LIPIDNE MEMBRANE

SESTAVA LIPIDNIH MEMBRAN
mascobne kisline, voski, trigliceridi, glicerolipidi, sfingolipidi, holesterol

ORGANIZIRANOST
monosloji, dvosloji, vezikli, miceli, fluidnost membran, MODEL
TEKOCEGA MOZAIKA, domenska organiziranost membran, LIPIDNI
RAFTI, vloga raftov v celi¢ni biologiji

MEMBRANSKI PROTEINI
PERIFERNI PROTEINI, proteini, ki prepoznavajo dolo¢ene lipide, acilirani
proteini, MONOTOPICNI PROTEINI, INTEGRALNI MEMBRANSKI
PROTEINI, struktura, distribucija aminokislin

ERITROCITNA MEMBRANA

LIPOPROTEINI
zgradba, funkcija, metabolizem lipoproteinov, ateroskleroza

MEMBRANSKI TRANSPORT
pasivna difuzija, pospesena difuzija, specializirane membranske pore,
aktivni transport, translokacija skupin, ionoforni antibiotiki, naravni toksini

VLOGA MEMBRAN V CELICI
*Neprehodna bariera

*Omogocajo kopiéenje nutrientov
*lzvajajo pretvorbo energije
*Olajsujejo gibanje celic

*Prenasajo signale iz okolja
*Omogocajo interakcije med celicami

SESTAVA NEKATERIH BIOLOSKIH MEMBRAN

Carbohydrate Protein to
Membrane Protein (%) Lipid (%) (%) Lipid Ratio
Plasma membranes:
Mouse liver cells 40 54 2-4 (.85
Human erythrocyte 49 43 8 1.1
Amoeba 52 42 4 1.3
Rat liver nuclear membrane 59 35 2.0 1.6
Mitochondrial outer membrane 52 48 (2-4)" 1.1
I Mitochondrial inner membrane 76 24 (1-2)* 3.2 I
Myelin 18 79 3 0.23
I Gram-positive bacteria 75 25 (10)" 3.0 I
Halobacteriwm purple membrane 75 25 3.0

“Deduced from the analyses.

Source: Guidotti, G, Annu, Rev, Biochem, 41, 732 (1972),




MASCOBNE KISLINE -

nasic¢ene, nenasicene
strukturne posledice:
Nasiene so spakirane bolj

tesno in tvorijo rigidne
agregate. Nenasicene so zvite
in spakirane manj urejeno, so
bolj gibljive.

Common Biological Fatty Acids

palmitinska
kislina

linolna kislina

stearinska
kislina

a-linolenska kislina

oleinska
kislina

arahidonskaa kislina

Number
of Carbons Common Name Systematic Name Symbol Structure
Saturated fatty acids
12 Lauric acid Dodecanoic acid 12:0 CH,,(CH, ), ,COOH
14 Myristic acid Tetradecanoic acid 14:0 CH,(CH,) ,COOH
16 [ Faimitic acid Tlexadecanoic acid T6:0 Ci1,(CI,),,CO0 ]
8 | Stearic acid Octadecanoic acid 18:0 CH,(CH,) COOH |
20 Arachidic acid Eicosanoic acid 20:0 CH,(CIH,),,COOH
22 Behenic acid Docosanoic acid 22:0 CH,(CH,),,COOH
2 Lignoceric acid Tetracosanoic acid 24:0 Cl1,(CH,),,COOH
Unsaturated fatty acids (all double honds are cis)
16 [Falmitoteic acid S exadecenone ac T6:1 CIT,(CH,), CH—CH{CH,),COOT_|
18 Oleic acid 9-Octadecenoic acid 18:1 GH,(CHL,).CH=CH(CI,).COOIL_|
18 Linoleic acid 9,12-Octadecadienoic acid 18:2 CH,(CH,),(CH=CHCH,),(CH,),COOH
18 a-Linolenic acid 9,12,15-Octadecatrienoic acid 18:3 CH,CH,(CH=CHC
18 y-Linolenic acid 6,0,12-Octadecatrienoic acid 18:3 CH,(CH,),(CH—CHCH,),/ C
20 L Arachidonic acid 5,8,11,14 Ficosatetracnoic acid 20:4 CH,(CH,) (CH—CHCIL) (CH,),COOH_|
21 Nervonic acid 15T ic acid 24:1 CH(CH ) CH—CH(CH ) COOH

oleoilni

stearinska
kislina

alkohol

ESTRI dolgoveriznih alkoholov z
dolgoveriznimi mas&obnimi kislinami

Netopni

Zivalska koZa in krzno prekrita z voski.
Listi rastlin. Perje ptic.




ENOSTAVNI TRIGLICERIDI

H,C — CH— CHy H,C—CH—CH, H,C — CH— CHy
HO OH OH (s} (o] o 0 (o] (o}
glicerol 0=cC =0 C=0

enostaven triglicerid

mesan triglicerid

miristinska palmitoleinska

stearinska
tristearin

A mixed triacylglyceral

Triacilgliceroli (trigliceridi, nevtralne mascobe)

*energetske zaloge pri zivalih

*shranjeni v adipocitah (levo) v mas€obnih
globularnih telescih

FOSFOLIPIDI
acilni verigi o
[
0
[
CH. O ¥ o
fosfatidna kislina (kisla) &
333
'foff’fff 2*
- .= D ]
- /l“‘.—()\
“an,

(e} | NEVTRALEN

| o CHy
CHy — O~ P — O~ CHCH,;— N™ CH

fosfatidilholin (lecitin) o ciy

nenasi¢ena
veriga vedno
na mestu 2

nenasi¢ena mascobna kislina nasi¢ene mascobne kisline




ostali glicerolipidi

0 (8]
0 P—0— CHyCH, :\'I_I; O—pr—0 CH,
o o
. g . H C OH
fosfatidiletanolamin NEVTRALEN o

