Biologia molekularna. Materiaty dla 2024-02-05
studentéw kierunku lekarskiego.

Ekspresja informacji genetycznej

Informacja genetyczna jest przekazywana nastepnym pokoleniom
w wyniku procesu replikacji. Jest to przekaz pionowy.
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Przekaz poziomy
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Osobniki, w

Informacja genetyczna u osobnikow jest przekazywana z kwasu
nukleinowego do biatek, ktore warunkuja fenotyp. Jest to przekaz poziomy. @
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Transkrypcja i translacja

1. Transkrypcja
® Polimerazy RNA
B Mechanizm transkrypcji
= Promotory
® Czynniki transkrypcyjne

2. Dojrzewanie RNA
® mRNA u Eukariota
® Wycinanie intronow

3. Translacja
® Rybosomy i tRNA
B Mechanizm translacji
B Kod genetyczny

4. Struktura bialek

5. Proteomika

1. Transkrypcja: definicja

Transkrypcja to proces syntezy RNA na matrycy DNA: sekwencja
DNA jest odczytywana i komplementarny RNA jest syntetyzowany.

. DNA
H RNA jest syntetyzowany od
konca 5’ do 3’ na matrycy DNA o J AATATACCGGCTGAA K\ I3-LL G, E]
kierunku przeciwnym (3’-5’).
u RNA jest syntetyzowany tylko
na jednej nici. Nie wiadomo,
ktora ni¢ jest matryca dia
danego genu.

m Zamiast tyminy (T) nukleotydy
zawieraja uracyl (U), ktory jest
komplementarny do adeniny (A).

u Transkrypcja, w
przeciwienstwie do replikacji
nie wymaga uzycia starterow.
Wynika to z wlasciwosci
polimeraz RNA.

Miejsca aktywne transkrypcyjnie
u Escherichia coli.

Transkrypcja prowadzi do powstania mRNA (informacyjny RNA), obejmuje
inicjacje, elongacje i terminacje, jest katalizowana przez polimerazy RNA. @
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1. Transkrypcja: polimerazy RNA

Polimerazy RNA moga inicjowac¢ synteze RNA de novo czyli
bez uzycia starterow oraz moga wydiuzac¢ tancuch RNA.

Lokalizacja S L)

E UKARIOTA

Wrazliwos¢ na

podjednostek a-amanityne

mRNA, tRNA,
PROKARIOTA rRNA (238,
168, 5S)

Jqderko

rRNA (288,
188, 5.89)

Nukleoplazma mRNA, Wrazllwa od 1
wideoplaz SsnRNA ug/ml

Nukl I tRNA, 58S Wrazliwa od 10
wideopiazma rRNA, snRNA | pg/ml

Polimerazy RNA sa zlozone z wielu podjednostek (tzw. holoenzym).
Prokariota maja jedna polimeraze, natomiast Eukariota wykorzystuja
trzy rézne polimerazy w zaleznosci od klasy RNA.

1. Transkrypcja:

a-amanityna jest cyklicznym

polimerazy RNA

peptydem zbudowanym z 8

aminokwasow. Jest inhibitorem polimerazy RNA Il i 11l u Eukariota.

a-amanityna jest wykorzystywana
do rozrézniania typow polimeraz u
Eukariota.

Model przestrzenny i wzor chemiczny
a-amanityny.

Jako inhibitor polimeraz a-amanityna
jest smiertelna trucizna. Po 24 h od
spozycia blokuje ona polimeraze RNA Il
w watrobie, powodujac lize komorek.
Po 4-5 dniach powoduje nieodwracalne
zniszczenia watroby i nerek.

Prof. dr hab. Roman Zieliski

a-amanityna wystepuje w grzybach z
rodzaju Amanita. W Polsce
Smiertelnie trujacy jest muchomor
sromotnikowy, A. phalloides.

Muchomor
sromotnikowy:
najczestsza
przyczyna zatrué
grzybami w
Polsce.

Muchomor jadowity,
Amanita virosa, silnie
| trujacy, w Polsce
! zagrozony
wymarciem, w
Czerwonej Ksiedze.
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1. Transkrypcja: polimerazy RNA

Bakteryjna polimeraza RNA jest holoenzymem skiadajacym sie z 5
podjednostek: 2 podjednostek a oraz po jednej 8, B’ i 6.

Yo § Tetramer,
rdzen enzymu
¢

<—_Podjednostka (czynnik)
sigma Struktura przestrzenna
bakteryjnej polimerazy RNA.

> Podjednostka B’ zawiera miejsce

> Podjednostki a odpowiadaja za wiazania DNA

powstanie tetrameru.

5 1 < N > Podjednostka 6 uczestniczy

8 P?d'edI_'OStl,(? B Zawiera pueIsee jedynie w inicjacji transkrypciji,
fiazania SEGIG Sl nar ol rozpoznaje miejsce przylaczenia
nukigotydowych. polimerazy RNA do DNA.

1. Transkrypcja: polimerazy RNA

Czes¢ podjednostek wszystkich eukariotycznych polimeraz RNA jest
homologiczna z podjednostkami a, g i 6 polimeraz prokariotycznych.

Polimeraza RNA Polimerazy RNA Eukariota

Prokariota Podjednostki

unikalne
(liczba)

G BAA® EéoV
0 1B . o0 EHCY g

Eukariotyczne polimerazy RNA skiadaja sie z 5 podjednostek homologicznych
do prokariotycznej polimerazy RNA, 4 podjednostek wspodlnych dla wszystkic
typow oraz 5-7 podjednostek unikalnych zwiazanych ze specyfika enzymu.

Podjednostki homologiczne Podjednostki wspolne
do polimerazy RNA Prokariota dla wszystkich Eukariota
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1. Transkrypcja: mechanizm, inicjacja

Transkrypcja jest inicjowana przez przytaczenie polimerazy RNA do
promotora, rozplecenie nici DNA i synteze pierwszych nukleotydow.

ﬁ'z{omotwﬁ» Ik Sekwencja kodujgca ——
Polimeraza RNA 'olimeraza amkniety kompleks promotorowy

prz;_(lqcza sie do m{ | N N\
g \(/\NA\NA TR A

pozycji od -35
do -10.

Nastepuje
rozplecenie nici DNA, Regi R i Nukleotyd startowy

synteza okoto 10 |

rybonukleotydow.

Podjednostka 6 | i ! | 3
odiacza sie, a I \ , \ , ~ l | | | |
polimeraza porusza |||] i [

sie na prawo od

promotora i wydiuza

tancuch (elongacja).
Bakteryjna polimeraza RNA samodzielnie inicjuje transkrypcje.
U Eukariota i Archaea wymagany jest wspotudziat czynnika
transkrypcyjnego.

Otwarty kompleks promotorowyﬂ

1. Transkrypcja: mechanizm

Na poczatku transkrypcji DNA jest dwuniciowy, nastepnie rozplata
sie i matrycowa ni¢ DNA 1aczy sie z RNA: DNA-RNA kompleks.

u Na poczatku transkrypcji
rozplatany jest DNA na DNA: ni¢
obszarze trzech par zasad Kompleks , hie bedaca
przed centrum aktywnym DA b matryca
polimerazy. i

m Matrycowe DNA zagina sie, co
prowadzi do odwrécenia o
180° kolejnej, czwartej zasady
i rozerwania wiazan OgRr ] matryca
wodorowych miedzy niémi . ; f g
DNA.

m Odwréocona czwarta zasada
jednoniciowego DNA tworzy
wiazanie z zasada nowo Polimeraza RNA Il Eukariota na poczatku
syntetyzowanej czasteczki transkrypcji.

RNA.

Polimeraza
RNA (biata)

Kompleks DNA-RNA na ogoét obejmuje 8 do 10 nukleotydow. DNA
dwuniciowy potaczony jest z duzymi podjednostkami (1 i 2) polimerazy II.
Kornberg, 2007
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1. Transkrypcja: mechanizm

Specyfika transkrypcji wynika ze zdolnosci polimerazy RNA do
rozpoznawania btednych rybonukleotydéw w kompleksie DNA-RNA.

'\Q,-_w DNA: mat.yca‘ 1. W miejscu E SO 2. Prawidiowo

t.,.( k ’JS-' polimerazy: wejscie sparowany NTP
. g 3/'(‘ sprawdzane jest jest przenoszony
-> - dopasowanie » , do miejsca A

Ag DNA: nie. 'ybonukleotydow (centrum

E® X)) matryca (NTP) do aktywne),
NTP nukleotydow w miejsce E jest

‘ matrycy DNA. puste.

4. Translokacja . 3. Powstaje
(przeniesienie) © s wigzanie
f;’ ﬁ‘; kompleksu i fosfodiestrowe
” e DNA-RN;IAl ‘ £ 45 mi’edzy
powstanie / tancuchem
plfs‘tego RNA a nowym
miejsca A. nukleotydem.

