‘I ‘.

l,inivt;rsig'g
duglio Starchi
el Sannio

Il ripiegamento di una proteina e necessario per
I” acquisizione della sua struttura nativa

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Struttura Struttura Struttura Struttura
primaria secondaria terziaria quaternaria



La struttura nativa di una proteina e specifica e unica

Urea 8 M ¢
(/55 Bmeraptocanoh 1108,

40
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Ribonucleasi nativa Ribonucleasi ridotta denaturata



=<u Alcuni fattori si oppongono al raggiungimento
della struttura nativa di una proteina:

-entalpia (contenuto termico del
legami deboli)

-entropia conformazionale (energia caratteristica
dello stato di disordine
molecolare)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Alcuni fattori favoriscono il raggiungimento
della struttura nativa di una proteina:

-interazioni idrofobiche
-legami idrogeno

-ponti disolfuro

FIGURA 4,12

Lo foeze che stabilizzzano by stratturs tereswin delle peotetne. Notate che Lo stratiura o
el ¢ b strutture o foglictto mostrano due tpl di legaend idrogeno dello sebedetro
Notstante | legam | kdragera dello seheletro facciano parte della srutturn seconides
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Paradosso di Levinthal

« Proteina di 100 residui

« Due graci ¢i liberta’ torstonalilresiduo (phi, psi)
* 3 conformazioni accessibili per ogni grado di
libarta'taorsionale

. oo possibili conformazionl

« @ 100 conformazioni esploratelsec

* Tempo richiesto per esplorare tutte la
conformazioni: t = 20 x 10y annl |

« Lo proteine si devono ripiegare seguendo un
cammino definito, caratterizzate da conformazioni
via via piu' stabili (diminuizione di G)
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Beginning of helix formation and collapse

2

Energy

Discrete folding
intermediates

Native
structure

W EntropyﬁT) #

attraverso una diminuzione dell’ energia

n | Percentage of residues

of protein in

native conformation

=

£ 100



&% |_a struttura nativa di una proteina si raggiunge
! attraverso una diminuzione dell’ energia

)
p—

= p
% =
(@]

S A

- .

a ‘-

o Entropy Undoiced
-

©

o . .

<

©

e

fra}

%)

-

©

c

(<) _ —
[@)) tn("g, ~ \ p
S ).\,
8 g
S) Mollen globule
(¢B]

=

=

(af]

S

o

D

5 ) S

S Ao,

N> ive state



‘N
)
(b}
(&
o
S

o

L=
-

e
o

=

K=

o
)
[7p)
-

O
-

2
(@))

L=
o
-
(@)
(¢P]
+

=

m

©
o
(9]
| -
@

o

Formazione del molten globule (globulo fuso)
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Liniversita

st Teoria della formazione del molten globule (globulo fuso)

Unfolded State [l .
Ruby’s Cube |} 7 R
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struttura nativa di una proteina

HYPOTHESIS:
Stages In the mechanism of self-organization of protein molecules
Q.B.Ptitsyn, Dokl. Akad. Nauk SSSR. 1973; 21012131215

native position

pre-molten
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globule

Native-like
secondary
structure

and folding
pattemrn
NOW:

MOLTEN

GLOBULE

3D structure



&% Modello a quattro stadi nella formazione della
B struttura nativa di una proteina

PROTEIN QUARTET MODEL

ORDERED

TIVD
’Ul
Y Y )

MOLTEN
GLOBULE

I\ }.’ Y 4

&Y
-

STRUCTURED

UNSTRUCTURED
PRE-MOLTEN
GLOBULE

Random
Coil

i

Q Ly

L, O\
o

Q ’

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi




%)
)
(b}
(&
o
-

o

o
-

e
(@)

=

<

e
)
[7p)
>

O
-

2
(@))

°
o
-
(@)
(¢D)
+

=

m

©
o
(9p]
-
(@]

o

Is hydrophobic collapse the same as
the molten globule state?