0O—pPp—0 liII!.
N

0—P—0— CH,—CH

difosfatidilglicerol (kardiolipin)

fosfatidilserin H  OH
H-on ||‘-\J.[
H HO
o o HON OH
H
O0—P—0—CH,—CH—CH 0—P—0"
o o Ol o

- fosfatidilinozitol

ETRSKI GLICEROFOSFATIDI

PLAZMALOGENI o

~ .1 - 24% v§eh -0 P O CH, CH, NH, PAF- platelet
glicerofosfatidov N
0 activating factor
H,C CH CH, o cH
sl |
etrska o o estrska R
vez | vez O P O CHy CH, N CHy
I i 0 CH,
R, .
* H,C  CH CH, _ 10-1° M PAF
o CHy 0o 0

H

1-alkilen-2-acil-glicero-3-fosfo-holin

znizuje krvni tlak,
c—o  stimulira agregacijo
o s trombocitov

0 P O CHCHy NY CH,

cu, cn cn,  holin
do 23% v CNS,
0.8% v jetrih

4] L]




OH H OH OH H OH
H,0
C C CH, A -C ¢ CH,
Ho M §
¢ H|*NH, / ¢ H |NH
R — COOH
C mascobna kislina : —
H H
R

sfingozin- 18C alkohol, malo
prostega v membrani

ceramid- amidno povezana
mascobna kislina na dusik
sfingozina, malo prostega v
membrani

fosfatna skupina — niso vsi o CH,
fosfolipidi glicerolipidi! -0—p—ol{cn,cH, Nt ch,
OH |[H o CH;,
H_Cc —Cc—d4,
H\ Y g
c NH
PN C=o0

ceramid

holinski sfingomielin s
stearinsko kislino

NEVTRALEN




GLIKOSFINGOLIPIDI so ceramidi z enim ali ve¢ sladkorji vezanimi v
anomerni obliki na 1-hidroksilno skupino

Glikosfingolipidi z enim sladkorjem so CEREBROZIDI

GANGLIOSIDI so ceramidi s tremi ali ve€ sladkorji, en od teh je siali¢na kislina

CH,OH
p-D-galaktoza - no & o

OH H [
GALAKTOCEREBROZID " e
tudi GLUKOCEREBROZIDI MAH OH OH H ©

H
C NH
SULFATNA SKUPINA C c o
GALAKTOSULFATIDI K i
NEVTRALEN
CEREBROZID
("“I
Gyga
N-acetil- ) (;,-‘\':‘
D-galaktoza D-galaktozamin p_gajaktoza D-glukoza
CH,OH CH,0H CH,OH CH,OH
HO A Q, HO A 0, A Q, H A 0,
~H S “H 0L H “Jo ¢ H S
H OH 0" H NH H " OH H OH
0=c AN OH H O
0 “Hs n 0 H— C— CHs
I JSoH
CH;— C—N 'J..-’Cl]D[[ (;{)0/:‘ C NH
7 cHOH N ¢
CH,OH /) T TH
1" R
OH H
sialiéna kislina
GANGLIOZIDI G, Gy, Gy
MONOSIALOGANGLIOZIDI
DISIALOGANGLIOZIDI

TRISIALOGANGLIOZIDI




*om,

35 HC — CHy

“on, C D
‘“t:n.J
“"'(:IHJ. A B
M 1
HC— CHy
HyC
v 15
e oL ciklopentano perhidro
b T g NEVTRALEN fenantren- izhodna spojina
10 1 3
holesterol
*Osnova so trije Sestélenski in en petélenski obro¢, med seboj
zdruzeni
*Holesterol je najbolj pogost steroid pri Zivalih in prekurzor za
ostale steroide
*Steroidni hormoni- pomembna skupina hormonov pri Zivalih z
veliko funkcijami: uravnavanje ravnotezja soli, metabolizma,
spolnih funkcij
OH
testosteron
CH;
C (o) OH
0.-,-.'.' HO P
progesteron estradiol
-~ toon | CoOH
NG NG AN

holinska kislina deoksi-holinska kislina




A H
HO -CH; glive
Stigmasterol
W€~ o
HyC !
L ‘ca,
HC CH,CH,
Hoo e S
P Sitosterol
rastlinski

Lipidna sestava nekaterih bioloskih membran

Human Beef Heart
Lipid Erythrocyte Human Myelin Mitochondria E. coli
Phosphatidic acid 1.5 0.5 1] 0
Phosphatidylcholine 19 10 39 ol
Phosphatidylethanolamine 18 20 27 63
Phosphatidylglycerol 0 0 0 18
Phosphatidylinositol 1 1 7 0
Phosphatidylserine 8.5 8.5 0.5 ]
Cardiolipin 0 0 22.5 12
ISphiﬂgom\fclin 17.5 8.5 1] 1] I
Gilycolipids 10 26 0 0
| Cholesterol 25 26 3 0|

“The values given are weight percent of total lipid.

Source: Tanford, C., The Hydrophobic Effect, p. 109, Wiley (1980).




STRUKTURNA ORGANIZACIJA LIPIDNIH MOLEKUL

zrak

voda
monosloj

voda

dvosloj micel

Zelo malo lipidov je monomernih v vodnih raztopinah
V monoslojih so repki usmerjeni v zrak

V micelih so repki usmerjeni v notranjost vezikla, v nepolarnih topili je
ravno obratno

Surface pressure (mN/m)

LIPIDNI MONOSLOJI

INJECTION . P BEGINNINGOF
et FENETRATION
B Gi

L O e o
il . Time,min .
35 PR AR : : o : : :
LI b Jmsiding L -
e ioed l 05 8-69 oxidised
30 0.4 —
£ o
P4 q
E15 503 3
25 ° <.9
2 10 0.2 ]
g 5 «— 8-69 reduced
20 3 01 4
2 15 20 25 30 35 1 00k h
7] S Initia) pressure; (miVm) | |, ] ’
T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Time (s) Time (s)




multilamelarni vezikli

unilamelarni vezikli

nad temperaturo prehoda

Pod temperaturo prehoda so membranski lipidi rigidni in tesno spakirani.
Nad temperaturo prehoda so fleksibilni in zelo mobilni.