Polimeraza RNA sprawdza wszystkie nukleotydy w miejscu E, ale
wiazanie fosfodiestrowe powstaje tylko wowczas gdy rybonukleotyd

jest komplementarny do deoksyrybonuklieotydu matrycy DNA.
Kornberg, 2007

1. Transkrypcja: mechanizm

»Petla wyzwalajaca” (trigger loop): ruchomy element polimerazy RNA
odpowiedzialny za przylaczenie prawidiowego rybonukleotydu.

Wiazanie pomiedzy
rybonukleotydem,

ktory nie jest
komplementarny

do matrycy DNA lub
deoksyrybonuleotydem
jest wezsze (np. o 2-3 A),
co jest rozpoznawane
przez ,,petle wyzwalajaca”.

wyzwalajaca Histydyna

»Petla wyzwalajaca” kotysze - - B

sie i kontaktuje z wszystkimi Rrecyzying poncja. histydyny WZQIQde!“

elementami NTP. grupy fosforanowej nukleotydu odpowiada
za rozpoznawanie prawidilowo sparowanego
rybonukleotydu.

»Petla wyzwalajaca” jest donorem protonow do grup fosforanowych
z NTP. Jezeli rybonukleotyd jest prawidiowo sparowany inicjuje ona

Kornberg, 2007 tworzenie wiazania fosfodiestrowego.

Prof. dr hab. Roman Zieliski

2024-02-05



Biologia molekularna. Materiaty dla 2024-02-05
studentéw kierunku lekarskiego.

1. Transkrypcja: mechanizm

»Petla wyzwalajaca” zapewnia specyfike transkrypcji dzieki sieci
powigzan pomiedzy wszystkimi elementami rybonukleotydow.

m Mutacja asparagininy w pozycji 479
prowadzi do braku zdolnosci
rozpoznawania obecnosci grupy OH
na koncu 3’ nukleotydu.

u Interakcja z grupa OH w pozycji 2’
rybozy umozliwia rozréznienie
miedzy rybonukleotydami i
deoksyrybonukleotydami.

m Zmiany konformacji DNA (prosty
lub zagiety) koordynuja zmiane
pozycji (translokacje) DNA-RNA po
przylaczeniu nukleotydu

»Petla wyzwalajaca” jest

konserwatywna struktura polimerazy Sie¢ powiazan ,,petli wyzwalajacej” z zasada
RNA Il Eukariota oraz polimerazy RNA  azotowa, grupa fosforanowa i ryboza
Archaea. Uczestniczy ona we nukleotydu.

wszystkich etapach transkrypcji.

Kornberg, 2007

1. Transkrypcja: promotory

Promotor: region DNA (100-1000 bp), ktory zlokalizowany jest w
poblizu miejsca poczatku transkrypcji genu.

Modelowy promotor bakterii.

Poczatek transkrypcji
1

-35

-10 +
 Trcaca (TATA (59 bpg  GEN 3

Przykiady sekwencji promotorowych u Escherichia coli.

Flagelina GCCGATAA
Szok termiczny CCCTTGAA CCCGATNT
Niedoboér pozywienia TTGACA CTATACT
Metabolizm azotu CTGGNA TTGCA

Funkcje zyciowe

. TTGACA TATAAT
(housekeeping)

Promotory bakteryjne najczesciej skladaja sie z dwoéch kroétkich,
konserwatywnych sekwencji w pozycjach -35 (TTGACA) i -10 (TATA).

Prof. dr hab. Roman Zieliski 7
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1. Transkrypcja: promotory

Promotory Eukariota sa zlozone, skiadaja sie z kilku sekwencji,
ktore réoznia sie w zaleznosci od typu polimerazy.
Start
t k ji
Oktamer GC CAAT e
box

Oktamer box: TATA box:

moze byc¢ nieobecny, jezeli wystepuje w pozycji -80, W pozycji -25,
wystepowacé to w wielu wystepuje zawsze, wystepuje
pojedynczo lub w kopiach. wzmachia zawsze, wigze
wielu kopiach. transkrypcje. sie z polimeraza.

Promotory polimerazy RNA Il u Eukariota maja 3-4 sekwencje
konserwatywne, ktore wystepuja w wiekszosci genéw u réznych gatunkow. @

1. Transkrypcja: czynniki transkrypcyjne

Czynnik transkrypcyjny to biatko wigzace sie z DNA w specyficznym
miejscu (np. promotor) i regulujace transkrypcje.

Typy czynnikéw transkrypcyjnych: p Motyw strukturalny
u Globalne: niezbedne, tworza q'he"?y ¥
i A = czynnikach
kompleks preinicjacyjny, ktory transkrypcyjnych
reaguje z polimeraza. Nie typu ,zamkéw
zawsze wiaza sie z DNA. leucynowych”.
m Wiodace: przylaczaja sie do DNA y
przed miejscem inicjacji
transkrypcji, indukuja lub
hamuja transkrypcje:
=odpowiadaja za réznicowanie i
rozwoj;
rindukuja odpowiedz na stresy
srodowiskowe;

"reguluja cykl komoérkowy.

Czynnik
transkrypcyjny

Czynniki transkrypcyjne dzialaja samodzielnie lub w kompleksach.
Utatwiaja one przytaczanie polimerazy RNA do promotora
(aktywacja) lub blokuja przytaczenie polimerazy (inhibicja).

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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1. Transkrypcja: czynniki transkrypcyjne

Polimeraza RNA 1l Eukariota wymaga obecnosci kilku globalnych
czynnikow transkrypcyjnych: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF i TFIIH.

u TFI1ID: jako pierwszy i 4 NC2-TBP-DNA
przylacza sie do promotora, 5 S jest inhibitorem
zawiera podjednostke TBP transkrypcji.
(TATA binding protein), A ) | Region TBP
ktora wiaze sie z sekwencja . 5), = przylacza sie do
TATA. | TATA i

m Nastepnie przylaczaja sie uniemozliwia

TFIIA, TFIIB oraz TFIIF. o :rzly!qczzn_:_: sie
m TFIIE umozliwia olejnyc .

przylaczenie TFIIH. Oba

czynniki stymuluja

aktywnosc¢ polimerazy RNA

W przenoszeniu grup

fosforanowych z NTP Czynnik NC2-TBP-DNA: tetramer,

(aktywnosé kinazy). wyizolowany z komérek Hela,
drozdzy i muszki owocowej.

TBP (TATA binding protein) umozliwia przylaczenie pozostatych TF,

tworzy platforme dla polimerazy RNA. TBF wprowadza tancuch
aminokwasow pomiedzy nukleotydy DNA i rozplata helise.

1. Transkrypcja: czynniki transkrypcyjne

U cziowieka wystepuje 2000-3000 sekwencji (ORF) potencjalnie
kodujacych czynniki transkrypcyjne.

-
&
=

LIRS 10 HIREE B BN
mn
Inm e
5 5 o
- p =

Nurrber of TFs expressed per tisse

* Expressed TFs/all expressed genes (%)

o
by

\#

0
&L M‘wf@\fsm ‘gﬁaf &gw{“ S
,D

Rozmieszczenie genéw kodujacych czynniki Aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych w
transkrypcyjne u cztowieka (TF). Miejsca tkankach cztowieka. Najwigcej czynnikow jest
zaznaczone na czerwono to regiony o aktywnych w ptucach ptodu (>300), najmniej w
podwyzszonej gestosci genow kodujacych TF. wyrostki robaczkowym (150).

Czynniki transkrypcyjne podlegaja ekspresji we wszystkich tkankach
czlowieka, srednio 200 réznych czynnikow jest aktywnych w komérkach.
Vaquerizas et al., 2009

Prof. dr hab. Roman Zieliski 9
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1. Transkrypcja: czynniki transkrypcyjne

Niektore choroby neurodegeneracyjne cziowieka zwigzane sa

z mutacjami w czynnikach transkrypcyjnych.

Czynniki transkrypcyjne

zawieraja na N-koncu A
tancuch glutaminowy, ktory
reguluje inicjacje :
transkrypcji. Mutacje

zwiekszajace liczbe CAG

prowadza do wydluzenia

tancucha glutaminowego.

ktywator/Represor _

—

Promotor

SCA1: ataksja (zaburzenie koordynacji ruchéw).
SCAT: ataksja, retinopatia.

SCA17: ataksja.

HD: zaburzenia psychiczne, motoryczne, poznawcze.
SBMA: atrofia migsniowa.

Lancuch poliglutaminowy w czynnikach transkrypcyjnych jest
przyczyna objawow typowych dla choréb neurodegeneracyjnych.

