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Cwiczenie C07

Ekspresja informacji genetycznej

Transkrypcja

Translacja i kod genetyczny

1. Transkrypcja

=

Struktura biatek

Kornelia Polok

Ekspresja genéw: wykorzystywanie informacji genetycznej do syntezy funkcjonalnego produktu
(biatko, RNA), ktory ostatecznie wptywa na fenotyp. Proces ekspresji genéw jest opisany przez
Centralny Dogmat Biologii Molekularnej (Crick 1958, 1970), potwierdzony takze odkryciem
odwrotnej transkryptazy i replikacji RNA. Typowy przeptyw informacji genetycznej obejmuje
transkypcje i translacje.

1.1. Transkrypcja DNA

Transkrypcja to przepisanie
DNA na RNA.
Przeprowadzana jest ona
przy pomocy enzymu:
polimerazy RNA DNA-
zaleznej. Synteza RNA
zachodzi w kierunku 5’ do ¥’
na matrycy o orientacji
przeciwnej. Rozpoczyna sie
atakiem nukleofilicznym
konca 3’'0OH na atom fosforu
znajdujacy sie w reszcie
trojfosforanowej w pozycji 5’
rybozy.

n(RTP) — (RMP), +n(PP)

} Lys518

Rys. 1.1a. Uwalnianie dwdch reszt fosforanowych podczas syntezy RNA.
Aminokwasy polimerazy RNA |l zabarwione na zielono utatwiajg
uwolnienie reszt fosforanowych.
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Transkrypcja jest inicjowana rozpoznaniem

specyficznego miejsca —  promotora.
Promotory réznig sie u Prokariota i
Eukariota. Najczesciej rozpoznawang

sekwencjg jest TATA. U Prokariota
wystepuje jedna polimeraza RNA, u
Eukariota wystepujg trzy polimerazy RNA,
przy czym polimeraza RNA Il syntetyzuje
mRNA. Polimerazy RNA Y]
wielodomenowymi  biatkami.  Wszystkie
polimerazy RNA Il zawierajg stata triade
obejmujaca asparagine w pozycjach 481,
483, 485. Polimerazy Eukariotyczne i
bakteryjne sg ortologami.

U Prokariota polimeraza RNA moze
samodzielnie rozpoczynac¢ transkrypcje, u
Eukariota i Archaea niezbedne s3 czynniki
transkrypcyjne.  Polimerazy = RNA, w
przeciwienstwie do polimeraz DNA, nie
wymagaja startera do rozpoczecia syntezy
RNA.

Transkrypcja obejmuje inicjacje, elongacje i
terminacje. Najdtuzszy jest etap elongacji.
RNA t3czy sie z matrycowym DNA na
obszarze 8-9 bp tworzac hybryde DNA-RNA,
ktéra odpowiada za stabilnos¢ kompleksu.
Dtugosc hybrydy DNA-RNA jest
utrzymywana na statym poziomie przez caty
okres trwania elongacji. Odczytanie matrycy
przez pojawiajace sie NTP wymaga
zerwania wigzan wodorowych miedzy
tancuchami DNA i utworzenia hybrydy DNA-
RNA. Lokalnie zerwane wigzania wodorowe
miedzy tancuchami DNA tworza segment
okreslany jako ,babel transkrypcyjny”.

U Prokariota geny s3 ciagte, dlatego
otrzymany transkrypt od razu moze stuzyc
jako matryca do translacji. U Eukariota

Rys. 1.1b. Polimeraza RNA u Prokariota (A), polimeraza RNA [l u  Pierwotny transkrypt zawiera introny, ktore
Eukariota (B) oraz polimeraza RNA u Archaea (C). sg wycinane w procesie splicingu. Gotowy
mRNA jest transportowany do cytoplazmy

gdzie odbywa sie translacja.
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1.1.1. Przebieg transkrypcji.

