Funkcije proteinov (pogojene s strukturo)

Oporna funkcija (strukturni proteini, npr keratini, kolagen ...)
Transport/skladiSCenje molekul (ligandov, npr. Ozv Hb, Mb)
Uravnavanje - DNA-vezavni proteini (histoni, transkripcijski faktorji
Obramba pred tujki/invazivnimi organizmi (Imunoglobulini)
Transport lipidov (lipoproteini, ozna€eni z apolipoproteini)
Gibanje: kontraktilni proteini

Transport molekul/ionov preko membrane (membranski proteini)
Prenos signala (receptorji, G-proteini, kinaze ...)

Kataliza biokemijskih reakcij (encimi)



Nepolarne (hidrofobne) molekule se prenasajo po krvi shranjene v
amfipaticnih strukturah (lipoproteinskih delcih)

triacilglicerol

1-Stearoyl, 2-linoleoyl, 3-palmitoy]l glveerol,

a mixed triacylglyvecerol

holesterol

Steroid
nucleus

Primeri nepolarnih molekul - lipidov



Lipoproteini so nadmolekulski kompleksi lipidov in proteinov

LI (180,000 HDL ( » 180,000

4 vrste lipoproteinskih delcev, vidnih z elektronskim mikroskopom



[ 1ayer

Hydrophilic

Hydrophohic
layer
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TAG Fosfolipidi | Holesterol | Proteini
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Lipoprotein (LDL) ++ 40 _ 80%
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h-Des_it
Lipoprotein ""z"-’ | Gostota: proteini > fosfolipidi > holesterol in estri > TAG
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Modeli LDL in HDL s specifiénimi apolipoproteini

ApoB-100

FPhospholipid

monolaver
\ p

Ex s T ™
I'H

Triacylglycerols Free (unesterified)
cholesterol

Cholesteryl eatera

Struktura LDL z apolipoproteinom
B-100

Thearetical Biophysics Group
Beckman Institue
Univezsity of Dinois at Urbana-Charpaign

Struktura HDL z apolipoproteinom Al

http://www.clinicalcorrelations.org/?p=44



Apolipoproteini dolo€ajo, v katere celice se bodo lipidi prenasali.

Phozphalipida
APICH] | g
Fros —
Cholpsteral
Cholesterol
Esters

Rev Esp Cardiol.2009; 62(10) :1161-78

http://www.healthline.com/understanding-cholesterol/anatomy-animations#1/bodies-in-motion-cholesterol
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Funkcije proteinov (pogojene s strukturo)

Oporna funkcija (strukturni proteini, npr keratini, kolagen ...)
Transport/skladiSCenje molekul (ligandov, npr. Ozv Hb, Mb)
Uravnavanje - DNA-vezavni proteini (histoni, transkripcijski faktorji
Obramba pred tujki/invazivnimi organizmi (Imunoglobulini)
Transport lipidov (lipoproteini)

Gibanje: kontraktilni proteini

Transport molekul/ionov preko membrane (membranski proteini)
Prenos signala (receptorji, G-proteini, kinaze ...)

Kataliza biokemijskih reakcij (encimi)



Gibanje

- Organizmi (kontrakcija misic)

- Celice (gibanje bickov in migetalk) ,
- Organeli (reorganizcija kromosomov med delitvijo celic)
- Makromolekule (drsenje proteinov vzdolz DNA med transkripcijo)

Princip — molekularni motorji

-Energija (hidroliza ATP) — kemi€na energija se pretvarja v kineti€no
-Encimi, ki gibanje omogocajo, so NTPaze s P zanko
- Konformacijske spremembe velikin molekulskih agregatov,

ki so strukturno zelo urejeni .
_ LR . PRV . . N _—
Konfor_macus_ke spremembe se ciklicno ponavljajo o o o Q \ ,}
- Usmerjena sila 0—P—0—P—0—P—0— N7 M
e b Lo

Stryer OH OH ATP



Primeri gibanja na molekularni ravni

Interakcije med kontraktilnimi proteini vkljuCujejo komplementarne razporeditve
med ionskimi, vodikovimi, hodrofobnimi in van der Waalsovimi interakcijami.

Te interakcije imajo nenavadno visoko raven prostorske in Casovne organizacije.

“Korakanje” kroglice s pripetim
miozinom po ogrodju aktina

Konformacijska sprememba enega proteina
povzroCi njegov premik ob drugem proteinu

http://pubs.acs.org/cen/science/84/8447scil.html



http://pubs.acs.org/cen/science/84/8447sci1.html

Gibanje omogocajo molekularni motorji

-miozini, kinezini, dineini — razlicna AK sestava, podobna
3D struktura,

-Cloveski genom vsebuje 40 razli¢nih miozinov, preko 40
kinezinov in priblizno 10 dineinov.

