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En cdl-lules eucariotes, la majoria de proteines del citosol i € nucli son
degradades mitjancant la via de les ubiquitines - proteasoma

EL PROTEASOMA

«Complex proteasa multicatalitic

*Rol crucia en el turnover cel-lular proteic (treonin-proteasa)

*Present en tots els dominis de lavida

Eschericchia coli

Thermoplasma acidophilum

Saccharomyces cerevisiae




EL PROTEASOMA EUCARIOTA

El proteasoma 26S és una maquina molecular cilidricade 2.5MDa
Core codificat per 14 gens diferents

45 nm de llargadai 20 nm d’amplada

Compost per:

Dosactivador s 19S (subunitats regul adores)

Un cor e 20S (subunitatsa —reguladores-, subunitatsb
-catalitiques)




ACTIVADORS 195

Parcialment desconeguts

N’hi ha 2, assimetrics, ATP- i ubiquitina-depenents

19S = 11/12 Rpn + 6 Rpt (ATPasa) ' 1@

substrate e ];L RPM
. . base ‘wlaNgale
Funcions clau: aTPase ring €4 j.m RPT

To5 B85 40 3 &bl P

DIDIDIDD -

1.- Reconeixer i unir les proteines substrat;
2.- desplegar-les,

3.- dissociar les ubiquitines;

4.- encaminar el substrat cap al core catalitic del proteasoma.
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EL CORE | Tamany




Al core es definaixen 3 cambres:

o 2 externes( a-b)
de 59nm?3 - poden incorporar gran
guantitat de substrats

1 interna ( , b-b) de

84nm3 - pero per arribar-hi cal
travessar porus axials de
2nmM —> NOMes passaran
proteines desplegades

| Accés restringit per processament d'asi pel 19S o I’ activador




ENSAMBLATGE DEL CORE

Conelxement limitat -sobretot dels primers passos

L es diferents subunitats han de col -locar-se en un determinat ordre

Andll alfa(a7) unit a3 subunitats b = esvan unint les altresb -

a7 b7. mig proteasoma = xaperona Umpl

|

a7b7 + a7b7 > AUTOCATALISI del propétid

V)
=
i
D
Q.
@)
-
o

ACTIU
(degradacié de laUmpl)




CLASSIFICACIO SCOP

Classe: proteines alfai beta (a+b)

Plegament: tipus Ntn hidrolasa
4 capes. alfa/beta/beta/alfa

Superfamilia: aminohidrolases nucleofil N-terminal

2 grups catalitics (donador de protonsi nucleofil als residus N-terminal

Familia: subunitats proteasomiques

DOMINIS DEL PROTEASOMA:

Subunitat beta (catalitica)

Subunitat alfa (no-catalitica)
conté una extensio N-terminal

Homoleg procariota: HAV (ClpQ) proteasa




PLEGAMENT DE LES SUBUNITATS a

3 hélixsa

2 laminesb antiparal-leles

Helix a N-term

2 hélixsa

/




PLEGAMENT DE LES SUBUNITATSD

2 (0 3) helixsa

2 laminesb

antiparal-leles %

2 hélixsa
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Subunitats a

Regions N-terminals sSituades a centre
del porus.

|mportant per laregulacio de
|’ opertura del canal




HWVER 2. 2g

huma3a

ratoli 3a

|| evat 3a
bacteri 3a
Acant hanoeba
Ar abi dopsi s
Caenor habditis
Di ctyostelium
Drosophi | a
Oyza