Transkrypcja i translacja

. Transkrypcja
® Polimerazy RNA
B Mechanizm transkrypcji
= Promotory
® Czynniki transkrypcyjne

. Dojrzewanie RNA
® mRNA u Eukariota
® Wycinanie intronow

. Translacja
® Rybosomy i tRNA
B Mechanizm translacji
B Kod genetyczny

. Struktura bialek

. Proteomika

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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2. Dojrzewanie RNA: mRNA u Eukariota

U Prokariota w wyniku transkrypcji powstaje mRNA. U Eukariota
powstaje pierwotny transkrypt, ktory jest poddawany obrébce.

Dojrzewanie mRNA:

B Eozon 1| intron | Egeon 2 [EdN
Dodanie CAP (zmetylowana 3 N\
CUELLYALEVRGE k?_ﬁcu 5’ ;1$GAP . ' Ol_)szar_
podczas elongacji RNA. - PPPN. terminacyjny
Powstaje pierwotny e | Egzon 1| Intron | Egzon 2 3
transkrypt: hnRNA o

hnRNA: pierwotny

m Etap 2: + PolyA transkrypt
Dodanie sekwencji

polyA na koncu 3’ o :

pre-mRNA. US| Egzon 1| Intron | Egzon 2 LYYW
m Etap 3: pre-mRNA

Wycinanie intronow,

dojrzaly mRNA, transport do

rybosomoéw (cytoplazma). 5 m’GpppN,

Etapy dojrzewania mRNA u Eukariota wynikaja z mozaikowej budowy
genow (egzony i introny) oraz z rozdzialu przestrzennego transkrypcji
(jadra) i translacji (rybosomy w cytoplazmie).

2. Dojrzewanie RNA: mRNA u Eukariota

Introny wycinane sa z pre-mRNA Eukariota w jadrze za pomoca
spliceosomu: kompleksu zbudowanego z RNA i bialek.

Kompleks RNA i bialek
w spliceosomie to

rybonukleoproteiny, T s saRA
snRNP. - oA, a 1) e ansven

us)

Struktura
drugorzedowa
oraz biatka
najwazniejszych
snRNP czlowieka.
Wystepuja dwa
typy biatek Sm
oraz LSm.

W skiad snRNP wchodz3:
> 1-2 czasteczki snRNA (niekodujacy, jadrowy RNA, ~150 bp);
> zestaw 7 biatek Sm - B/B’, D3, D2, D1, E, F, G;
> zmienna liczba biatek specyficznych w zaleznosci od typu
spliceosomu.

Spliceosom najczesciej tworza rybonukleoproteiny (snRNP) U1 i U2, U4/U6
oraz U5 oraz szereg innego typu bialek.

Prof. dr hab. Roman Zieliski 11
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2. Dojrzewanie RNA: wycinanie intronow

Wycinanie intronéw rozpoczyna sie od przytaczenia snRNP, U1 i U2
na granicy intronéw i egzonow.

d Egzon1 | GU Intron AAG | Egzon 2 EEMCEULTY

U1 i U2 przylaczaja
sie na stykach egzon-
intron.

AAG | Egzon 2 BT o] [[l-TeI o111 B
.‘ kompleks A

Kompleks U6/U4 oraz U5
przylacza sie do U1 i U2,
powstaje petla.

prekatalityczny
, spliceosom,
kompleks B.

2. Dojrzewanie RNA: wycinanie intronow

Reorganizacja RNA, | st ot (\ @

destabilizacja kompleksu, \ Y -
oddysocjowanie U4 i U1.

o > aktywny
] Egzon 1 | ( Bt = Sl
L_=9Zon g | Egzon 2 Eaisiiive-

Helikaza RNA (DEAH)
powoduje zapetlenie
intronu.

1 etap wyciecia

m 3’ intronu, kompleks C.

Wyciecie intronu.

2 etap wyciecia

5 | Egzon 1 Egzon 2 K} 5 intronu,

mRNA. kor.npleks post-
spliceosomowy.

Prof. dr hab. Roman Zieliski 12
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2. Dojrzewanie RNA: wycinanie intronow

Spliceosomy sa struktura dynamiczna. RNA wchodzacy w jego skiad
jest przearanzowany w trakcie wycinania intronow.

p P
| Kompleks B (U1,
A U2, U4/U6, U5) u
U5 U4/U6 i il czlowieka.

Model spliceosomu cziowieka.

Max 37.5 nm

u1 M\
Us U4 Us p T—
Formowanie |[===rses] —= —> A
e Us | U2 gus
spliceosomu Activation Step 1
NI FLFAT  Kompleks B Aktywny kompleks B* Kompleks C

10 nm

Willi Luhrmann 2011

Transkrypcja i translacja

. Transkrypcja
® Polimerazy RNA
B Mechanizm transkrypcji
= Promotory
® Czynniki transkrypcyjne

. Dojrzewanie RNA
® mRNA u Eukariota
® Wycinanie intronow

. Translacja
® Rybosomy i tRNA
B Mechanizm translacji
B Kod genetyczny

. Struktura bialek

. Proteomika
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3. Translacja: rybosomy

W procesie translacji informacja zawarta w mRNA zostaje
przepisana na sekwencje aminokwasow w polipeptydach/biatkach.

Podjednostki Podjednostki Przylaczenig (., ~5S rRNA 16S rRNA

Duza Mata

-
50S 30S
‘_'_’ 60S
70S, 20 nm '

80S, 24 nm

Rybosom Prokariota: Rybosom Eukariota:
cytoplazma. cytoplazma, retikulum
endoplazmatyczne. Struktura przestrzenna rybosomu
Prokariota (70S).

Translacja zachodzi w rybosomach, ktére sa kompleksem biatek

i kwasu rybonukleinowego rRNA (65%). Rybosomy zbudowane sa
z dwoéch podjednostek: matej i duzej.

3. Translacja: rybosomy

Rybosom ssakéw, w tym cziowieka zbudowany jest z 82 biatek
rybosomalnych, ktére tworza strukture rybosomu.

Biogeneza rybosomoéw u Eukariota

49 biatek 33 biatka
u Rybosomy syntetyzowane sa w

jadrze i cytoplazmie. Jl

u Transkrypcja genéw rDNA dia 18S, "/ 185 rRNA
5,8S i 28S rRNA odbywa sie w 55 rRNA
jaderku.

u 5S rRNA jest transkrybowany poza JADRO

jaderkiem. 5,85 rRNA

m Biatka i rRNA s3 skiadane w
jaderku, tworzac podjednostke
mal3a i duza. ”

\

Podjednostka

Podjednostka e mata, 40S

m Podjednostki rybosomu sa duza, 60S CYTOPLAZMA
transportowane do cytoplazmy. 5

m Podczas translacji podjednostki Q“ ‘ l// :
A A Funkcjonalny
facza sie, tworzac funkcjonalny rybosom, 80S
rybosom.
Funkcjonalny rybosom wystepuje tylko podczas translacji. Po jej

zakonczeniu podjednostki rybosomu oddysocjowuja.

Prof. dr hab. Roman Zieliski 14
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3. Translacja: tRNA

tRNA (transportujacy): nieduze czasteczki RNA (76-90 bp), ktore
dostarczaja aminokwasy do rybosomoéw - miejsca syntezy bialek.

Miejsce
przylaczenia s ! I
aminokwasu oY yas € € W

Grupa . '
fosforanowa ;;14,’2
" i .,
AR R o
o * Miejsce
Petla D Petla T g przylaczenia
Ay g ¥ aminokwasu

Petla
zmienna

OOVHO.€

L ‘=Antykodon
Antykodon @
Model tRNA czitowieka. Struktura krystaliczna tRNA drozadzy.

Aminokwas jest kowalentnie przylaczany do grupy OH na korncu 3’ tRNA
i tworzy aminoacyl tRNA. Sekwencja CCA jest rozpoznawana przez
syntetazy aminoacyl-tRNA i dlatego jest krytyczna dla translacji.

3. Translacja: tRNA

U Eukariota wystepuje tRNA cytoplazmatyczne (translacja genéow
jadrowych) i organellowe (translacja genéw organellowych).

Geny dla danego typu tRNA Funkcjonowanie tRNA zalezy od genéw

m Maja taka sama sekwencje kodujacych enzymy uczestniczace w obrobce
dla antykodonu. potranslacyjnej biatek, w tym uczestniczacych

m Roznia sie sekwencja poza dojrzewaniu i aminoacylacji oraz w
antykodonem. metabolizmie tRNA.

m Tworza liczne paralogi, np. Dojrzewanie Aminoacylacja

=32 paralogi dla tRNAY" pre-tRNA aminoacyl-tRNA

swszystkie maja
sekwencje ATA dla
antykodonu.
m Paralogi chronia przed Choroby zwigzane z Chct)ro_by AVE LS zh
zaburzeniami zwigzanymi z P o e Lo e WATLETEIAT G feJ ST
mutacjami w genach tRNA. ] y aminoacylo-tRNA

uczestniczacych w syntetaz, np. CMT.
dojrzewaniu tRNA, np.

