Razgradnja proteinov



Razgradnja proteinov
(proteoliza)

* razgradnja v prebavilih
* razgradnja v celici
* Invitro

ProteolitiCni encimi (proteinaze)

*  Sistematika na osnovi mehanizma (oz. AK v aktivnem centru):

serinske, cisteinske (tiolne), aspartatne, glutamatne, treoninske, metalo~, meSanega tipa, z
neznanim mehanizmom

Klasifikacija MEROPS: razdelitev na klane in druzine glede na mehanizem in evolucijsko
sorodnost



MEROPS

Clans of Peptidases

Inhibitors A clan contains all the modern-day peptidases that have arisen from a single evolutionary origin of peptidases. lt represents one or more families that show evidence of their evolutionary relationship by their similar tertiary
structures, or when structures are not available, by the order of catalytic-site residues in the polypeptide chain and often by common sequence motifs around the catalytic residues. Each clan is identified with two letters, the first
representing the catalytic type of the families included in the clan (with the letter "P” being used for a clan containing families of more than one of the catalytic types serine, threonine and cysteine). Some families cannot yet be

Peptidase assigned to clans, and when a formal assignment is required, such a family is described as belonging to clan A-, G-, M-, 5-, T- or U-, according to the catalytic type. Some clans are divided into subclans because there is evidence
Name of a very ancient divergence within the clan, for example MA(E), the gluzincing, and MA{M), the metzincins.
identifier Aspartic, Cysteine, Glutamic, Metallo, Asparagine, Mixed, Serine, Threonine, Unknown,
Gene name
Organism Clan of Aspartic Peptidases
Substrates CLAN FAMILY TYPE PEPTIDASE STRUCTURE
Family AL Al pepsin A (Homo sapiens) Yes
Clan A2 HIV-1 retropepsin (human immunodeficiency virus 1) Yes
A3 cauliflower mosaic virus-type peptidase (cauliflower mosaicvirus) -
SEARCHES
AQ spumapepsin (human spumaretrovirus) Yes
BLAST A Co.pla transfposon peptidase (Drosophila melanogaster) -
MEROPS A33 | skin aspartic protease (Mus musculus) =
AC AR signal peptidase Il (Escherichia coli) -
BATCH AD AZ2 presenilin 1 (Homo sapiens) -
BLAST AZ24 type 4 prepilin peptidase 1 (Fseudomonas aeruginosa) -
AE A25 gpr peptidase (Bacillus megateriun) Yes
SUBMISSIONS A3l HybD peptidase (Escherichia coli) Yes
Other AF AZE omptin (Escherichia coli) Yes
information unassigned A5 thermopsin (Sulfolobus acidocaldarius) -
What's New Clan of Cysteine Peptidases
GRS CLAN FAMILY TYPE PEPTIDASE STRUCTURE
Images _ CA c1 papain (Carica papaya) Yes
EST cell lines
TrErrrETE c2 calpain-2 (Homo sapiens) Yes
Genomes c10 streptopain (Streptococcus pyogenes) Yes
Statistics £12 | ubiquitinyl hydrolase-L1 (Homo sapiens) Yes
Distribution C16 murine hepatitis coronavirus papain-like peptidase 1 {(murine hepatitis virus) Yes
PeplList C19 | ubiquitin-specific peptidase 14 (Homo sapiens) Yes
Download c28 foot-and-mouth disease virus L-peptidase (foot-and-mouth disease virus) Yes
Community C38 | bacteriocin-processing peptidase (Pediococcus acidilactici) Yes
RO c47 staphopain A (Staphylococcus aureus) Yes
/1 D-alanyl-glycyl peptidase (Staphylococcus aureus) -
Ch4 autophagin-1 (Homo sapiens) Yes
C£58 YopT peptidase (Yersinia pestis) Yes
CE4 Cezanne deubiquitinylating peptidase (Homo sapiens) Yes
ol ntihain-1 (Homo saniens)
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Presnova proteinov v debelem revesu




Razgradnja proteinov v celici

- odstranjevanje za celico nefunkcionalnih ali nevarnih proteinov

- uravnavanje celicnega metabolizma
(odstranjevanje nepotrebnih encimov in regulatorjev)

Koncentracija proteina v celici/ organizmu je odvisna od
hitrosti sinteze in hitrosti razgradnje!



Enzyme Half-life (h)

Short-Lived Enzymes

Ornithine decarboxylase 0.2
RNA polymerase I 1.3
Tyrosine aminotransferase A
Serine dehydratase 4.0
PEP carboxylase 5.0
Long-Lived Enzymes
Aldolase 118
GAPDH 130
Cytochrome b 130
LDH 130
Cytochrome ¢ 150

Source: Dice, J.E. and Goldberg, A.L., Arch. Biochem. Biophys. 170,
214 (1975).

