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INTRODUCCIO CARBOXIPEPTIDASES

* enzims amb funcid proteasa d'ALTA ESPECIFICITAT.

« FAMILIES PROTEASES:
- serin- : tripsina, quimiotripsina
- cistein- : tiolproteases
- aspartat- : pepsina

- metalo- : CPA1 humana (M14) = exopeptidasa




DIFERENTS CLASSIFICACIONS DE M14

«Segons especificitat per al substrat:

- CP_A-like: preferencia de residus Ct hidrofobics
Al : preferencia per alifatics
A2 . preferencia per aromatics

- CP _B-like: escindeixen formes basiques (Lys, ArQ)

*Segons estructura i homologia de seqgliencia:

- CP_A : domini enzimatic de 310 residus
- CP_E : domini enzimatic més gran de 310 residus

***dins de cada subfamilia hi ha 40% identitat i entre subfamilies 15-20%***




*Segons funcions fisiologiques

- CP_pancreatiques: enzimatiques (Al, A2 i B)
- CP reqguladores: diferents funcions

A- mastocits ** Hidrolitza proteines en respota de mastocits
CP U™* Inhibidor de fibrolisis activable per trombina

CPN Protegix de peptids de potent accio
(anafilotoxines i quinines)

** CP pancreatiques-like: 40% d’identitat amb pancreatiques i Uniques
sintetitzades amb propeptid de la mateixa mida que les pancreatiques




Mecanisme d’accid : ATAC NUCLEOFILIC

Generalment hi ha
polaritzacio de s
l'aigua per part de la RS [oJllIE1EH

molecula de Zn /\

nucleofii H,O

* Desestabilitza enllac

 Pas d’electrons a N

TRENCAMENT ENLLAC




CP sintetitzades com a precursors (zimogens) :
CP + PROSEGMENT
- Prosegments: 94-96 residus (UNIO COVALENT)

- Formacio de complexes mono o oligomerics (segons
especies)

- Activacio de procarboxipeptidasa per tripsina

MECANISME D’AUTOREGULACIO DE LA FUNCIO
en espai | temps







Complex ternari:

Verd: proproteinasa E
Blau fosc : prosegment
Blau clar: CPA bovina
Groga : quimiotripsinogen

Complex no covalent




Activacio de ProCP-A bovina:

1. Reconeixement de tripsina a target de guimiotripsinogen |
proproteinasa E 2> TALL

DESESTABILITZACIO DEL COMPLEX

Reconeixement de 2 targets en proCP:
- 1r target permet desestabilitzar unio prosegment — CP

- 2n target permet trencar la unio covalent

CPA amb activitat completa
+

Degradacio del prosegment




PROSEGMENT

 Situat a la part Nt de la molecula CP

Domini globular (Nt) <<

Segment de connexiod (Ct) <




DIVISIO PROSEGMENT:

 Domini globular (Nt) >open sandwich antiparal.lel a/b
PROTEGIX LLOC ACTIU

e Segment connexio (Ct) = Llarga helix a
UNIX PROSEGMENT AMB ENZIM

MAPA TOPOLOGIC DOMINI GLOBULAR:







ESTRUCTURA

e Plegament: familiaa/b
e Domini d’'unié a Zn
e Domini d’'unid al substrat

e Manteniment de I'estructura




Plegament a/b

Mapa topologic:

307 aa.
4 cadenes b paral.leles : (8 5 3 4)




-9 helix a :




- 8 cadeneshb NECESSARIES PER ACTIVITAT

e correspon al 14.66% de l'estructura




Centre actiu

1. DOMINI UNIO AL ZN
2. UNIO AL SUBSTRAT




Domini unio al Zn - HXXE....H

- His69
_Glu72 | Enloop a-helix entre cadena b3 i cadena b5

- His196 En cadena b5

Cadena 5

1’
»
: Cadena 3

Swich point:
entre cadena 51 3




.. Enloop

Verd: Glu72_d
Groc: His196— en fulla b

El Zn sempre esta
associat a 1H,0




Unid al substrat
REGIONS DE LA CP:

e Subllocs :