Spi naci a

#=CC RF

. ssi gt gydl sast f spdgr vf gveyankavenssTAl G RCKDGWFGV
. ssi gt gydl sast f spdgr vf gveyankavenssTAl G RCKDGVWFGV
. tsi gt gydl snsvf spdgr nf gveyavkavengt TSI G KCNDGVVFAV
ngqgqgmaydr ai t vf spdgr | f gveyar eavkkgs TALGVKFANGVLLI S
.. sigtgydl ssttfspdgrvfgveyaakavdnsgTALG.RVKDGVWLAV
nesi gt gydl svtt f spdgr vf gi eyaakavdnsgTvwWd KCKDA VMGV
. ssi gt gydl aast f spdgri f gveyagkavdnagTM Al RGKNGVWWWA
nmesvgsgyd| yvst yspdgkl f gqvdyankavensgTLVAI KAKDGVWLGV
nst i gt gydl sasqf spdgr vf gi dyaskaveksgTVl G RGKDAWLAV
nesi gt gydl svtt fspdgrvf gveyat kavdnsgTwWwd KCKDA VLGV
nesi gt gydl svtt fspdgrvf gi eyaakavdnsgTAVA KCKDAE VLGV

XXXXXXXXXXXXXXX

CLUSTAL W1.60) nultiple sequence alignnent

Hunma3a

Rat ol i 3a

Ll evat 3a
Bact eri 3a
Acant hanoe
Ar abi dopsi
Caenor habd
D ctyost el
Dr osophi | a
O sativa
Espi nacs3a

s T TFSPDGRVFQVEYAAKAVDNSGT AL GL RVKDGWLAVEKLLVSKM_V
TTFSPDGRVFQ EYAAKAVDNSGTWGE KCKDGE VMGVEKLI ASKIVML
Vs STFSPDGRI FQVEYAQKAVDNAGTIM Al RGKNGVYWWWADKL| SSKLYT
STYSPDCGKLFQVDYANKAVENSGT LVAI KAKDGVWLGVEKLVPSKM.C
s SQFSPDGRVFQ DYASKAVEKSGTVI G RCKDAWLAVEKI | TSKLYE
TTFSPDGRVFQVEYATKAVDNSGTWGE KCKDAE VLGVEKLVTSKMWL
TTFSPDGRVFQ EYAAKAVDNSGTAVGE KCKDG VLGVEKLI QSKIMML

% * * * %

N-terminal Halix HO




CLUSTAL W1.60) nultiple sequence alignnent

al fal_SC TI FSPEGRLYQVEYAFKATNQINI NSLAVRGKDCTWI SCKK
al fa2_SC TTFSPSGKLGQA DYALTAVKQG VTSLG KATNGWI ATEKK
al fa3_SC TI FSPEGRLYQVEYALESI SHA- GTAI G MASDAE VLAAERK
al fad_SC S| FSPDCGH FQVEYALEAVKRG- TCAVGVKGKNCWLGCERR
al fa5_SC @VSTFSPECRLFQVEYSLEAI KLG STAI G ATKEGWLGVEKR
al fa6é_SC IIVTFSPTGRLFQVEYALEAI KQG SVTVGELRSNTHAVLVALKR
al fa7_SC SVFSPDCRNFQVEYAVKAVENG- TTSI G KCNDG\/VFAVEKL

* k% * * *

N-terminal Helix HO

Motiu YDR

- Es I’ iinica segiiéncia conservada entre les regions N-terminals de les
subunitats alfes

- Participaria en |’ estabilitzaci 6 de la conformaci 6 tancada del canal




Aquesta interaccio podria
jugar un rol Unic i centra
en mantenir la conformacio
tancada del proteasoma

Interaccionsentre YDR dea3 i a4




Interaccions a 3
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Subunitatsb

Son les subunitats catalitiques del proteasoma.