- vsi vsebujejo NTPazno domeno s P zanko (P-loop NTPase),
(ki je podobna domeni G proteinov).

Nucleotide-
hinding site

\-\. —. . b -
, ", 4 =
. o\ - ,....-.j"‘ -
\ o A L W oL _j
. ¥ e e ucleotides
_ Actin- A T binding site
binding site Lt L
A ' 3
R ].‘..

miozin kinezin dinein



Vezava ATP (in hidroliza) povzroci spremembo v konformaciji in v
vezavni afiniteti molekularnih motorjev

Position of
d

lever arm when
1;?'::\:_ ADFP is bound
v/
. o f"

Position of
lever arm when
ADP-V0,* is bound

Prehodno stanje hidrolize ATP

Myaosi H—ADP—UO‘," complex

-Po hidrolizi ATP se je rocCica obrnila za skorajda 90 kotnih stopinj !!
-Po spremembi vezanega nukleotida se smer celotnega alfa heliksa obrne.

-Miozin: vezava ATP signifikantno zmanjSa afiniteto miozina do aktina (miozinskih glav do
aktinskih filamentov).



Sestava misicnega vlakna progaste misice

MisSi¢ni kontraktilni proteini
- miozin

- aktin } interakcija — kontrakcija
- tropomiozin
- troponin } uravnavanje kontrakcije
- a-aktinin
- dezmin
- vimentin Capillaries
- nebulin Bundle of Muscle fiber
o muscle fibers
- paramiozin __ Sarcoplasmi
P . N riblpalimi
) C-prOteIn Sarcomere
— M-protein Muscle '.lh | Myofibril Ijrand h_kjﬁnd
- titin ¢ \ T (=111
- distrofin - — —_

Z disk M line

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



Proteini progaste misice

Miozin, aktin (motoriCna proteina) — povezujeta se s Sibkimi interakcijami
Tropomiozin, troponin (uravnavanje kontrakcije)

Z obroc tankih filamentov — a-aktinin, dezmin, vimentin

Preko celotnega tankega vlakna — nebulin (7000 ak, a-vijaCnica)

M linija debelih vlaken — paramiozin, C-protein in M-protein

Povezovanje debelih vlaken na Z obrocC — titin (26 926 ak) doloCa dolzino
sarkomere in preprecCuje preobsezno raztegovanje misice

Distrofin



Glavna misi€éna kontraktilna proteina sta miozin in aktin

Hidroliza

AT7
Amino
terminus Light

Miozin

Two supercoiled
o helices

! chains

At Ay R i
JEEEL k ___-_'.
r :F"u..‘ .\.'--_ }.1*7.‘::"‘,-_&;“(‘6
0 _ f
nm F F
£ 150 nm

ngj' Im.tﬁl":‘-s.u'h oyl // Tail

nm terminus
N
\,

-6 podenot, Mw 540 000 Da
-2 tezki verigi (220 000 Da) (ovita vijacnica)
-4 lahke verige (pripete na “glavo”)

v v

-Je molekularni motor, ki s hidrolizo ATP omogoci
gibanje

Aktin
P R s =
\ 36 nm - G-actin
~ subunits
F-aktin

-G aktin je globularni protein, Mw 42 000 Da
-Tvori polimere filamentoznega F aktina
-Vsaka molekula G-aktina veze 1 molekulo ATP

-Hidroliza ATP aktina vpliva na povezavo G aktina
v F aktin, ne prispeva direktno h kontrakciji miSic



Miozin: 6 podenot (2 tezki in 4 lahke verige)

Strukturo so dolocili prek razgradnih produktov

Two supercoiled £ D
o helices ~ PETTUNUS Tioht ) _ Myemd
C_‘ B
trypain
e, " = i, | " L T l
g1 Flw e Jrc Light Heavy
Mercmyosin meromyosin 't
S Y

- i % -
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- --‘ 1.«-- ..|| . ™ L ol '.‘ :...'\' 5
o e :
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TR - "'1__' '-r""l-'l' -

. v :

papain ‘ c";h

nm terminus

*Miozin, Mr 540 000,
*Tezka veriga, Mr 220 000
sLahka veriga, Mr 20 000




Struktura miozina in debelih filamentov

veC 100 molekul miozina

' Elektronsko mikroskopska slika
St i debelih filamentov
"i ! m ! !I '! l Model strukture debelih filamentov

|
~325 nm

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



Struktura aktina in tankih filamentov

'j?'. E'm : *F-aktin je polimer globularnih G-aktinov

KN e ot et f el M, 42 000
A «Za polimerizacijo v F-aktin je potrebna
energija (hidroliza 1 molekule ATP za

1 podenoto G-aktina)

- o e T, *Na vsako podenoto F-aktina se specificno
; e e R i veZe miozinska glava
| - Samozdruzevanje molekul G aktina
36 nm G-actin
subunits

Struktura tankih filamentov
F-aktin (strukturni protein)
tropomiozin in troponin (uravnavanje misi¢ne kontrakcije)

TM — tropomiozon

TN-C — troponin veze Ca?*

TN-1 — inhibira vezavo
miozina na aktin

TN-T — veze se na
tropomiozin




Aktin je polaren, samozdruzujo¢ dinamiéni polimer

Nucleotide-
binding site

1A [A]

~ [A
["A"-'l".] l ]

|‘arr} = ["\n-d and SGKL! —

Kd — kritiéna koncentracija monomera —
Kd mora biti presezena, da poteka
polimerizacija. Ce je manj$a. Poteka

parbedend depolimerizacija.