Temperatura prehoda je karakteristiCna za lipide, ki sestavljajo membrano.
Samo Cdisti lipidni sistemi imajo ostre, dobro definirane prehode.

V resnici lipidne molekule zelo mobilne:

rotacija vzdolZ osi tc okoli 108-10° s
vrtilna gibanja tc okoli 106-108 s
translacijska gibanja t,, okoli 1-60 min flip-flop
lateralna difuzija D okoli 108 cm?/s

Podobno s proteini
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SNV

e an gy

gel

gel-sol faze DPPC dvosloja
Scott Feller

pogled od zgoraj:
gel, levo; sol, desno

http://persweb.wabash.edu/facstaff/fellers/

Time averaged probability

transhilayer "structure"
of a lipid functional group

-z

+z

PO,
Ol Ml B B B 6T

-
Bilayer Normal (z)

Stephen White
http://blanco.biomol.uci.edu/

Charge Density

A

Probability

INTERFACE HYDROCARBON INTERFACE
CORE

waters |

of |

hydm(-on‘n'
|

|
’.' carbonyls

cholire Iohosphare

-20 -10 o 10 20 30
DISTANCE FROM HC CENTER (4)
-20 -10 0 10 20 30

INTERFACE HYDROCARBON INTERFACE
CORE

005

11



Model fluidnega mozaika
Singer, S. J. & Nicolson, G. L. The fluid mosaic model of the structure of cell
membranes. Science 175, 720-731 (1972).

+ Fosfolipidni dvosloj je fluidni matriks
» Dvosloj je dvodimenzionalno topilo
+ Lipidi in proteini lahko rotirajo in se premikajo lateralno
* Obstajata dva razreda membranskih proteinov
— periferni proteini (ekstrinzicni)

— integralni proteini (intrinzi€ni)  iegrani
glikolipid oligosaharid protein

7

W
..4:'4'.;-
i
.”.n‘-"" :
1

periferni
protein

periferni w

toi
pro em., fosfolipid  holesterol

fa) Mouse cell Human cell

mom

Sendal virus

Eksperimentalna potrditev
fluidnega mozaika

Fuzija miSje in ¢loveske celice s
| pomodjo Sendai virusa in

naknadnim me8anjem povrsinskih
komponent.

Fusion

Y
(] .
|

=40 min
|

L
fe)
Courtesy of Michael Edicin,
T Jatms Hegkins University
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MEMBRANE SO ASIMETRICNE

Lateralna asimetrija
Lipidi in proteini se lahko zdruzujejo, niso uniformno
razporejeni \

Lipidi se zdruzujejo po lastnostih v
lipidne domene

GUV- “giant unilamellar vesicles”
Korlach J. et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Vol. 96, pp. 8461-8466.

Transverzalna asimetrija

Razli¢na lipidna sestava zunanjega in notranjega monosiloja lipidnega
dvosloja.

Proteini so zasidrani v to€no doloceni topologiji, deli izpostavljeni
zunanjosti in deli izpostavljeni notranjosti.

zunanji monosloj notranji monosloj

Fosfatidilholin
Fosfatidiletanolamin *
Fosfatidilserin
Sfingomielin

Skupni fosfolipid

500 40 an 20 10 o LU - 1] 0 50

ERITROCITNA MEMBRANA procenti
Epitelne celice

Plazmalema ima dve domeni, ki se ne mesata in imata specificno sestavo lipidov
in proteinov.

APIKALNA- usmerjena v lumen s specializiranimi funkcijami (npr. privzem hranil).

BAZOLATERALNA- preostala celica.

13



flipaza

seaned
:}e !
ﬂi{ I
L &

Spontan prehod lipida iz enega

monosloja membrane na drugega je 200
redek. i |
Lipide lahko prenese v drug monosloj ')
flipaza

Nekatere flipaze delujejo pasivno, brez
vira energije, druge potrebujejo vir
energije (ATP). i

Lahko povzrocijo asimetrijo membran. I

Lipidni rafti

nasiceni
fosfolipidi,
Lateralne domene z dolo¢eno sestavo: sfingomieli,
. . .. . holesterol
vsebujejo sfingolipide in holesterol.
Tvorijo tekoCo urejeno fazo (liquid-

ordered domains). ﬁf
Vloga pri g |
«signaliziranju . II ;

vstopna toCka za virusne patogene g gfif €£i§§£ ifg

evstopna tocka za toksine

*mesta nastanka patoloskih oblik nenasiceni o=
prionskega proteina in p-amiloidnega fosfolipidi
peptida

Simons K and Ikonen E (2000) Science.
Vol. 290, pp. 1721-1726.

Simons, K. & Ikonen, E. Functional rafts in cell membranes. Nature 387, 569-
572 (1997).

