Funkcije proteinov (pogojene s strukturo)

Oporna funkcija (strukturni proteini, npr keratini, kolagen ...)
Transport/skladiscenje dolocenih molekul (ligandov, npr. Hb, Mb)
Uravnavanje procesov (DNA-vezavni proteini)

Obramba pred tujki/invazivnimi organizmi (Imunoglobulini)
Lipoproteini, potrebni za transport lipidov po telesu

Kontraktilni proteini

Membranski proteini, vklju€eni v transport molekul/ionov preko
membrane

Proteini, vkljuCeni v prenos signala (receptorji, G-proteini, kinaze ...)

Kataliza biokemijskih reakcij (encimi)




Proteini, ki vezejo kisik

Mioglobin (Mb)

1 polipeptidna veriga

Vsebuje 1 prostetiCno skupino hem

Hem — mesto vezave kisika (O,)

Funkcija: skladiSCenje kisika v

misSicah

Globinsko zvitje

Hemoglobin (Hb)

4 podenote 2 ain 2 3 (af),
Vsebuje 4 prostetiCne skupine hem
Hem — mesto vezave kisika (O,)

Funkcija: prenos kisika po krvi od
pljuC do tkiv




Nepolarni plini se v krvi prenasajo na proteinih

TABLE 2-3 Solubilities of Some Gases in Water

Solubility
Gas Structure * Polanity in water (8/1)"
Nitrogen N=N Nonpolar 0.018 (40°C)
—> (Oxygen 0=0 Nonpolar 0.035 (50°C)
Carbon dicxide B 8 Nonpolar 097 (45°C)
O=C=0
Ammonia H }|{ H I Polar 900 (10 °C)
- .’ 5_
Hydrogen sulfide H H | Polar 1,860 (40 °C)
-.S/ s

*Vedje zivali — potreba po sistemu, ki prenasa in shranjuje kisik

«Za vezavo kisika primerni prehodni elementi — Zzelezo Fe

Nelson DL, Cox MM, Lehninger Principles of Biochemistry, 2005



Proteini, ki prenasajo kisik - druzina globinov

HEMOGLOBIN
MYOGLOBIN
Human

Monkey Cow

Whale

Chicken . i Chicken

Insect | LEGHEMOGLOBIN |
Soybean

Hemoglobin (a chain)

www.muhlenberg.edu/



Mioglobin in hemoglobin spadata v druzino globinov

Velika sorodnost hemoglobinov z mioglobinom

0
l Hem in | [ Hemoglobin ]
| Myoglobin | | Myoglobin | Globinsko zvitje

® 1
PADKT A {AGEY i [HLS FFT[TK T VLSPADKTNVK, IKVGAHAGE YGAEAL ERMF
G EGEVWQLM. NV END | PGH / IL G LE GLSEGEWQLVLNWANGKVEWND | PGHGQEVLIRL FKGHPE TRE

LSHGSAQ HGKKVADA A VDOMPNALSA FPTTKTYFPHFLS Q NAVAHVDOM
KIHPKEKH LKS EDEMA S EDL KKHG /LTARL GG I LKKKGHH KFDKFKHLKS ERJEMKABIEDL ATMLT 3G LKKKGHH
LSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHA PNALS. DL LRVDPVNFKLI LVTILRAHLIPAE
EAEIKPLAQSHATKHKIPVKYLEF I SECI IQVLQSKHPGDF EAE IKFLAQ! TKHK | PVKYLEF I[HEE 1| QVILNS KHAGL
SLPKFLWSVSTVLTSKYR TPAVHAS LOKIFIUASVYSTVLT
G AQUIMNKALE L FRKDMASNYKE LGFQG GADAQGAMNIJALLIE L FRKDM, ELGFQG