Prosze obejrze¢ animacje transkrypcji: https://www.youtube.com/watch?v=WsofH466lgk. Na
~ podstawie przedstawionej animacji prosze odpowiedziec¢ na pytania.

A. Wymien wszystkie czynniki zaangazowane w proces transkrypcji.

B. Gdzie zlokalizowana jest sekwencja TATA?

C. Ktory element taczy sie z sekwencjg TATA? | jaka petni funkcje?

D. Skad pochodzi energia niezbedna do transkrypcji?

E. Prosze podac grupy organizmow, u ktorych transkrypcja przebiega zgodnie ze schematem
przedstawionym na filmie. Prosze uzasadnic.

1.1.2. Otwarta ramka odczytu.

- ORF (ang. Open Reading Frame): segment DNA kodujacy polipeptyd. Na poziomie mRNA, ORF
rozpoczyna sie kodonem start, najczesciej AUG, a konnczy kodonem STOP.

ORF  identyfikuje
si¢ na podstawie 1. 3 CCAUGGCACUCCGCUACC 5

sekwencjonowania

genomow, gdy nie 2. 3' CCAUG GCA CUC CGC UAC CCGC 5'
53 znane biatka 3. 3' CCAUGG CAC UCC GCU ACC Cc 5'

kodowane  przez I

dany  fragment SNGGT ACC GTG AGG CGA TGG GGC K}

DNA. Wowczas
CCATGG CACTCC GCTACC CCG L}

sekwencje mRNA i 3

nastepnie  biatek : s
orzewiduje sie ra | 4 5 ACC GUG AGG CGA UGG GGC 3
podstawie 5. § A CCG UGA GGC GAU GGG GC 3’
sekwencji ~ DNA. . \
cazdy region DA | O 5 UAC CGU GAG GCG AUG GGG C 3

moze byC matryca Rys. 1.1.1. Mozliwe ORF dla danego odcinka DNA.
dla 6 typow mRNA

réznigcych sie poczatkiem odczytu. Sekwencje DNA w bazach danych podawane sg dla orientacji

VNJdW VYN VNyW

5'—3’. Aby podac wszystkie ramki odczytu nalezy ,dopisac” drugg nic.

Dana jest sekwencja DNA: TGG TTA CAA ATT GAG zdeponowana w NCBI. Prosze podac wszystkie
. . . ..
= mozliwe ORF dla tej sekwencji/
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1.1.3. Wykorzystanie programu ORFfinder

- Odczytujac ORF wyznaczone przy pomocy programu istotna jest prawidtowa interpretacja nici
sensownej i antysensownej oraz odpowiadajacych im ramek odczytu. Poniewaz kodony s3
trojnukleotydowe, kazda ni¢ DNA moze dac trzy potencjalne ramki odczytu (ORF) w zaleznosci od
miejsca, w ktérym rozpoczynany jest odczyt. Przyktadowo, jezeli sekwencja zdeponowana w NCBI
zaczyna sie od ATG (AUG) odczyt moze rozpoczynac sie od A, od T lub od G. Odpowiednie ramki
numeruje sie jako +1, +2, +3 jezeli odczyt dotyczy nici sensownej, oraz -1, -2 i -3 jezeli odczyt
dotyczy nici komplementarnej do nici zdeponowanej w NCBI (antysensownej).

A. Sekwencja zdeponowana w NCBI jest sekwencjg kodujgca (sensowng)

— Zdeponowana sekwencja -
5' ICRCNCRCRTCRENANAN 3' < \dujxca, sensowna
<
Z :
@) . Sekwencja komplementarna -
AN RN NN VN W-WEMN5 4+ matryca dia syntezy mRNA
> Kierunek odczytu
[ @ S(AUGAICIGICIUICU A A3 |
| | | | | o
START STOP B Trzy ORF, kire majg takg samag
S sekwencje jak zdeponowana
< g w NCBI. Tylko jedna ramka
7| @ 5ANICIAICIGICIUICIUNANAI> | § ma kodon START i STOP
[S g' i dlatego tylko ona moze
L ! L ! ! Q@ by¢ uznana za ramke dajacg
T polipeptyd.
)
3
® 5 EUGACICICINCIAR > |
= | ] | ] | ]