14



X -] H i Simons K and Toomre D (2002) Nat Rev Mol
ve¢ razliénih oblik v celici Cell Biol, Vol. 1, pp. 3141

Suggested raft NQINONCIMIE
I. Rafts Il. Clustered ratts lll. DRMs IV. Caveolae
Compenents | * Glycosphingelipids = Ralts clustered by: + Rafts remaining insoluble after § = Raft proteins and lipids
* Cholesteral ~ Antibody treatment on ice with * Cavealing
* Lipid-modified proteins - Lectin datergentt§: Tritan X-100
containing saturated - Adjacent cell proteins (most popular). Brij-58,
acyl chains: - Physiclogical CHAPS, NP-40
- GPl-anchared proteins crasslinking proteins
- Doubly acylated

Src-type kinases
= Transmembrane proteins

Properties * 50 nanometres in diameter = Large, often hundreds of * Float to low density in = Morphological
*Mobile (-10-" cm- sec-T) nanometres to micrometres sucrose or Optiprep™ ‘cave-like’ invaginations
* Liquid-ordered phase in size density gradients onthe cell surface
= Often bound to
cytoskeleton
Comments | * Native rafts are only +Clustering is used both *Non-native (aggregated) raft  § = Raft subcategory
detected in living cells artificially and = Variable effects depending an: | = Highly specialized
physialogically to trigger - Detergent type
signalling cascades - Detergent:lipid ratio
- Cel type
* DRM, detergent-resistant membrane; DG, detergent -insoluble glycolipid-rich dom: = —
. Attt b erabeiols R b i i b erebganes TIFF, Titon X100
rafti —— sfor co mmunoprecy
141 2n for direct protein-prc

1s listed above at raisec

%M [

e caveole
signaliziranje

0.2 um

PRETVORBA NORMALNEGA Prpc V PATOLOSKO OBLIKO

SRR AR
Wi

The Prec io FrSe conversion In membran: rafts
Expert: Aviamrs n Molsculor bed cnena 002 Caminidgs Uniersity Fress

Fantini J et al. (2002) Lipid rafts: structure, function and role
in HIV, Alzheimer’s and prion diseases. Expert Reviews in
Molecular Medicine. DOI: 10.1017/S1462399402005392.




MEMBRANSKI PROTEINI

PERIFERNI membranski proteini INTEGRALNI membranski proteini

*Topni v vodi *Netopni v vodi
Iz membrane se jih lahko sprosti s Iz membrane samo z obdelavo z
tretiranjem z visokimi detergenti ali organskimi topili

koncentracijami soli ali
spremembo pH

Politopicni proteini
veckrat preckajo
lipidno membrano

A ARnRAn MESnesnnn
SUUUCUUCTUUUULCUUULUUULU UL g Ul

elektrostatske vezavna mesta za Monotopiéni proteini
interakcije specificne lipide samo v enem monosloju
hidrofobna
sidra
integralni DETERGENTI V BIOKEMIJI

P membranski
-~ protein

Structure M, CMC Micelle M,
Triton X-1
CHy CHy
CH;—C —CHy—C FAOCHSCHy) - OH 625 0.2 mM 00-95,000
CHy CH,
Oyl glucoside
CHOH
H O O {(CHy, CH,y 292 25 mM

H
OH H
HO H

H OH

Cyaby (Dadecyl actaoxyethylene ether)

CyyHy, (OCH,CHy), OH 538 0.071 mM

CMC- “critical micellar concentration”
pri kateri koncentraciji se pri¢no tvoriti miceli.




PERIFERNI PROTEINI

PREPOZNAVANJE LIPIDOV S SPECIFICNIMI MESTI NA
POVRSINI LIPIDOV

Pogosto naravni toksini, ki
prepoznajo to¢no dolo¢en
membranski lipid

SFINGOMIELIN aktinoporini, toksini
morskih vetrnic

HOLESTEROL od holesterola odvisni
citolizini Gram
pozitivnih bakterij

PERIFERNI PROTEINI

PROTEINI ZASIDRANI Z LIPIDNIMI REPKI
Stirje tipi:
1. Amidno (1a) ali tioestrsko (1b) povezana masc¢obne kisline kot sidra

2. Tioetrsko povezana prenilna sidra
3. Glikozil fosfatidilinozitolna sidra

1a. Amidno povezana miristoilna

AR
Vedno miristinska kislina M> !!!"
: 388
C\
N

Vedno na N-terminalnem delu g
=

Vedno povezana na Gly
CH,

(Db
c

Primeri: od cAMP odvisna proteinska
kinaza, pp60src tirozinska kinaza,
kalcineurin B, alfa podenote G proteinov,
gag protein HIV-1

17



1b. Tioestrsko povezane mascobne kisline kot sidra

Sirga lipidna specifiénost- miristat, palmitat, stearat, oleat

Lahko pripeta na Cys, Ser, Thr

Primeri: povrsinski glikoproteini nekaterih virusov, transferinski
receptor; tisti s palmitatom skoraj izklju¢no na citoplazemski strani
plazmaleme, miristoilirani v razli¢nih membranah (ER, GA, jedrne

membrane, plazmalema)

Mnogi proteini z acilnimi verigami imajo vlogo pri signaliziranju.

NHY

L‘;\\\‘\
coo™

2. Tioetrsko povezana
prenilna sidra

Prenileacija- vezava na izopropenske
skupine

Vedno na Cys v CAAX motivu
(C=Cys, A=alifatska aminokislina, X=
katerakoli aminokislina). Po vezavi se
AAX tripeptid proteolitsko odcepi in na
karboksilno skupino se doda metilna
skupin.

Izoprenske skupine:
Farnezil (15 C atomov, 3 dvojne vezi)

Geranilgeranil (20 C atomov, 4 dvojne
vezi)

Primeri: proteini v intracelularnih
membranah; p21ras, jedrni lamini,
kvasni mating factors

S
W mmmsﬂﬂ?m

\
Hc—

“o-cH, o an

@@

S-farnezil cistein S-geranilgeranil
metilni ester cistein metilni ester

Yoy

.r
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protein — €

3. GPI zasidrani proteini
Glikozil fosfatidilinozitol (GPI)

NH
CH,
CH,
fosfo
etanolamin v
(8] P (8] i .
tetrasaharidno jedro
O 3 0
Man %> Man " Man -~ GIcNH, HC —0 —C
al 6 e . :
H (8] o
HO H Hi 0 —( i
OH H 0
“ H H
H 8] P 0 —CH,
OH OH 4]
fosfatidil inozitol
Vesicular stomatitis Acetylcholinesterase  Thyroglobulin Glycolipid
glycoprotein 1 A

