
Razgradnja proteinov

Voet 3: poglavje 32.6



Razgradnja proteinov
(proteoliza)

• razgradnja v prebavilih 
• razgradnja v celici
• in vitro

• Sistematika na osnovi mehanizma (oz. AK v aktivnem centru):
serinske, cisteinske (tiolne), aspartatne, glutamatne, treoninske, metalo~, mešanega tipa, z 
neznanim mehanizmom

• Klasifikacija MEROPS: razdelitev na klane in družine glede na mehanizem in evolucijsko 
sorodnost

Proteolitični encimi (proteinaze)







Presnova proteinov v debelem revesjuč

Curr. Issues Intest. Microbiol. 2000



Razgradnja proteinov v celici

- odstranjevanje za celico nefunkcionalnih ali nevarnih proteinov 
- uravnavanje celičnega metabolizma 
  (odstranjevanje nepotrebnih encimov in regulatorjev)

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



Razpolovni asi nekaterih jetrnih encimov pri podganah.č



Znotrajcelična razgradnja: 
- v lizosomih (nespecifična razgradnja)
- v citosolu (razgradnja z Uq označenih proteinov v proteasomu; od ATP odvisni mehanizmi)

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

Citosolna razgradnja:  predvsem za znotrajcelične proteine, ki so nepravilno zviti ali označeni 
za razgradnjo kot posledica fosforilacijskih signalnih kaskad. 

http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/biology/imgbio/lysosome.gif



Znotrajceli na razgradnja: č v lizosomih (nespecifi na razgradnja) ali č
v citosolu (razgradnja ozna enih proteinov)č



Shematski prikaz avtofagije

http://www.wormbook.org/chapters/www_autophagy/autophagy.html



Lizosomi vsebujejo številne hidrolaze (~50 različnih), med njimi proteinaze s skupnim imenom 
katepsini.
Zaradi nizkega pH v lizosomih imajo katepsini pH-optimum v kislem.

Katepsini so večinoma 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.

pcatL                                       pcatB Coulombe et al., EMBO J. 1996



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



Ubikvitinacija



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



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

Vloga kape (19 S) je prepoznavanje ubikvitiniranih proteinov in njihovo razvitje. 
V obroč nameščenih 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, pač pa tudi v jedru. Mehanizem cepitve proteinov je 
poseben, s Thr v aktivnem centru.



Zgradba osrednjega dela proteasoma



Dodajanje regulatorja 11 S na proteasom 20 S pri višjih evkariontih



Hoehn et al., J. Proteomics, 2013



Molekulski šaperoni

• preprečujejo nastajanje agregatov nezvitih proteinov v celici
• delujejo predvsem na večdomenske proteine in proteine z več podenotami
• vežejo se na izpostavljena hidrofobna področja, ki so izpostavljena topilu
• pogosto imajo ATPazno aktivnost
• med šaperone spada več nesorodnih razredov proteinov



Razredi molekulskih šaperonov

• Hsp70 (70 kDa, monomerni, se povezujejo s košaperoni Hsp40)
• šaperonini (več 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)



Šaperonini
• dve družini: 

- Hsp60 (GroEL pri E. coli, Cpn60 v kloroplastih): 14 x 60 kDa
- Hsp10 (GroES, Cpn10): heptamer (7 x 10 kDa) kot prstan

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



Sestavljanje kompleksa GroEL2-GroES – (ADP)7.



Konformacijske spremembe ob vezavi GroES: volumen votline se več kot podvoji.
E=ekvatorska domena, I=indermediarna, A=apikalna. Votlina lahko sprejme ~70 kDa velik protein.



Šaperonini

• skupina I (bakterije, organeli): košaperon deluje kot pokrov, ki zapira kletko
• skupina II (arheje, evkarionti): zapiranje izvede poseben segment apikalnih domen

J. Martin, MPI Tuebingen



Označeni substrati se vežejo na pokrov (19 podenot), kjer se veriga Uq odcepi, nato pa 
pride do razvitja substratne molekule in odprtja pore, pri čemer sodeluje obroč 6 iz 
podenot, vezanih na podenote alfa.