B. Sekwencja zdeponowana jest nicig antysensowng (niekodujaca)

<JUACUGCGAGAUUEKS
(%]
g L 1 1 1 ]
Trzy ORF majg sekwencje identyczng ®©
jak ni¢ komplementarna do nici L
zdeponowanej. Zadna ramka nie daje 2 3.m 5' @
sensownego polipeptydu. o 3
3 | | | ! | 2
e >
=
)
S
<JUACUGCGAGAUUEG"
L [ 1 1 I | o
Kierunek odczytu o _
Sekwencja zdeponowana- &' [ ERA |
matryca dla mRNA, ni¢ antysensowna g
>
Sekwencja komplementarna —> I TACTGCGAGATTEH .

kodujgca, sensowna

Rys. 1.1.3a. Konwencja przyjeta dla odczytu i numerowania ORF w analizach bioinformatycznych i
bazach danych.

Kornelia Polok, polokkornelia@gmail.com 4218



CO7. Biologia i Genetyka Kosmetologia 07.12.2023.

W praktyce ORF odczytuje sie za pomocg programow dostepnych on line, np. ORFfinder na
stronach NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Program pozwala przewidywac ramki
odczytu dla sekwencji di 50 kbp.

Open Reading Frame Finder

ORF finder searches for open reading frames (ORFs) in the DNA sequence you enter. The program returns the range of
each ORF, along with its protein translation. Use ORF finder to search newly sequenced DNA for potential protein encoding
segments, verify predicted protein using newly developed SMART BLAST or regular BLASTP.

o
This web version of the ORF finder is limited to the subrange of the query sequence up to 50 kb long. Stand-alone version, O R F f 1 N d e r
which doesn't have query sequence length limitation, is available for Linux x64.

Examples (click to set values, then click Submit button)
« NC_011604 Salmonella enterica plasmid pWES-1; genetic code: 11; 'ATG' and alternative initiation codons; minimal

ORF length: 300 nt
« NM_000059; genetic code: 1; start codon: 'ATG only'; minimal ORF length: 150 nt

— Enter Query Sequence
Miejsce wstawienia sekwencji lub
& Enter i gi, ornt q in FASTA format: o
/numeru akcesyjnego.
4
Y From: Cl|To: $

Rys. 1.1.3b. Zrzut ekranu dla strony startowej ORFfinder.
Wsrdd parametréw mozna wybrac:

@ minimalng dtugo$¢ ORF (zaleca sie min, 100 bp.)

@ kod genetyczny, jest on identyczny u wiekszosci organizméw, czasami wystepuja
niewielkie odstepstwa dotyczace czestosci wykorzystania okreslonych kodonow.

@ Kodon START. Na ogo6t kodonem START jest AUG (ATG dla DNA), ktéry odpowiada
metioninie u Eukariota.

Numerem akcesyjnym X60703.1 oznaczono sekwencje genu peroksydazy aktywnej w tarczycy
muszy (Mus musculus). Prosze dla tej sekwencji wyznaczy¢ wszystkie mozliwe ORF przy zatozeniu,
ze najkrétszy ORF wynosi 150 bp.

Numerem akcesyjnym X60703.1 oznaczono sekwencje genu peroksydazy aktywnej w tarczycy
~ muszy (Mus musculus). Prosze dla tej sekwencji wyznaczy¢ wszystkie mozliwe ORF przy zatozeniu,
ze najkrotszy ORF wynosi 150 bp.