E | = Ethanolamine

.(@) = Galactose

@ - Mannose [E] ]
M " "
@R = Glucosamine @ b,
L -
1> = Inositol . p. A2
@ W ®

GalY <Gal>

N N O  a |
N s |

GPI sidra so najbolj zapletena struktura

Vedno so pripeti na C-terminus proteina

Primeri: povrsinski antigeni, adhezijske molekule,
hidrolaze na povrsini celic, receptoriji

19



MONOTOPICNI PROTEINI

vezani samo v en monosloj membrane

Hydrophilic,
_-heme-containing,
] )\\, , " N-terminal domain
’ b

l
Heme—:fm ?\f)/ 7?:,

3 I

fla &

ooiboobo ib

Hydrophobic
C-Terminal sequence - domain

110 120
- - Thr Asn Trp Val lle Pro Ala lle Ser Ala Val Val Val Ala Leu Met Tyr

130
Arg lle Tyr Thr Ala Glu Asp COO~

jetrni citokrom b,

ER lumen

ciklooksigenaza-1 v membrani ER;
sinteza prostaglandinov

ABC transporter
2001

2000 K+ kanaléek
1998

a-toxin S. aureus
1996

2003

fotosintetski center
1985

Ca?* ATPaza OmpX

akvaporin
2000 1999 2000 1992

OmpF
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K* kanaléek

protein zunanje bakterijske membrane
OpcA N. meningitidis

Mark Sansom
http://indigo1.biop.ox.ac.uk/home.html

:ﬂm —— —_—
woa |
nog |
2
o0 |
s00 |
ang |
30
00
L0

[

h“”ﬂluum_l

LAGVI FTPSRE YKDWNMHAQC

S

485 [
ata 4 Bieta Structure

15>+

GTAY LVSFNKDEIQRWMHPC

distribucija aminokislin v
transmembranskih delih
Ulmschneider MP and Sansom M (2001) Amino acid

distributions in integral membrane protein structures.
Biochim. Biophys. Acta 1512, 1-14.

Alpha Structure
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Whole-Residue Hydrophobicity Scales

~ T T T
B Interface Scale
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Charged Nature Struc. Biol 3 542 (1886)

5 1 1 1 1
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Kl Octanol Scale w
g -
]
S .
i)
°
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8
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-
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W. C. Wizaley, T. P. Greamar, & §. . Wi
) Charged nwm‘;::-'myassme:lse:e) " )
5

Amino Acid Residue

distribucija aminokislin v interfazi
voda-acilne verige

Wimley WC & White SH (1996). Nature
Struct. Biol. 3:842-848.

PRIMER: ERITROCITNA MEMBRANA - eritrocitni duhki so ostanki

hipotoni¢no liziranih membran

49% proteinov, 43% lipidov, 8% ogljikovih hidratov
PROTEINI- NaDS-PAGE elektroforeza, okoli 14 lis

periferni integralni
spectrin [ 3]~ —> 75% citoskeleta, 2 verigi (a. 2418,
B 2137 aminokislin)
Ankyrin @ 2.1)—
— 3 Anion channel — cca. 108/celico, hiter transport
4.1 — PAS-1 Glycophorin A lonov pomembnih za transport
427 — PAS4 CO,, npr. HCO,, CI~. Nanj
Uncharacterized vezan citoskelet in nekateri
glycopeptides encimi.
‘Actin 5 — PAS-2
- - R
— PAS3 Poglej Se knjigo
-

sestavine citoskeleta
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ERITROCITNI CITOSKELET

—
achan —— SR
[ ) . \
— . t—HN
b C c:_ \ T 1:.:“_‘.:‘-:" i
~{©) \ )
- b chun

c—temine  DVa dimera (af3) tvorita
heterotetramer (a.p),.
Teh je cca.

R17" 100.000/celico

Helix C'

Helix A

Ankyrin

Nt -spektrin- 106 aminokislinska el

ponovitev

Anlon ehanne! Glycophorin A

GLIKOKALIKS NA POVRSINI ERITROCITNE MEMBRANE
krvne skupine

Cloveski eritrocit ima okoli 100 znanih
determinant krvnih skupin.
Najbolj znane ABO in Rh sistem

ABO sistem

*Trije antigeni A, B, H

Sladkoriji na sfingolipidih (glej tabelo)
*Tudi v drugih membraneh

Type Antigen

*H antigen- prekursor A in B antigena, pri O H GalB(1—4)GIcNAG -~
krvni skupini Tz

Tip A- specifina glikoziltransferaza doda 1-Fuca
N-acetilgalaktozamin na terminalno 4 S R s
pozicijo H antigena. I_I_m'l""

+Tip B- glikoziltransferaza se razlikuje v B Gala(1— 3} Galg(1—4)GIeNAC -
Stirih aminokislinah — doda galaktozo. [IE!

*Tip O- glikoziltransferaza se kon¢a na 115. L-Fuca
mestu- ne doda sladkorjev. poe P o P
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LIPOPROTEINI

Nekovalentne povezave med proteini in lipidi, ki sluzijo kot prenasSalci trigliceridov in
holesterola v plazmi.

Globularni delci podobni micelom: v notranjosti nepolarno jedro triacilgliceridov in
holesterilnih estrov obdano z amfipati€nimi proteini, holesterolom in fosfolipidi.

Proteini so APOLIPOPROTEINI (APOPROTEINI). Devet razliénih. Visok delez o—
heliksa. Na lipoproteine so vezani Sibko, so dobro topni v vodi. Ob vezavi se jim povec€a
delez a—heliksa. Heliksi so amfipati¢ni- imajo hidrofobno in hidrofilno povrsino na
nasprotnih straneh. "Plavajo" na hidrofobni povrsini lipidov.

ApoB-100 edini izjema. Glikoprotein, zelo hidrofoben. Ne prehaja med partikli. En LDL
ima vezan 1 protein, ki prekriva skoraj polovico LDL partikla.

