Predizione delle caratteristiche
biochimiche delle proteine
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Caratteristiche biochimiche predicibili

CHIMICO-FISICHE STRUTTURALI

« Composizione e sequenza » Secondaria

« Peso molecolare * Terziaria

* Punto isoelettrico » Regioni Coiled caoill

« Coefficiente di estinzione * Accessibilita al solvente

* Regioni a bassa complessita * Regioni transmembrana
 Regioni ripetute  Topologia transmembrana

FUNZIONALI

 “Traducibilita”

 Destinazione ai compartimenti cellulari
» Turnover

» Modificazioni post-traduzionali

« Siti catalitici

* Legami a coenzimi

* Legami a metalli

« Legami a DNA o proteine

> Presenza di “motivi o segnali”

_/
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"Motivi/Segnali” nelle proteine

Motivo di sequenza

Una porzione limitata della proteina la cui
"= | presenza o conservazione dipende da ragioni
funzionali o strutturali

La presenza di un motivo in proteine diverse puo derivare da
omologia o da convergenza funzionale
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Evoluzione convergente di motivi funzionali

Subtilisina Chimotripsina

La triade catalitica di acido aspartico, istidina e serina nella subtilisina, proteasi batterica
e nella chimotripsina, proteasi di mammifero. Le due strutture sono radicalmente diverse
e i tre amino acidi compaiono con un ordine differente nella sequenza primaria (D,H,S
nella subtilisina e H,D,S nella chimotripsina) . Cid nonostante, 'arrangiamento del sito
attivo € molto simile per convergenza evolutiva.



Motivi in sequenza ed in struttura

Chimotripsina:

XXX XXX X XXX XXX XXX XXXXXX XXX XXX
XXHX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXXXXX
XXXXXXX XXX XD XXX XXX XXX XXXXXXX
XXX XXX X XXX XXX XXX XXXXXX XXX XXX
XXXXXX XXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXX
XXX XXX XXX XXX XXX XXXXXXXS XXX XX
Zinc finger: XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXX XXX CXXX XXX XXX XXX XHXXXHX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
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Descrizioni di un classico motivo

C,H, Zinc finger

Sequence pattern Sequence logos
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Prosite patterns

Intorno della serina catalitica delle proteasi trypsin-like
G-D-S-G-G

Legame al piridossal-fosfato delle fosforilasi
E-A-[SC]-G-x-[GS]-x-M-K-x(2)-[LM]-N

Zinc Finger
C-x(2,4)-C-x(3)-[LIVMFYWC]-x(8)-H-x(3,5)-H

N-Glicosilazione
N-{P}-[ST]-{P}

Homeobox domain
[LIVMFYG]-[ASLVR]-x(2)-[LIVMSTACN]-x-[LIVM]-x(4)-[LIV]-
[RKNQESTAIY]-[LIVFSTNKH]-W-[FYVC]-x-INDQTAH]-x(5)- [ RKNAIMW]
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Come si costruisce un Prosite pattern

LHA S o e wyasog a8y



http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.expasy.ch/prosite/
http://www.expasy.ch/prosite/

Come si costruisce un pattern prosite

RNA Recognition Motif (RRM) RNP-1

KEVSS

RUIA_HUMAN SRSLKMR[E

SXLF DROME KLTGR P|R[S NKREE
ROC_HUMAN VGCSVHIK[E VNERN

ELAV_DROME GNDTQ TK[& AT RFIDKREE

/ RNP-1 motif \
l

[RK] -G- {EDRKHPCG}-[AGSCI]~-[FY]-[LIVA]-x-[FYM]

H 0O H
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La presenza di un motivo puo essere casuale

NiceSite View of PROSITE: PS00030

General information about the entry

Entry name  RRM_RNP_1 Motivi possono ricorrere nelle
Accession  pgonoag proteine per effetto del caso,
Enrytype  |PATTERN senza determinare una data
Daie [\ oood (NFo UPDATE). ey proprieta funzionale.
:[:?c[jr'sngriation e

Casceyair) | e LNA Eacepice MEIE[EEN)ENE | / Piu il motivo & corto e

Pattern [RK]-G-EDRKHPCG}-AGSCI{FY-{LIVA] x-{FYLIgf ambiguo, maggiori sono le
Mumerical results prg N .
+ Swiss-Prot release number: 43.4, total number of sequgfice prObabIIIta dl Occorrenza
entries in that release: 152040, Ca Suale
+ Total number of hits in Swiss-Prot: 587 hits in 47/different
sequences