A. Ile mozliwych ORF wyznaczyt program, ile wyznaczyt dla nici sensownej, a ile dla nici
antysensownej?

B. Ktory ORF jest najprawdopodobniej wtasciwym polipeptydem? Ktorej nici dotyczy ten
ORF?

C. Prosze podac pozycje kodonu START i STOP dla sekwencji z punktu B oraz dtugos¢ biatka
otrzymanego na bazie tej sekwencji.
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1.2. Odwrotna transkrypcja

» Odwrotna transkrypcja to przepisanie RNA na DNA za pomoca enzymu zwanego odwrotng
transkryptaza. Enzym katalizujgcy reakcje odwrotnej transkrypcji wykryto w 1970 r. w wirionach
retrowirusa wywotujgcego miesaka Roussa, a takze w wirusach mysiej biataczki. Odwrotna
transkrypcja jest uwazana za istotny proces biologiczny o znaczeniu ewolucyjnym. Odwrotna
transkrypcja wystepuje u retrowiruséw, ale takze u organizméw eukariotycznych umozliwiajac

przemieszczanie sie endogennych elementéow ruchomych,

retrotranspozondéw. W efekcie

retrotranspozycji moga powstawac retrogeny. Rekcja odwrotnej transkrypcji wykorzystywana jest

takze w biologii molekularnej do analizy ekspresji genow na poziomie RNA.

Odwrotna transkrypcja zachodzi w dwoch etapach: synteza

pierwszej nici na matrycy RNA (DNA-RNA) oraz synteza drugiej nici.

W wyniku odwrotne)
transkrypcji powstaje
dwuniciowy cDNA.
Zawiera on jedna nic
komplementarna do
wyjsciowego RNA, a
druga identyczna z
wyjsciowym RNA.
Odwrotna transkrypcja
moze zachodzic w
cytoplazmie.

RT-PCR: w reakcji
wykorzystuje si¢ mRNA
oraz starter DNA, oligo
dT, czasami startery
specyficzne. Do syntezy
Il nici wykorzystuje si¢
polimeraze DNA, np.
Taq lub Klenow.

4 RNA K
Odwrotna transkryptaza, 5

funkcja po!' . o tRNA petni funkcje startera.
syntezal nici

3 RNA &
_____cDNA | 5

Odwrotna transkryptaza, Pierwsza ni¢ DNA
funkcja RNazyH ]
Wyciecie

' ' f t'
2 RNA I RNA [l RNA K L
~ cDNA |

5" luki. Pozostate
Odwrotna transkryptaza, J}

Hybryda
DNA-RNA

odcinki RNA
: ! petnia funkcje
funkcja polimerazy,
synteza ll nici

starterow.
5' L LY 3’ Dwuniciowe
cDNA

_____cDNA _ [tRNAIZ 3

Rys. 1.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji.

1.2.1. Ponizej podano sekwencje nukleotydowa zdeponowang w NCBI, w ktérej na czerwono
~ zaznaczono introny. Prosze podac sekwencje fragmentu, ktory powstanie w wyniku odwrotnej
transkrypcji podanego fragmentu. Jaki rodzaj kwasu nukleinowego reprezentuje sekwencja

powstata w wyniku odwrotnej transkrypcji?

5'CACAGAGAACACACCCAGCGGTGCACATCCTGCTTCTTCCGCTGCTGAGAAAAGGAAAACGTTCAGC
TCTAGAATGAGAACACTTGGAGCTATGGCAATAATGCTGGTGGTTATGGGAACTGTAATTTT
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2.Translacja i kod genetyczny

2.1. Translacja

- W procesie zwanym translacjg informacja zawarta w mRNA zostaje przepisana na sekwencje
aminokwasow w biatkach. Translacja obejmuje inicjacje, elongacje i terminacje. Kluczowym
procesem dla efektywnosci translacji jest inicjacja. Inhibitoty elongacji wptywaja na translacje
tylko w niewielkim stopniu.

W bazach danych biatka zawsze s podawane of korica N do konca C.

DNA

mRNA

Protein

Fragment sekwencji nukleotydowej w banku genéw
(NCBI). Domyslnie jest to sekwencja napisana
od 5' do 3'. Kazda linia zawiera 60 nukleotydow,
po szesc¢ dziesigtek w linii.