Durant I’ evoluci6 dels eucariotes

7 subunitats catalitiques 2




CLUSTAL W 1.60) rmultiple sequence alignment

LKKGEVSLGASI MAVTFKDGVI L RTTTGAYI ANRVTDKL TRVHDKI WCCRSGSAAD
I 1 LG RVQDSVI LASSKAVTRG SVLKDSDDKTRQL SPHTLMSFAGEAGD

* *

- MNQTLETGTITTVG TLKDAVI MATERRVTMENFI MHKN LFQ DTYTGMTI AGLVGD
- TQQPI VTGTISVI SMKYDNGVI | NLGSYGSLLRFNGVERLI PVGDNTVVGE SGDI SD

AQVLVRYMKAEL EL YRLQRRVNMPI EAVA- TLL SNMLNQVKYMP YMWQLLVGGE

MOHI ERLLKDLVTENAYDNPLADAEEALEPSYI FEYLATVMYQRRSKMNPLWNAI | VAGY
TQAI ADI VQYHLELYTSQYGTPS- TETAA- SVFKEL CYENKDN LTAG | VAGY
TVQFAEY! QANI QLYSI REDYELSPQAVS- SFVRQELAKSI RSRR- - - - PYQVNVLI GGY

*

Taci dB D- - - TAPHVFSI DAAGGSVEDI YAST - - - - PFVYGVLESQ YSEKMI'VDEGVDLVI

1RYPN QSN- GCDOFLRYVNLLGVTYSSPTLAT HMANPL LRKVVDRESDI PKTTVQVAEEAI V
1RYPH DDK- NKGEVYTI PLGGSVHKLPYAI Al - - - - TFI YGYCDKN- FRENMSKEETVDFI K
1RYPK DKKKNKPEL YQ DYLGTKVELPYGAHGY|SG- - - - FYTFSLLDHH- YRPDMI TEEGLDLLK

Taci dB RAI SAAK

1RYPN NAMRVLYY
1RYPH HSLSQAI K
1RYPK LCVQELEK




bet al
bet a2
bet a5
bet a7
bet a6
bet a4
bet a3

bet al
bet a2
bet a5
bet a7
bet a6
bet a4
bet a3

--T-Q Q PI VTC

QFNP- Y- G- D- NG

SI MAVTFKDGVI LGA
T1 VGVKFNNGVVI AA
TTLAFRFQGG | VAV
SVI SMKYDNGVI | AA

5T1 LG AGEDFAVLAG

- ---SDPSSI - NG

I 1 LG RVQDSVI LAS

VVAMI GKDCVAI A(

SAADTQAI ADI VQYHLELYTSQ Y
TAADTEAVTQLI GSNI ELHSL- YTS

LATDVTTLNEMFRYKTNLYKLK- EE

_[PL RLGSQSL GVSNKFEK

SRTTTGAYI ANRVTI:FI<
TRSTQGPI VADKNCAK
SRATAGNW/ASQT VKK
NL GSYGSL L RFNGVER
TRNI TDYSI NSRYERK
KAVTRG SVLKDSDDK

Alineament d’ estructura (STAMP) de les 7 betes del gOu.

CLUSTAL W 1.60) multiple sequence alignnment

LTRVHDKI WCCRSG
LHRI SPKI WCAGAG
VI El NPFLLGTMVAG
L1 PVGDNTVWVA SG
VFDCGDNI VMSANG
TRQLSPHTLMSFAG
| F- HYGHVFLA TG

GIPSTETAASVFKELCYENK- - - DNLTAG

REPRVVSAL QML KQHL FKY- - - QGHI GAYL
GAADCOFVETW.GSQCRLHELR- EK- - - - - ERI SVAAASKI LSNLVYQYK- - GAGL SMGT
DI SDMOHI ERLLKDLVTENAY- DNPLADAEEAL EPSY! FEYLATVMYQRRSKMNPLWNAI

