAC 23
Isoleucine lle, | ~CH(CH3)CH2CHs X - - - - Aliphatic 124 AUU, AUC, AUA 53
Lysine LVKS' ~(CH2):NH2 - X p°§“" - - - 135 AAA, AAG 5.9
Leucine LT_“' -CH2CH(CHs)2 X - - - - Aliphatic 124 UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG 9.1
Metionina M (Met) -CH,CH,SCH; hydrofobowy 124 AUG 2.3
Asparagine A;”* -CH2CONH:2 - X - X - - % AAU, AAC 43
Proline P;,°' ~CH2CH2CHz- X - - X - - 9 CCU, CCC, CCA, CCG 52
Glutamine G(';' -CH2CH2CONH2 - X - - - - 114 CAA, CAG 42
Arginine Ao gfﬂ;);\’]‘:z ; x  positv ; ; 148 CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG 5.1
Serine Sg" -CH20H - X - X X - 73 UCU, UCC, UCA, UCG, AGU,AGC 6.8
Threonine . ~CH(OH)CHs X X - X - - 93 ACU, ACC, ACA, ACG 59
Valine V\‘j" -CH(CHa)2 X - - X - Aliphatic 105 GUU, GUC, GUA, GUG 6.6
Tryptofan W (Trp) -CH(CH,), hydrofobowy aromatyczny 163 UGG 1.4
Tyrosine Tf;r’ -CH2-CsH4OH X X - - - Aromatic 141

WK vétoslava Bifda, AGH



Synteza bialek

transkrypcja translacja

Duplikacja DNA » RNA » biatko

Budowa kwasu nukleinowego

Grupa Zasada
fosforanowa

cukier

Struktura DNA typu A,Bi Z
(sekwencja i Srodowisko wodne
decyduja o tworzeniu struktury typu B,
struktura typu Z niefizjologiczna)

Dtugos¢ DNA dla E.coli: 50 nm
Dtugos¢ DNA dla czfowieka: 1.5 m! Kvétoslava Burda, AGH



Nukleotydy

0
0 N J -H
L EEN 5 N
_,P_'-gn. 0. | Zasada @? 371 @? ;]
] il I ! N ‘s 2l N SN

Ol o|-g0 s N N WA

0 Wiazanie glikozydowe
{OH - Ryboza ) Adenina Guanina
i -Dezoksyryboza) Pirymi dyny
Pentoza 0 0
—— Nukleozyd | H HC H
L Nukleotyd jednofosforanowy | |5E * i |g 4 i
- Nukleotyd dwufosforanowy — ﬂl O ﬂl 0
Nukleotyd tréjfosforanowy | | |
Cytozyna Uracyl Tymina

A — T podwadjne wigzania wodorowe
Kvitoslava Burda, AGH G — C potrojne wigzania wodorowe



Synteza biatek
rybosomalnych

WARARYS o

b (a) Transkrypcja
RHA

\ (b) Post-Transkrypcja

tancuch biatkowy

Wiazanie
peptydowe

Translacja:
(a) inicjacja

(b) elongacja

(c) terminacja

& Aminokwas

tRNA

l'\h.ty-kodon
Kodon
]

miFMA
(c) Translacja I
%’ Biatko
(d) Post-Translacja _f
@ Zwijanie sie biata

Czastka

g — 9 uaktywniajgca

Aktywne biatko

-nierybosomalne (rosliny, grzyby, jednokomoérkowce)
-powstate w procesach trawiennych

Rybosom
2 podjednostki

Wystepuja we
wszystkich komorkach
(rowniez chloroplastach
I mitochondriach)

~210

Kvétoslava Burda, AGH




taqczenie aktywnych genow
zalezne od II-go rzedowej struktury RNA

Gen

exon intron exon, intron exon

mRNA

Moga powstac rézne biatka ! Kvétoslava Burda, AGH



Przyktad
kOdOh —_— AAA
lisyna
Uuu
Struktura tRNA /'
pasuje do rybosomu —_ antykodon
Translacja
H
HH* -0 - Cs
| o . @ ' @
CH, Start kodon ' Stop kodon
| ra rRa Han rli AGC TG [T I
CH, AUG ()5 L1111 L1111 L1 11 3 UAG
l / lub 322
| . o
| GUG
CH, (tryptofan UGG)
Methionine
(Met / B

Mniej restrykcyjna od transkrypcji ! Kvétoslava Burda, AGH



Steryczna swoboda kodowania

Jonizyna | Uracyl |

A U
i
L M
N
—~H i
R NH
(x "I' )
Antykodon - Kodon Antykodon - Kodon

Kvétoslava Burda, AGH



Oddzialywania tadunkéw determinuja miedzy innymi konformacije
polimeréw biologicznych.

Stata dysocjacji wody jest stata w
Statych warunkach temperaturowych.