Podwejna spirala, O INIEINICHGICEINCEINCERY 3' -~

komplementarne,

anty-rownolegte

W RNA, tymina
(T) jest zastgpiona

\

SIACUACGCUCUCAY

Transkrypcja:
kopiowanie informacji
genetycznej z DNA na RNA

Ni¢ kodujgca, sensowna:

ni¢ ma takg samg sekwencje
jak mMRNA

Ni¢ niekodujgca,

KITGATGCGAGA G TERamE Nt s

ni¢ jest wykorzystywana jako
matryca do syntezy mRNA

uracylem (U)

Kodony:
«— tréjki nukleotydow
odpowiadajgce danemu

aminokwasowi

Translacja:

synteza biatek

na matrycy mRNA
N-koniec jest
pocsaikiem,  HN[TRE__Thr _ Leu _ SeF <|COOH
C-koniec jest :
koricem biatka Aminokwasy

1 actacgctct catcccaaac cci 1 =mdfklfslt ;lfst::.ltpa -

61 tctcttctcc acaatcctta co T ?vefcptthr :.n:l’t:.f.tqn n
121 ggtgctcttc gaaatcaaga ca 121 limlriswng lagsvpdfis q
1Bl cgacgccgac tgcotgtaccg ac 101 ggipssfgkf vgtvpalfls h
241 caactccctc accatcttca co i tgivdls=rnm le.fﬂlSk’-"'f =
301 agacttgccg tacctagaaa cc 301 kipvggklgs ldttasyfhnr c

T

Fragment sekwencji aminokwasowej w formacie GenBank
(NCBI). Domyslnie sekwencja jest zapisana od N-konca
do C-konca. Kazda linia zawiera 60 nukleotydow,
po szesc¢ dziesigtek w linii.

Rys. 2.1 Transkrypcja i translacja oraz sposéb odczytu sekwencji zdeponowanych
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- Kod genetyczny to sposob przepisania informacji zawartej w materiale genetycznym (DNA, RNA)
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2.1.1. Prosze obejrze¢ animacje translacji (https://www.youtube.com/watch?v=5bLEDd-PSTQ) i
~ odpowiedzie¢ na nastepujace pytania.

A. Prosze wymienic sktadniki niezbedne do translacji.

B. Kiedy rozpoczyna sie translacja?

C. Jaki kodon najczesciej petni funkcje kodonu START?

D. Kiedy zostaja ztozone dwie podjednostki rybosomu?

E. Jak nazywaja sie miejsca, ktore powstaja po ztozeniu rybosomu, i jakie czasteczki sie w
nich znajduja?

F. Co dzieje sie z tworzonym tancuchem polipeptydowym w trakcie elongacji?

G. Co sie dzieje, gdy pojawi sie kodon STOP?

2.2. Kod genetyczny

na sekwencje aminokwaséow w biatku. Kod genetyczny jest trojkowy, uniwersalny,
niezachodzacy, zdegenerowany, bezprzecinkowy. Kodon to tréjki nukleotydow w mRNA,
antykodon to komplementarne tréjki nukleotydéw w tRNA.

Table 3.1 Standard genetic code

1" 2" base 37
base U c A G base
UUU | Phenylalanine, UCU 'Serine, UAU| Tyrosine, UGU | Cysteine, U
UuG Phe/F’ uce Ser’s uacl TyY uGe | Cys/C ¢

Y | uua |Leucine. UCA UAA| STOP - Ochre |UGA STOP- Opal A
vug |Leut UCG UAG| STOP - Amber | UGG | Tryptophan, Tpw | G
CUU | Leucine CCU |Proline, Histidine, CGU | Arginine, v
cuc |Leuwt cce [ProP cac| HsH cac |ABR c