141’- :

3

) ‘l\lﬂy{‘fﬂﬂ‘(v“,{m q

0

holesterilni ester
fosfolipid

nezaestren holesterol
apolipoprotein B-100
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Chylomicrons VLDL 1IDL LDL HDL

Il)rn"n_\ (g cm™) <095 <1006 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.210 I
Particle diameter (A) T50-12,000 300-800 250-350 180-250 50-120
Particle mass (kD) SO0 LU0 800000 SO00- 10,000 234000 75-36d1

I'\- Protein’ 1.5-2.5 5-10 15-20 2-25 4055 I
%o Phospholipids” 7-9 15-20 2 1520 20-35
% Free cholesterol” 1-3 5-10 8 T-10 3-4
9 Trincylglveerols” 8484 50-65 ) J-10 35

I'.‘..:'I1nlc~1|.-|'_\l\--|\-|\ 3-5 10-15 30 35-40 12 I
Major apolipoproteins Al AL B8, C-1, B-100, C-I, C-11, B-100, C-1, C-11, B-100 Al AL C-1L

C-1, C-IL E C-IILE C-ILE C-IL C-H1L D E

“Surface components.
"Core lipids

karakteristike glavnih razredov lipoproteinov v ¢loveski plazmi
*HILOMIKRONI
transport eksogenih (vnesenih s hrano) trigliceridov in holesterola iz ¢revesja do tkiv.
*VLDL "very low density lipoproteins”, IDL "intermediate density lipoproteins”, LDL " low density
lipoproteins"
transport endogenih trigliceridov in holesterola iz jeter do tkiv.
*HDL  "high density lipoproteins"
transport endogenega holesterola iz tkiv do jeter.

FUNKCIJA LIPOPROTEINOV

Dietary fat Bile acids and

) cholesterol

Endogenous
cholesterol

—

Digtary
o cholesterol

Plasma LCAT

{lecithin-cholest
acyl trans'!erasef?

Iipoprotein lipase |
Te fatty acids

Adipose tissue, muscie
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ENCIMI

lipoprotein lipasa (LL)- ekstracelularni encim, ki ga aktivira apoC-ll. Razgrajuje
triacilgliceride hilomikronov.

lecitin-holesterol aciltransferaza (LCAT)- prenese masc¢obno kislino z mesta 2 na
lecitinu na holesterolu.

acyl-CoA:holesterol aciltransferaza (ACAT)- viSek celicneqga holesterola zaestri za

zalogo. (CHy),N —CH,— CH, — 0
0=P—0" S
(4] | _~CHy
CH, —CH— CH, + CH, _ TSCH,
o o e b
{:' LI 0 H
R, R
fosfatidilholin (PC) holesterol
LCAT
(CHy)yN —CH; —CH; — 0 Y
0=P—0
(4] ~CHy
CH, —CH—CH, cn, | TS CH,
o om . Ca P
=0 R [ e
R,
lizolecitin holesterilni ester
HILOMIKRONI

triacilgliceridi in holesterol v topni obliki. Se prilepijo na stene kapilar, kjer jih LL razgradi.
Hilomikronski ostanki se sprostijo s kapilar in znova vstopijo v obtok, kjer jih privzamejo
jetra. Jetrni receptorji prepoznajo apoE. Samo vektor za prenos trigliceridov do misic in
adipoznih tkiv in holesterola do jeter.

VLDL

Sinteza v jetrih. Razgradnja z LL do IDL in na koncu do LDL. Ob transformaciji iz VLDL
do LDL se odstranijo vsi proteini, razen apoB-100. Holesterol je zaestren z LCAT.

LDL

Privzem v celice preko posebnih receptorjev- LDL receptor (LDLR), ki prepozna apoB-
100 in apoE. LDLR so predvsem v "coated pits". Z receptorji posredovana endocitoza. V
lizosomih hitra razgradnja apoB-100. Holesterilni estri razgradijo lizosomalne lipaze v
holesterol, ki se vgradi v membrane.

HDL

Sestavljanje v plazmi iz komponent iz razgradnje ostalih lipoproteinov. HDL v obtoku
dobi holesterol z ekstrakcijo iz membran in s pomocjo LCAT spremeni v holesterilne
estre. Jetra lahko shranijo vecje koli¢ine holesterola preko LDLR in specificnega
receptorja za HDL. Priblizno 50% VLDL vstopi v jetra preko LDLR. HDL prenese svoj
holesterilni ester celici in se sprosti nazaj v obtok.
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d’ [ "
membrana se pocasn odcepi s
celicne membrane

"coated vesicles"

LDL

vezavna
domena
LDL particie:
Phospholipid
W holesteny]
esters

"

LDL -

Degradation |} 2
trans- ofloie: - ;r ,5' i

membranska

| | aming acids — LDA from
domena i i chalesterct Secondary receptar Vi
~ k fatty acids \ lysosome o
&
Fecycling of %
citosolna / 1) receptons to / “%X
rﬂ

domena nlmn—a memb

LDL receptor » o

J Nl N\
e i P - Uncoated ™
/ / PR
I ' ' (pH =7.0)
\ Clathrin
oroteit AT L cleansin triskations (< T 4 \
P" N 7
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ATEROSKLEROZA
najbolj pogosta oblika arterioskleroze

ateromi zozZenje arterij, kopiéenje holesterilnih estrov

celicah arterijske stene. Scasona nastanejo fibrozni kalcificirani plaki, ki lahko blokirajo
pretok v arteriji in vodijo do INFARKTA- prekinitve krvnega obtoka. Najbolj pogosti
ateromi v koronarnih arterijah (MIOKARDNI INFARKTI).

Razvoj ateroskleroze je odvisen od koli¢ine holesterola v plazmi.

Druzinska hiperholesterolemija- homozigoti imajo zelo visoke koli¢ine LDL- koli¢ina
holesterola v njihovi plazmi je 3-5x vecja kot pri normalnih (175 mg/100 ml).