S1' Asn 144, Arg 145, Tyr 248 - neutralitza Ct del substrat
Arg 127, Glu 270 ->atac nucleofilic
Arg 71, Ser 197, Tyr 198 1 Ser 199

Torsio substrat
Gly279

Gln 122, Arg 124, Lys 128 -> variabilitat d’especificitat




Uniod al substrat




Unio al substrat (S1' + S1):

Quan unix el
substrat,
canvia de
conformacio

( B Asnl44, Arg145, Tyr248
PRl /127, GIu270




MECANISME DE CATALISI:

1. TRENCAMENT ENLLAC PEPTIDIC:

Zn: polaritza la molecula d’aigua | Trencament
Glu 270: actua com a nucleofil enllac peptidic

2. TRENCAMENT ESTER (C = O)

Glu270 actua com a acid fort
Sense requeriment d’aigua




Interaccions que faciliten I'estructura de la molecula:

Ponts
disulfur

Unions de
dihedre
desfavorables




o Alineament de 24 seqgliencies

Bos taurus, Homo sapiens, Ratus norvegicus, Mus musculus,
Sus scrofa, Canis familiaris, Anopheles gambiae, Streptomyces

capreolus, Streptomyces griseus

e Conservacio dels residus del centre actiu

e Altres residus conservats sense funcio
coneguda




Alineament de sequencia amb HMM:

CEFAl B
CEFAl H
CEPAZ H
CEFA4 H
CEFAS H
CEFALE H
CEFE1 H
CEFBz_H
CEPAZ H
CEPAS M
CEPALE M
CEFBz N
CEPAZ M
CEFAL R
CEFAZ R
CEFELl R
CEFBz_R
CEPAZ R
CEPAl P
CEFEL P
CEFEL C
CEFL 1
CEPS_3C
CEPS_3G
#=GC RF

IMIDLGT
INMIDTET
ITMLDAGT]
WITLIAGT
IMIDTGT
VIIDCGT
IFMDCGH
IMIDCET]
IFMDCGT]
INMIDT]
VIIDCGT
INMIDCET]
IFMDCET]
IMIDTGT
ITMLDAGT]
IFIDCGH
IMIDCET]
IFMDCGT]
INMIDT]
IFMDCGH
IFMDCGH
VFLEGGT
VLFTCHNH
VLFTLHG

WMITOATGVIF AKEF TEDYODPSFTAILDSGMDIFLEINVT
M TOARGYITF AKKTITODYGODALAFTATLDTLDIFLEIVT
A TOATALNTANE INADYGEDPSITR ILDALDIFLLPWVT
IO ATATTARKEIVEDYORDPAT TS ILEEMDIFLLPWVA
MITHATGIWTANEIVAEDYGEDEVLTD ILNAMDIFIELWVT
MIGPAF CONFVEEALLTYESDP AMEEMLNHLYF Y IMPVEF
ISP AF CONFYREAVRTYGREIQVTELLDELDFYWLPVL
WMISPAFCLUNF IGHITOFYGITIGOY TNLLELVYDEF TWHPWS
RSP AF CONMFYYQATETYGRNEINTELLDEMFYILPVEF
WMITHATGIWNIAOKE INNAYGEDHVLERILNTMDIFIEIVT
MIGPAFCONFYREEAILTYETDF AMEEMLNHLYFY IMPVF
WMISGPAFCLWF IGYVWTOFHGEENLYTRLLERHAVDF Y INPVH
ISP AF CONMFYYQATESYGENEINTELLDREMF YWLPWVEF
I TOASGVIF AKEITEDYQDPTF TAVLDNMD IFLEIVT
A TOATALWTANEIASDYGTDPATITALLNTLDIFLLPWVT
WMISPAFCQUFVEEAVETYNQE IHMEQLLDELDF ¥WVLEPVY
WMISPAFCLUF IGTWTOFHGEENTY TRLLEAVDF Y IMPWVH
RSP AF CONMFYYQAAKSYGENEINTELLDREMF YWVLPVEF
I TOASGVITF AKEITEDYQDPAF TAILDNLDIFLEINVT
MIGHAF CONMFYREAVL TYGYESHMTEFLNELDFYWVLPVL
MISPAFWQUFVEEEIRTYQEIHMTELLDELDF¥VLEPVG
I ATV TYILNQLLTS——EDAKVERALAEEFDWYWVFPNL
HLTVEMCLEITEQYTDGYATNPTIENLVDSREIWMIIPMY
HLTVEMALYLLEELGOGYGIDIRITOAVNGRELTTIVPDM
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RMSD : 0.405