+ MNumber of hits on proteins that are known tg/belong to the set
under consideration: 355 hits in 238 diffgdent sequences
+ MNumber of hits on proteins that could pdtentially belong to the
set : : S
umber of false hits (on unrelated proteins): 232 hits in 23
ifferent sequences

miniii—
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Ricerca motivi contenuti un una sequenza

e :
Location Edit View Go Bookmarks Tools Settings Window Help
COUOY 0V =l AWK A, &
E» Location: [é& http://www.expasy.org/tools/scanprosite/ H AJ[ H
Q DBBM & Entrez Q PLP =X Linux [EX Perl EX Biolnf EX Dict = http://www.ncbi.nl....cgi?pid=110681270 & Tech Guide E31»
| (=
Protein(s) to be scanned: PROSITE pattern(s)/profile(s) /I:o scan for:
Enter one or more Swiss-Prot/TrEMBL accession| |Enter one or more PROSITE accession number(s)
number(s) [AC] (e.g. PO0747) and/or sequence| |(e.g. PS50240), and/or identifier(s) (e.g. CHEB),
identifier(s) [ID] (e.g. ENTK_HUMAN), and/or| land/or type your pattern(s) in PROSITE format
PDB identifier, and/or paste your own protein| |in the box below:
equence(s) in the box below: (leave this box blank to scan sequence(s) against
(leave this box blank to scan PROSITE entrie(s)| |the entire PROSITE database)
against selected protein databases) =
s - and specify your search limits (only used if no
Motivi con elevate protein data specified) :
PI'Obablllta dl occorrenza - + Protein database(s): x Swiss-Prot [
casuale SOno esclusi a = TrEMBL ] PDB databases
i3 including splice variants
default randomize databases [I'IO |']
General options: (only with patterns, see help) .
M % Exclude motifs with a high probability of + Taxonomic lineage (OC) / species (0OS) filter:
occurrence
1 Show low level score (see NEWT Taxonomy ; separate multiple
1 Do not scan profiles [User Manual] taxa/species with a semicolon, e.g. Eukaryota;
. . Escherichia coli; . Does not work on PDB
Show only sequences with at least hit(s)
. sequences.)
Maximum of matched sequences _ L . @

Ricerca di motivi con Scanprosite
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Conservazione di un pattern in una famiglia di proteine

Cytochrome C Pattern: C-X-X-C-H

>Atu2314 hypothetical protein Atu2314
MYEY.... AHFTKARDVVQGRCSMCHAAEPVW...

Occorrenza casuale o motivo funzionale?

ECAN AD361 : 3R e - HEN e N Bl L D : ok ANl ¢ A0
mlr5140 : EETIYH ; oL S B0
Atu2314 E[eVEF T =K Sy EWDEQ AREI LS AQREDCRERIA : G0
Eb muox : : Y¥DETIRE o i i =0
Haut 3294 : LB LYEETVT 11
Daci 2128 : ALK -——————— g 15 (o w T i 8 o] EIgeT : 53
EpseN 1318 ETLMES—— VgD RM PRILQUH QLEMAISST o80iH : 55
PputWels 3 : 4K TS PLEST o QAQ . : A0

F dq

Un profilo di conservazione coerente con il pattern suggerisce la presenza
non casuale del motivo di sequenza
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PHI Blast

Options for advanced blasting

Lirnit by entres I
Huersy

Composition-based
atatistics M

Expect [10
Word Size [3 7]

protein-protein BALAST

ot select f'rl:um:l {hone)

Choose filter ™ Low complesty [ Dlask for lookup table only [ Bask lower case

Ifatrix IBLDSUMEE *I (tap Costs | Existence: 11 Extension: 1 j

by

[-
PSS
=
Other advanced |
PHI pattem

Pattern Hit Initated
Blast trova sequenze
che hanno somiglianza
locale ad una data
sequenza in input ed in
piu contengono un
motivo specificato in
sintassi Prosite
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Ricerca di una stringa “brute force”

Caso tipico m + n confronti

una sequenza esistente..

stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent
stent

Caso peggiore m*n confronti

una sequenza esistente..

ddadaaaaaaaaaaaaaaaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaat
aaaa

ddddadaaaaaaaaadaaaaaaat




Ricerca Boyer-Moore

Caso tipico: m/n + n confronti

una sequenza esistente.. Provare prima l'ultima lettera.
Se non va bene spostare la

stent _ _
stent stringa in modo da far
stent corrispondere le lettere o del
stent tutto se la lettera non é
presente nella sequenza da
una sequenza esistente.. cercare.
Caso peggiore: m confronti
:aaaaaaaaaaaaaaaaaaa Caso tipico Caso Peggiore
t Brute force m-+n m*n
t ¢ Boyer Moore m/n +n m
daaaaaaaaaaaaaaaaaaa




localizzazione cellulare delle proteine

PCR product HIS3MX6

Homologous
recombination

Chromosome

Fusion protein 4

nucleo

nucleo perif.

r. endoplasm

»

Bud neck mitocondrio liposoma

Global analysis of protein localization in budding yeast.

Huh et al Nature 2003

1,500 1,000 500 0

E
Cell periph._
- Punctate |
. Bud neck |
lSpind = pnlel
.!ar:. r'r'rembr.l
I-";I'uc_ p-Er‘.p-h |
l‘:ﬂ"rﬁ&‘i"l
il Encosome |
I bt |
ll e Golgi/'ciath |
[ cog |
[ Peroxisome |
| Mir:rntuhule|
ER to Golgi
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Subcellular protein sorting: via secretoria

Segnall per Ia Intermembrane space  Quter membrane

Matrix Innar

via secretoria “'i“aeQ--- o T i
m METIJI'EI w .ga
Ggl cytosolic 4, .

protein

,?\?/_\/ | /?\T_\/ ‘2\3 Mltnc:l.'mmtlun

Segnali per

Mascent protein \;r |Oca| |ZzaZ|On e
ER signal Organelle-specific (] ) Thylakoids
( sequence uptake-targeting " Quter L Su bCG”UIare
2 |J sequence membrang Inner
% Y, — % membrang ‘
~.
Endoplasmic £ /
reticulum 3 1 / /:'
Inner nuclear /7 ) %, Stroma —
membrane '/ =) L
f B | Y \ Chloroplast
\ Quter nuclear e
Golgi  membrane o .
BXI complex \\ } 3.
|33~ |
4 # ‘% --_,,___ Muclear
- 2 \}/-'\- i = envelopa
o) + j P
Chromatin, =L
m b /" \ nuclaolus,
Muclear pore | *“ other proteins T
\\b 5.;\'_-3" Core
Cell surfac:e PIESHEJE o Hﬂgghl , Membrana
membrane andoplasmic -
[sacretad) L‘.'S L retic ulium - Matrix
L SECRETORY PATHWAY Mucleus Peroxisome
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Peptide segnale (proteine secrete e prot. di membrana N_,C..). O

Le proteine secretorie entrano nel \ f&

reticolo endoplasmico grazie alla
presenza di una sequenza segnale
all’estremita N-terminale che viene

. . -t coo-
successivamente tagliata (“signal < _ § Closed
H ” g . e trgﬁglocnn\ \ - — —_h\‘- o gate
peptide”). Anche le proteine di NN g i
membrana con una topologia N_,C,, e | ) '::: S

J 5

g <
posseggono una sequenza segnale che "

. . . — .. Nascent hHz Smplransfsr Carhohydrala
viene tagliata nel reticolo : i seqvence  { /) -
Sy ™ L. NE
NHg* SequUence ER lumen (G” :
. -
5 1)
mRNA : fﬁ B \
s %
i ke Ancora segnale (Prot. di membrana N, C_,)
signal 4 MH ':< Hi
sequence MH=
b, / Altre proteine di membrana, di solito
SRF receptar 3 | Il nt | ia N. C
csat e — ) quelle con topologia N, C_ .,
Ly 5

posSseggono una sequenza segnale
; 5 all’N-terminale rimossa ma € la stessa
ER lumen Assembled i@ regione transmembrana a funzionare
arbohydrate

translocon . ”
U% come segnale (“signal anchors”)
Ca .

