; Czy biatka zbudowane sgq z 20
rodzajow aminokwasow? - jak
radzi sobie z tym problemem
~ modelowanie molekularne.
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Niestandardowe aminokwasy
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Modyfikacje standardowego kodu gen.
PTM

Modelowanie Molekularne aminokwasow
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AMINOKWASY

. organiczne zwigzki chemiczne, zawierajace grup¢e aminowa -

NH2 (zasadowg) oraz grupe karboksylowg -COOH (kwasow3q)

lub — W ujeciu ogolniejszym — dowolna grupe kwasowa, np.
sulfonowa.

H
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— A

STRUKTURA AMINOKWASOW

C'OO~ W zaleznos$ci od potozenia grupy
% aminowej, mozna wyroznic a, B, y, O i €-
H;N* C—H . L :
aminokwasy, gdzie litera grecka okresla |

S

(;1'12 odlegtosC pomiedzy grupg aminowa, a
v |4 karboksylows. |
CHa W a-aminokwasach obie te grupy |
'3'(31"’12 funkcyjne przytaczone sg do tego |
.| @ samego atomu wegla.

CH, |

NH; | g-aminokwasy s3 najbardziej znang

formg wystepujgcg w naturze
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WIAZANIE PEPTYDOWE

Amino acid (1) H Amino acid (2) H

Dipeptide
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TWORZENIE POLIPEPTYDOW | BIALEK

)
o~ & A -0, <00, Primary protein struclure
a 5 & () ) is saquence of a chain of aming acids
s00Y @ 2 0 &
) . QL & @
] L) t-.i
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000 Q
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Aming Acid
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KOD GENETYCZNY
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DNA

Gene

Transcript

mRNA

- mRNA =

Protein

exonl MN exon2 V\M exon3 V\M exond I

exonl r\/\/\i exon2 r\_/\/\{ exon3 r\/\/\l exon4

l s Alternative splicing

Transcription

| exonl exon2 | exon3 |

exonl I exon2

exond |

l Translation l
oo

Gene products %
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—» mRNA =—+ Protein

DNA

5 GAACGCAUGAGCCAGUACACCACAAUGGAGAGCA/
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DNA

Gene

Transcript

mRNA

- mRNA =

Protein

exonl MN exon2 V\M exon3 V\M exond I

exonl r\/\/\i exon2 r\_/\/\{ exon3 r\/\/\l exon4

l s Alternative splicing

Transcription

| exonl exon2 | exon3 |

exonl I exon2

exond |

l Translation l
oo

Gene products %




S —

Ribonucleic acid

OPFrCcOOPOOOCCOO0 OO0 DD

Wstep

PODSTAWOWE AMINOKWASY

Codon 1

Codon 2

Codon 3

Codon 4

Codon 5

Codon &

Codon 7

nonpolar polar basic acidic

1st
base

The table shows the 64 codons and the amino acid for each. The direction of the mRNA is 5" to 3.

u

LUU (Phe/F) Phenylalanine
UUC (Phe/F) Phenylalanine

UUA (Leu/L) Leucine
UUG (Leu/L) Leucine
CUU {Leu/L) Leucine
CUC {Leu/L) Leucine

CUA {Leu/L) Leucine
CUG (Leu/L) Leucine

AUU (lledl) Isoleucine
AUC (lledl) Isoleucine

A

AUA (lledl) Isoleucine

AUG (Met/M) Methionine, Start !

GUU (Val\V) Valine
GUC (Val/\V) Valine

G
GUA (Val/V) Valine

GUG (Val/V) Valine

2nd base
C A
UCU (Ser/S) Serine  UAL (TyrY) Tyrosine
UCC (Ser/S) Serine  UAC (Tyr/Y) Tyrosine
UCA (Ser/S) Serine  UAA Ochre (Stop)
UCG (Ser/S) Serine  |UAG Amber (Sfop)

CCU (Pro/P) Proline
CCC (Pro/P) Proline

CCA (Pro/P) Proline
CCG (Pro/F) Proline

ACU (Thr/T) Threonine
ACC (Thr/T) Threonine
ACA (Thr/T) Threonine
ACG (Thr/T) Threonine
GCU [AlalA) Alanine
GCC (Alal/A) Alanine

GCA (Ala/A) Alanine
GCG (Ala/A) Alanine

CAU (His/H) Histidine
CAC (His/H) Histidine

CAA (GIn/Q) Glutamine
CAG (GIn/Q) Glutamine
AAU (Asn/MN) Asparagine
AAC (Asn/M) Asparagine