FAADGDAL VKRFKNSVKWYHFDHND- - - - - KKLSI NSAARNI QHLLYGK- - RFFPYYVHT
EAGDTVQFAEYI QANI QLYSI R- ED- - - - - YELSPQAVSSFVRQELAKSI RSRRPYQVNV
RAI EPETFTQLVSSSLYERR- - FGPYFVGP

| VAGYDDK- NKGEVYTI PLGGSVHKL- PYAI AGSGSTFI YGYCDKNF
| VAGVDP- - TGSHLFSI HAHGSTDV- GYYL SLGSGSLAAMAVL ESH-
M CGYTRK- EGPTI YYVDSDGTRLKG- DI FCVGSGQT FAYGVL DSNY

| VAGVQS- NGDQFLRYVNLLGVTY- SSPTLAT
I I AGL- DEDGKGAVYSFDPVGSYER- EQCRA

L1 GGYDKKKNKPELYQ DYLGTKVE- LPYGAH
VWVAG NSKSGKPFI AGFDLI GCI DEAKDFI VS

GAHMANPLLRKWV- - - = - = - - - - - - -
\VAASL | MPFL DNQVNFKNQYEPGTNGK
SGFYTFSLLDHHY
ASDQLFGMCESLY




R- - ENVBKEETVDFI KHSL SQAI \}Zﬁc{ GGVI RML- T- AAGVER:- - LI FY- -
- - W - - K- QDLTKEEAI KLASDAI QAGH WNDL GSGSNVDVCVME! - GKDAEYLRNYLT- P
K- - WDLSVEDAL YLGKRS! LAAAHRDAYSGGSVNL YHV- T- EDGW YH- GNHDV-
- - DRESDI PKTTVQVAEEAI VNAMRVL YYRDARSSRNFSLAI - | DKNTGLTF- KKNLQ- -
VKK- - PL- KYLSVEEVI KLVRDSFTSATERHI QWGDGLEI LI V- T- KDGVR- K- EFYEL-
R- - PDMTTEEGL DL LKL CVQEL EKRNPNDFKGVI VKI V- D- KDGI RQV- DDF- - -
E- - PNLEPEDLFETI SQALLNAADRDAL SGWGAVVYI | - K- KDEVV- K- RYLKMR

PDEYE- - QL
- - NVREEKQKSYKFPRGTTAVLKESI VNI CD- -
GE- LFVWKVKEEEGSFNNVI G-

KWDFAKDI KGYGTQXI

Score 7.35
RMS 1.49




STAMP deles 7 cadenesb




EL PROTEASOMA — UNA TREONIN-PROTEASA




PRODUCTES DE DEGRADACIO DEL PROTEASOMA

» Degradacio depen del temps de residencia als sites proteolitics

|

productes d’entre 31 25 aa (longitud mitja d’ uns 7-8 aa)

o Diferents butxaques catalitiques en les subunitats actives del core >
diferents especificitats proteolitiques

L’ arquitectura de la cambra proteolitica determina |’ especificitat




Alineament d’ estructura (STAMP) de les betes catal itiques gOu.

CLUSTAL W 1.60) multiple sequence alignnment

b2 TI VGVKFNNGWI TRSTQGPI VADKNCAKLHRI SPKI GTAADTEAVTQLI G
bl S| MAVTFKDGVI L SRTTTGAY! ANRVTDKL TRVHDKI SGSAADTQAI ADI VQ
b5 TTLAFRFQGA | VAVDSRATAGNVWASQTVKKVI El NPFLL GGAA VETW.G
b2g SNI ELHSLYTSREPRVVSALQVLKQHLFKYQ GHI GAYLI VAGVDP- TGSHLFSI HAHGS
blg YHLELYTSQ YGTPSTETAASVFKELCYENKD- NLTAG | VAGYDDKNKGEVYTI PLGGS
b5g SQCRLHEL REKERI SVAAASKI LSNLVYQYKGAGLSMGTM CGYTRKEGPTI YYVDSDGT
b2g TDVGYYLSLGSGSLAAMAVL ESHWKQDL TKEEAI KLASDAI QAG L GSGSNVDVCVM
blg VHKLPYAI AGSGSTFI YGYCDKNFRENMSKEETVDFI KHSLSQAI K GGVI RMWVL
b5g RLKGDI FCVGSGQTFAYGVL DSNYKWDL SVEDAL YLGKRSI LAAAHRDAYSGGSVNL YHV
b2g El GKDAEYLRNYLTPNVREEKQKSYKFPRGTTAVLKESI VNI CD