HO<H"+0OH"

C,.Copy =1x10""M? =K,  DlaT=37°C

CH . koncentracja jonow wodorowych

Coy- koncentracja jonéw hydroksylowych

Dodanie kwasu lub zasady zaburza rownowage dysocjacji wody rownowage
kwas/zasada.

pH — log C . Typowe wartosci pH w warunkach fizjologicznych
H Komorek pH od 6.5 do 8.0.
Silne kwasy: pH 1-2
Silne zasady: pH 12-13

Kvétoslava Burda, AGH



Gdy kwas dysocjuje w roztworze , to stata dysocjacji kationow H* , K_, wynosi:

HA H + A

pK, =-logK,

to K B CH+CA_

a
Chia
C... koncentracja jonéw wodorowych

C .- koncentracja anionéw kwasowych

Chia koncentracja czgsteczek kwasu

C. _
pH = pKa +logs 2

CHA

Rdownanie Hendersona — Hasselbacha:

Znajomosc¢ pH r-ru i pKa grup zasadowych
lub kwasowych pozwala, w pierwszym przy-
blizeniu, na wyznaczenie frakcji danej grupy

molekularnej
Kvétoslava Burda, AGH



Zwijanie sie biatek (inne wazne oddziatywania):

-wiqzania kowalencyjne -

-wiqzania wodorowe

-oddziatywania Van der Waals'a

O—H...:N (7 kcal/mol)
O—H...:0 (5 kcal/mol)
N—H...:N (3 kcal/mol)

N—H...:0 (2 kcal/mol)
Sity London’a — Van der Waals’a

100

h
L=

| |
wh
L=
\”\.
. \

Interaction energy (cm™')
=

=100

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
£ (A

H

|0
H,N*—*C —cﬁ\é

| O

P

]
| Py P =
: %

g
|

3

|
CH,
|

»

| 0
H

cysteina

Kvétoslava Burda, AGH




Skala sity wigzan:

Rodzaj wigzania Wzgledna sita

wigznia
jonowe 1000
wodorowe 100
dipol-dipol 10
Van der Waals'a 1

Kvétoslava Burda, AGH



Kontrola prawidtowego zwijania sie biatek

'heat shock proteins’ «——— ‘chaperons’

obrona

Denaturacja biatek:

temperatura, kwasy, zasady, detergenty, alkohole, metale ciezkie, sole,
czynniki redukujqce.

Kvétoslava Burda, AGH



Prion (PrP - prion protein, pronounced pree-ahns)
uczestnicza w przesytaniu sygnatéw na brzegach komérek nerwowych
Skfadajq sie z ok.. 230 aminokwasow

1981 Stanley Prusiner, Nagroda Nobla1997

Te same elementy,
ale inna struktura

"spongiform encephalopathies,,
choroba mézgu wywotana prionami
PrPC

Kvétoslava Burda, AGH



Jedna forma biatka PrP jest przyczyng chorob, druga ich nie wywotuje.

PrpPc Prpsc

W 1988 uzyskano klon genu PrP z organizmu cztowieka chorego
na syndrom GSS (Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera).

Po porownaniu z genami ludzi zdrowych wykazano, ze zawiera
on mutacje punktowg. W kodonie 102 zamiast leucyny znaleziono proline.

Kvétoslava Burda, AGH



LEVELS O PROTER STALCTURE

Zmiana o-helisy w B-helise

Powstawanie agregatow

Niszczenie komorek mozgu
(jak ser szwajcarski)

ol Cells &5

Kvétoslava Burda, AGH



Przeksztatcenie PrPc w PrPsc nastepuje
w wyniku indukcji zmiany ksztattu.

30% ci-helix
43% p-sheet

/ Kvétoslava Burda, AGH
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/19/illpres/index.html



Prawvidlowe Patogenne

C igéndw g-/ [
fgf;g’:?‘ strefa
—_— “przemliany

'. Zyeo '
d lizosonm \ ’
]2]ﬂ TD' J_H_m_ﬁm_ kY PrP=c
hlnna
komorkovwa

Przemiany priondw w komorce zdrowej i chorej

1,2,3 — synteza prionow naturalnych. Kompleks z biatkami btony komadrkowej,

PrPc wbudowywane sg do plazmolemmy. Sktadniki btony ulegajg ciggtej wymianie,
degradowane sg w lizosomach pod wptywem enzymow.

4 — PrPsc na drodze endocytozy wnikajg do komérki. Sg odporne na enzymy —
bez zmian lub czesciowa degradacja.

5 — w aparacie Golgiego z tych elementoéw syntetyzowane sg patogenne biatka
prionowe. Wbudowywane sg w btone. TGN=trans-Golgi network, transportowe
pecherzyki Golgiego.

http://www.parazyt.gower.pl/virus_prion.htm. Kvétoslava Burda, AGH



W hodowlach komoérkowych przeksztatcenie normalnego biatka w PrPsc
zachodzi wewnatrz neurondéw. PrPsc gromadzi sie w lizosomach, ktore pekajg
w mozgu i uszkadzajg komorki. Po smierci chorych komoérek tworzg sie ubytki
(mbézg wyglada jak ggbka).

Rozpad PrPsc powoduje powstawanie fragmentéw tego biatka w formie ptytek w mozgu.
U niektorych osobnikéw plytki nie tworza sig.