AAA (Lys/K) Lysine
AAG (Lys/K) Lysine

G
UGU (Cys/C) Cysteine
UGC (Cys/C) Cysteine
UGA Opal (Stop)
UGG (Trp/\W) Tryptophan
CGU (Arg/R) Arginine
CGC (Arg/R) Arginine
CGA (Arg/R) Arginine
CGG (Arg/R) Arginine
AGU (Ser/S) Serine
AGC (Ser/S) Serine
AGA (Arg/R) Arginine
AGG (Arg/R) Arginine

GAU (Asp/D) Aspartic acid | GGU (Gly/G) Glycine
GAC (Asp/D) Aspartic acid GGC (Gly/G) Glycine

GAA (GIWE) Glutamic acid GGA (Gly/G) Glycine
GAG (GIu/E) Glutamic acid GGG (Gly/G) Glycine




Inverse table

Ala/A GCU, GCC, GCA, GCG Leu/L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Arg/R CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG| Lys/lK AAA, AAG

Asn/N AAU, AAC Met/M AUG

Asp/D GAU, GAC Phe/F UUU, UUC

Cys/C UGU, UGC Pro/P CCU, CCC, CCA, CCG

GIn/Q CAA, CAG Ser/S UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
GIu/E GAA, GAG Thr/T ACU, ACC, ACA, ACG

Gly/IG GGU, GGC, GGA, GGG Trp/W UGG

His/H CAU, CAC TyrlY UAU, UAC

lle/l AUU, AUC, AUA VallV GUU, GUC, GUA, GUG

START AUG STOP UAG, UGA, UAA




Wstep

-——-a_a-_-_—_—a.

AMINOKWASY »NIEZBEDNE”

8 z 20 aminokwasow stanowi grupe aminokwasow, ktore nie
mogg byc¢ syntetyzowane w organizmie zwierzecym i muszg
byC dostarczane w pozywieniu

Aminokwasy egzogenne : fenyloalanina, izoleucyna,
leucyna, lizyna, metionina, treonina, tryptofan, walina

(U dziecka nalezy jeszcze wymieni¢ dwa aminokwasy:
histydyna, arginina)
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Czy zycie zatrzymato sie na 20 aminokwasach?




Niestandardowe aminokwasy |

« Wariacje standardowego kodu genetycznego
(selenocysteine and pyrrolysine)

* Modyfikacje standardowego kodu genetycznego
(O-methyl-L-tyrosine and L-homoglutamine)

 PTM (modyfikacje posttranslacyjne aminokwasow)




L

!

. Szczegotowy opis dotyczacy wariacji kodu genetycznego

Niestandardowe aminokwasy

WARIACJE STANDARDOWEGO KODU GEN.

kod genetyczny jest uniwersalny, jakkolwiek zdarzajg sie
niewielkie odstepstwa od tej prawidtowosci wsrod wirusow,
bakterii, pierwotniakow, grzybow i w mitochondriach.

W Mikoplazmie kodon UGA koduje tryptophan.

U niektorych bakterii i archeowcow, GUG oraz UUG sg
rownorzednymi kodonami startu.

mozna znalez¢ na stronie NCBI.

National Center for Biotechnology Information




Niestandardowe aminokwasy
SELENOCYSTEINA




___Niestandardowe aminokwasy
SELENOCYSTEINA

HSe

OH

H,N




Niestandardowe aminokwasy

SELENOCYSTEINA

Kodowana przez kodon UGA (normalnie kodon stopu)

Selenocysteina obecnie nazywana 21 aminokwasem

Selenocysteina (Sec) - organiczny zwigzek chemiczny,
aminokwas obecny w licznych biatkach enzymatycznych

Biatka zawierajgce przynajmniej jedng reszte
selenocysteinowg okresla sie jako selenoproteiny.

specjalne tRNA




Niestandardowe aminokwasy

PIROLIZYNA




Pyrrolysine is a lysine in an amide linkage to
(4R,5R)-4-substituted-pyrroline-5-carboxylate




Niestandardowe aminokwasy |

PIROLIZYNA

Kodowana przez kodon UGA
(normalnie kodon stopu ,amber”)

Pirolizyna wystepuje naturalnie u niektorych
archeowcow i jest czescig ich metabolizmu
produkujgcego metan.