Razpolovni asl nekaterih jetrnih encimov pri podganah.



Znotrajceli¢na razgradnja:
- v lizosomih (nespecifiCna razgradnja)
- v citosolu (razgradnja z Ug oznacenih proteinov v proteasomu; od ATP odvisni mehanizmi)

Lizosomska razgradnja: predvsem zunajcelicni proteini, ki vstopajo z endocitozo, sodelujejo pa
tudi pri avtofagocitozi (fuzija z fagosomi; = avtofagija).

Citosolna razgradnja: predvsem za znotrajceliCne proteine, ki so nepravilno zviti ali oznaceni
za razgradnjo kot posledica fosforilacijskih signalnih kaskad.
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Znotrgjceli narazgradnja: v lizosomih (nespecifi narazgradnja) ali
v citosolu (razgradnja ozna enih proteinov)
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Lizosomi vsebujejo Stevilne hidrolaze (~50 razlicnih), med njimi proteinaze s skupnim imenom
katepsini.
Zaradi nizkega pH v lizosomih imajo katepsini pH-optimum v kislem.

Katepsini so vecinoma cisteinske proteinaze, obstajajo

pa tudi aspartatne (in serinske). Sintetizirajo se v neaktivni obliki
— s propeptidom, ki prekriva aktivno mesto.

V procesu aktivacije se propeptid odcepi.

Activity (% of maximal)

Coulombe et al., EMBO J. 1996




Cytokine Microbial agents

N "

Regulacija encimske aktivnosti katepsinov (sunling et al., 2004)



Ubikvitinacija
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Shematski prikaz zgradbe proteasoma
26 S = 2100 kDa, 20 S = 670 kDa, 19 S = 700 kDa



Razgradnja proteinov v proteasomu 20 S poteka samo, Ce je tarCni protein nezvit in ob porabljanju ATP.

Vloga kape (19 S) je prepoznavanje ubikvitiniranih proteinov in njihovo razvitje.
V obro€ namescenih 6 podenot ima ATPazno aktivnost. ATP je potreben tako za prepoznavanje
substratov, kot za razvijanje proteinov in odpiranje kanala za vstop substrata v notranje votline.

Proteasomi 20 S so prisotni ne samo v citoplazmi, paC pa tudi v jedru. Mehanizem cepitve proteinov je
poseben, s Thr v aktivnem centru.

Eukaryotic proteasome Archaeal proteasome



Zgradba osrednjega dela proteasoma
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Molekulski Saperoni

preprecujejo nastajanje agregatov nezvitih proteinov v celici

delujejo predvsem na vecdomenske proteine in proteine z veC podenotami
vezejo se na izpostavljena hidrofobna podrocja, ki so izpostavljena topilu
pogosto imajo ATPazno aktivnost

med Saperone spada veC nesorodnih razredov proteinov
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Razredi molekulskih saperonov

Hsp70 (70 kDa, monomerni, se povezujejo s koSaperoni Hsp40)

Saperonini (veC podenot, oblika kletke - obdajo protein, ki se zvije v notranjosti kletke)
Hsp90 (pomagajo predvsem pri zvijanju proteinov, ki sodelujejo pri prenosu signalov)
nukleoplazmini (jedrni, za pravilno sestavljanje nukleosomov)

Ribosome
\ ATP j
8 S N .

Partially folded Properly folded
protein protein
\ ™~ /
g; =4 ATP
Conformational
change

GroEL/TCiP



Saperonini

dve druzini:
- Hsp60 (GroEL pri E. coli, Cpn60 v kloroplastih): 14 x 60 kDa
- Hsp10 (GroES, Cpnl10): heptamer (7 x 10 kDa) kot prstan

Hspld {(GroES)

Hspé6l (GroEL)

Vsaka od 14 podenot Hsp60 v dveh obrocih ima dve domeni (ena je nad drugo).



33A

Courtesy of Paul Sigler, Yale University

Sestavljanje kompleksa GroEL2-GroES - (ADP)7.
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Konformacijske spremembe ob vezavi GroES: volumen votline se vec kot podvoji.
E=ekvatorska domena, I=indermediarna, A=apikalna. Votlina lahko sprejme ~70 kDa velik protein.