There 18 considerable controversy, stemming from a lack of
experimental data, as to whether the mitial collapse involves a
non-specific hydrophobic collapse, followed by subsequent gain of
secondary structure, or whether the initial collapse involves
formation of sccondary structure, followed subsequently by
hydrophobic collapse. Both may occur simultaneously. One

to suspect this is that formation of secondary structure is one of
the few ways m which the polypeptide can become compact.
Hydrophobic collapse s usually thought to precede the formation
of a molten globule. A further collapse and formation of additional
secondary structure takes place m a subsequent fast step (ms). This
leads to a compact intermediate with much of the secondary structure
in place but few tertiary interactions. Such species are sometimes
called molten globules
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#5% La struttura nativa di una proteina si raggiunge
attraverso un processo a stadi
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[l ripiegamento di una proteina puo seguire un percorso unico
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Una ribonucleasi batterica : la barnasi
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Wild Type
E. coli Cytoplasm
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& Il ripiegamento di una proteina pud seguire percorsi multipli

Proteins are DsbC enhances
folded in the capacity for
cytoplasm correct folding

Incorrect folding

SHuffle Cytoplasm
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Il passaggio da
molten globule a
struttura corretta
¢ critico € puo
essere assistito da
chaperoni
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Protein folding

IRRETRIEVABLE
ACCIDENTS

OFF-PATHWAY
FOLDING

ON-PATHWAY
FOLDING

(0

molten
globule

\

chaperone

\

pro&* [ 11
pathwa/ 1111

chaperone

catalysis
correctly /
folded

protein

Figure 6-82. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
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¥ Alcuni enzimi intervengono nella formazione

della struttura nativa di una proteina :
la proteina disolfuro isomerasi (PDI)
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La proteina disolfuro isomerasi (PDI) nella formazione
della struttura nativa della BPTI ( inibitore pancreatico
della tripsina)

BPTI folding pathways
Kim et al. showed that some of the
previous data and interpretations
were wrong. The major 2-DS
species contains the two native DS's,
30-51 and 5-55. The third disulfide
1s formed quite slowly becausce it
1s quite buried. It is possible to
1solate a stable species with only the
first two disulfides formed and the
third remaining in the reduced form.
Studics with a mutant in which the
third DS was replaced by 2 Ala. and
which folded at a similar rate to the
wild type, support the 1dea that the
trapped disulfide species have partial Kim (1993} Nature 365 185
native-like structure. o
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La proteina disolfuro isomerasi (PDI) nella formazione
della struttura nativa della BPTI ( inibitore pancreatico
della tripsina

BPTI: evidence for folding pathways
One picce of evidence for folding pathways comes from trapping
disulfide intermediates. This method was pioncered by Creighton
using BPTI (and has only been used on a couple of other proteins),

T T

(30-31] [20-515-14 [30-51,53)

\ 3 o N
‘% I (30-51,14-35]
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bl ~ 3 @ B
@ (555,14 53] =

Creighton ¢t al. Prog. Biophys. Mol. Biol. 33 231, 1978

‘N
)
(b}
(&
o
S

o

L=
-

e
o

=

K=

o
)
[7p)
-

O
-

2
(@))

L=
o
-
(@)
(¢P]
+

=

m

©
o
(9]
| -
@

o




Sl
=

ErSIE
lugf‘
m

S Alcuni enzimi intervengono nella formazione
della struttura nativa di una proteina :
la peptidil prolil iIsomerasi

H
R, -
|

H C=0 Y%

trans C1S
Proline isomers
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Cyclophilin (PPlase)

Teaers foem Cis farm
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Una peptidil prolil isomerasi : la ciclofillina
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B Cis ring subunit

C Trans ring subunit

Equatorial (E)




Liniversits

- e chaperonine intervengono nella formazione
- della struttura nativa di una proteina
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E (D) Unfolded _\ — Unfolded protein (8) The released
o protein binds o < protein is fully
to the GroEL GroEL Folded —"% b, folded or in a
@) pocket not J rotein partially folded
—_— 2 2 P
=S blocked by ——T7ADP state that is
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La struttura nativa di una proteina e in uno
stato dinamico

1) fluttuazioni atomiche

2) movimenti collettivi -veloci (inversione dell” anello
tirosinico; rotazione
dell” anello metilico...)

