Membranski proteini

Integralni membranski proteini

Tezave s stabilizacijo v vodnih raztopinah.

Transmembranski deli so hidrofobni — netopni v vodi, v organskih topilih proteini
denaturirajo.



Membranski proteini

V vodnih raztopinah jih lahko solubiliziramo z detergenti (oktilglukozid).
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Bakteriorodopsin

Bakteriorodopsin je s svetlobo gnana protonska ¢rpalka iz arhej rodu Halobacterium. Ustvarja gradient
protonov, s pomocjo katerega se sintetizira ATP. Delovanje bakteriorodopsina temelji na
fotoizomerizaciji prosteticne skupine trans-retinala v cis-retinal. Je najenostavnejsi bioloski sistem za
pretvorbo svetlobne v kemicno energijo. Gre za anoksigeno fotosintezo, vir ogljika je organski.

citosol

cis-retinal

absorbira svetlobo med 500 in 650 nm
PDB 4HWL (2 A) (absorpcijski vrh je 568 nm)

zunajceli¢ni prostor



Bakteriorodopsin

Pri fotosintezi v halobakterijah gre H’
za najenostavnejSo obliko tega
procesa in edino, ki ne vkljuCuje
inner membrane
transporta elektronov.
. 0900000000,

H § environment

cytoplasm

cytoplasm




Bakteriorodopsin

Shematska zgradba molekule bakteriorodopsina:

kanal po katerem

D

f

citosolna stran
kanala je ozka in
hidrofobna

retinol je kovalentno tinal
retinal v
vezan na stransko etina

skupino Lys 216 ‘ | / hidrofobnem Zepu

zunajceliéna stran /
kanala je Sirsa in

hidrofilna



Bakteriorodopsin

. . (a) (£
Mehanizem delovanja

bakteriorodopsina:

Phototsomerization of
retinol and deprotonation
of Schiff base
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Porini

Proteini v zunanji membrani gramnegativnih bakterij. Okoli 100.000 kopij na celico.

kanali, ki omogocajo pasivno difuzijo molekul.

Primer: porin iz Rhodobacter capsulatus. Je homotrimer.

zunajceli¢ni prostor

periplazma

B-sodcek s 16 trakovi. Zanka med trakovoma 5 in 6 zapira dostop do pore z zunajceli¢ne strani.
Stabilizirana je z 2 Ca?* ionoma. Premer pore na najozjem delu je cca. 8 A.

So



Porini

Proteini v zunanji membrani gramnegativnih bakterij. Okoli 100.000 kopij na celico. So
kanali, ki omogocajo pasivno difuzijo molekul.

Primer: porin iz Rhodobacter capsulatus. Je homotrimer.

PDB 2POR

B-sodcek s 16 trakovi. Zanka med trakovoma 5 in 6 zapira dostop do pore z zunajceli¢ne strani.
Stabilizirana je z 2 Ca?* ionoma. Premer pore na najozjem delu je cca. 8 A.



OmpA

Strukturo transmembranskega P-sodcka imajo tudi drugi proteini v zunanji membrani
gramnegativnih bakterij.

Primer: protein ompA iz Escherichie coli. Je strukturni protein, sodeluje tudi pri konjugaciji.

B-sodcek z 8 trakovi. Je monomer.



Bakterijski fotosintetski reakcijski center

Fotosintetski reakcijski center proteobakterije Rhodopseudominas viridis je bil prvi membranski
protein, katerega kristali so sipali rentgenske Zarke do visoke resolucije (Nature, 1985; Nobelova
nagrada za kemijo 1988). Nahaja se v membranah fotosintetskih veziklov in ob uporabi son¢ne energije
generira razliko v naboju med periplazmo in citoplazmo, ki poganja sintezo ATP. Gre za anoksigeno

fotosintezo, vir ogljika je organski ali CO,.
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http://www.bph.rub.de/reak-frame_en.htm



Bakterijski fotosintetski reakcijski center

Fotosintetski reakcijski center proteobakterije Rhodopseudominas viridis je bil prvi membranski
protein, katerega kristali so sipali rentgenske Zarke do visoke resolucije (Nature, 1985; Nobelova
nagrada za kemijo 1988). Nahaja se v membranah fotosintetskih veziklov in ob uporabi sonéne energije
generira razliko v naboju med periplazmo in citoplazmo, ki poganja sintezo ATP. Gre za anoksigeno
fotosintezo, vir ogljika je organski ali CO,.