22 matches 23 matches

Myoglobin 3 subunit of
hemoglobin

Mb B podenota Hb

25

/
\

20

Number of matches

TrrryrTrrryrrrryrrTrryTTT

Alignment

Podobnost aminokislinskega zaporedja Podobnost 3D strukture - zvitja



Hemoglobini pri €loveku se tekom razvoja osebka spreminjajo

Chromosome 16 Globin proteins Chromosome 11
3 ¢ . :
Embrionalni Hb
(2 mozni obliki)
: ' g |
" Fetalni Hb
g« J %
=4 -
g ?  HB odrasle dobe
£ 'y 7 ( e -
o , = pogostejSa in redkejSa
& ' X oblika)
-
=
B 2
<
“Minor adult™
“Major adult”

Razlicne oblike Hb imajo razlicne znacilnosti vezave kisika
(saturacijske krivulje)



Prosteti¢na skupina v proteinih, ki vezejo kisik, je hem

X X
X
H H
X
N
X X
porfirin sprotoporfirin IX - hem Fe s Sestimi

*Fe vezano s 4 koordinatinvini vezmi na koord_inativnimi
N pirolovih obrocev (vsi atomi lezijo v isti ravnini) vezmi
2 vezi sta prosti



Umestitev hema v protein (globin)

Fe tvori 4 koordinativne vezi s pirolovimi obroCi v hemu

?
"‘Y‘\Yif

Distal histidine

Hydrogen bonding between
-N-H||]] ©-C-

(Erom protein molecule) L} -

Distal histidine
(Erom protein molecule) H

Vodikova vez s His ostankom
vijacnice (F) verige globina

..C‘{l
HN
& i‘;’_i:"_o’ ligand
l~-L"§C{lz ¢
Histidine \
residue Ravnina, v kateri

lezi porfirin

Ena koordinata ostane prosta
za ligande: O, NO, CO



Kisik je ligand hema v hemoglobinu in mioglobinu:
kisik se veze preko zelezovega atoma (Fe 2+) v hemu

His E7

’.s.t‘ omgr
L] )
Val E11 M - |~
2 47




Vezava ligandov na protein

*Molekula — ligand se reverzibilno veze na protein

-Ligand se veze na vezavno mesto proteina, ki je komplementarno
glede velikosti in oblike liganda, naboja, hidrofobnih in hidrofilnih

interakcij
e

*VVezavno mesto je selektivno, torej specificno za doloCen ligand

*VVezava liganda povzrocCi konformacijsko spremembo proteina, ki vodi
k mocCnejSi vezavi; strukturna adaptacija med proteinom in ligandom
— inducirano prilagajanje

Ce-@-C>

*Pri multimernih proteinih povzrocCi vezava liganda na eno podenoto
konformacijsko spremembo drugih podenot (alostericni efekt)
vezava ligandov (O,) na mioglobin (Mb) in hemoglobin (Hb)




Vezava kisika na hem mioglobina in hemoglobina povzroci
spremembo polozaja Fe (2+) iona
(konformacijska sprememba)

'ih A‘—) 5‘ 0

//b‘?p O\Q j
o=@ | ? \

\?«d\o Qo }Q\D Q
O%&G oy ©

deoksihemoglobin oksihemoglobin



Reverzibilna vezava liganda na protein

P — protein
P+L < PL L — ligand
PL — kompleks protein-ligand
o [pL]
[P]-[L]
Delez zasedenih | o _ zasedena.vezavna.mesta [PL]
vezavnihmest |“  vsavezavnamesta  [pL|+[p]
o KRR [
KRR R g, ]
Ka
K, — asociacijska konstanta 1
za nastanek kompleksa PL K, =— 0= [L]
K4 — disociacijska konstanta Ka [L]+ K,
kompleksa PL




Vezava liganda (L) na protein: enacba in graficna predstavitev

L.O

ol— ‘

Ky 5

10

[L] (arbitrary units)

Vezava kisika na Mb: Mb + O, —~ MbO,

Ligand L — O,
0 — delez zasedenih vezavnih mest
Ky — disociacijska konstanta kompleksa MbO,