ER membrana
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Peptidi segnale

scala Kyte-Doolittle
58
] . T Alanine 1.8
. Plot di idrofobicita Arginine 45
] Asparagine -3.5
3] Aspartic acid -3.5
28 1 Cysteine 2.5
] Glutamine -3.5
18 7] Glutamic acid -3.5
8- Glycine -0.4
1 Histidine -3.2
-168 Isoleucine 4.5
—za—- Leucine 3.8
| Lysine -3.9
-38 Methionine 1.9
| Phenylalanine 2.8
48 7] Proline -1.6
_58 B LU L L UL LI L UL LI Serine _O - 8
1 43' 33' 12|a| 1sa| zaal Threonine —0.7
Tryptophan -0.9
Tyrosine -1.3
Valine 4.2
Regione con
Regione con aminoacidi e .
amino acidi carichi idrofobici SItOIdI tagho. gli amino acidi -1 e- 3 sono
positivam?nte l piccoli e non carichi (regola di von Heijne)
-3 -1 +1
20 - 40 aa
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SignalP

Brunak et al

Signal anchor model Signa!P e un programma bgsato su reti
neurali e modelli markoviani allenati su

besin =0 m -m- set di proteine a destinazione nota per

Mess N cooion H.region predire signal peptides e signal

anchors.

Signal peptide model

Vengono valutati 3 punteggi:

1)Signal ; 2)Cleavage ; 3)Combined

Il valore massimo del punteggio 3) &
predetto come sito di taglio se lo score
medio di “Signal” dal primo amino acido
fino a quel punto € maggiore di 0.5

Accuratezza della predizione: ~90%

Cleavage site C-region
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SignalP 3.0- reti neurali

C-score (raw cleavage site score)
S-score (signal peptide score)

Y-score (combined cleavage site score)

Epidermal growth factor receptor (EGFR_ human)

T
C score

1.8 | —
Y score
B.8 —
B.& —
o
4
o
o .4 —
B.2 —
|
[t
a_a_ |||||| [ |||||||
MEFPSGTAGAALLALLARLEPASEALEEKKNY CQGTSHELTQLGTFEDHFL
1 1 1 1 1 1 1 1 1

5] 5 16 15 =35 25 28 25 468 45 5@

Fositiaon
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http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

SignalP 3.0 - modelli markoviani

Cleavage probability
N-region probability
H-region probability

Epidermal growth factor receptor (EGFR_human)

T T
Cleavage prohb.
1.8 .
h-region prokhb.
8.8 F .
B.6 | .
T
i
5
m 8.4 .
a.2 F .
@.8
MREPSGTAGAALLALLAALCPASRALEEKKY CQGTSHELTOQLGTFEDHFL
1 1 1 1 1 1 1 1 1

5] 5 1@ 15 =35} f=3=1 28 jc3=1 E15] 45 56
Fasitiaon
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(Gram-negative hacteria

_ .y
1 M A wzp 'AE
e o8
Ol e b“ﬁ-éémm_m::;‘!v —&E_EE‘—E—E

Sequence logos dei peptidi segnale
in eucarioti, batteri gram negativi e
gram positivi. Le sequenze sono
allineate rispetto al sito di taglio
predetto da SignalP. Le sequenze
segnale dei gram positivi sono
mediamente piu lunghe. La regione
idrofobica € dominata da Leu negli
eucarioti mentre nei procarioti Leu e
Ala sono ugualmente rappresentati.
La regola di von Heijne (-1,-3) €
seguita sia nei procarioti che negli
eucarioti, ma in quest’ultimi Ala non &
cosi prevalente. Residui carichi
positivamente all’N-terminale sono
soprattutto presenti nei procarioti. Nei
procarioti, il primo residuo € sempre
N-formil metionina.
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Discriminazione Peptide segnale - Ancora segnale
SignalP 3.0

Lymphotoxine alpha (TNFB_human)

T T
Cleavages prohb.
1.8

h—r‘%gion prokb.

ool ] Prediction: Signal peptide

L | Signal peptide probability: 0.996

Signal anchor probability: 0.004

Max cleavage site probability: 0.989
between pos. 34 and 35

MTFPFPERLFLPRENYMCGTTLHLLLLGLLLYLLPGAQGLPGY GLT PR SA

1 1 1 1 1 1
5] =] 18 13 =] 23 28 25 48 435
Fosition

Tumor necrosis factor (TNFA _human)

Prediction: Signal anchor

Signal peptide probability: 0.001

Signal anchor probability: 0.998

Max cleavage site probability: 0.001
between pos. 46 and 47

] i@ ca el 4@ j=1:] (1] Fa
Fosition
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Twin-Arginine translocation (TAT)