4 podenote:

L (5 transmembranskih vijacnic)
M (5 transmembranskih vijacnic)
H (1 transmembranska vijacnica)
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Bakterijski fotosintetski reakcijski center

Fotosintetski reakcijski center proteobakterije Rhodopseudominas viridis je bil prvi membranski
protein, katerega kristali so sipali rentgenske Zarke do visoke resolucije (Nature, 1985; Nobelova
nagrada za kemijo 1988). Nahaja se v membranah fotosintetskih veziklov in ob uporabi son¢ne energije
generira razliko v naboju med periplazmo in citoplazmo, ki poganja sintezo ATP. Gre za anoksigeno

fotosintezo, vir ogljika je organski ali CO,.

pogled s strani pogled od zgoraj
cytochrome
Y R
5 Lp Lié
L Lc
eriolazma “special pair" of \ L8
perip cﬁlorophy(ls
. _.3' = | "“, M /\
‘c \ \ I —-—
Bg e e~ Ba A ' :
fe { —Elie La
e : - )
e \ P ‘
5. accessory :
: chlorophylls "/\\\\ - M Mg
r C
Ps 5 r’k BNy P Mg Mp
& pheophytin— N {
gunone Fe i guno"e Podenoti L in M sta razporejeni simetricno, zato so
B A

simetri¢no razporejeni tudi pigmenti.
citoplazma -
pseudo-twofold symmetry axis



Bakterijski fotosintetski reakcijski center

Mehanizem delovanja reakcijskega centra je zasnovan tako, da omogocla enosmerni
transport elektronov.

cytochrome
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. elektrona, oddisociira in sodeluje
pseudo-twofold symmetry axis v naslednjih stopnjah fotosinteze



Antenski kompleks reakcijskega centra

Kljub visokem izkoristku reakcijskega centra (>98%) le majhen delez vpadne svetlobe dejansko zadene
le-tega. Zato se je pri teh organizmih razvil poseben antenski kompleks, ki zajema svetlobo in jo
kanalizira reakcijskem centru. Okoli vsakega reakcijskega centra je en kompleks LH1 in 8 do 10
kompleksov LH2.

s\\ \ | light

LHI




Antenski kompleks reakcijskega centra

Kljub visokem izkoristku reakcijskega centra (>98%) le majhen delez vpadne svetlobe dejansko zadene
le-tega. Zato se je pri teh organizmih razvil poseben antenski kompleks, ki zajema svetlobo in jo
kanalizira reakcijskem centru. Okoli vsakega reakcijskega centra je en kompleks LH1 in 8 do 10
kompleksov LH2.

periplasmic side

cylosolic side

LH1 ima en sistem klorofilov (absorbira svetlobo z A = 875 nm), LH2 pa dva (800 in 850 nm). Ujeta
svetloba se med sistemi prenasa v smeri padajoce energije (v smeri puscic).