PCH.
W genomie jadrowym czlowieka wystepuje okoto 500 genow dla 61
rodzajow tRNA cytoplazmatycznego. W genomie mitochondrialnym
zlokalizowane sa 22 geny kodujace mitochondrialne tRNA (mt-tRNA).

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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3. Translacja: tRNA

PCH (pontocerebellar hypoplasia): recesywne autosomalne choroby
objawiajace sie niedorozwojem moézgu i/lub pnia mézgu.

Genetyczne uwarunkowania PCH i b Objawy PCH:

m Mutacje w genach kodujacych ; > mikrocefalia zwigzana
endonukleazy spliceosomu tRNA, z nierbwnomiernym
TSEN2 (chr. 3), TESEN15 (chr. 1), rozwojem mézgu,
TSEN34 (chr. 19), TSEN54 (chr. 17): > opézniony rozwoj,

*TSEN2 - zamiana tyrozyny na » problemy ruchowe
cysteine w pozycji 309, ) w tym trudnos¢ w
AED poruszaniu sie,
chwytaniu
przedmiotow,
problemy intelektualne,
trudnosé¢ w moéwieniu.

*TSEN34: zamiana argininy na
tryptofan w pozycji 58,
*TSEN54 - zamiana alaniny na
seryne w pozycji 307 biatka.
m Mutacje w genie CLP17 kodujacym
kinaze RNA, uczestniczaca w Niedorozwéj moézdzku

tworzeniu tancucha polyA. spowodowany mutacja
w genie TSEN54.

PCH zwiazane sa z mutacjami w genach kodujacych endonukleazy
uczestniczace w potranskrypcyjnej obrobce tRNA (dojrzewanie, splicing). @

3. Translacja: tRNA

CMT: neuropatie czuciowo-ruchowe wywotane recesywnymi lub
dominujacymi mutacjami hamujacymi rozwdéj ostonek mielinowych.

CMT moze by¢ wywolane mutacjami | CMT: Choroba
w genach ARS: : Charcot-Marie-
u DARS - syntetaza tRNA kwasu - Tooth:
asparaginowego, / t > dotyczy nerwéw
m EARS - syntetaza tRNA kwasu o b obwodowych;
glutaminowego, > utrata masy
m GARS - syntetaza glicylo-tRNA, migsniowej w
m HARS - syntetaza histydylo- tRNA, pogach | SERSELE

: > skrecone palce rak,
u KARS - syntetaza lizylo-tRNA, S utratareziicld
2 3

»trudnosci w
podnoszeniu nog.

u MARS - syntetaza metionylo-tRNA,
H QARS - syntetaza glutamylo-tRNA,
u YARS: syntetaza tyrozylo-tRNA.

Objawy CMT.

u LARS - syntetaza leucylo-tRNA, - i

CMT wywotane sa mutacjami w 80 genach, w tym 30 mutacji (37,5%)
dotyczy genow ARS, ktore koduja syntetazy aminoacylo-tRNA.

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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3. Translacja: tRNA

Mutacje w genach kodujacych mt-tRNA prowadza do choréb, ktére
objawiaja sie w tkankach o wysokim zapotrzebowaniu na energie.

Pozycja/ Miejsce . ;
m w tRNA Efekt bIOIoglczny Choroba

Antykodon | Wadliwa MELAS: miopatia, kwasica

dla leucyny [ modyfikacja tauryny um(;t;(;(z;vneo:v“ad I||a1tcydenty

Petla D zl':;"'r‘z:?;‘va CMH1: kardiomiopatia
MTTI | 4277: C>T ¢ ’ presj . przerostowa, nadmierny
skret U, H komérkach migsnia e k
rozwoj lewej komory serca
sercowego
. CM: kardiomiopatia,
MTTH | 4302: AsG | Petl2 AL DT lD nieprawidtowa struktura
zmienna parowania zasad L
migsnia sercowego
Zaburzenie Katarakta, niedowtad
MTTE | 1466: G>A | Petla T X konczyn (paraplegia
parowania zasad .
spastyczna), ataksja
W komoérce wystepuje wiele kopii mtDNA. Jezeli liczba kopii z mutacja w

genie tRNA przekroczy pewien poziom (50-90%) pojawiaja sie symptomy
chorobowe. Choroby mitochondrialne dziedzicza sie w linii zenskiej.

MTTL1 | 3243: A>G

3. Translacja: mechanizm

Translacja wymaga obecnosci trzech typow RNA: mRNA (informacja
o sekwencji genu), tRNA (dostarcza aminokwasy) oraz rRNA.

P (peptidyl): miejsce syntezy
E (exit): miejsce, w ktérym _fancucha polipeptydowego A (aminoacyl):
tRNA opuszcza rybosom miejsce
przytaczenia
aminoacylo-tRNA

Kodony: trojki
nukleotydow w mRNA,
ktore odpowiadaja

aminokwasom oraz )
sygnalom STOP. mRNA

Antykodon: trojka / y {RNA
nukleotydow w tRNA,

ktora jest

komplementarna do tRNA dla

kodonu w mRNA. glicyny (G) f k
‘enyloalaniny (P)

z tancuchem biatkowym

Centrum katalityczne rybosomu stanowi rRNA, dlatego rybosom mozna
uznac¢ za rybozym bedacy pozostaloscia po ,,Swiecie RNA”.

Prof. dr hab. Roman Zieliski 17



Biologia molekularna. Materiaty dla 2024-02-05
studentéw kierunku lekarskiego.

3. Translacja: kod genetyczny

Kod genetyczny jest to sposob w jaki informacja genetyczna (DNA
lub RNA) jest przepisywana na sekwencje aminokwasow w biatkach.

m G. Gamow: 3 sposrod 4
mozliwych nukleotydow daja
43=64 kombinacje tréjek,
kodonéw.

u Jest tylko 20 aminokwasow a
wiec jeden aminokwas moze ] b
byé kodowany przez kilka G. Gamow, M. Nirenberg, HG, Khorana
tréojek. Rosjanin, Amerykanin, Hindu, biolog
= M. Nirenberg: UUU koduje kosmolog chemik
fenyloalanine.

u S. Ochoa: AAA koduje lizyne,
CCC koduje proline.

m HG. Khorana: identyfikacja

wszystkich kodonow.
| S

m RW. Holley: struktura tRNA. e =
y S. Ochoa, Hiszpan, fizyk, biochemik RW. H°"e¥’
Amerykanin,

Ziamanie kodu genetycznego bylo jednym z najwazniejszych biochemik
odkry¢ w biologii (1968: Nobel dia M. Nirenberga, HG. Khorany
i RW. Holleya).

4. Translacja: kod genetyczny

Kod genetyczny obejmuje zestaw 64 trojek nukleotydow (kodonow)
w mRNA, ktore determinuja 20 aminokwasow, START i STOP.

cechy kodu genetycznego: Table 3.1 Standard genetic code

m 61 kodonéw dla 20 : 5 —a =

aminokwasow; UGU [ Phenyiatanine, | UCU [Serve, TAL| Tyrosine, UGU |Cyaiaie
uuc | PheF ucc [Ser’S uac| ™Y uac |CrC

3 kOdOhy STOP: UAA, UAG, UUA |Leucine, uca UAA| STOP - Ochre |UGA |STOP - Opal
UGA; we ucG UAG| STOP - Amber | UGG | Tryplophan, Trp

cuu CCU |Proline. Histidine, Arginine,

m degeneracja - jeden aminokwas cog ProP cac g
moze by¢ kodowany przez oo S ot

A Al cCG cag| G €66
wiecej niz jeden kodon;

ACU | Threanine AALI| Asparagine. AGL | Serine,
TheiT

H ciaglos¢ - nie ma przecinkow; G =8 e

m uniwersalnosc¢ - kod jest ACG
prawie identyczny u wszystkich
organizmow; niewielkie
odstepstwa wystepuja w
mitochondriach, bakteriach,
Archaea i grzybach.

@»nclornclox»onc|ar»oclge

Kodony sa rozpoznawane przez antykodony: trojki nukleotydow w tRNA sa
komplementarne do kodonéw w mRNA.

Prof. dr hab. Roman Zieliski 18
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3. Translacja: kod genetyczny

Kodony w mRNA s3a rozpoznawane przez antykodon w tRNA
poniewaz tworzy sie miedzy nimi wigzanie wodorowe.

Dla leucyny, no AR
antykodonowi AAU A;::Iigo"“euc'”a
moze odpowiadac¢
kodon UUA lub UUG.
Trzecia zasada od
konca 5’ kodonu to A
lub G. G nie jest
komplementarne do U.

wobble position

Anticodon

Tolerancja w 3-ciej
pozycji kodonu
powoduje, ze dany
aminokwas moze by¢
kodowany przez co
najmniej 2 kodony.