Ampliacio de la regid

Observem un
moviment de la

gue
permet el canvi
de conformacio
per ser actiu
'enzim




a ) Inhibidors autolegs : pro-segment

b ) Inhibidors heterolegs : CPI

c ) Inhibicio per excés de Zinc




a) Pro-segment




b) CPI : inhibidor de la carboxipeptidasa
de patata

» Classificacio :
- Classe : Small proteins
- Plegament : knottins ( small inhibitors, toxins, lectins)
- Superfamilia / Familia : inh. de plantes de proteinases i amilases
- Domini: Inh. de la carboxipeptidasa.

Cristal.lografia




ESTRUCTURA: DOMINIS

39 residus (4300 Da):

CORE GLOBULAR (27)
Estabilitzat per ponts diS

N-TERMINAL (7)

No funcional

C-TERMINAL (5)

Unid al centre actiu




ESTRUCTURA SECUNDARIA = poc definida excepte:

HELIX 3/10
(14-18/19)

CADENA b
CADENES b CE)

antiparal.leles
(26-28 i 33-35)




Ponts disulfur —

- cys8 - cys24

- cysl2 - cys27




Interaccio CPI-CPA (inhib. Competitiva)

e 1r contacte : Unio de la cua C-terminal al centre actiu

- Escissio de Gly-39

- Unié Val-38 al Zn

- Unid a S1’




» 2n contacte : Unio del CPI (core) a la CPA (centre actiu)

CPA: 248, 247, 239, 198,
199, 277, 276




CPI en terapia antitumoral

EGF+ EGFR ||

| PROLIFERACIO
CEL.LULAR

EGF || CPI

EGFR

CPI+EGFR

ATURADA
PROLIFERACIO
CEL.LULAR




c ) Exceés de zinc

* Inhib. Competitiva de CPs en presencia ZnCl, al medi (mM)

 En condicions de pH = 7-10
complex de

« 2n Zn s'uneix a 3,3 A del Zn catalitic (centre actiu) = coordinacié
tetrahedric

l

Glu270
H,O

Cl-

OH-




 Rasmol
 HMMER
e Clustalw
e STAMP
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1- El prosegment de la Carboxipeptidasa pot actuar com a inhibidor de la proteina?

a) No, pergué un cop separat de la proteina és degradat rapidament
b) No, perque es troba unit a la proteina en la seva forma activa

c) Si, perd només en determinades condicions

d) No, perque I'inhibidor de la Carboxipeptidasa es troba a la patata
e) Cap és correcta

La resposta correcta és la c

2- El complex ternari de la procarboxipeptidasa A bovina:

a) Es igual en totes les espécies
b) Totes les seves unions son covalents
c) Regula l'activitat de la proteina en I'espai i en el temps

d) No és important en la regulacio
e) Es manté unit per ponts d’hidrogen

La resposta correcta és la c




3. En les carboxipeptidases, la presencia de ZnCl2 al medi:

a) augmenta 'eficiencia catalitica

b) permet que un segon atom de Zn formi un complex de coordinacié octahédric amb el
Zn del centre actiu provocant el canvi de conformacio necessari per a la unio del
substrat.

c) Provoca una inactivacio irreversible de la carboxipeptidasa per canvi en lestat
d’oxidacio del Zn del centre actiu.

d) Inhibeix competitivament la carboxipeptidasa per formaciéo d’'un complex de coordinacio
tetrahedric al centre actiu.

e) Cap de les anteriors.