A. Aguzzi, M. Glatzel ,Prion infections, blood and transfusion”
B. www.nature.com/clinicalpractice/neuro June 2006 vol 2 no 6

Kvétoslava Burda, AGH



Rozpoznane schorzenia

Scarpie — chroba owiec znana od 250 lat
"transmissible spongiform encephalopathies™ (TSE),

|

bovine spongiform encephalopathy (BSE)
chororba szalonych krow

L
1994-1996

/

Creutzfeldt Jakob Disease (CJD)
(moze tez mie¢ podtoze genetyczne, np. Stowacja, Chile, Izrael)

Inne: - Kuru (Smiejgca sie Smier¢) w Nowej Gwinei
- Fatal Familial Insomnia (FFI), 1992, gen.
- Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrome (GSSS)

(pojawiajg sie struktury ptytkowe podobne jak w

chorbie Alzheimera)
Kvétoslava Burda, AGH



CHOROBA TYPOWE DROGI ROZPRZESTR | OKRES

OBJAWY ZAKAZENIA ZENIANIE SIE | ROZWIJANIA
SIE CHOROBY

kuru Utarta kanibalizm Papua-Nowa | 3 miesiace do
koordynaciji, Gwinea roku
otgpienie

CJD Otgpienie, Mutacja (10- | 1 osoba na Okoto roku,

Creutzfeldta- | utrata 15%), milion, 100 do 10 lat

Jakoba koordynaciji nieznane

GSS Utarta mutacja 50 rodzin 2-6 lat

Strausslera- | koordynacji,

Scheinkera otepienie

choroba

FFI Klopoty ze mutacja 9 rodzin Okoto roku

fatal familial | snem,

insomnia

Kora mézgowa Gdy zainfekowana zostaje kora mézgowa, wystepujgce symptomy to utrata
pamieci oraz utrata zdolnosci mentalnych, czasami omamy wzrokowe (CJD).

Podwzgoérze Uszkodzenie podwzgorza moze wywota¢ bezsennosc¢ (FFI).

Mézdzek Uszkodzenie mézdzku powoduje problemy z koordynacjg ruchowg oraz trudnosci z
utrzymaniem rownowagi (kuru, GSS).

Pien mézgu Choroba szalonych krow (BSE) moze powodowac uszkodzenie pnia mézgowego.
(Znajdujg sie tam liczne osrodki odpowiedzialne za utrzymanie funkciji zyciowych: osrodek

oddychania, regulujgcy prace serca, osrodek integracji bodzcow ruchowychz(.
vétoslava Burda, AGH



. ] Kvétoslava Burda, AGH
Droga zakazenia

Priony moga rozprzestrzenia¢€ sie trzema réznymi drogami:

1. Poprzez transmisje miedzygatunkowg np. od owcy na krowe (BSE).
2. Poprzez odziedziczone mutacje genu ,prionowego” (od rodzicow na dziecko).
3. Mogg powstawac spontanicznie.

Zrédtem choréb prionowych moze byé zywnoéé pochodzenia zwierzecego, zelatyna,
kosmetyki zawierajgce proteiny pochodzenia zwierzecego, leki pochodzenia
zZwierzecego, preparaty krwi.

Trudno ,,zabié¢” priony.

S3 odporne na wysokg temperature (inaktywacja w 300 C), promieniowanie UV,
promieniowanie X, enzymy proteolityczne.

W autoklawie, w temp. 131 C, ulegajg deaktywacji po okoto godzinie.

Stezone roztwory wodorotlenku sodu i podchlorynu

sodu (10-15%) niszczg priony.

Udowodniono, ze bariera gatunkowa zalezy od sekwencji aminokwasow biatka PrP.



Widok na przysztosé
- Badania na drozdzach potwierdzity hipoteze, ze mogg istnieC priony nie majgce
podobienstwa w sekwencji aminokwasowej z biatkiem PrP.

- Chorobom prionowym towarzyszy rozwaj retrowirusow. Mogg one ,upakowywac”
biatko PrPsc w swojg ostonke i przyczyniac sie do roznoszenia chorob prionowych
(Nature, sierpien 2006).

- Nieudane proby z lekami (lipiec 2006). W 2001 roku byty doniesienia o lekarstwie,
ktore spowalnia rozwoj choroby. Okazato sie, ze nie powstrzymuje i nie spowalnia on
choroby. Zazwyczaj po roku od wystgpienia objawow ludzie umierali (156 ,,zabitych”)

- Wczesniejsze wykrywanie obecnosci prionow we krwi (lipiec 2006). Po 20 dniach od
zakazenia wykrywalnosc¢ wynosi 50%, po 40 dniach 60%, podczas gdy objawy chordb
prionowych pojawiajg sie po okoto 114 dniach.

- Powigzanie z innymi chorobami neurodegeneracyjnymi (Alzheimer, Parkinson,
stwardnienie rozsiane). Choroby te wystepujg w formie sporadycznej, czasem atakujg
cate rodziny. Sg chorobami wieku sredniego i p6znego. Wykazujg podobng patologie:
degeneracja neurondw, akumulacja biatka w postaci ptytek, powiekszenie komorek
glejowych w reakcji na uszkodzone neurony.

Kvétoslava Burda, AGH