Saperonini

* skupina | (bakterije, organeli): koSaperon deluje kot pokrov, ki zapira kletko
* skupina Il (arheje, evkarionti): zapiranje izvede poseben segment apikalnih domen

J. Martin, MPI Tuebingen
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Structure 14, 1179-1188, 2006

Sestavljanje proteasoma 20 S iz dveh pol-proteasomov in aktivacija
pro- v aktivne podenote beta z odcepom propeptida.
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PROTEIN DEGRADATION
Signalling Pathways: Muscle

TNF-c.  Myostatin
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Table 1 The N-end rule in E. coli and S. cerevisiae

Half-life of X-fgal
Residue X E. coli S. cerevisiae

Arg 2min 2min
Lys 2min 3min
Phe 2 min 3 min
Leu 2 min 3 min
Trp 2 min 3 min
Tyr 2 min 10 min
> 10h 3 min
Ile =10h 30 min
=10h 3min
=10h 30 min
=10h 3min
=>10h 10 min
=>10h >30h
=>10h =>30h
=>10h =>30h
=>10h >30h
=10h >30h
=10h >30h
? >5h
=10h =30h

Approximate in vivo half-lives of X-[gal proteins in E. coli at
36°C (Tobias ef al. 1991) and in S. cerevisiae at 30 °C (Bachmair &
Varshavsky 1989). A question mark at Pro indicates its uncertain
status in the N-end rule (see the main text).




Pravilo N-konca

Razen osnovnih destabilizirajoCih N-koncnih aminokislinskih ostankov oz. zaporedja

(N-degron) obstajajo Se dodatni signali, ki vplivajo na obstojnost proteina po pretvorbah:

Asn, GIn — terciarna destabilizirajoCa ostanka — se encimsko deaminirata v sekundarna destabilizirajoCa
Asp in Glu. Nanju se veze (primarno destabilizirajoCi) Arg ob delovanju Arg-tRNA-transferaze.

Primary -
" tRNAR |IE j
Tertiary econdary R-tRNA .
l synthetase W |type 2 hemin
R-tRNAR T _|_
nitric oxide . ‘l' i Ubr1-Rad6
CO > C O R mgfon
e —> | R-D-O .
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Cys-O,H R-transferase —
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Q E il Mgt1, Cup9, recognized short
via internal degrons - peptides

S. cerevisiae PNAS (2009)



Razgradnja proteinov pri prokariontih

Bakterije nimajo proteasomov 20 S (izjema: Actinomyces), vseeno pa imajo od ATP odvisno
razgradnjo proteinov s sodCkastimi encimi.

Pri E. coli 80 % razgradnje proteinov posredujeta proteazi Lon in Clp, ki ju sestavlja veC podenot,
pri Cemer je aktivnho mesto obrnjeno v notranjost strukture. Pri proteolizi sodeluje tudi kompleks
HsIUV (heat shock locus UV).

Coaur tesy of Robert Huber, Max-P lanck-Institut fir Biochemie, Mar tinsried, Germany

Heptamerni kompleks ClpP, ki v Clp-kompleksu sodeluje z ATPazami (ClpA, ClpX).
Kompleks HslUV (820 kDa), kjer ima ,kapa‘' HslU ATPazno aktivnost, HslV pa proteazno.
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Vloga ,Saperonskih obroCev’ pri zvitju in razgradnji proteinov



Dodelava proteinov v ER

ZVitje

nastanek disulfidnih mostickov
glikozilacija (pripenjanje in dodelava)
proteolitiCno procesiranje
sestavljanje multimernih proteinov

V GA lahko pridejo samo pravilno zviti in sestavljeni proteini; ostali
se zadrzijo v ER, najpogosteje pa se vrnejo v citosol, kjer se
razgradijo.
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Z ER povezana razgradnja proteinov (ERAD)

Senzoriji pravilnosti zvitja so Saperoni in nekateri drugi proteini.
Zaznavajo izpostavljene hidrofobne regije, proste Cys in nedokoncane glikanske verige.

Terminalno napacno zviti proteini zapustijo ER z retrogradnim transportom.
V citosolu se oznacijo z Uq in razgradijo. Ubikvitinacijo omogocajo Ug-ligaze in pomozni proteini v
membrani ER.

Pri kvasovkah so kontrolne toCke zvitja verjetno tri. Membranski proteini se preverjajo drugace kot ostali.
Pri membranskih se najprej preveri zvitje citosolne domene (ERAD-C), nato luminalne domene (ERAD-L:
na enak nacin tudi nemembranski proteini); obstaja tudi ERAD-M (preverjanje transmembranskih domen).
Vsaka od treh poti zahteva drugo Ug-ligazo E3.
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Klju¢na vioga IRE1 pri odgovoru ER na nezvite proteine: vezava nezvitega proteina na IRE1 povzroci sintezo
transkripcijskega faktorja HAC1, ta pa aktivira transkripcijo genov za ostale proteine, udelezene v odgovoru ER.
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