—-\ Cytoplasm
- \ c

4 (QC L%G& © TAT: exporto di proteine 'foldate'.
SecB
Q Bo SRP ° ©® " Peptide segnale TAT con n-region
¥ GTPSecA piu estesa € coppia di arginine
Shly SNNE, (RR)
ﬂ PMF e f
:
SecYEG ;; v
Periplasm ¢ N =k C\f
Z-R-R-x--® ¥
Tat meeees——— @4 =
Sec -_-+

n-region h-region c-region

File: predizione_biochimica.odp Riccardo Percudani 01/01/16




Subcellular protein sorting: via

ci TW tica \

Segnali per

la via secretoria
WW

mARMNA :1'

”?\@/‘\_/

Intarmembrana spar:&

Matur&
cytosolic

4’\_} protein

27

Matrm

Cristas
\\

Quter membrana

Innar

membrane

w:/aa

Mitochondrion

7
4

Segnali per

MNascent protein ‘3& = < - |Oca| IZzZzazione
ER signal Organelle-specific () ;}’ Thylakoids
sequence uptake-targeting Oute | SUbCG”UIare
sequence mambrana -"I'-\ Inner
membrang ‘
|
& |i "
o o )
Endoplasmic
reticulum Y /
Innarbnuclnar fis" ki % Stroma”
membrang o
- o F Chioroplast
n Cuter nucleN‘1~ H i
: Golgi membrang \
3 complex \\‘ '
¥ ¢r
5 % H—__Muclear
'-. - Gnuelnpa
Falll + A 9
. ¥ \*\ Chromatin,
m b — ¥ ™ puglaolus,
o Muclear pore | M other proteins
\\b = Core
Cell surfac:e “b‘l{' PIESHEJE k= R”._fjg“| , Memtirane
membrane andoplasmic f
(sacrated) Lysosome r&ti{:ulium Matrix
SECRETORY PATHWAY Mucleus Peroxisome

\ /
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Predizione della localizzazione delle
P r Ofeifle-' P Sor r Nakai, K. and Kanehisa, M

Psort € un sistema ‘esperto’ che valuta un insieme di

regole per predire il destino cellulare delle proteine. Le 3 Prediction of Protein Sorting
regole sono differenti per procarioti ed eucarioti . ) J ials el el tion Sits

Via secretoria

Extra-cellula: nessun (altro) segnale

Reticolo endoplasmico: alcune proteine sono trattenute nel reticolo in presenza di
un segnale di retenzione: KDEL o HDEL all’estremita carbossi-terminale

Via citoplasmatica

Citosol: nessun segnale

» Mitocondrio: un segnale (spesso bipartito) al’N-terminale non chiaramente
identificabile con un consenso

P Cloroplasto: un segnale (spesso bipartito) all’N-terminale. | primi 30 aa sono ricchi in
Ser e Ala. |l secondo residuo € spesso Ser

» Nucleo: Il motivo classico di nuclear localisation signal (NLS) segue una delle due
regole: 1) ‘pat4’: [KR](4) o [KR](3)[PH]; 2) ‘pat 7’ PX(1,2)[KR](3,4). Alcune proteine
entrano nel nucleo per cotrasporto con altre proteine che hanno un NLS.

P Perossisoma: due tipi di segnali di localizzazione (PTS). PTS1 & un segnale C-
terminale ([SAC][KRHI]L). Il segnale PTS2 e N-terminale ([RK][LI]X(5)[HQ]L)
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Predizione delle modificazioni post-
traduzionali nelle proteine

» FOSFORILAZIONE
» GLICOSILAZIONE
» UBIQUITINAZIONE
» ACILAZIONE

» PRENILAZIONE

» SULFATAZIONE

» SUMOILAZIONE

...
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http://psort.nibb.ac.jp/

Fosforilazione

0 _
\P P
0” \,
C)—|[;|-|2

/

CH—C

VAR

N 0

fosfoserina

Prosite patterns

[RK](2)-x-[ST] cGMP-dependent protein kinase

fosfotreonina

[ST]-x-[RK] protein kinase C

[RK]-x(2)-[DE]-x(2,3)-Y Tyrosine kinase

phosphorylation site

fosfotirosina
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Phosphobase

Phosphobase € un database di
informazioni sui sui residui
fosforilati in proteine.
L’allineamento delle sequenze
attorno al sito fosforilato
mostra come cambia il
contenuto in amino acidi
attorno al residuo nei bersagli
delle diverse chinasi. Le
chinasi acidofile (CK2) hanno
una serie di D e E dopo il
residuo fosforilato. Le chinasi