T- AAGVER- - LI F- YPDEYEQL
b5qg T- EDGW YH- GNHDVGEL FVWKVKEEEGSENNVI G-

Score 8.34
RMS 0.98




STAMP de les tres cadenes catalitiques




DIFERENT ESPECIFICITAT CATALITICA

Activitat TRIPSINA-like (basic) - Glu 53 en la butxaca catalitica.
H,O catalitical A 3.598 A del’oxigeni a3.811 A del nitrogen de lathrl.







like (hidrofobic) - Met 45 en la butxaca catal itica.
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Activitat QUIMIOTRIPSINA







Aspl7
mm Lys33
Hl Serl?29
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Tacid_b
Scerev_bl
At hal _b1
huma_b1l
At hal _b2
huma_b2
Scerev_b2
Huma_b5pr
At hal _b5pr
Scerev_b5

#=GC RF

Tacid_b
Scerev_bil
Athal b1
huma_b1l

At hal _b2
huma_b2
Scerev_b2
Huma_b5pr
At hal _b5pr
Scerev_b5

#=CC RF

#=GF AU

nqt | . ET(
wspyDnNG
spyVvF. NG
- - M
.- M

# STOCKHOLM 1.0

Alineament HMM delesb-catalitiques en diferents especies

HWVER 2. 2g

[ TVG TLKDAVI MATE
SI MAVTFKDGVI LGA
JTCVAI AGSDYCVI AA
3T1 LAl AGEDFAI VAS
CVFGLVGNGFAI VAA

al

RRVTMENFI MHKNGKKILFQ DTYTG

SRTTTGAYI ANRVT
TRMSTGYSI LSRDY!
TRLSEGFSI HTRDS
TSAVHSI LLHKNNE!

YLI G QGPDYVLVAS
ITI VGVKFNNGVVI AA

. HG

TTLAFKFRHGVI VAA

KG

D 019.9.9.9.9.9.99999999999999999999999999999999999999

TTLAFI FKGGVMWAA

Dl | LG RVQDSVI LAS

RVAASNI VQVKDDH
TRSTQGP! VADKN

SRATAGAY! ASQTV
SRASMGGY! SSQSV!

D
D
D
D
D
D
D
D
S

KAVTRG SVLKDSDI




Tacid_b
Scerev_bl
At hal _b1l
huma_b1l
At hal _b2
huma_b2
Scerev_b2
Huma_b5pr
At hal _b5pr
Scerev_bb

#=CGC RF

Tacid_ b

Scerev_bl
At hal _b1
huma_b1
At hal _b2
huma_b2
Scerev_b2
Huma_b5pr
At hal _b5pr
Scerev_b5
#=GC RF

MT| AGLVGDAQVLVRYMKAELELYRLQ RR- - - - - VNVPI EAVATLLSNM
CCRSGSAADTQAI ADI VQYHLELYTSQ Y GTPSTETAASVFKEL
L SSSGFQADVKAL QKVLKSRHLI YQHQHN- KQVSCPAVAQL L SNT
| GCSGFHGDCLTLTKI | EARLKMYKHS- NN- - - - - KAMTTGAI AAMLSTI

VAASGEPGDRVQFTEYVQKNVSL YKFR- NG- - - - - | PLTTAAAANFTRGE
LLCVGEAGDTVQFAEY! QKNVQLYKNMR- NG- - - - - YELSPTAAANFTRRN
CAGAGTAADTEAVTQLI GSNI ELHSL- YTS REPRVVSALQVLKQH
GTMAGGAADCSFVERL LARQCRI YELR- NK- - - - - ERI SVAAASKLLANM
GTMAGGAADCQFVWHRNL Gl KCRLHELA- NK- - - - - RRI SVSGASKLLANM
MSFAGEAGDTVQFAEY! QANI QLYSI R- ED- - - - - YELSPQAVSSFVRQE

XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

LNQVK- - YMPYMWQLLVGAE - D- - TAPHVFSI DAAGGSVE- DI YAST
CYENK- - - DNLTAG | VAGYDDK- NKGEVYTI PLGGSVHK- LPYAI A
LYFKR- - FFPYYAFNVLGGLDEE- GKGCVFTYDAVGSYER- VGYGA
LYSRR- - FFPYYVYNI | GGLDEE- GKGAVYSFDPVGSYQR- DSFKA
LATA- LRKNPYSVNI LMAGYDDE- SGASLYYI DYl ATLHK- VDKGAF
LADCLRSRTPYHVNLLLAGYDE- HEGPALYYNMDYLAALAKA- PFAAH
LFKY- - - QGHI GAYLI VAGVDP- - TGSHLFSI HAHGSTDV- GYYLSL
VYQYK- - GVMGLSMGTM CGWDK- - RGPGLYYVDSEGNRI - SGATFSV!
LYSYR- - GMGLSVGTM AGWDE- - TGPGLYYVDNEGGRLK- GDRFSV!

o0 00 060 > 00 0

LAKSI RSRRPYQVNVLI GGYDKKKNKPELYQ DYLGTKVE- LPYGAH

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX




Tacid_b
Scerev_bl
At hal _b1
huma_bl
At hal _b2
huma_b2
Scerev_b2
Huma_b5pr
At hal _b5pr
Scerev_b5b

#=GC RF

Tacid_b
Scerev_bl
Athal b1
huma_bl

At hal b2
huma_b2
Scerev_b2
Huma_b5pr
At hal _b5pr
Scerev_b5

#=CC RF

SPFVYGVLESQY
STFI YGYCDKNF

S- - EKMIVDEGVDLVI RAI S
R- - ENMSKEETVDFI KHSLS
STLI MPFLDNQL- - - KSPSPLLLPKQDS- - N- - TPLSEAEAVDLVKTVFA
SAML QPL L DNQVGFKN- MONVEH- - VPL SL DRAMRL VKDVFI
SYFSLSTMDRHY
AFLTLSI LDRYY
SLAAVAVL ESHW

R- - SDMSVEEAI ELVDKCI L
T- - PTI SRERAVELLRKCLE
K- - QOLTKEEAI KLASDAI Q
SVYAYGVMDRGY
SPYAYGVLDSGY
GFYTFSLLDHHY

S- - YDLEVEQAYDLARRAI Y
K- - YDMSVEEASELARRSI Y
R- - PDMITEEGLDLLKLCVQ

XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

AAKQRDSASGGM DVAVI - TRKDGYVQL
QAl KW\DGSSGGVI RWVL- T- AAGVER- - LI FY- - PDEYE- - Q

PTDQ ESRI r ki gl i

SATER MGDKLEI M L- K- ADG K- T- ELMDLR- - - KD- - -
SAAERDVYTGDALRI Cl V- T- KEG R- E- ETVSLR- - - KD- - -
A

El RSRY PPNFVI Kl V- D- KDGAR- - - - DYAWR- - QSVKDVt t avv. .
ELQKRAI UNLPTFSVRI | - D- KNG HDL- DNI SFP- - KQG- - S
AG WNDL GSGSNVDVCVMEI - GKDAEYLRNYLT- P- - NVREEKgksykf p

QATYRDAYSGGAVNL YHV- R- EDGW RVSSDN- - - VADLHEKYs gst p. .
HATFRODGASGGVASVYHV- G- PEGWT- K- - - LS- - GDDVGELHy hyypva
ELEKRVPNBFKGVI VKI V- D- KDGl RQV- DDF- - - QA- - - - - Q......