€ lcua CCA CAA| Glutamine, CGA A
CUG cCG cag| GinQ cGG G
AUU | Iscleucine ACU Threonine, AAL| Asparagine, AGU | Serine, U
AUC | e, Acc |7 Aac| AsnN AGC | SerS c

A 1 aua ACA AAA| Lysine, AGA | Arginine, A
; ethionine ACG ang| LysK aGG AR G
GUU | valine, GCU |Alanine, GGU | Glycine, v
cuc VeV Goc [ARA e |GG -

¢ leua GCA GGA A
GUG GCG GGG G

'PHESF - abbreviations.
“The codon AUG has two functions: #t codes for both methionine and an inftiation site

Nonpolar Polar |Basic [lilldic
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2.2.1. Degeneracja kodu genetycznego polega na kodowaniu jednego aminokwasu przez wiecej
kodondéw. Cztery nukleotydy dajg 64 kombinacje trojek, czyli s3 64 kodony. Kodujg one 20
aminokwasow, co sprawia, ze jednemu aminokwasowi moze by¢ przyporzadkowane wiecej
kodonodw. Trzy kodony, UAA, UAG, UGA oznaczajg sygnat terminacji

2.2.2. Kod genetyczny to reguta, szyfr. Jest to sposob przettumaczenia jezyka nukleotyddéw na
jezyk aminokwasow. Kodem genetycznym nie jest sekwencja nukleotydowa w DNA.

2.2.3. Ponizej przedstawiono kilka cytatow opisujgcych kod genetyczny. Prosze ustosunkowac sie

do podanych informacji pod katem ich poprawnosci.

@ Cytat 1: Kod genetyczny cztowieka okreslany jest mianem zdegenerowanego, poniewaz

wiekszos¢ aminokwasow moze byc okreslana przez wiecej niz jeden kodon. (Mecicover:

Genetyka, podstawowe pojecia).
@ Cytat 2: Kod genetyczny: wspdtzaleznos¢ miedzy sekwencjg zasad w DNA (lub w mRNA
stanowigcym jego transkrypt) a sekwencjg aminokwasow w biatku (Encyklopedia PWN)
@ Cytat 3: Kod genetyczny wirusa AHINI zostat ztamany. Niedtugo szczepionka. (Rzeczpospolita

2015)

A. Ktory z powyzszych cytatow przedstawia prawidtowa definicje kodu genetycznego?
B. Prosze przeprowadzi¢ analize twierdzen zawartych w kazdym cytacie pod katem ich

poprawnosci

3.Struktura biatek

»Nazwa ~protein” wywodzi sie z greckiego stowa ,proteios” oznaczajgcego sktadnik wystepujacy we
wszystkich zywych komoérkach. W komorkach bakterii Escherichia coli znajduje sie okoto 3 000
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rodziny jest identyczna w >30%, przy czym wartosci >40% oznaczaja bliskie podobienstwo. Biatka
s3 sktadnikami budulcowymi komdrek, katalizujg reakcje chemiczne, uczestnicza w
przekazywaniu sygnatu oraz moga byc zrodtem energii. Najogdlniej wyroznia sie biatka fibrylarne,
membranowe i globularne. Biatka stanowig ztozone makromolekuty, czesto zbudowane z kilku
tancuchéw polipeptydowych. Struktura biatek obejmuje poziom pierwszorzedowy, drugorzedowy,
trzeciorzedowy i zcwartorzedowy.

3.1. Struktura pierwszorzedowa

l Struktura pierwszorzedowa biatka to sekwencja aminokwasowa okreslona sekwencja
nukleotydéw w genie.