Resposta correcta: d

4. L'alta especificitat de les carboxipeptidases depen de:

a) Cada organisme

De les condicions fisico-quimiques del medi (temperatura i pH)

Les dues anteriors sOn correctes
Del tipus de carboxipeptidasa

Totes les anteriors sén correctes

Resposta correcta: e




5. Senyala laresposta FALSA referent a la familia de les carboxipeptidases:

a) El mecanisme d’accio de totes les carboxipeptidases eés un atac nucleofilic en que
participen determinats aminoacids i una molecula d’aigua associada al Zinc

Es sintetitzen com a precursors (zimpogens)

Sén enzims d’alta especificitat que degraden extrems C-terminal
Sén metaloproteases de la familia M14

Totes soOn correctes

Resposta correcta: e

6. Quina caracteristica és la més important del CPI (inhibidor de la carboxipeptidasa de
patata)? Assenyala laresposta correcta:

a) La seva estructura secundaria

b) La seva estabilitat gracies als ponts d’hidrogen

c) Es pot cristal-litzar facilment

d) Alta proporcio de ponts disulfur

e) S’uneix a la carboxipeptidasa per la part N-terminal

Resposta correcta: d




7. Respecte al centre actiu de les carboxipeptidases, assenyala la resposta correcta:

a) Hi ha una conservacié del domini d’uni6 al Zn?* al llarg de I'evolucio

b) L’estructura es manté gracies a I'establiment d'un pont disulfur entre les 2 Uniques
Cys de la molecula.

C) Les dues anteriors.

d) En el mecanisme de catalisi participa una molecula d’aigua.

e) Totes les anteriors.

Resposta correcta: d

8. Quins tipus d’inhibicié de la carboxipeptidasa A existeixen?

a) CPI (inhibidor de la carboxipeptidasa de patata)
La presencia d'un segon atom de zinc al centre actiu
Les dues anteriors son correctes
Una inhibicié irreversible per part de la lipasa pancreatica
Totes sOn correctes

Resposta correcta: ¢




9. En relaci6 a la terapia antitumoral, I'inhibidor de la carboxipeptidasa de patata

a)
b)
c)
d)
e)

(CPI):

Es el primer antagonista d’EGF descrit i actua per inhibicié competitiva

Un excés de CPI aturaria la proliferacio cel-lular en els tumors d’origen epitel-lial
Les dues anteriors son correctes

Forma un complex amb EGF que impedeix la unio al seu receptor (EGFR)
Totes les anteriors son correctes

Resposta correcta: ¢

10. Les carboxipeptidases es caracteritzen per:

a)

c)

tindre un plegament a+b on totes les a es disposen en la part N, i les cadenes b en la C..
disposar totes les a-helix en una cavitat hidrofobica envoltades per cadenes b.

presentar un plegament a/b on la disposicié de les cadenes b expliquen l'acitivitat
exopeptidasa que presenten.

no presentar cap estructura regular 2aria.
estar formades Gnicament per hélix a disposades de manera que formen angles de 40°

Resposta correcta: ¢







a) Explica breument els tres mecanismes principals d’inhibicio de les
carboxipeptidases.

Trobem la inhibicié autologa (pel prosegment), la inhibicié heterologa (per
exemple per I'inhibidor de carboxipeptidasa de patata o CPI) i la inhibicié per un
exces de Zn.

La inhibicid pel prosegment de la carboxipeptidasa es dona per la unié d’aquest
al centre actiu, impedint la unié del substrat (inhibicié6 competitiva).

El CPI és un inhibidor competitiu que s’uneix al centre actiu mitjancant dos
contactes. El primer consisteix en la unié de I’extrem c-terminal de CPI al centre
actiu, i el segon contacte s’estableix entre el core de CPI i la superficie de la
proteina.

En presencia de ZnCl2 al medi, un segon atom de zinc forma un complex de
coordinacio tetrahedric amb el centre actiu i ions del med..




b) En les carboxipeptidases, els aminoacids d’unio al Zn, que formen part
d’'un loop, es troben conservats en diferents especies. Com explicaries
aquest fenomen?

Podem explicar que hi hagi conservacio en un loop pel fet que els aminoacids
d’'unid al zinc soén claus per a la funcié de les carboxipeptidases, ja que el zinc
participa en el mecanisme catalitic.

Per tant, tot i no haver-hi una estructura secundaria definida, el loop adquireix
caracter d’estructura regular.