Pirolizyna nazwana jest 22 aminokwasem.




Niestandardowe aminokwasy

MODYFIKACJE STANDARDOWEGO KODU GEN.

{ An expanded genetic code with a functional quadruplet codon
J. Christopher Anderson, T, Ning Wu,t,}, Stephen W. Santoro,§, Vishva Lakshman*, David S. King{[, and
l Peter G. Schultz*,||

l *
\' Department of Chemistry, The Scripps Research Institute, 10550 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037; and

Department of Molecular and Cell Biology, University of California, Berkeley, CA 94720
| Contributed by Peter G. Schultz, March 18, 2004

Schultz i jego zespo6t znalezli sposdb na wtgczenie nowych
aminokwasow do biatek poprzez ekspresje ich u
Escherichia col

) B



http://www.pnas.org/content/101/20/7566.full
http://www.pnas.org/content/101/20/7566.full

_Niestandardowe aminokwasy |

O-METHYL-L-TYROSINE

HaCO
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L-HOMOGLUTAMINE

hGin

Cztery nukleotydy AGGA kodujg aminokwas




Non-standard amino acids

L-HOMOGLUTAMINE

Schultz oraz jego zespot stworzyli specjalne tRNA
wykorzystujgc archeowe Pyrococcus horikoshii.

Takie tRNA posiada 4 bazowe ,anticodon loop”. Podczas
odczytu w rybosomach z mRNA napotkana czworka
AGGA, powoduje umieszczenie nienaturalnego
aminokwasu L-homoglutamine w komaérkach E. coli.




| Non-standard amino acids

L-HOMOGLUTAMINE

Fig. 1. Construction of amber and four-base suppressor tRNAs. An amber
suppressor tRNA was generated from sequence alignments of multiple ar- '
chaeal tRNAY: sequences. The orthogonal AGGA suppressor tRNA was iso-

lated by selection from an acceptor stem library.

=
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PTM (MODYFIKACJE POSTTRANSLACYJNE)

DNA — mRNA — Protein
Gene exonl W exon? W exon3 W exond
l Transcription
Iranscript exonl ﬁ"‘-uﬁu-ﬁ exon? |\ J‘u’ﬁ" exon3 F\fﬁ‘u'ﬂ‘ exond
l \ Alternative splicing
mENA exonl exon? exon3 exonl exond
l Translation l
ene products % %
PTM: CFD% / j
Post Translational _ ﬁ
Modifications Glycosylation %b
A Phosphorvlation
Lipi Ubiguitination




Niestandardowe aminokwasyJ

PTM (MODYFIKACJE POSTTRANSLACYJNE)

Modyfikacje, ktore nastepujg po procesie translac;i.

Chemiczne modyfikacje reszt aminokwasowych w biatkach
polegajg na reakcjach:

fosforylacji, y-karboksylacji, acetylacji, metylacij,
hydroksylacji, acylacji: mirystylacji i1 palmitylacji, prenylacji:
farnezylacji i geranylogeranylaciji, tworzenia
glikozylofosfatydyloinozytolowych (GIP)-pochodnych,
racemizacji, ADP-rybozylaciji, adenylacji, ubikwitynacii,
sieciowania biatek z udziatem poliamin, tworzenia allizyny i
poprzecznych wigzan miedzy tancuchami polipeptydowymi,
glikozylacji oraz glikacji nieenzymatyczne.
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FOSFORYLACJA
LW AT ADP L L
e O e R o
H ?Hz kinaza serynowa H ?Hz H ?Hz
OH CIJ ! OH
reszta seryny- O— ﬁ’=0 reszta seryny-
polipeptydu o} polipeptydu
reszta fosfoseryny-
polipeptydu




Niestandardowe aminokwasy

FOSFORYLACJA

Reakcje fosforylacji polegajg na przeniesieniu koncowe;
grupy fosforanowej (czyli y) z ATP na atom tlenu grupy
hydroksylowe] specyficznej reszty aminokwasowe],
mianowicie: Ser, Thr lub Tyr.

Wiele enzymow dziata na zasadzie switched "on" albo "off"
poprzez reakcje fosforylacji/defosforylacji




KARBOKSYLACJA
H O H O
- | ol l
B e A
(IZHE ] HCIZ—CF)O
COO COO
reszta glutamylowa- reszta y—karboksyglutamylowa-
polipeptydu polipeptydu

Niestandardowe aminokwasy |




Niestandardowe aminokwasyJ

KARBOKSYLACJA

Karboksylacja reszt glutaminianu do y-karboksyglutaminianu
w biatkach uczestniczacych w krzepnieciu krwi dostarcza
miejsc wigzgcych jony Ca+2, przeksztatcajgc je ze stabych
chelatorow wapnia w silne.