Aminokwasy free amino group, NH,

stanowig element

budulcowy biatek. free carboxyl group

COOH

Kazdy aminokwas
jest zbudowany z
grupy  aminowej,
NH,, grupy
karboksvl . central a-carbon
arboksylowej, with two hydrogen atoms
COOH, centralnego forming a side group (R)
atomu wegla (a-C)
oraz gryp bocznych
(R), ktdére decyduja

. , Molecular formula:
0 roznorodnosci i

, . , . NHZCHZCOOH or
wiasciwosciach

_ ) C,HzNO,
aminokwasow.
Przyktadowo,
seryna i treonina  Rys. 3.1. Glicyna, najmniejszy ze wszystkich aminokwaséw. Grupe boczng stanowig

zawieraja grupe dwa atomy wodoru.

hydroksylowa (OH), natomiast kwas glutaminowy i asparaginowe dodatkowa grupe karboksylowa
(COOH). Kwas glutaminowy i asparaginowy s3g czesto mylone z glutaming i asparaging, ktére
stanowig amidy. Aminokwasy t3czg sie ze sobg tworzac wigzanie peptydowe.
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3.2. Struktura drugorzedowa

Struktura drugorzedowa dotyczy przestrzennej organizacji aminokwaséw w motywy takie jak: a-
helisy, B-karki i zwoje (coils).

Tworzenie a-helis i [-kartek jest powszechne, poniewaz maksymalizujag one powstawanie
stabilizujgcych wigzan wodorowych.

@ o-helisy sg utworzone z 4-10 aminokwaséw, tworza cylindry, s3 prawoskretne z 3,6
aminokwasu na skret.
@ B-kartki ztozone z 5-10 aminokwasow, ktdre tworza charakterystyczny ,zig-zag”.

3.2.1. Na rysunkach ponizej przedstawiono strukture przestrzenng trzech biatek. Ktére litery
" oznaczaja a-helisy, a ktére B-karki.

3.3. Struktura trzecio- i czwartorzedowa

» Struktura trzecio- i czwartorzedowa
odnosza sie zwijania sie biatka w
przestrzeni trojwymiarowej. Struktura
trzeciorzedowa opisuje jak
poszczegbdlne motywy tacza sie ze soba.
Utrzymywana jest ona przez szereg
stabych wigzan niekowalencyjnych, za
wyjatkiem kowalencyjnego wigzania
dwusiarczkowego (S-S). Biatka sktadaja

( / a-helisa
szpilka /¢

do wiosow—  B-kartka

na trawienie enzymami  Rys. 3.3. Domena MBD wiazaca sie z sekwencjami CpG

sie z kilku segmentéw a-helis i B-kartek

oddzielonych petlami. Petle s3 wrazliwe

proteolitycznymi. Biatka mogg by¢ (zmetylowanymi).

klasyfikowane na podstawie przewazajacych domen. Domeny s3 podstawowa jednostka
strukturalng polipeptydéw, zawieraja miejsce aktywne i petnig specyficzng funkcje. Biatko moze
sktada¢ sie z domeny jednego typu lub z roznych domen. Domena moze by¢ powtdrzona kilka
razy. Struktura czwartorzedowa opisuje taczenie dwdch lub wiecej polipeptydow w
multimetryczne biatko.
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3.4. Wtasciwosci fizyko-chemiczne biatek.

Pomimo, iz wtasciwosci fizyko-chemiczne biatek s3 podobne (wszystkie biatka sg bezbarwne,
bezsmakowe, maja duzy ciezar wtasciwy oraz tworza koloidy), sktad aminokwasowy wptywa na
tadunek biatka, rozpuszczalnos¢, zdolnos¢ do tworzenia soli. Rozktad aminokwasow
hydrofobowych i hydrofilnych na powierzchni biatka oraz tadunek decyduja o jego
rozpuszczalnosci. Biatka klasyfikowane s3 do poszczegolnych grup, rodzin na podstawie
wiasciwosci fizyko-chemicznych. Wysoka zawartosc lizyny i argininy oraz niski ciezar wtasciwy
wskazujg na histony. Na podstawie wiasciwosci fizyko- chemicznych biatka dzieli sie na

globularne i fibrylarne. Wtasciwosci biatka mozna okreslac przy pomocy programow on line.