-lenti (isomerizzazione cis-trans
delle proline...)

‘N
)
(¢D)
(@)
o
S

o

o
-

e
(@)

=

K=

—
)
[7p)
-

O
-

2
(@))

L=
o
-
(@)
(¢P]
+

=

m

©
o
(7))
| -
@
o

3) variazioni conformazionali indotte
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La variazioni conformazionali indotte di una
proteina nativa sono essenziali per le seguenti
funzioni:

1) Catalisi enzimatica
2) Legame antigene-anticorpo

3) Interazione ligando-
recettore

4) Trasduzione dell” energia

5) Interazione DNA-proteina



w==Un classico esempio di variazioni conformazionali
indotte in una proteina nativa : I’ emoglobina

 del Sannio

Gruppo eme (Fe)

FIGURA 4.20

La  struttura  dell'emoglobina.
L’emoglobina (o,B,) &untetramero
formato da quattro catene polipepti-
diche (due catene o e due catene f3).

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Un classico esempio di variazioni
conformazionali indotte in una proteina nativa :
I” emoglobina
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Un classico esempio di variazioni
conformazionali indotte in una proteina nativa :
I” emoglobina

E///..ﬂ— Campbell - Farrell
Biochimica

EdiSES (2=

/ 1
+Siti di legame 1
! . s M
| per lossigenqg

/
\

FIGURA 4.16

I1sito di legame per 1'ossigeno della
mioglobina. L'anello porfirinico oc-
cupa quattro dei sei siti di coordina
zione del Fe (II). L'istidina F8 (His
F8) occupa il quinto sito di coordi-
nazione del ferro (vedi il testo).
L’ossigeno & legato nel sesto sito di
coordinazione del ferro, e l'istidina
E7 si trova vicino all' ossigeno.

His F8
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Un classico esempio di variazioni
“# - conformazionali indotte in una proteina nativa :
I” emoglobina
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(3]

. — FIGURA 4.21

8) Confronto della funzione di legame
— con l'ossigeno di mioglobina e emo
o globina. La curva di legame dell’ ossi
S geno della mioglobina ¢ iperbolica,
D mentre quella dell’emoglobina & sig
"5 moidale. La mioglobina & saturata al
— 50% con |'cssigeno a una pressione

parziale di 1 torr; I'emoglobina non
raggiunge una saturazione del 50%
finché la pressione parziale dell ossi
geno non & di 26 torr.
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f;; Un classico esempio di variazioni
conformazionali indotte in una proteina nativa :
I” emoglobina

100 ——
i Mioglobina

0,
1054
FIGURA 4.24
‘ - \ La curva di saturazione dell’ ossige-
0 20 40 60 80 100 120 140 no per lamioglobina e per I'em oglo-
pOy, mm Hg bina a differenti valori di pH.

Campbell - Farrell

Biochimica

EdiSES (2=
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@ | g variazionl conformazionali sono indotte 1n una
proteina nativa dalle variazioni di Ca**
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w5 Bersagli molecolari del Ca**e della calmodulina

el SANNi0

—~

e
| < [
| P Tt ©

Some Proteins Regulated by Ca®*
and Calmodulin

Adenylyl cyclase (brain)
Ca’’/calmodulin-dependent protein kinases
Ca®*-dependent Na* channel (Paramecium)
Ca®" release channel of sarcoplasmic reticulum
Calcineurin (phosphoprotein phosphatase 2B)
cAMP phosphodiesterase

cAMP-gated olfactory channel

cGMP-gated Na*, Ca®"* channels (rod and
cone cells)

Myosin light chain kinases

NADH kinase

Nitric oxide synthase

Pl-3 kinase

Plasma membrane Ca®" ATPase (Ca®" pump)
RNA helicase (p68)

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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“Modificazioni conformazionali di proteine sono

= alla base del controllo del ciclo cellulare

G2 Phase
No DNA
synthesis.
RNA and
protein
synthesis
continue.