Celice so brez LDLR. Visoke koli¢ine so zaradi nizje razgradnje (ker so brez LDLR) in
vi$je ravni sinteze LDL iz IDL (ker LDLR ne more vezati IDL).

Visoke vrednosti HDL so povezane z nizjo pojavnostjo kardiovaskularnih bolezni.
Zenske imajo HDL vrednosti viSje kot moski in tudi manj srénih bolezni. Razmerje
holesterol/HDL mora biti manj kot 4.5.

Vrednosti (mg/100ml)

Holesterol: Zenske- 157-167, moski- 150-174

HDL: Zenske- 52-55, moski- 45

LDL: Zenske- 100-106, moski- 97-116

Z leti skupen holesterol narasca in koli¢ina HDL pada. Aktivnost in dieta pomagajo
vzdrzevati ugodno razmerije.
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MEMBRANSKI TRANSPORT

Pasivna difuzija
PospeSena difuzija
Specializirane membranske pore
pasivni glukozni transport, K+ kanalcek, porini bakterijskih zunanjih
membran
Aktivni transport (transport, ki ga poganja svetloba, ATP, koncentracijski
gradienti...)
Na*,K+-ATPaza, Zelodéna H* K*-ATPaza, osteoklastna protonska Crpalka,
Ca ¢rpalka v misicah, MDR ATPaze, bakteriorodopsin
Translokacija skupin
prenos sladkorjev
lonoforni antibiotiki
valinomicin, gramicidin
Toksini
S.aureus a toxin, od holesterola odvisni citolizini Gram pozitivnih bakterij

Transport vzdolZ koncentracijskega gradienta od visoke [c] k nizki [c].
ViSana permeabilnost pomeni, da so vklju€eni lahko tudi drugi mehanizmi.

Pri pospeseni difuziji sodelujejo
Membrane proteini. Se vedno v smeri
Side 1 Side 2 koncentracijskega gradienta.
£ Concentration C; Samo povecajo hitrost transporta.

Concentration C;

Pomembno Se vedno, da se snovi
transportirajo v smeri
koncentracijskega gradienta in da
lahko pride do nasi¢enja.

pospesena
difuzija
AG=RTIn G ? pacine
1G] difuzija
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*492 ostankov velik protein, 12

1.Transport glukoze v eritrocit transmembranskih heliksov.
*Transport glukoze potece glede na

koncentracijski gradient, glukoza se
Glucose -
lahko veze v transporter z obeh
%’ strani membrane.

Binding

_ stimuliran z inzulinom. Poveca se
DOO 000 Q00 Q00 hitrost prenosa glukoze v celico, na
L racun zlitja intracelularnih veziklov, ki
= vsebujejo transporter, z lipidno
DOO 000 000 000 membrano. .

GLUTS

Recovery ‘ { Transport
OO 000 000 Q00
OO 000 00 000

A
Dissociation

N~

2. KcsA K* kanal&ek

Ta

negativno
nabite
aminokislin

pozitivho
nabite
aminokislin

) 4 {JITH‘

*KcsA iz Streptomyces lividans

stetramer podenot 158 aminokislin

scentralna pora variabilne $irine. DolZina 45 A,
interni tunel 18 A, $irina 6 A. Votlinica 10
A v premeru. Selektivnostni filter 3 A v
premeru.

elzredna specifi¢nost 10.000x bolj specificen za K*
kot za Na*. Izredno hiter pretok ionov
108/s. To omogo&a geometrija pore.

*Hidriran K* v votlinici je geometrijsko dobro
umescen. Visoka K* koncentracija (2M).

*Poleg tega karbonilni Kisiki koordinirajo dehidriran
K*, ne pa Na*.
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3. Porini zunanje bakterijske membrane

Bsodcki
navadno trimeri identi¢nih podenot. 30-50 kDa. Omogoc¢ajo prenos snovi
velikosti do 600 Da.

OmpX OmpF

Snovi so transportirane proti koncentracijskemu gradientu.

Potrebna energija, ki je lahko ATP, svetloba ali koncentracijski gradient. Vir
energije in transportni sistem sta povezana “coupled”.

A (out) - = A (in)
Uniport Razliéni translokacijski
sistemi
Kl RS UNIPORT
out) —— in
B (out) > 8{in) SIMPORT
ANTIPORT
Symport
A (out) = A (in)
B (out) <+ B (in)
Antiport
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Ouabain

- : 2K

Primeri aktivni transport
1. Na*,K*-ATPaza

ATP vir energije. Velik protein (120 kDa in

35 kDa podenote). Ohranja nizko
znotrajceli€no koncentracijo Na in

organe, posebej za Ziv€na tkiva in

visoko K. Pomemben protein za vse

R mozgane. Hidroliza ATP transportira 3
atome Na ven in 2 K noter. "
sladkorji
vezavna
mesta za
. inhibitorje
zunanjost
‘ N
ATP ADP + (B + 0}
3 MNa” ) 1 .
D" notranjost
ATP vezavna mesta
IR FNa* ADP
= 4 Sw S 4 S
(EpK, ATP - E) ATP ~ (E)Nay ATP~ ) Nod®
A s Oy
ATP ¥ ,>Nu‘ HCs, CHy
Ey K, < T EKP S EP =By NagB Hy ]
s \ . I-I "
B 0. 2K 2Na e | |
L fa | oH
CHy | |
Clizol “’."‘. N "
" A ~0_q N
Inl\ll"II ]/I H ; “jl_ i S
£ on Digitoxin (digitalin)
Hidroliza ATP potece preko
fosforiliranega intermediata. “e—ao
HC CHy
Mehanizem vklju€uje dve encimski -~

konformaciji E1 in E2.

Sréni glikozidi inhibirajo encim z

vezavo na zunaniji strani.