Table 7.1 Physico-chemical parameters of rPGIP1 and AJ620336.1 proteins estimated by different

prediction programs

Parameter Program rPGIP1 protein AJ620336.1 protein
Chemical formula Isotopldent CrrednlidNEA0)S) ©rdAnk AN 0SS
ProtParam
Number of Compute pl/MW 224 331
amino acids [n] ProtParam
PepCalc
Molecular weight, Compute pl/MW 24706.45a/ 24691.09m | 36707.37a/ 36683.93m
MW [Da]: GPMAW lite 24705.47a/ 24690.08m | 36925.65a/ 36902.00m
a-average/ Isotopldent 24691.09a/ 24691.09m | 36706.95a/ 36683.94m
m - monoisotopic ProtParam 24706.40a 36707.30a
PepCalc 24706.52a 36707.52a
KP' 24706.16a 36 706.96a
Isoelectric point, Compute pl/MW 9.24 8.04
[p!] GPMAW lite 9.64 9.12
ProtParam 9.24 8.04
PepCalc 9.65 7.80
NetchargeatpH7 ProtParam’ 16 negatively charged 27 negatively charged
20 positively charged 29 positively charged
PepCalc 4.5 2.2
Molar extinction GPMAW lite 9530 23950
(attenuation) ProtParam’ 9970/9970 24 450/23 350
coefficient,&’ [M'em™] PepCalc 9530 23470
Molar absorbance, A’ GPMAW lite 0.39 0.65
ProtParam’ 0.404/0.404 0.666/0.652
Aliphatic index ProtParam 104.42 98.37
Grand average ProtParam -0.044 -0.012
hydropathicity, GRAVY*
Hydrophobicity GPMAW lite -0.04 -0.02
index’
Estimated water PepCalc Poor water solubility Poor water solubility
solubility PROSO
SPpred
Estimated half-life ProtParam:
Reticulocutes,invitro 5.5 hours 30 hours
Yeast, in vivo, 3 minutes >20 hours
E.coli,in vivo 2 minutes >10 hours
Instability ProtParam 26.46 (stable) 28.59 (stable)
index

'Molecular weight calculated manually by K. Pollock.
*Protparam does not calculate the net charge. It only gives the number of positively and negatively charged residues.

*The term “molar attenuation coefficient” has been recommended since 1960s due to wrong uses of the term “extinction

coefficient.

“The first value assumes that all pairs of cysteine are linked by disulfide bonds thus forming cystines. The second value

considers no disulfide bonds between cysteine pairs, i.e., cysteine is reduced.
*The actual absorbance (A) is estimated for the 0.1% solution (1 g/l).
‘GRAVY and Hydrophobicity index represent the same parameter.
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@ Masa czasteczkowa (MW): okreslana jest w Daltonach (Da). Masa 24 500 Da oznacza, ze
jeden mol substancji wazy 24 500 g. Mase czasteczkowg mozna obliczy¢ na podstawie
wzoru chemicznego i mas atomowych.

@ tadunek: sumaryczny tadunek, np. 16 dodatnich tadunkéw i 15 ujemnych daje tadunek +1.

@ Hydrofobowos¢: powinowactwo do wody. Czgsteczki hydrofilne sg polarne, a hydrofobowe
sg niepolarne. Wiekszo$¢ aminokwasow jest hydrofilna, jedynie siedem aminokwasdw jest
hydrofobowych: alanina, cysteina, leucyna, isoleucyna, metionina, fenyloalanina i walina.
Aminokwasy hydrofobowe najczesciej wystepuja w regionach transmembranowych lub
rdzeniu biatka. Znajac rozktad aminokwasow hydrofobowych mozna przewidziec regiony
transmembranowe i aktywne.

@ (Czas pottrwania: okres, w ktorym potowa ilosci biatka w komorce ulega degradacji.

@ Punkt izoelektryczny: jest to pH, w ktdrym czasteczka nie ma tadunku. Ladunki pozytywne
i negatywne danej czastki rownowazg sie.
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