_ [Oz] '
oK, "

ol " =50, +%,
"ol

Koncentracijo plinov izrazamo
s parcialnim tlakom plinov - p

1.0

1
) “"JEU 5 l[)

pO. (kPa)

pO, — parcialni tlak kisika
Ps, — parcialni tlak kisika, kjer je 50%
vezavnih mest zasedenih



Mioglobin

*kompaktna molekula, v notranjosti
le 4 molekule H,O

*8 segmentov (A-H) a-vijaCnic (7-23 ak)
*75% strukture: a-vijacnica

*hidrofobni —R v notranjosti,
hidrofilni —R proti vodnemu okolju

*Pro na mestih B-zavojev

sprostetiCna skupina hem vezan
v zep med E in F vijaCnicama

34D 4

M. =16 700, 1 polipeptidna veriga, 153 ak

3D strukturo ugotovil I. 1950, John Kendrew s sod. z Rtg kristalografijo




Struktura mioglobina prepreéa sprosc¢anje reaktivnih kisikovih spojin

Superoksidni ion — reaktivna kisikova spojina!!

07" 0"
|

|:62+ <> | 3+

Fe

Resonancna struktura vezave kisika na hem

*Kisik mora zapustiti zelezo v obliko Q,in ne v obliki superoksidnega aniona!

-Ce kisik zapusti Zzelezo v obliki q, dobimo metmioglobin z Fe3+ (feri Zzelezo)

*Metmioglobin ne more prenasati kisika — mioglobin izgubi sposobnost shranjevanja kisika

«Za prenos kisika mora Zelezo ostati Fe2+ (fero Zelezo)



1.0

Vezava O, na Mb

Mb ni primeren za prenos kisika iz plju¢€ v tkiva

10

pO,

Mb + O, &>MbO, =00, 4D,

*Razmere v pljucih: PO, 13,3 kPa o0z. 90 mm Hg
*Razmere v tkivih: PO, 4 kPa oz. ~30 mm Hg

*Glede na vezavno krivuljo bi bil O, stalno vezan na Mb



Hemoglobin (Hb) — sestavljen iz stirih mioglobinu
podobnih enot (kvartarna struktura)

* Hb odrasle dobe: tetramer (a,B,) kroglaste oblike,
Mr 64 000

« averiga: 141 ak ostankov, B veriga 145 ak ostankov
 Hemi se nahajajo v vdolbinah na zunanjosti molekule

* Ak zaporedje verig Hb in Mb ni enako, samo 27 ak
ostankov identi¢nih, terciarna struktura zelo podobna
(globinsko zvitje)

« Hb veze 4 molekule O, , vezava je kooperativna.

Hb + O,<>HbO,
HbO, + O, <>Hb(O,),
Hb(O,), + O, <>Hb(O,);
Hb(O,); + O, <>HDB(O,),

Sumarna reakcija:
Hb + 40, <>Hb(O,),

o2

B2

Figure 3.6

Hemoglobin (Hb) binds oxygen
with increasing affinity.




Hemoglobin je alosteriCni protein

Vezava liganda (modulatorja) na eno vezavno mesto spremeni
vezavne lastnosti drugih vezavnih mest

Konformacijska sprememba, povzroCena z vezavo modulatorja:
manj aktiven protein v bolj aktiven protein (ali obratno)

Modulatoriji: inhibitorji ali aktivatorji

Aktivator O, - pozitivni homotropi¢ni modulator (kooperativna
vezava, znacilna sigmoidna krivulja)

Inhibitorji: CO,, H*, BPG negativni heterotropiéni modulatorji—
vsi se vezejo na Hb z obratno afiniteto kot O,



Hem v hemoglobinu veze kisik in ga prenasa po krvi
iz plju¢ do perifernih tkiv

COyisreleased  Op binds to
from hemoglobin hemoglobin

Hb se nahaja v eritrocitih
Eritrociti so celice brez jedra, namenjene prenosu O,

. . . I Fe2+ FeZ+ Fe2+ Fe2+ 0
V citosolu vsebujejo ~34% Hb S ;
Fe?*| Fe : e2+

. _ii
Arterijska kri ~96% zasiCena s kisikom, venska ~64% — | NHcoo

O, se sprosti v tkivih, kjer se porabja za oksidacijo hranil Carbaminohimoglobln o/xyhemoglobm