Ouabain
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Primeri aktivni transport

2. Zelodéna H*,K*-ATPaza

ATP vir energije. Celice gastricne mukoze
imajo znotrajceli¢ni pH 7.4. H* K*-
ATPaza Crpa protone iz teh celic v
Zelodec in vzdrzuje razliko v pH 6.6
preko plazemske membrane (najvec;ji
znan koncentracijski gradient preko

Primeri aktivni transport

3. Osteoklastna protonska c¢rpalka

ATP vir energije. Kosti se stalno
remodelirajo. Osteoklasti razgrajujejo
kostnino, osteoblasti jo izgrajujejo.
Osteoklasti znizujejo pH v okolici s
protonsko ¢rpalko v membrani.

membrane)!
zelodéna
mukozna
r celica —
v N e _
g ATP ADP + P
@ - Pl
A
~ K+
zelodec Neo: B osteoklast ;
a 1
& i
o kost
Primeri aktivni transport 9Ca2 ATP ADP

4. Ca?* ¢rpalka v miSicah

ATP vir energije. Nivo kalcija v citoplazmi
nedelujoce misice vzdrzuje Ca?*-
ATPaza. Ca?*-ATPaza je 110 kDa
protein, ki ¢rpa kalcij v sarkoplazemski
retikulum. Podoben o podenoti
Na* K*-ATPaze.
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Primeri aktivni transport Titing moda! 7 hquecs

5. MDR ATPaze (“multidrug » g
resistant” *“j\ o “J
ATP vir energije. |z celic prena$ajo A R | —

razlicne organske snovi. Znan P- n
glikoprotein, ki je odgovoren za
rezistenco tumorskih celic proti
nekaterim zdravilom.

1204 | Cytoplasm

Opening
to

Chamber

: G Chang and CB Roth Science (2001): 1793-1800.
MDR ABC transporter MsbA iz Structure of MsbA from E. coli: A Homolog of the Multidrug

Escherichia coli Resistance ATP Binding Cassette (ABC) Transporters

Primeri aktivni transport R— s ™

6. Bakteriorodopsin .

Svetloba vir energije. Halobacterium N (GHy)—GH
halobium, Pri nizkih koncentracijah O, CH
uporablja bakteriorodopsin. V i Lys216
membranah 75% bakteriorodopsina in retinal
25% lipidov- 2D kristali, idealno za
strukturne Studije.

c NH

Protonated hu
iss all-trans retinal
e +
A PN C=NH
» bR
1%

Protonated (10 ms) (10 ps) D Protonated
all-trans f,'- 13cis
retinal retinal

C=NH Oy Ksgo C=NH

‘ (1 ps)
Lys216 v sredi bakteriorodopsina, nanj vezan retinal, ki lezi 7 ms)
vzporedno z membrano. Absorpcija svetlobe spremeni -
konfiguracijo retinala iz all-trans v 13-cis. Protoni potujejo od HY My, . 0us) et
Asp96 preko retinala do Asp85 in ven iz celice. Oba Asp C=N
lezita na istem transmembranskem heliksu in imata izredno Deprotonaed
visoko pKa (11). 13-cis retinal

protonirana Schiffova baza
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Prenos glukoze v E.coli
PEP fosfotransferazni sistem

hosphorylation
f EI by PEP

ransfer of
hosphoryl group
rom EI to HPr

specifi€na za razliéne sladkorje
univerzalni, za vse sladkorje

Glucose-6-P #,

EI El~P
A |
\ /," 9
yd . :.“\‘
r \
HPr ~ P HPr
.‘ A
N (3]
f‘//- -\\-
EIIlg EIIIg ~P

.‘Io

ransfer of phosphoryl

sroup from EIII to EII
and then to glucose to

orm glucose-6-P

&
Outsid
N
"Glucose
[tonoforni antibiotiki .
e ®
* .8 L
g ¢
*
L] [
H,C CH, % e o | _»* .
CH O H O H O HC 0O ® ‘ . ./_.,é\' i
\
HN—C—C—0—C—0—N—C—E6—0—C—C ‘ * .
= a® i
H CH H CH H o2 o %%
H,C CHy HyC CH, : e 3 &
L-Val p-Hydroxy- n-Val L-Lactic bl
isnva_f;ﬂ'c acid valinomicin v kompleksu s K*
acu
- - - .
valinomicin ® *
] @
. . . . - . . “
depsipeptid — molekula s peptidnimi in - s °
. . . . L ] ? z'y
estrskimi vezmi. Dodecadepsipeptide o P g @ [ Y
L]
Nekaj karbonilnih atomov je na sredi ag @ B
obroca. Kalij in nekateri ostali ioni se ® e ® 2 2
koordinativno vezejo v center obroca. P * a ) o "
. . -
. - . s °
Valinomicin-kation kompleks prosto in hitro % ."
difundira preko membrane. L d®

prost valinomicin
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00 & It

dpbabipis

Dobro topni v vodi
Vezava na membrano
Oligomerizacija

\ Insercija v membrano
1131

A‘}'A(A'-f-‘ A

ey I . . :
Lf;!‘ 00 : v f ‘.‘
7l I Tvorba pore

(0

toksin iz Staphylococcus aureus

Leukocidini iz S. aureus

(HigB, LukF-PV)

a-toxin iz S. aureus

Song L, et al. (1996) Structure of staphylococcal alpha-hemolysin, a heptameric

transmembrane po

re. Science. 274(5294):pp. 1859-66.
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RESEARCH ARTICLE

Sequence-specific detection of individual DNA
strands using engineered nanopores

Stetan Howorka™, Stephen Cheley’. and Hagan Bayley'?

Od holesterola odvisni citolizini

Y Gram+ bakterije

Mocni citolizini za razli¢ne
tipe celic

o 471-571 amino kislin,
o 40-70% identi¢nost

] Ohranjen motiv: D3
| ECTGLAWEWWR

Hotze EM et al. (2001) J. Biol. Chem. 276, pp. 8261
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