Sestavljanje proteasoma 20 S iz dveh pol-proteasomov in aktivacija
pro- v aktivne podenote beta z odcepom propeptida.

Structure 14, 1179–1188, 2006



Pred vstopom tarčnega proteina v lumen se Uq odstranijo ob delovanju 
deubikvitinaze (DUB), ki je ena od podenot kape in je metaloproteinaza. 

Obstajajo tudi proste DUB, ki lahko podaljšajo življenjsko dobo proteina. 
Večinoma so cisteinske proteinaze.





http://neuromuscular.wustl.edu

Proces ubikvitinacije lahko nadzorujejo signalne poti preko transkripcijskih faktorjev,
ki uravnavajo izražanje encimov, potrebnih za dodajanje ubikvitinskih enot na tarče.



Nature 426, 895-899 (2003)

Šaperoni lahko sodelujejo pri prepoznavanju nepravilno zvitih proteinov, kar 
privede do njihove ubikvitinacije.





Pravilo N-konca

Razen osnovnih destabilizirajočih N-končnih aminokislinskih ostankov oz. zaporedja 
(N-degron) obstajajo še dodatni signali, ki vplivajo na obstojnost proteina po pretvorbah:
Asn, Gln – terciarna destabilizirajoča ostanka – se encimsko deaminirata v sekundarna destabilizirajoča 
Asp in Glu. Nanju se veže (primarno destabilizirajoči) Arg ob delovanju Arg-tRNA-transferaze.

S. cerevisiae PNAS (2009)



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.

Razgradnja proteinov pri prokariontih

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

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



PNAS (1999) 96, 11033-11040 

Vloga ‚šaperonskih obročev‘ pri zvitju in razgradnji proteinov



Dodelava proteinov v ER

•  zvitje
•  nastanek disulfidnih mostičkov
•  glikozilacija (pripenjanje in dodelava)
•  proteolitično procesiranje
•  sestavljanje multimernih proteinov

V GA lahko pridejo samo pravilno zviti in sestavljeni proteini; ostali 
se zadržijo v ER, najpogosteje pa se vrnejo v citosol, kjer se 
razgradijo.



http://www.uni-stuttgart.de/ibc/wolf/proteasome.html



ERAD = ER-associated degradation
ERGIC = ER- Golgi intermediate compartment
TGN = trans-Golgi network

Preverjanje kakovosti proteinov v ER: kontrola nativnosti

Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2003



Z ER povezana razgradnja proteinov (ERAD)

Senzorji pravilnosti zvitja so šaperoni in nekateri drugi proteini.
Zaznavajo izpostavljene hidrofobne regije, proste Cys in nedokončane glikanske verige.

Terminalno napačno zviti proteini zapustijo ER z retrogradnim transportom.
V citosolu se označijo z Uq in razgradijo. Ubikvitinacijo omogočajo Uq-ligaze in pomožni proteini v 
membrani ER.

Pri kvasovkah so kontrolne točke zvitja verjetno tri. Membranski proteini se preverjajo drugače kot ostali. 
Pri membranskih se najprej preveri zvitje citosolne domene (ERAD-C), nato luminalne domene (ERAD-L: 
na enak način tudi nemembranski proteini); obstaja tudi ERAD-M (preverjanje transmembranskih domen). 
Vsaka od treh poti zahteva drugo Uq-ligazo E3.



Ključna vloga IRE1 pri odgovoru ER na nezvite proteine: vezava nezvitega proteina na IRE1 povzroči sintezo 
transkripcijskega faktorja HAC1, ta pa aktivira transkripcijo genov za ostale proteine, udeležene v odgovoru ER.



Nature Rev. Mol. Cell Biol. 2008
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