CO, in H* se prenasata iz tkiv v pljuca

Hb prenese v telesu ~500 g O,/dan = 15,6 molov O,/dan CO, bindsto O e

| hemoglobin from hemoglobin |

TISSUES
Hb prenasa O,, CO, in I-T

COz2in H'se v na periferiji vezeta na proteinski del hemoglobina in se preneseta do plju¢



‘The oxygen dissociation curve for Hb is |

steepest at the oxygen concentrations |

that occur in the tissues. This permits

oxygen delivery to respond to small
changes in pO,.

pO, in pO, in
tissues lungs

i ]
1| |
V(Myoglobin 1}

ok, 0
o

Hemoglobin Razmere v pljucih: pO2 13,3 kPa oz. 90 mm Hg

[4)]
o

Razmere v tkivih: pO2 4 kPa oz. ~30 mm Hg

% Saturation with O, (Y)

g b
b Botl Ll i 1 1 1 1 L L 1

0 ': '
-.GT T 40 80 120
~ Partial pressure of oxygen (pO,)
A (mm Hg)

: _IP50 =1 P50 =26

Figure 3.5

Oxygen dissociation curves for
myoglobin and hemoglobin (HD).



Konformacijska sprememba Hb ob vezavi kisika

T(tense) = deoksi

R (relaxed) = oksi




Interakcije med podenotami Hb (af3)

*Hb obstaja v 2 razli¢nih konformacijah: Rin T
*O, ima vecjo afiniteto do stanja R

*Stanje T (deoksihemoglobin) je stabilizirano,
ce ni kisika

*O, povzrocCi konformacijsko spremembo T—R

alB1(T, deoxy)

(R, oxy) | %: xj )
¢ e &

2004 by National Academy of Sciences Viappiani C et al. PNAS 2004;101:14414-14419 E|:| Ea S



Model prehoda T — R ob vezavi O,

20

“Pure” T
conformation

Konformacija T
(neaktivna, deoksi)

Konformacija R
(aktivna, oksi)

Vi
03
O‘W \’

0, 05
%
0, 0,
"Pure” R
conformation

*VVezava kisika na Fe v hemu spremeni 3D strukturo hema (sploSCenje molekule)

*Sprememba 3D strukture hema se odrazi na proteinskem delu molekule, ki je
povezan s hemom preko his ostanka — konformacijska sprememba prve podenote
se prenese na sosednjo podenoto. Proces je kooperativen.



Pozitivha kooperativha vezava O, na Hb — sigmoidna krivulja

Stanje R - O. 3 Oy |
visokoafinitetno e l;‘l;égl:

stanje \IU —————

md o High-affinity
0.8

Transition from
low- to high-
affinity state

Prehod iz nizko
v visokoafinitetno 0.2
stanje

Low-affinity
glate

Stanje T —
" q ' ' nizkoafinitetno
) 4 8 12 16 stanja
pO; (kPa)

Nelson DL, Cox MM, Lehninger Principles of Biochemistry, 2005



2,3-bisfosfoglicerat (BPG) vpliva na oksigenacijo/deoksigenacijo Hb

0. 0
N 7
C/ 0

I [
H—?—O—P— (O

H—(ll——H o

_0—f]’=0
o
2,3-Bisphosphoglycerate

Figure 3.11

~Allosteric effect of 2,3-BPG on tt
oxygen affinity of hemoglobln




e e

Glycolysis

Glucose

1,3-Bisphospho-
glycerate

3-Phospho-
glycerate

Pyruvate

Figure 3.9

Synthesis of 2,3-bisphospho-
glycerate. [Note: ®)is a phosphoryl
group.]

A single molecule of 2,3-BPG
binds to a positively charged
cavity formed by the 3-chains
of deoxyhemoglobin.

Figure 3.10
Binding of 2,3-BPG by deoxy-
hemoglobin.