Kodony zawsze podajemy od konca 5.

Pomiedzy trzecia zasada od konca 5’ kodonu i 3’ antykodonu nie zawsze
wystepuje komplementarnosé. Jest to zasada tolerancji Crick’a, ktora
odpowiada za degeneracje kodu genetycznego.

3. Translacja: kod genetyczny

W literaturze czasami spotyka sie bledne uzycie pojecia ,kodu
genetycznego”.

kod genetyczny Definicja w SJP
(PWN) jest btedna,

kod genetycany skod zawarty w czasteczkach kwasu gdyz utozsamia kod
deoksyrybonuklein w jadrze komérkowym, ktdry zapewnia genetyczny V4
zachowanie wiasciwosci dziedzicznycha informacija
genetyczna zawartg
w DNA.
9 Medonet.pl, serwis
medonet ekspercki o zdrowiu.
= Artykut btednie
opisuje genom
cztowieka jako kod
. . genetyczny. Kod
opisujacy testy genetyczne. , Twéj Kod genetyczny cztowieka - jego ganatyany
kod genetyczny” jest blednie uzyte, peIoEI8IEERI CEChy cztowieka nie rézni
gdyz kod genetyczny jestidentyczny [ ie od kodu
u wszystkich. Autorom chodzi o # genetycznego np.,
sekwencje DNA czyli informacje . i A L ota, |ipy, zaby,
genetyczna, ktora jest unikalna. glonu, pijawki itd.

Kodem genetycznym informacja zawarta w DNA. Nie
mozna mowic, ze np. ,poznaliSmy kod genetyczny cziowieka”
poniewaz kod ten jest taki sam jak u innych organizmoéw zywych.

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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Transkrypcja i translacja

. Transkrypcja
® Polimerazy RNA
B Mechanizm transkrypcji
= Promotory
® Czynniki transkrypcyjne

. Dojrzewanie RNA
® mRNA u Eukariota
® Wycinanie intronow

. Translacja
® Rybosomy i tRNA
B Mechanizm translacji
B Kod genetyczny

. Struktura bialek

. Proteomika

4. Struktura bialek: aminokwasy

Biatka zbudowane s z aminokwasow: organicznych zwigzkéow
chemicznych zawierajacych grupe aminow3 i karboksylowa.

COOH: kwasowa NH,: zasadowa
grupa karboksylowa grupa aminowa

Wzor chemiczny ; Centralny atom
glicyny: | wegla: Ca (alfa), do
> NH,CH,COOH Iub ktérego przylaczaja
> C,HsNO,
W glicynie R = H,.

Struktura przestrzenna glicyny,
najprostszego aminokwasu

W przyrodzie wystepuje okoto 500 aminokwasow, jednakze tylko
20 z nich buduje biatka organizméw zywych.

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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4. Struktura bialek: aminokwasy

2024-02-05

Aminokwasy roznia sie grupami bocznymi (R), ktére wiagza sie z Ca.

S3a one odpowiedzialne za zréznicowanie bialek.
NH,
OH |
| R COOH co
CH, I i, I
o CH, CH,
H,N —CH—COOH

Seryna:

> grupa wodorotlenowa Kwas asparaginowy (Asp): Asparagina (Asn):

> polarny; > grupa karboksylowa; > grupa amidowa;
> hydrofilowy; > kwasowy, hydrofilowy > polarny;
> w fizjologicznym pH > polarny; > hydrofilowy

I
a a
H,N —CH—COOH H,N —CH—COOH

pozbawiona tadunku. > w fizjologicznym pH ma > w fizjologicznym pH
tadunek ujemny. pozbawiona tadunku.

Grupy boczne, R wplywaja
na wiasciwosci fizyczne
aminokwasow: rozmiary,
tadunek, hydrofobowosc¢.

Kwas asparaginowy (kwas) i asparagina
(amid) to rézne aminokwasy, podobnie jak

4. Struktura bialek: aminokwasy

Struktura pierwszorzedowa biatka (polipeptydu) to sekwencja
aminokwasow (np. Ala-leu-Gly...).

Wiazanie peptydowe
powstaje pomiedzy grupa
COOH jednego aminokwasu
oraz grupa NH, drugiego.

Aminokwasy réznia sie
grupami bocznymi (R), ktére
wiaza sie z centralnym
atomem wegla (Ca). Grupy
boczne odpowiedzialne sa za
zroznicowanie biatek.

N-terminus

amino terminus C-terminus
Peptide bond carboxyl terminus

Aminokwasy polaczone sa wiazaniem peptydowym. Sekwencje biatka
czyta sie od lewej do prawej, czyli od konca N (N-terminus) do konca
C (C-terminus).

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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4. Struktura bialek: aminokwasy

Aminokwasy nie wystepuja z jednakowa czestoscia w biatkach.
Najczesciej wystepuje leucyna a najrzadziej tryptofan.

‘;, Leucyna (9.1%)

Czestosé aminokwaé w biatkach.

Czestos¢ substytucji w kodonach
wzgledem alaniny (100%).

Mutacje w DNA, ktore skutkuja zamiang jednej zasady w kodonie i
nastepnie zamiana aminokwasu to substytucje niesynonimiczne.

4. Struktura bialek: drugorzedowa

Struktura drugorzedowa to przestrzenna organizacja aminokwasow

w biatku, ktére tworza motywy typu a-helis i B-kartek.

a-helisy to 4-10 aminokwasow, B-kartka to 5-10 aminokwasow,
prawoskretnie zwinietych w ktore tworza ,zig-zag”, a nastepnie
formie cylindra/walca. tacza sie w grupy.

a-helisy a-helisy

Syntetaza stilbenowa Vitis Katalaza- peroksydaza
vinifera. Mycobacterium tuberculosis.

Struktury a-helis i B-kartek utatwiaja tworzenie stabilizujacych wiazan
wodorowych.

Prof. dr hab. Roman Zieliski
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4. Struktura biatek: trzeciorzedowa

Struktura trzeciorzedowa dotyczy motywoéw tworzonych przez
elementy drugorzedowe w tréjwymiarowej przestrzeni.

u Struktura Motytw B'Ztak“?t:

- rosty motyw
trzecwrzedow_a sloioﬁy z B)-’kartek.
utrzymywana jest przez
stabe wiazania
kowalencyjne oraz
mostki dwusiarczkowe

S-S. Mt o Motyw B-meandry:
m Kilka a-helis illub B- antyréwnolegh; ztozony z kilku B-kartek.

kartek tworzy segmenty a-helisy.
oddzielone przez petle.

um Petle sa wrazliwe na
trawienie enzymami Motyw B-
proteolitycznymi. beczutka: B-
Motyw a--a: kartki i petle
a-helisa taczy tworza
sie zdwoma
B-kartkami.

Motyw funkcjonalny: zestaw drugorzedowych elementoéow, ktore lacza sie
i zwijaja tworzac fragment domeny o znaczeniu funkcjonalnym.

4. Struktura biatka: czwartorzedowa

Struktura czwartorzedowa to taczenie sie 2 lub wiecej polipeptydow
(domen) w wielofunkcyjne struktury biatkowe.

N-koncowa domena

Podjednostki a
(HBE \ e T (HBA1)

C-koncowa
domena

Monomer katalazy- peroksydazy

Mycobacterium tuberculosis. Domena N- Strukture czwartorzedowa hemoglobiny
korficowa jest miejscem aktywnym enzymu. cztowieka tworza dwa taficuchy a-globin i
Enzym jest aktywny jako dimer (homodimer). dwa tancuchy B-globin. Domenowa
Domenowa struktura enzymu jest efektem struktura jest wynikiem interakcii
duplikacji genu kodujacego katalaze- produktéw dwéch genéw w aktywnej
peroksydaze u bakterii. czgsteczce.

Czwartorzedowe struktury utrzymywane sa przez wiazania wodorowe,
interakcje hydrofobowe (pomiedzy czasteczkami niepolarnymi) oraz
wiazania jonowe.
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4. Struktura biatka: przykiady

W jaju kurzym wystepuje wiele bialek, w tym najwiekszy udzialt ma
owoalbumina w biatku oraz foswityna i lipowitelina w zé6ttku.

Biatka wystepujace w biatku jaja kurzego
(% biatek w biatku):
Skiad jaja kurzego:

u Biatko:
*woda 86%
=biatka 11%
=tluszcz 0.1%
=Mikroelementy 0.9%.
m Z6itko:
woda 52%
=biatka 16%
=tluszcz 27%
*Weglowodany 4%
*Witaminy 0,8%
=Mikroelementy 0.2%

Owomukoidyna (11%)

4. Struktura biatka: zastosowanie

Wiasciwosci fizyko-chemiczne bialek jaja kurzego wykorzystywane
sa w produkcji zywnosci.