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX XX XXX XXX




INTERACCIONS ENTRE CADENESD
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|nhibidor TM C-95a




Inhibidor TM C-95a

- Inhibidor natural provinent
de Apiospora montagnel

- Sistema d’ anells
heterociclics

- Blogugja tots els active sites
de forma no covalent

- Unio reversiblei per tant,
menys efectes citotoxics




Inhibidor TM C-95a




Inhibidor TM C-95a




|nhibidor TM C-95a

Gly 47 Thr48  Ala49 Ser 20 Thr 21




Subunitat reguladora 19 S (sbA)




| || |
19S 20S 19S5

Microscopia el ectronica Model delesregions 19S
(26S Drosophila melanogaster) (Drosophila melanogaster)




Sha

- 50 Kda
- I"homoleg en llevat és Rpn10
- té dosdominisd’' uni6 a ubiquitina (UIM)

- possiblerol en traslladar productes
ubiquitinats cap a proteosoma

- no és essencid. Had haver atres Rc
Implicats com S6'¢(Rpt5 en llevat)

- Encara es desconeaix |’ estructura exacta de
Shai lainteraccio amb ubiquitina.

substrate G -
- p- A’F'F‘N

Bl
base =

ATPase ring h.L. m.,,
MM&M

El 4 3 2 'II*

Mﬂ& D




NMR S5a (196-306) NMR S5a (196-306) + Ub




NMR S5a (196-306)







CLUSTAL W1.60) nultiple sequence alignnent

A thaliana
Dr osophi | a
Huma

Schi st osom

A.thal i ana
Dr osophi | a
Huma

Schi st osom

A thal i ana
Dr osophi | a
Huma

Schi st osom

AAAAAGEDFDFGVDPNI
GAGLGGNVFEFGVDPNE
M.G.GASDFEFGVDPSA
MAGAGQLG LEFGLDGAE

**x * % * kkkkkk*k

ARQEAAAKKAADEAGOKD- - - KDG D- - TASASQETVARTT
QRQESEQRRANPDGAPP T GGDAGEECGVSGSGPGNEESAGAENEANTEEAML QRALAL ST
QRQEEEARRAAAASAAEAG ATTGTE D- SDDALLKMTI SQ Q

VRQEHEVNGDGSNTSWATSLPAGSG TSEEAMLQQALANMSM
*

* % %

DKNAEPND- ‘
ETPEDNLP MQDAP- DDSVTQQAKRPK- - - - - - - - - -
EFGRTGLP 1 QGAE- FGQAESADI DAS

QVNNTESSSLPMVDI DLAAVBEEDG 1.QOVIG- EETTQPTTTTLESDKTI VEPSG

Sequiencia consens; eLeeAsee S




Complexe S5a UIM-1/Ubiquitina




Complexe S5a UIM-1/Ubiquitina

Pont d’ hidrogen:

Gly 47 -




Complexe Sba UIM-2/Ubiquitina

1287 7Y A\ M 291
Glu283 1 Glu 284




Complexe Sba UIM-2/Ubiquitina

12877y A M291 Gly 47

Glu 2831 Glu
284




denada responsable de
implicat en |’ obertura

O or
-Y

= 7

una conformaci
P

z 8
0 &
S8
s ©
~ ©
B 5
c &
X
!
Mw
© 3
<8
el
%d
(7))
@
<
S
0

0

Activador PA26

I’ obertura del porus.
- Cluster YD-

-La uni




Activador PA26

- Cluster YD-P-Y

CLUSTAL W1.60) nultiple sequence alignnent

al fal SC
al faz SC
al fa3_SC
al fa4 SC
al fa5_SC
al faé_SC
al fa7_SC

N-terminal

KATNQTNI NSLAVRGKDCTWI SQKK
TAVKQG VTSLG KATNGWI ATEKK

ESI SHA- GTAl G MASDG VLAAERK
EAVKRG- TCAVGVKGKNCWL GCERR

LEAI KLG STAl G ATKEGWLGVEKR
EAl KQG- SVTVGLRSNTHAVLVALKR
HYAVKAVENG TTSI G KCNDGVWFAVEKL
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Preguntas PEM:

1.-Sefala la respuesta correcta respecto a proteosoma:
a) Es un organulo celular
b) Es una Unica proteina
c) Tiene funcién estructural
d) Su funcion es degradar de forma especifica proteinas
€) No seobserva en todoslos dominios de la vida

2.-El proteosoma 26s esta formado por:
a) 4 anillos beta
b) 2 anillos alfay dos betas
¢) una subunidad 20s formada por dos anillos betasy dosdfas y dos subunidades 19s
d) una subunidad 20sy dos activadores PA26
e) 3anillosafay 2 betas

3.-¢Donde subyace la actividad cataliticadel proteasoma 26s?
a) en las subunidades 19s
b) En las subunidades betal, beta? y betab
C) en las subunidades alfas
d) en las 7 subunidades beta
€) ninguna de | as anteriores es correcta




4.-Respecto alaregion N terminal delas subunidades alfas:

1.- El motivo YDR esta ampliamente conservado

2.- Sepostula que el motivo YDR tiene importancia para estabilizar la conformacién cerrada
3.-Laregion N- termina de la subunidad afa3 guarda especial importancia.

4.- No seobserva conservacion entre especies

5.- Las 7 son idénticas entre si

a)l,3
b)1,2,3
c)2,4
d)4
€)1,2,3,4

5.-Respecto alas subunidades cataliticas betas:
a) Son tirosin proteasas
b) Son treonin proteasas
c) Lacatdigs se realiza mediante un atague eectréfilo
d) No participaH20 en €l proceso catalitico
e) lalisinadel centro catalitico es la principal responsable del ataque
nucleofilico sobre € sustrato.

6.-Respecto a posibles inhibidores del centro catalitico:
a) Suinvestigacion esta en alza por su posible uso en terapia antitumoral
b) No existe ninguno en mercado
c) TMC -95a es un inhibidor no especifico del proteosoma
d) TMC 95a se une de forma irreversible alas subunidades cataliticas
€) TMC 95a esta formado por un anillo afa




7.-Respecto a complgo 19s, sefialala respuesta verdadera:
a) Estan cristalizadas y ampliamente conocidas
b)No necesitan de ATP pararealizar su funcién
c) Estén formadas de dos subunidades afay dos betas
d) Despliegan la proteina para que pueda entrar en e core 20s

€) Todas las anteriores son correctas

8.- Enrelacion alaproteinasba, ¢cud de las siguientes es cierta?
a) Tiene dos dominios de unidén a ubiquitina
b) Tiene una estructura muy flexible lo cual le permite una megor union a ubiquitina
C) Las dos anteriores son ciertas
d) Pertenece a core 20s

€) Todas las anteriores son ciertas

9.-Respecto alas camaras del proteosoma, sefida la respuesta incorrecta:

a) Hay tres en total

b) S6lo unade ellas es catalitica

c) Se encuentran situadas en e core 20s
d) Permiten & paso de cualquier proteina

€)Hay tres sites especificos cataliticos dentro de la misma camara catalitica




10.-Respecto al PA26 ddl proteosoma, sefiala la respuesta correcta:
a) Esun inhibidor
b) Seuned core 20s por ambos extremos
C) Las dos anteriores son ciertas
d) Se une directamente alas subunidades betas

€)Todas las anteriores son ciertas

Pregunta de ensayo:

PROTEASOMA: ¢Qué son las Ntn hidrolasas?:Cua es el principal aminoécido responsable de la actividad
cataliticadel proteosoma?:Qué papd juegad H207?

Son proteasas que tienen en su extremo N-termina @ grupo que lleva a cabo € atague nucleofilico sobred
sustrato. En & proteosoma € aminoacido nucledfilo eslatreonina 1 de los extremos N- terminal de las subunidades
beta cataliticas (betal, beta2, betab).

El H20 contribuye en la catdlisis a captar € proton del grupo hidroxilo dela treonina 1y pasarlo a grupo amino de
la cadena principal de esta, promoviendo asi € atague nucleofilico.