Antenski kompleks reakcijskega centra
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Antenski kompleks reakcijskega centra

Zgradba LH2: 9 parov verig ain 3
+ 27 klorofilov @ (1) periplazemski
+ 9 karotenoidov __> \ sistem
@/ @ @ \ 1y klorofilov
B chain o chain / @ @) , (18 molekul)
vezeta po enega izmed
periplazemskih klorofilov
(preko Mg iona)
fMet veze klorofil
notranjega sistema
(preko Mg iona) )
notranji
sistem
klorofilov

(9 molekul)



Prenos signalov

Splosna shema zgradbe receptorja:

signal
recognition”

signal
transmission

signal
response and
amplification

extracellular
domain

transmembrane
domain

intracellular
domain



Prenos signalov — G proteini

G proteini prenasajo signale iz zunajcelicnega prostora v celico. Povezani so z receptoriji iz
druzine s receptorjev s sedmimi transmembranskimi vijacnicami. V genomu je okoli 800
genov za receptorje sklopljene z G proteini.

Table 13.1 Examples of physiological processes mediated by G proteins

Stimulus Receptor Effector Physiological response
Epinephrine B-adrenergic receptor adenylate cyclase glycogen breakdown
Light rhodopsin c-GMP phosphodiesterase visual excitation
[gE-antigen complexes mast cell IgE receptor phospholipase C histamine secretion

in all allergic reactions
Acetylcholine muscarinic receptor  potassium channel slowing of pacemaker

activity that controls
the rate of the
heartbeat

—_— e e e . e s e e e e T T T T e ey



Prenos signalov — G proteini

G proteini prenasajo signale iz zunajcelicnega prostora v celico. Povezani so z receptoriji iz
druzine s receptorjev s sedmimi transmembranskimi vijaCnicami. V genomu je okoli 800
genov za receptorje sklopljene z G proteini.

G proteini so veCinoma heterotrimeri

receplor

G, — 45 kDa, GTPazna aktivnost
G,—8kDa

G, in G, sta zasidrana v membrano
preko kovalentno vezane lipidne
molekule




Prenos signalov — G proteini

G proteini prenasajo signale iz zunajcelicnega prostora v celico. Povezani so z receptoriji iz
druzine s receptorjev s sedmimi transmembranskimi vijaCnicami. V genomu je okoli 800
genov za receptorje sklopljene z G proteini.

Aktivacija receptorja povzroci zamenjavo GDP za GTP in disociacijo trimera.

receplor effectors

Po hidrolizi GTP (regulirajo jo RGS proteini), se G,-GDP ponovno asociira z Gg,.



Prenos signalov — G proteini

G proteini prenasajo signale iz zunajcelicnega prostora v celico. Povezani so z receptoriji iz
druzine s receptorjev s sedmimi transmembranskimi vijaCnicami. V genomu je okoli 800
genov za receptorje sklopljene z G proteini.

Aktivacija receptorja povzroci zamenjavo GDP za GTP in disociacijo trimera.

hormone

adenylate
cyclase

: ATP
A (
B\ (AMP

activated second
Go-GTP messenger




Prenos signalov — G proteini

Transducin je G protein v mreznici, sklopljen z rodopsinom. Ob ekscitaciji rodopsina G,
podenota transducina prenese signal, tako da aktivira ciklicno GMP fosfodiesterazo.

Struktura G, podenote transducina:

GTPase domain

helical domain

switch |



Prenos signalov — G proteini

Transducin je G protein v mreznici, sklopljen z rodopsinom. Ob ekscitaciji rodopsina G,
podenota transducina prenese signal, tako da aktivira ciklicno GMP fosfodiesterazo.

Struktura G, podenote transducina:

Konformacijske spremembe,
ki regulirajo razlikovanje med
GDP in GTP so omejene na tri
regije.

Konformacijsko spremembo
sprozi aktivacija receptorja.
Ob hidrolizi GTP se molekula
povrne vV GDP-vezano

? -‘>\.."‘)
AR switch konformacijo.
I

switch |



Prenos signalov — G proteini

Struktura GBy heterodimera transducina:

(b)

Gp, podenota tvori 7-krilni 3 propeler.

G, podenota tvori dve vijacnici, ki interagirata z G podenoto pretezno preko hidrofobnih
interakcij. N-koncna vijacnica tvori ovito vijacnico z vijacnico G podenoto.