Reakcja katalizowana jest przez system enzymatyczny
zalezny od witaminy K.

Wytworzone y-karboksyglutaminiany w protrombinie wigza
jony wapnia, dzieki czemu protrombina wigze sie z
fosfolipidami btonowymi ptytek krwi.




Niestandardowe aminokwasy

A

GLIKOZYLACJA

Glikozylacja biatek polega na przytgczaniu wigzaniem
glikozydowym cukrowcow do okreslonych reszt
aminokwasowych polipeptydu.

Wynikiem tych reakcji jest ,dobudowanie” sktadnika
weglowodanowego do biatka i przeksztatcenie go w
glikoproteine.

Reakcje glikozylacji polipeptydow
odpowiedzialne sg za nadanie polipeptydom specyficznego
cukrowego pietna, ktére petni role drogowskazu,
Kierujgcego biatko do wtasciwego mu miejsca
przeznaczenia na terenie komorki lub poza komorke.




_Niestandardowe aminokwasy |

H—C=0
H—C—OH
HO—C—H
H—C—OH
H—C—OH
CH,OH

glukoza

GLIKOZYLACJA

H—C=ﬁh—bmmo
H—é—OH
1""HO—(:J—H
H—?—OH
H—C—-OH
éHon
zasada Schiffa

+

NH,— biatko

——

przegrupowanie
Amadori

Hz(E—NH—bialko
C=0
HO—(:S—H
H—?—OH
H—?—OH
CH,OH

ketoamina




MOLECULAR DYNAMICS )

PDB Protein Data Bank, nttp:/imww.rcsb.org/pdb
rozwigzujemy rownania Newtona
F(sita)=m(masa) x a(przyspieszenie): F=am

dla kazdego atomu
(np. 30 000 réownan jednoczesnie dla typowego biatka!)

€1642-1727




| MOLECULAR DYNAMICS

NH,

/

C

R—C=—=N+H,0 HASE . g

nitryl amid §O




MOLECULAR DYNAMICS

oaCys113
(CEA)

Posttranslational modifications
aCys111 > Cys-SO,H, CSD
aCys113 - Cys-SOH, CEA

|




MOLECULAR DYNAMICS

a o b

0 oo (elon

NH,* NHz*

CHjy

Figure 1. Chemical structures of 2, Aladan and &, typtophan.
The location of partial pozitive and negative charges in the Uv-excited state of Aladan are indicated an
the armino and carbonvyl groups, respedctivealy,




-

MOLECULAR DYNAMICS

ALADAN

H \) H2 H10 e

HS C15 -
H1
~H10 \ ¥
N
i H16
C14 —
\ 3 Y H14
04 H4 i




MOLECULAR DYNAMICS

e~ 4
Nazwa i numer | ~odzaj atomu z Ladunki
atomu pola sitowego Masa czastkowe
CHARMM Mullikena — GS
H5 HP 1.0080 +0.020
H6 HP 1.0080 +0.075
C11 C 12.011 +1.182
H8 HP 1.0080 +0.037
H4 HP 1.0080 +0.038
N NH2 14.007 -0.983
H2 HP 1.0080 +0.031
H1 HP 1.0080 +0.020
C10 CPT 12.011 10222
) CPT 12.011 0.235
C8 CA 12.011 +0.192
C7 CA 12.011 0416
C6 CA 12.011 +0.012
C5 CA 12.011 20120
C4 CA 12.011 0334
C3 CA 12.011 +0.689
C2 CA 12.011 0175
C1 CA 12.011 +0.125




Podsumowanie

ZNACZENIE NIESTANDARDOWYCH
AMINOKWASOW

Petnig kluczowg role w funkcjonowaniu biatek.
Regulacja procesow fizjologicznych.
Zmiana funkcji biatek, nowe enzymy.
Narzedzie do kontroli procesow biologicznych (transdukcji
sygnatow, przemieszczania biatek, zwijania biatek,

oddziatywan biatko — biatko, biatko - komorka.

Zastosowania biomedyczne (zastosowanie w terapii,
produkcja substratow lekow)




| THE END y

Dziekuje za uwage