%“; Biatka i tluszcze
- oitka tworza
»emulgator” -
system 2-fazowy
ypu koloidu, ktory
< pozwala utworzyc¢
~ gtadka emulsje
“ (majonez).

m Podczas ubijania
L] ; : biatka niszczone

Réznice w zawartosci tluszczu .’ sa mechanicznie

w biatku (0.1%) i 26itku (27%) ( : ANl Wiazanla tworzace

pozwalaja tatwo oddzieli¢ je od strukture drugo- i
siebie. trzeciorzedowa

(CELEWTESE)S

|
L)

Lancuchy czesciowo sie rozplataja a w wolne miejsca wchodza
pecherzyki powietrza. Zdenaturowane biatka lacza sie otaczajac
powietrze. Dodanie NaCl, miedzi lub zakwaszenie stabilizuje
nowe wigzania i umacnia piane.
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Transkrypcja i translacja

1. Transkrypcja
® Polimerazy RNA
B Mechanizm transkrypcji
= Promotory
® Czynniki transkrypcyjne

2. Dojrzewanie RNA
® mRNA u Eukariota
® Wycinanie intronow

3. Translacja
® Rybosomy i tRNA
B Mechanizm translacji
B Kod genetyczny

4. Struktura bialek

5. Proteomika

5. Proteomika

Geny warunkuja budowe i funkcje organizmoéw poprzez biatka, ktore
sa budulcem oraz uczestnicza w wiekszosci procesow zyciowych.

Biatka (gr. proteios: pierwotny)

m1838: G.J. Mulder opisatl biatka,
nazwe nadal J.J. Berzelius.

m Carl von Voit: biatka sa
elementem strukturalnym
organizmu.

u Rola bialek jako enzymow
opisana zostala po 1926 r.

m 1949: F. Sanger podatl sekwencje
aminokwasoéw w insulinie. Tym
samym bylo to pierwsze
zsekwencjonowane biatko.

m 1958: scharakteryzowano

hemogIOblne 1 mlogIOblne' FVNQHLOGSHLVEALYLVOGERGFFYTPKA B chain {30 amino acids

I |
l-l\l()\'LA)\LSL\‘QL]‘_\!(" N

|

Frederick Sanger, nagroda

il Noblaw 1958 r. za

| zsekwencjonowanie

a insuliny bydlece;j.
Struktura przestrzenna
ludzkiej insuliny.

Fragment
A chain (21 amino acids) Sekwencji
otrzymanej przez

Funkcje komoérek, tkanek, organéw wynikaja ze struktury bialtek, ktore

wchodza w ich skiad. Poznanie struktury biatka umozliwia poznanie funkcji. @
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5. Proteomika: techniki badania biatek

Techniki analizy bialek obejmuja: rozdziat biatek, western blotting
(immunoblotting) oraz identyfikacje sekwencji aminokwasow.

Metody rozdziatu biatek:

u SDS-PAGE: elektroforeza z
wykorzystaniem soli sodowej
siarczanu dodecylu oraz zelu
poliakrylamidowego umozliwia
rozdziat bialek na podstawie
dlugosci tancucha
aminokwasowego.

=2D SDS-PAGE: elektroforeza
w dwoch kierunkach.

m Chromatografia: rozpuszczanie
biatlek w roztworze, nastepnie
rozdziat na podiozu statym lub SDS-PAGE

zelowym. Najczesciej wykorzystuje o . ... ek metoda SDS-PAGE (A), SDS-PAGE w dwoch
sie wysokosprawna chromatografi@ ierunkach, barwione tradycyjnie (B) i fluorescencyjnie (C)
kolumnowa (HPLC). oraz wydruk rozdziatu chromatograficznego (D).

Podstawowa metoda rozdziatu biatek jest elektroforeza, ktéra umozliwia
rozdziatl bialek w zaleznosci od ich ruchliwosci w polu elektrycznym.

5. Proteomika: techniki badania biatek

Western blotting (immunoblotting): identyfikacja biatek rozdzielonych
elektroforetyczne przy pomocy przeciwcial.

Western blotting: metodyka +

u Po elektroforezie biatka
przenoszone sa z zelu na
membrane z polifluorku
V\{ltnylld:enlu (PVDF) lub " Bibula
nitroceluliozy. T T T e T filtracyjna

u Elektroblotting (elektrotransfer): | <& Gabka

Membrana

pod wplywem pola elektrycznego
biatka o tadunku ujemnym sa 1

przemieszczane w kierunku * Membrana
Biatko

elektrody dodatniej i membrany. ;

u Traktowanie membrany \ £ Przeciwciato
przeciwcialami specyficznymi dla
danego biatka. Przeciwciala sa % Enzym
zwiazane z enzymem, ktory

katalizuje reakcje barwna. | Substrat [fem—ps

Western blotting jest wykorzystywany do wykrywania zakazenia HIV,
boreliozy, a takze do wykrywania dopingu w sporcie.
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5. Proteomika: techniki badania biatek

Degradacja Edmana i spektrometria masowa umozliwiaja poznanie
sekwencji aminokwasowej biatka.

Degradacja Edmana
~ J ; W —(A - coo-
m Polega na systematycznej 2 @
degradacji bialek poczynajac peptyd
od konca aminowego (N-
terminus). \! —N=C=S Znakowanie PITC

u Pierwszy z aminokwaséw na RIIC

N-koncu reaguje z

izoti jani fenyl fm
::t:.rlg;:.yjamanem ‘enylowym @ @ _@r_c L

m W niskim pH, powstaje Znakowany peptyd
pochodna aminokwasowa:
tiohydantoina fenylowa /AR \ . =
e (@@ +(0-0-0-0-0
pentyfikowana w Peptyd krotszy o jeden

analizatorze opartym o Identyfikacja TS
metody chromatograficzne. w analizatorze

Degradacja Edmana jest pracochionna. Nie nadaje sie do analizy wielu
biatek jednoczesnie. Jest 10-100 razy mniej czuta od spektrometrii.

5. Proteomika: techniki badania biatek

Spektrometria masowa polega na identyfikacji zjonizowanej
czasteczki na podstawie stosunku masy do fadunku elektrycznego.

Spektrometria mas w
proteomice umozliwia:

m ustalenie skiadu m -> T
mieszaniny zlozonej z Bl hovizarmen ey \

na ely

<§9

wielu polipepdydow i/lub pollskaytsendoinym
bialek; E"::\r::; \ o / time Tandemowa

g Chromatografia spektrometria Analiza danych
masowa: polaczenie

u stworzenie katalogu Trawienie 52 analizatordw

trypsynq  Chromatografia
biatek organizmoéow
- - by Identyfikacja biatek za pomoca spektrometrii masowej wymaga uprzedniego elektroforetycznego
led“°k°morkOWyCh! rozdziatu b|alek zawartych w mieszaninie, trawienia polipaptydéw trypsyna, aby uzyska¢ mniejsze

ie biatka sig metodq i poddaje analize ycznej.

um stworzenie katalogu
biatlek organizmow
wielokomérkowych, w
tym myszy i czlowieka.

Kluczowym etapem spektrometrii masowej
jest identyfikacja bialek przez ich poréwnanie
z teoretycznymi profilami spektralnymi
fragmentow otrzymanych z baz danych.

W spektrometrii masowej biatka przenosi sie do fazy gazowej, ktora
pozwala na ich jonizacje.
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5. Proteomika: techniki badania biatek

Struktura przestrzenna bialek moze by¢ okreslona eksperymentalnie
lub w wyniku modelowania komputerowego.

Techniki eksperymentalne

Dopasowanie do wzoru dyfrakeyjne go

m Rentgenografia strukturalna:

& " Informacfels g Ustalenie ~(

=krysztaly biatlek bombardowane S oD AL svokows
sa promieniami X; 4 T S
- = /d

=obraz utrwalany jest na kliszy e . .. OO NG wm(;’:
lub elektronicznie.

m NMR: spektroskopia
magnetycznego rezonansu
jadrowego:

=probke umieszcza sie w polu i
magnetycznym,

=fale radiowe wzbudzaja probke,

=sygnat odbierany jest przez S ——

czuly odbiornik radiowy. Schemat NMR.

Obraz biatka otrzymany w rentgenografii strukturalnej jest statyczny,
natomiast obraz w NMR jest dynamiczny.

5. Proteomika: proteom cziowieka

Na podstawie sekwencjonowania genomu ustalono, ze potencjalna
liczba biatek u cztowieka wynosi 19 670 zakiadajac 1 gen = 1 biatko.