PKC

4) 42 4| pGFR dirette da prolina (cdc2) hanno
sempre prolina dopo il residuo
3 3 fosforilato. || programma

basato su Phosphobase,

2, NetPhos ha una percentuale
a di successo tra il 69% e il 96%
per le diverse chinasi.

bits
[ %]

1

0 E ‘9! "P!?%g.;.- -NBT D
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His and Asp phosphorylation

Protein Phosphorylation in Bacteria

Adding or removing phosphate groups of bacterial proteins may
change metabolic activity and sometimes confers virulence

Ivan Mijakovic

DNA
regulatory
sequence

YIIXIIX\XI‘

Signal .

l Input do

main .
— Response

regulator
;*:::_ Se_znvsory ] REGOLATORE l
E SENSORE RESPONSE

A typical two-component system.

phospho-histidine  phospho-aspartate
o

~0- Q

(o]
W -0
E/ ey MOH

H, H
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http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

Glicosilazione

{b) N-linked complex oligosaccharides

AN A MAMNA M AMNA
{2 — 3) latz — 3} {2 — 3)
W
Gal Gal Gal
Bl — 4) l.ﬁﬁ—}d} lﬁﬂ—}ﬂﬂ
R
GlecMAc GlcMAc GlcMNAc
B —2) .H{1—:2J\ \/ﬁitl—yd-}
v

Man Mamn
(1 —M (1 — 6}
Man

Bl —4)

b

GlcMNAc
Bi1—=4)

¥
1
e <5 """ Fis

Amino ¥ Amino
“acid TAS T aod T

Glicosilazione all'N
Asparagina

MAMA = N-Acetylneuraminic acid (sialic acid)
GalMAc = N-Acetylgalactosamine

GleNAG = N-Acetylalucosamine (conserved)
GlcNAc = N-Acetylglucosamine

Gal = Galactose
Man = Mannose
Fuc = Fucose
Glc = Glucose

ta) O-linked oligosaccharides

MANA MAMNA

lﬂziz—ﬁl J/ﬂriz—rﬁ]
11 —=3)

Gal ——— GalNAc

Amino Amino
Tacid — S€T " acid

Glicosilazione all'O
Serina/Treonina

Esempio pattern: N-{P}-[ST]-{P} Esempio pattern: S-G-X-G (proteoglicani)

File: predizione_biochimica.odp Riccardo Percudani

01/01/16 |




O-Glycbase

O-GLYCBASE version 4.0: a revised database of
O-glycosylated proteins

Ramneek Gupta®, Hanne Birch, Kristoffer Rapacki, Seren Brunak and Jan E. Hansen

GalNAc GleNAc
: 2 |
' O-linked sugar Abbreviation | Number of sites in O-GlycBase 4.0

N-Acetylgalactosamine GalNAc 680 (194 Ser, 486 Thr)
N-Acetylglucosamine GlcNAc 88
1n'| @ Mannose Man 158
2 ‘31 Xylose Xyl 16
Glucose Gle 11
Fucose Fue 7
Others/Unspecified - 31

ey Non vi & un consenso evidente attorno

aengutaqroransaorascrants  glle serine e alle treonine conservate. Si
osserva solo una abbondanzadi T,P e S
nelle regioni fiancheggianti il residuo
conservato e che per per GalNAc,
GIcNAc e mannoso i residui carichi sono
sfavoriti in posizione -1 e +3. Solo nel
caso dello xiloso (proteoglicani) si ha un
consenso chiaro, simile a quello descritto
in prosite. || programma predittivo
NetOGlyc, basato su O-Glycbase ha una
percentuale di successo attorno all’85%.

HeAN=O

bits

22nNE00DNENTOYT o2

rrereree | e
(AR

Xylose

Mannose
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Segnali per il turnover delle proteine
]

Intracellular Location
Half-life Endoplasmic Reticulum
(hours) Nucleuns Cytosol Mitochondria and Plasma Membrane
<2 Oncogene Ornithine decarboxylase, tyrosine &-Aminolevulinic acid HMG-CoA reductase
products aminotransferase, protein kinase C synthetase
2-8 — Tryptophan oxvgenase, cAMP- — J~Glutamy] transferase
dependent protein kinase
9-40 Ubiquitin Calmodulin, glucokinase Acetyl-CoA carboxylase, LIIL receptor,
alanine aminotransferase cytochrome P450
41-200 Histone H1 Lactate dehydrogenase, aldolase, Cytochrome oxidase, Cytochrome s, eyt Is
dihydrofolate reductase, pyruvate carboxvlase, reductase
phytochrome P670 cytochrome ¢
= 200 Histones H2A, Hemoglobin, glycogen — Acetylcholine receptor

H2B, H3, H4 phosphorvlase

Sowrce: From M. Rechsteiner, 5. Rogers, and K. Rote, Treads Biocher Sci (1987} 12:390-394. © 1987 with permission from Elsevier Science.