S Phase
DNA synthesis
doubles the
amount of DNA
in the cell. RNA
and protein also
synthesized.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

M Phase
Mitosis (nuclear
division) and GO Phase
cytokinesis Terminally
(cell division) differentiated
yield two cells withdraw
daughter cells. from cell cycle
indefinitely.
cmm— GO
Reentry point
A cell returning
from GO
enters at early
G1 phase.
G1 Phase

RNA and protein
synthesis. No DNA
synthesis.

Restriction point

A cell that passes this
point is committed

to pass into S phase.



Modificazioni conformazionali di proteine sono

alla base del controllo del ciclo cellulare

'...‘-°."L" I A

Konzentration

e - - - ————— ——L--—-—--
’

-P T ——

.-Phase S-Phase | G,-Phase Mitose
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Variazioni dell’ attivita delle CDKs durante
le fasi del ciclo cellulare

G1 S G2 M Gl

Cyclin B-CDK1

Cyclin A-CDK2
Cyclin E-CDK2

Kinase activity
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5] - .. : .- :
£ 7Modificazioni conformazionali di proteine sono

S alla base del controllo del ciclo cellulare

Ciclina E Ciclina A Ciclina B

JANVA

CDKs 61 CDKs S CDKs mitotiche CDKs 61
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¥ Modificazioni conformazionali di proteine sono

“= alla base del controllo del ciclo cellulare

Cell Cycle and Cyclin—CDK complex

Cyolin E/CDKZ S Cyclin A/CDK2

G, G,

Cyclin D/CDKZ & '
M Cyclin B/CDK]

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi



& Modificazioni conformazionali di proteine sono
= alla base del controllo del ciclo cellulare

cyclin Cdk-activating kinase |CAK)
cyclin

T-loop
active site activating phosphate

|8) PARTLY ACTIVE {C) FULLY ACTIVE
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Modificazioni conformazionali di proteine chinasi
ciclina dipendenti (CDK) sono alla base del
controllo del ciclo cellulare




Modificazioni conformazionali di CDK sono
alla base del controllo del ciclo cellulare
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Modificazioni conformazionali di CDK sono
alla base del controllo del ciclo cellulare
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Regolazione delle

Liniversits
deghic Stuch
del Sannio

k%) (a)
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Cyclin

2 synthesis

> leads to its
© accumulation.
(@) .
2 Cyclin

: &
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)
% No cyclin

c present;
—_— CDK is

D inactive.
o | CDK
S :
e

(@)

(¢D)

'}
S .
m L3N
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Cyclin is

8 degraded

— by proteasome,
(@] leaving CDK
U inactive,

(b)

5\

CDKs mediante fosforilazione
durante le fasi del ciclo cellulare

)

Cyclin-CDK complex forms,
but phosphorylation on Tyr
blocks ATP binding site; @
still inactive. PhosboryIntion o
Thr in T loop and
removal of Tyr
phosphoryl group
activates cyclin-CDK
manyfold.

@157 -

CDK phosphorylates
phosphatase, which —==

activates more CDK. e tnae
oYy Vo
(Phosphatase - (Phosphatase) © P,
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i
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mt—
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(X 2 £ HANP) i :
CDK phosphorylates | ' DBRP triggers

addition of ubiquitin
molecules to cyclin
by ubiquitin ligase.
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|_a sintesi di cicline e di CDKSs sono
e alla base del controllo del ciclo cellulare

Growth factors,
cytokines

!

l MAPK

cascade

!

Phosphorylation of
Jun and Fos in nucleus
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Le CDKSs regolano la divisione cellulare
mediante fosforilazione di diversi target
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