Prenos signalov — G proteini

Struktura G podenote transducina:
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Table 13.2 Sequence alignments of the seven WD repeats in the Gg subunit of transducin
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Arrows denote B strands. Colored columns correspond to the five almost invariant residues described in the text and shown in Figure 13.14.




Prenos signalov — G proteini

Struktura G podenote transducina:

pogled od zgoraj pogled s strani

PDB 1B9X



Prenos signalov — G proteini
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Table 13.2 Sequence alignments of the seven WD repeats in the G subunit of transducin
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Prenos signalov — G proteini

Struktura G, heterotrimera:

.3
Cor
2 4

-~
> l
-
pe

PDB 3AH8



Prenos signalov — G proteini

Fosducin je regulator prilagajanja vida na intenziteto svetlobe. Ko je svetlobe malo (ponodi), je
neaktiven (fosforiliran), absorpcija vsakega fotona pa sprozi razgradnjo ve¢ kot 100.000 cGMP, kar je
dovolj za sprozitev Ziv€nega impulza. Ko je svetlobe veliko (podnevi), se fosducin aktivira (defosforilira)
in prepreci cezmerno stimulacijo, tako da veze Gy, podenoto transducina in jo translocira v citosol.

pogled od zgoraj pogled s strani

PDB 1B9X



Prenos signalov — Receptor rastnega hormona

Rastni hormon je peptidni hormon (hematopoetska druzina citokinov), ki aktivira specificne
transkripcijske faktorje v taréni celici. Receptor rastnega hormona je sestavljen iz dveh zunajceli¢nih
domen z imunoglobulinom podobnim zvitjem, transmembranske regije in znotrajcelicnega dela, ki
sprozi signaliziranje preko aktivacije tirozinskih kinaz.

¥ - ) h /B
¢loveski rastni hormon (GH) receptor ra?é”:?;‘ ormona ¢



Prenos signalov — Receptor rastnega hormona

Rastni hormon je peptidni hormon (hematopoetska druzina citokinov), ki aktivira specificne
transkripcijske faktorje v taréni celici. Receptor rastnega hormona je sestavljen iz dveh zunajceli¢nih
domen z imunoglobulinom podobnim zvitjem, transmembranske regije in znotrajcelicnega dela, ki
sprozi signaliziranje preko aktivacije tirozinskih kinaz.

Vezava liganda inducira dimerizacijo
receptorja. Obe molekuli receptorja
za vezavo liganda uporabljata enake
zanke, kljub temu da molekula
liganda ni simetricna.




Prenos signalov — Receptor rastnega hormona

Rastni hormon je peptidni hormon (hematopoetska druzina citokinov), ki aktivira specificne
transkripcijske faktorje v taréni celici. Receptor rastnega hormona je sestavljen iz dveh zunajceli¢nih
domen z imunoglobulinom podobnim zvitjem, transmembranske regije in znotrajcelicnega dela, ki
sprozi signaliziranje preko aktivacije tirozinskih kinaz.

GH Ilahko tvori 1:1 kompleks z
zunajcelicno domeno prolaktinskega
receptorja (homolog GHR).

Podoben kompleks lahko nastane
tudi z GHR in vitro.




Prenos signalov — Receptor rastnega hormona

Rastni hormon je peptidni hormon (hematopoetska druzina citokinov), ki aktivira specificne
transkripcijske faktorje v taréni celici. Receptor rastnega hormona je sestavljen iz dveh zunajceli¢nih
domen z imunoglobulinom podobnim zvitjem, transmembranske regije in znotrajcelicnega dela, ki
sprozi signaliziranje preko aktivacije tirozinskih kinaz.

Vezava liganda inducira dimerizacijo
receptorja. Obe molekuli receptorja
za vezavo liganda uporabljata enake
zanke, kljub temu da molekula
liganda ni simetricna.