Niéspecy‘ficzne
© Niewykryte

- " ¥ 19 = Specyficzne tkankowo
Projekt poznania ludzkiego s Specyficzne dla grupy thanck
proteomu (HPP)

u Jest to projekt prowadzony [
przez kilkanascie zespotow. [ 48%

m Celem projektu jest
eksperymentalna identyfikacja
wszystkich biatek ludzkich,
ktorych istnienie przewiduje sie
na podstawie sekwencji DNA i
modelowania. W proteomie czlowieka najwiecej jest
m Istnienie okolo 10,5 tys. biatek specyficznych tkankowo, 48%
potwierdzono (9432) oraz niespecyficznych 43%
eksperymentalnie, ale tylko (8385). Biatka specyficzne dla grupy
1278 biatek (6%) tkanek stanowia zaledwie 8% (1637),
scharakteryzowano ilosciowo i  hatomiast 1% (216) przewidywanych
jakosciowo. biatek nie wykryto.

Biatka potencjalne to takie, ktorych struktura i funkcja zostata okreslona
jedynie poprzez modelowanie na podstawie sekwencji genu.
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5. Proteomika: proteom cziowieka

Wiele biatek jest specyficzna tkankowo. Najwiecej ich jest w jadrach
meskich oraz w moézgu.

Liczba fragmienté w pe ptydowych na 1000 bp.

»>999 gendéw koduje 1 100 10,000
biatka specyficzne dla
jader meskich, biatka te T
majg liczne izoformy. 3 Plua

1.Méag | .

> 318 genoéw koduje : 4. Krew i system immunologiczny | -« i:..
biatka podlegajace 5ok
specyficznej ekspresji w
moézgu.

» Geny podlegajace
specyficznej ekspresji w
watrobie kodujg biatka 9.Uktad poarmowy
plazmatyczne, zéiciowe, K ik raopesacaise 10.Trustka
zwiqzane z [ bistia btonowe 11. Nerla
detoksykacjq i I bista wydzietane przez o 12.5jnikd
gromadzeniem B btonowe tzotorm 13.Thanka nablonkows
glikogenu. Biatka identyfikowane w proteomie czitowieka.

6.J3dramgskie

7.Tlanka tiwzczowa

8.Serce i migsnie szlkieletowe

W meskich jadrach wiekszosc¢ bialek specyficznych tkankowo jest
rozpuszczalna w wodzie (biatka cytoplazmatyczne i nukleoplazmatyczne),
podczas gdy biatka specyficzne dla mézgu sa glownie biatkami blonowymi. @

5. Proteomika: proteom cziowieka, izoformy

Dane biatko moze wystepowac¢ w réznych formach (izoenzymy,
izoformy), co znacznie zwieksza zréznicowanie proteomu.

m I1zoformy to biatka, ktére pelnia Biatka
A A o wydzielane
taka sama funkcje biologiczna na
ale réznia sie spektrum
aktywnosci, lokalizacja
komorkowa, wlasciwosciami
regulacyjnymi. Biatka
18 wewnatrzkomérkowe
u Izoformy sa produktami jednego 12631

genu lub wielu genéw, ktoére
pochodza od wspélnego przodka.

u 1zoformy bedace produktami
jednego genu wynikaja z
alternatywnego splicingu lub
obrobki potranslacyjnej.

m Izoenzymy to izoformy biatek Diagram Venna pokazujacy naktadanie
enzymatycznych. sie funkcji niektérych biatek (na zotto).

Wiekszos¢ proteomu stanowia biatka wewnatrzkomoérkowe, mniej
jest biatek blonowych, a najmniej bialek sekrecyjnych. Czesc¢ biatek
pelni wiele funkciji.
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5. Proteomika: proteom cziowieka, izoformy

LYNX1 to biatko kodowane przez gen na chromosomie 8, nalezy do
rodziny Ly-6, wzmacnia funkcje receptorow acetylocholinowych.

Biatko LYNX1

2 W moézgu i w sercu aktywne sa
izoformy blonowe.

u W mozgu biatko LYNX1 moduluje
receptory neuroprzekaznikow: LYo

*u dorostych redukuje
plastycznos¢ kory wzrokowej; mézg

=inhibicja genu LYNX7 u myszy serce &ﬁﬂﬁ S

prowadzi do wiekszej J l
plastycznosci i szybszego przetyk |
wychodzenia z ambyopii - .I

»leniwego oka”. nabtonek | et

u W przelyku i nablonku aktywne sa

formy sekrecyjne biatka LYNX1: W wyniku réznego splicingu genu LYNX7 powstaja

transkrypty dajace poczatek biatkom btonowym
*w nablonku uczestniczy w (czerwone) oraz sekrecyjnym (niebieskie). Wykresy
patogenezie luszczycy. pokazujg aktywnos$é izoform w réznych organach.
Izoformy biatka LYNX1 zawieraja konserwatywna domene zlozona z 8-10
cystein, ktore tworza charakterystyczna strukture przestrzenna.
Uhlen et al., 2015.

5. Proteomika: proteom cziowieka, izoformy

Biatka wystepuja w komérkach w milionach kopii, na ktére skiadaja
sie rozne izoformy danego biatka.

Liczba kopii bialek
m Srednio 108 réznych kopii
biatek jest w 1 pl krwi.
m Srednio 105 réznych kopii
bialek jest w
watrobie/hepatocytach.

Number of proteins

m Biatka w krwi ludzkiej

wystepuja w wiekszej '
liczbie kopii niz biatka w =3 5 J

watrobie. g ) l
m 107 kopii réznych IgG jest } = e b
w ciele cziowieka. a2 Log ¢

4 5 7 8 9 Il'.ll‘-lly‘l\‘
oll)
) SARY ! Liczba réznych kopii biatek we krwi
Polimeraza RNA (A) oraz dehydrogenaza  (czerwone), watrobie (niebieskie) i
pirogronianowa (B) - biatka, ktére hepatocytach (zielone). Liczba kopii
wystepuja we wszystkich komérkach. pokazana jako logarytm dziesietny.
Czesc¢ bialek jest kodowana przez geny, ktorych ekspresja zachodzi w
kazdej komodrce. Sa one niezbedne do utrzymania podstawowych funkcji
komorek (ang. housekeeping).
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5. Proteomika: proteom cziowieka

IncRNA: transkrypty RNA, diugosci >200 nukleotydow, ktore nie
podlegaja translacji. Stanowia nawet 80% transkryptow.

m IncRNA ma cechy funkcjonalnych
transkryptow ale rzadko potwierdza
sie ich biologiczna funkcje.

u Moze przylaczac sie do rybosomow,
ktore uczestnicza w translacji.

m IncRNA moga wskazywac na szybka,
specyficzna gatunkowo selekcje.

Linie komarkowe Tkanki ludzkie
PDIA3P1 - + 6,2 kDa

| | | | | | [ - ]
500 1000 1500 2000 2500 3000 LINC00493 | 109kDa

Liczba IncRNA, ktére podlegaja translacji w liniach MKKS-AST3 r’m 7.3 kDa
komérkowych in vitro. - —— S
GUCD1-AST9 k - | 7.4 kDa

u IHCRN_A WYStepuje u WSZ’yStkICh Western blotting potwierdza obecnosé peptydow|
Eukariota, w tym u ssakow. pochodzacych z translacji IncRNA i zidentyfikowanych
za pomoca spektrometrii masowej.
Wiele IncRNA moze podlegac translacji dajac funkcjonalne
nieznane do tej pory biatka. U cztowieka odpowiadaja one

e S biatkom, ktore pojawily sie podczas ewolucji naczelnych.

5. Proteomika: podsumowanie

Proteomika to analiza catego zestawu biatek komoérki, tkanki, organu
lub organizmu, w tym interakcji, modyfikacji, struktury i funkciji.

Profile ekspresiji:
np. mechanizmy

= powstawania chorob
Eksploracja danych: \

np. identyfikacja ligandow,
walidacja, projektowanie
lekow

Modyfikacje
potranslacyjne:

np. glikozylacja,
fosforylacja, proteoliza

Funkcja biatek: i J} Q\

np. rodziny biatek

Interakcje miedzy
Struktura bialek: biatkami:
Np.. lokalizacja, np. koprecypitacja
kompleksy biatkowe

Celem proteomiki jest charakterystyka biologiczna biatek komorki jako
calosci a nie jako pojedynczej czasteczki.
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Zagadnienia 1-2

1. Transkrypcja

» Podaj definicje transkrypcji.
Na ilu niciach jednoczesnie odbywa sie transkrypcja danego
fragmentu DNA?
Jaki zwigzek powstaje podczas transkrypc;ji?
Czy kierunek transkrypcji jest taki sam jak replikacji? Uzasadnij
odpowiedz.
W stosunku do ktérej nici DNA (sensowna, antysensowna) jest
identyczny mRNA?
ATGCTTTGGGCCAAA jest fragmentem genu zdeponowanym w
banku genéw (np. NCBI). Podaj sekwencje mRNA dla tego
fragmentu?