2,3-bisfosfoglicerat (BPG) vpliva na oksigenacijo/deoksigenacijo Hb

2,3-Bisphosphoglycerate

BPG

T stanje

Visoka koncentracija BPG (5 mM) v eritrocitih

BPG se veze v centralni Zep med 3 podenotami v
stanju T

1 molekula BPG se veze na 1 molekulo Hb
BPG zniza afiniteto do O,, stabilizira T stanje Hb
Vezavni zep za BPG izgine po prehodu T — R stanje

HbBPG + O, <« HbO, + BPG

R stanje

2,3-bisfosfoglicerat (BPG) - heterotropicCni alostericni modulator vezave O, na Hb



Vpliv koncentracije BPG na vezavo O, na Hb

pO; in pOs in
pOs; in lungs lungs
tissues (4,500 m) (sea level)
' v B

4 8 12 16
pO, (kPa)

*Normalna konc. BPG v krvi na viSini morske gladine ~ 5 mM
*Konc. BPG v krvi na nadmorski viSini 4500m ~ 8 mM



Hb prenasa tudi CO, in H*

oksidacija organskih hranil, npr glukoza
C6H1206 + 602 — 6C02 +6H20

CO, + H,0 < HCO," + H*

Prenos H* iz tkiv

Prenos CO, iz tkiv
v pljucCa in ledvice

v pljuca in ledvice

15-20% 80-85% 40% 60% kot
s Hb kot bikarbonatni pufrski sistem s Hb plazemski
In kot raztopljen CO, pufrski sistemi
000"
H,N-C-H
i wo B .
H.N—C—C— -2+ C—N—C—C— NH
ﬁ 3 [!l }3 |l_ll I_gbil his
Axmn-:'-‘terminal |?artalmnco~tenninal \
residue residue

H+



H*in CO, vplivata na oksigenacijo/deoksigenacijo Hb

Na vezavo kisika na Hb vpliva H* (Bohrov efekt) Saturacijske krivulje Hb
pri razlicnih pH
1.0
Hb + 02 <> Hb02
Hb02 + H+ > HHb+ + 02 pH 78
tkiva pljuCa i o pHTA
¢ 05 e
pPHT7.2
Na vezavo kisika na Hb vpliva CO, 1 4 e e

Hb02 + C02 <> HbC02 + 02

- Ce sta na Hb vezana CO, in H* - manj3a afiniteta Hb do O,
« CO, in H* negativna heterotropicna alostericha modulatorja

- v pljucih se na Hb veze kisik, sprosti se H*
- v tkivih se s HbO, sprosti kisik, veze se H*



————————— P ————— - P

Decrease in pH resu

Its in decreased
oxygen affinity of hemoglobin and,
therefore, a shift to the right in the
oxygen dissociation curve.

At lower pH, a
greater pO, is
requiredto
achieve any

given oxygen
saturation.

Figure 3.8

Effect of pH on the oxygen affinity

of hemoglobin. Protons are allosteric
effectors of hemoglobin.



Alostericni proteini

Vezava liganda (modulatorja) na eno vezavno mesto spremeni
vezavne lastnosti drugih vezavnih mest.

Konformacijska sprememba, povzro€ena z vezavo modulatorja:
manj aktiven protein v bolj aktiven protein (ali obratno).

Alostericni modulatorji so inhibitorji ali aktivator;ji.

O, - pozitivni homotropicni modulator vezave O, na Hb
(kooperativna vezava, znacilna sigmoidna krivulja)

CO,, H*, BPG negativni heterotropicni modulatorji vezave O, na Hb
— vsi se vezejo na Hb z obratno afiniteto kot O,



Vpliv CO na afiniteto hemoglobina za vezavo kisika

Figure 3.12

Effect of carbon monoxide on the
oxygen affinity of hemoglobin.
CO-Hb = carbon monoxy-
hemoglobin.



Constrained
struct

Left-shift”

igure 3.24
Key concept map for hemoglobin str