Interakcija miozinske glave z monomerno enoto
(dimer G-aktina) aktina

miozinska glava

aktinski filament

*Na vsako podenoto F-aktina se veze miozinska glava

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



Elektronsko-mikroskopska slika progaste miSice

__debeli filamenti

tanki filamenti .

relaksirana
misSica

skréena
misica

| pas (Izotropni) — nizka elektronska gostota, A pas (Anizotropni) — visoka elektronska
gostota

| pas — tanki filamenti

*A pas — debeli filamenti in prekrivanje tankih in debelih filamentov

*Z obro¢ — pripenjanje tankih filamentov (od Z do Z — sarkomera)

*M linija — pripenjanje debelih filamentov



Kréenje miSice— drsenje debelih vlaken miozina ob tankih vlaknih aktina

Vsebuje tudi manj
pogoste miSic¢ne
proteine alfa-aktinin,
desmin, vimentin

(b}

http://www.youtube.com/watch?v=0kFmbrRJg4w&feature=related

Sarkomera — kontraktilna enota progaste miSice, sestavljena iz tankih in debelih viaken.

Titin in nebulin sta molekularni ravnili, ki dolo€ata dolzino tankih in debelih filamentov.

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


http://www.youtube.com/watch?v=0kFmbrRJq4w&feature=related

Konformacijske spremembe miozina med kontrakcijo

Tanki filament , F-aktin
/

ADPQ/

Glava miozina o]

Power

stroke T, WD




Mehanizem misi¢éne kontrakcije

4. Usmerjena sila (poteg), med katero

se miozinske glave vrnejo v prvotno stanje-
To povzroCi spremembo orientacije in premik
miozinskega repa k Z disku. ADP se sprosti.

Actin— Myosin

ADP
R - ATP
= 1. ATP se veZe na miozin,
Spranja se odpre, aktin se odcepi
Actin

Actin _
/' Myosin ATP— Myosin
ADP—P;
\ / H20
3. Naslednja konformacijska

2. ATP hidrolizira, kar povzroCi
A( it ‘ ADP—P,— Myosin konformacijsko spremembo miozina

sprememba miozina zapre
Spranjo in ojaci vezavo
Aktina na miozin

Konformacijska sprememba enega proteina povzro€i njegov premik ob drugem proteinu



Mehanizem misiéne kontrakcije

As tightly bound ATP iz hydrolyzed,
@ a conformational change occura.
l ADF and P, remain associated
with the myosin head.

Actin
filament

Myosin Myosin head attaches

o F; to actin filament,
thick ® l cauzing release of P;.
filament

ATP binds to myosin head,
o causing dizsociation
from actin.

P, release triggers a "power stroke,”

a conformational change in the myosin
) ADP l head that moves actin and myosin

filaments relative to one another.

ATYP is released in the process.

As tightly bound ATP is hydrolyzed,
@ a conformational change occura.

ADF and P; remain associated

with the myosin head.

% -if'-... = A " ———— —
o
-

o

Celoten krog generira silo 3-4 pN — premik tankega filamenta ob debelem za 5-10 nm

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



Interakcija miozina in aktina — usmerjena sila

In vitro dokazi:

“Korakanje” kroglice s pripetim
miozinom po ogrodju aktina

“Korakanje” vezikla po
ogrodnen aktinu

Actin track



Nemisi¢ni kontraktilni proteini

V citoskeletu

- mikrofilamenti — ® ~7 nm, najpomembnejSi protein aktin; funkcija

v e w

mikrotubuli — ® ~24 nm; najpomembnejSi protein tubulin funkcija —
vzdrzevanje oblike celice in sodelovanje v znotrajcelicnem transportu v
interakciji s kinezinom

Migetalke in bi¢ki

mikrotubuli (proteini tubulin A'in tubulin B) in protein dinein —
gibanje migetalk in biCkov



Citoskelet evkariontske celice: prikaz mikrofilamentov in mikrotubul

Mikrofilamenti: 2 zviti verigi proteina aktina;
funkcija: oblika celice, gibanje citoplazme,
gibanje organelov