2. Transkrypcja: polimerazy RNA

» Jakie startery sg niezbedne do inicjacji syntezy RNA?

» Czym rézni sie polimeraza DNA od polimerazy RNA pod wzgledem
inicjacji syntezy kwasu nukleinowego?
Do syntezy, ktérego kwasu nukleinowego niezbedne s3a startery
RNA: DNA czy RNA? Uzasadnij odpowiedz.
lle polimeraz wystepuje u Prokariota a ile u Eukariota?
Podaj funkcje polimeraz I, Il i lll Eukariota.

Zagadnienia 3-4

3. Transkrypcja: polimerazy RNA
» Jak rozrézniamy polimerazy Eukariota?
Co to jest a-amanityna i gdzie ona wystepuje?
Dlaczego zjedzenie muchomora sromotnikowego czesto prowadzi
do smierci?
Inhibitorem jakiego enzymu jest a-amanityna ?
Z jakich jednostek sktada sie bakteryjna polimeraza RNA?
Ktora z jednostek bakteryjnej polimerazy RNA rozpoznaje miejsce
inicjacji transkrypciji.
Czy polimerazy Eukariota i Prokariota sa podobne? Uzasadnij
odpowiedz.
Ktore podjednostki polimerazy RNA Prokariota sa homologiczne do
polimeraz Eukariota?
Z ilu podjednostek sktadaja sie eukariotyczne polimerazy RNA?

lle podjednostek jest wspolnych dla wszystkich polimeraz RNA
Eukariota?

Ktoére podjednostki decyduja o specyfice polimeraz RNA Eukariota?

4. Transkrypcja: inicjacja
» Jakie procesy rozpoczynaja transkrypcje?

Kiedy rozpoczyna si¢ elongacja w procesie transkrypc;ji?

Czy polimerazy RNA wszystkich organizméw moga samodzielnie

inicjowac transkrypcje? Prosze uzasadni¢ odpowiedz.

Na czym polega réznica pomigdzy bakteriami, Archaea i Eukariota

pod wzgledem inicjacji transkrypcji przez polimerazy RNA?
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Zagadnienia: 5

5. Transkrypcja: czynniki transkrypcyjne

>

>
>
>

Prosze podac¢ definicje czynnika transkrypcyjnego.

Na czym polega rola czynnika transkrypcyjnego?

Jakie typy czynnikéw transkrypcyjnych wyrézniamy?

Na czym polega réznica miedzy czynnikami transkrypcyjnymi
globalnymi i wiodacymi?

Na ktorych chromosomach cztowieka zlokalizowane sg geny
kodujace czynniki transkrypcyjne?

W jakim stadium rozwojowym cztowieka jest aktywnych najwiecej
czynnikéw transkrypcyjnych?

W ktérych tkankach cztowieka podlegaja ekspresji czynniki
transkrypcyjne?

Z jakim procesem genetycznym zwigzane jest udomowienie
kukurydzy? Prosze wyjasni¢ odpowiedz.

Co moze by¢ przyczyna zmiennosci cech ilosciowych u roslin?
Jakie efekty dla populacji ludzkich miata mutacja w genie tb7 u
teosinte?

Co taczy kukurydze z teosinte?

Zagadnienia 6-7

6. Transkrypcja: promotor

Podaj definicje promotora.

O czym swiadczy obecnos¢ sekwencji TTGACA w pozycji -35 oraz
TATA w pozycji -10 u Prokariota?

lle sekwencji konserwatywnych najczesciej wystepuje w typowym
promotorze polimerazy Il Eukariota?

Czy sekwencja TATA wystepuje u Eukariota? Prosze uzasadni¢
odpowiedz.

» Prosze poréwnac¢ promotor Prokariota i Eukariota?
7. Transkrypcja: mRNA u Eukariota

Czy produkty transkrypciji u Prokariota i Eukariota s3 takie same?
Prosze uzasadni¢ odpowiedz.

Na czym polega dojrzewanie mRNA i gdzie wystepuje?

Prosze wyjasni¢ dlaczego produkt transkrypcji Eukariota musi
podlegaé¢ procesowi dojrzewania?

Co oznacza hnRNA, pre-MRNA, CAP, polyA?

Gdzie zachodzi dojrzewanie mRNA.

Ktory z produktow transkrypciji jest transportowany do cytoplazmy,
hnRNA, pre-RNA, mRNA?

Prof. dr hab. Roman Zieliski

2024-02-05

33



Biologia molekularna. Materiaty dla
studentéw kierunku lekarskiego.

Zagadnienia 8-9

8. Transkrypcja: mRNA u Eukariota, introny

»

»

Gdzie odbywa sie wycinanie intronow?

Co to jest spliceosom?

Co oznacza skrét snRNP?

Jakie rybonukleoproteiny wchodza w sktad spliceosomu?
Jaki proces rozpoczyna wycinanie intronow?

Jaka funkcje petnia rybonukleoproteiny U1 i U2?

Co jest efektem dziatania spliceosomu?

9. Translacja: rybosomy i tRNA

»

>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>

Na czym polega translacja?

Gdzie zachodzi translacja?

Jaka funkcje petnia rybosomy?

Jak zbudowane sa rybosomy Prokariota i Eukariota?

Jaki rodzaj RNA wchodzi w sktad rybosomu?

Dlaczego rybosom mozemy nazwaé¢ rybozymem?

Co jest centrum katalitycznym rybosomu?

Co oznaczajg miejsca E, P, A w strukturze rybosomu?

Prosze podac¢ definicje tRNA?

Jaka funkcje petni tRNA?

Gdzie przytagczany jest aminokwas w czasteczce tRNA?

Jaka sekwencja jest krytyczna dla procesu translacji? Dlaczego?
Co oznacza pojecie aminoacyl tRNA?

Co to jest kodon i antykodon, w jakiej czasteczce wystepuja?

Zagadnienia 10

10. Translacja: kod genetyczny

>

YVVY VVVY VY VYVY

YV VYV V VYV

Prosze poda¢ definicje kodu genetycznego?

Jak obliczy¢ liczbe wszystkich mozliwych kodonéw?

lle wynosi maksymalna liczba kodonow?

lle kodonéw koduje aminokwasy?

Co to sa kodony STOP?

Co wynika z faktu, ze istniejg 64 kodony i tylko 20 aminokwaséw?
Na czym polega degeneracja kodu genetycznego?

Prosze wymieni¢ cechy kodu genetycznego?

Na czym polega uniwersalnos¢ kodu genetycznego?

W jaki spos6b rozpoznawany jest kodon przez antykodon?

Czy wszystkie zasady kodonu sg zawsze komplementarne do zasad
antykodonu?

Na czym polega zasada toleranc;ji Crick’a?

Dlaczego leucyna moze by¢ kodowana zaréwno przez UUA jak i UUG?
Z czego wynika degeneracja kodu genetycznego?

Czy kod genetyczny cztowieka i kota jest taki sam?

Czy kod genetyczny cztowieka, jaszczurki, debu jest taki sam?

Czy zdanie: ,,poznatem swoj kod genetyczny” jest prawidlowe? Prosze
uzasadni¢ odpowiedz?

Prosze ustosunkowac sie do stwierdzenia ,, kod genetyczny cztowieka
— jego zadania i cechy”.

Czy informacja genetyczna zawarta w DNA jest kodem genetycznym?
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Zagadnienia 11

11. Translacja: struktura bialek
» Co to jest struktura pierwszorzedowa biatka?

Jezeli zapiszemy: AlaGlyPhelsoLeu..., gdzie skroty oznaczaja
aminokwasy, to ktérego rzedu strukture opisujemy?

Jak powstaje wigzanie peptydowe?

Czym réznia sie poszczegé6lne aminokwasy?
Co oznacza N-koniec i C-koniec biatka?

Jezeli zbadamy sktad 100 réznych biatek to jakiego rozktadu czestosci
aminokwasow mozemy si¢ spodziewac (czy wszystkie aminokwasy
wystapia z jednakowa czestoscia)?

Na czym polega substytucja niesynonimiczna?

W kodonie CUU zamieniona zostata Il zasada i otrzymano kodon
CCU. W efekcie leucyna zostata zastapiona proling? Z jakim typem
mutacji mamy do czynienia?

Czym charakteryzuje sie struktura drugorzedowa biatka?

Prosze scharakteryzowac struktury a-helisy i B-kartki.

Co to jest struktura trzeciorzedowa biatka?

Co to jest struktura czwartorzedowa biatka?

Jezeli biatko sktada sie z kilku domen, ktére dodatkowo petnig rézne
funkcje to jaki typ struktury reprezentuje?

Gdzie jest wigksza zawartos¢ procentowa biatek: w biatku czy z6ttku
jaja kurzego?

Z przeksztalceniem jakiego typu struktur biatkowych wiaze sie
ubijanie piany z biatka jaja kurzego?
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