Note: This table represents just a few examples of the many proteins whose half-lives have been deter-
mined in different organisms.

La degradazione € uno strumento importante di regolazione. Il tempo di vita media
delle proteine varia da minuti a giorni. Specifici segnali determinano il tempo di vita
delle proteine, attraverso l'ubiquitinazione e I'azione successiva di complessi
proteosomali o attraverso il trasferimento al lisosoma
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http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

PEST

Le proteine a vita media corta t,, <2 ore hanno di

solito regioni arricchite in prolina, glutammato,
serina, treonina (PEST) e aspartato (D). Le regioni

sono di solito fiancheggiate da KR o H —

Segnale: [KRH]-([P]-[ED]-[ST])(n)-[KRH]

Queste sequenze tendono a essere presenti in
modo significativo all’estremita carbossi-terminale
delle proteine a vita media corta.

Gone [ EEWE
el [ ||
Fos [ B .
| ooc [ i || |||
Cacws [ WD B N
CcLz [ i m | I |
CLN3 | | 1 | | |
MiMa [ || || : ] |

100 200 300 400 500 1] T00

Distribuzione di sequenze arricchite in P,E,D,S,T in proteine
rapidamente degradate.

Rogers and Rechsteiner, 1986

Table I. PEST sequences lnown to function as proteslylic sipnals

Protein SEQUENGE FEST-FIMC ﬁ-:l:lrﬂ

G ETWLFIFELODRYWESFF RS STOSTEHFEY EINLEDNEY 6.3
KEWTSLEDNDT FUTTOMA SLADE 1.7

KALESTEEVELVPSHLEWS

SFLETFVLEDAE
licBer BRI GOLTLENLOMLY ESEDER SYDTESEF TEF TELEL -

; nen
Fr.2 R

Fos: EWEQLS 101
HIRODLAEPPEEHE L EL DL AL PEN ATEEETEAYT - 5.7
GESEMEPEEDSLESPTLLA 4.6

Cerithine KB G SN EDE S R EN TR Y YW DG WY R S FRC T LYDH aT

mecarppaylase WEFPPEVEEQDDGTL PN ST ESGMDN 5.2

Caclus EEF RV FIET SRS G IS PR S IFSEE IV DS ERCHIK 7.7
ERGPVLEDESET IDEREDOEEQER 10.4
RGAETYTFFLOEOYE CIECLDDTE 17.9

GLMZ KLTISTRSCSFENSNET ST PEFRBSE0SY T

Glha A Tar P PEFTFTAS 58 SPARFHSFYE e
HTSSEHTTRDEAEH 10,

kA KSEOME EEREENEIF PRETT SOLELESPTHE 12,6
IFEFTLAYSODEODTRELPSPTH 15.4

La presenza di possibili sequenze
PEST nelle proteine viene predetta
con il programma PEST-find
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Caratteristiche fisico-chimiche

Data una proteina a sequenza nota € possibile calcolare:

» Massa molecolare (Mw): somma della massa dei singoli aa.
Espressa in Dalton (Da).

» Composizione in aminoacidi: frequenza di ogni amino acido.

» Punto isoelettrico (pl): pH al quale la proteina & priva di carica
netta. Corrisponde al pK del peptide. Calcolato in base al pKa dei
singoli aminoacidi

» Coefficiente di estinzione (E): Assorbimento della luce a 280 nm
di una soluzione 1 molare della proteina attraverso 1 cm di cammino
ottico (M cm™). Permette di calcolare I'assorbimento delle proteine
conoscendo la concentrazione o di calcolare la concentrazione
conoscendo l'assorbimento. |l valore di E dipende soprattutto dal
numero di triptofani e tirosine.
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http://www.at.embnet.org/embnet/tools/bio/PESTfind/
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