~ microfilaments
mitochondrion
Intermediarni filamenti: protein keratin

funkcija: oblika celice,
interakcija s sosednjimi celicami

intermediate
i Ents

endoplasmic
reticulum

microtubule

Mikrotubuli: cevke, nastale iz dimernih
podenot tubulina;

funkcija: gibanje organelov

(gibanje biCkov in migetalk)

gibanje kromosomov

Citoskelet: mreza proteinskih vlaken v citoplazmi, ki daje celici obliko, umesca
in giblje organele ter sodeluje pri celichem gibanju



LI LI 4

Pri Cloveku 6 izoformnih oblik aktina

Hitra polimerizacija/depolimerizacija G-aktina—od stopnje polimerizacije je
odvisna konzistenca citoplazme

Gibanje makrofagov in nevtrofilcev

Fagocitoza

Kontrakcija Crevesnih resic

Sodelovanje pri nastanku delitvenega vretena med mitozo

Sprememba oblike aktiviranih krvnih ploscic

Strupi gliv:
- citokalazin B — inhibira polimerizacijo aktinskih filamentov (se usede na
rastoCi del filamenta)
- faloidin (prepreci depolarizacijo)

T

36 nm (-actin
subunits



Mikrotubuli

Nastanejo s polimerizacijo globularnega proteina tubulina (2 podenaoti: tubulin-a in tubulin-B);
polimerizacija poteka v spiralasti razvrstitvi 13 enot/zavoj, do nekaj tiso€ molekul tubulina

Dinamicne strukture, asociacija/disociacija enot tubulina
Mikrotubuli - v vseh celicah z jedri, pomembni za obliko celice

Sodelujejo v transportnih procesinh — med mitozo se kromosomi razmaknejo ob dveh polih
mikrotubulov (vlakna mitotskega vretena), sodelujejo pri potovanju veziklov znotraj celice v
sodelovanju proteinov z ATPazno aktivnostjo (kinezin)

Zafranov strup kolhicin inhibira polimerizacijo tubulinov, je inhibitor mitoze - ne nastane
delitveno vreteno

{(microtubule building blocks)

O OQO O@}Tubulin monomer

é ;@m ,( Tlul:]uli? tLirr;_erzsbseimtiﬂybhf_m

% D/_/i<?¥j\\uapa'““'“ eta-tubulin monomer -
Q}é%}‘ C@ Figure 4:

Qpﬁ , Protofillament Assembly Microtubule ASSemny

from Tubulin Dimers

Microtubule Assembly

from Protofillaments
Cross

Section
External Side View of Assembled Microtubule

PETLTT L ..:’ W
AT o 1 %
i ..W"“‘ L by s o e e e Y P U N (N N, N N 00, N P N N S

www.ceri.com/alz72.htm



A

a-Tubulin

B-Tubulin

/7

B-Tubulin

a-Tubulin

Tubulin

Tublulin v mikrotubulih

*Trdne votle stabilne cevke

eZunanji premer 24 nm, 2004 ——
notranji premer 14 nm
Qi,.
*Nastanejo s polimerizacijo : %
tubulina (alfa in beta podenoti) 0"“

cross-section

*VVijaCna ureditev, 13 enot/zavoj

*Dinami¢no ravnotezje nastajanja/
razgradnje polimera

; alpha-tubulin
804 beta-tubulin

tubulin heterodimer

*Mikrotubule vsebujejo vse celice z jedri

one

*Sodelujejo pri znotrajceliCcnem gibanju protofilament
organelov, pri mitozi

Structure of a singlet microtubule, indicating slant

«Zafranov strup kolhicin prepreéuje
polimerizacijo tubulinoov.



Zdruzevanje molekul tubulina v mikrotubule

-a- in B-tubulin sta majhna, 55 kDa globularna proteina
-a- in B-tubulin vezeta GTP in se pridruzita (+) koncu mikrotubula, skupaj z vezanim GTP.
-Ko se dimer priklu€i mikrotubulu, GTP na 3-tubulinu hidrolizira.

-Tubulinski dimeri z vezanim GTP se zdruzujejo v mikrotubule, dimeri z vezanim GDP pa
razpadajo.

-Cikel GTP je esencialen za dinamiko tvorbe in razdruzevanja mikrotubuilov.

Kinked @ Straighter
Nucleotide \ =

\ exchange

Depolymerization Polymerization

Phosphate «—— GTP _
release hydrolysis

«+—— Increasing strain

@ GDP-P—a,p-tubulin

OO0 GTP-a,3-tubulin
@ GDP—a,p-tubulin

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Tvorba in razgradnja mikrotubulov

GTP dimer ima konformacijio, ki pasSe v steno mikrotubula. Hidroliza GTP inducira
upogibanje, to pa ni v skladu s steri¢nimi zahtevami mreze mikrotubula.

Joe Howard and Anthony A. Hyman Nature 422, 753-758(17 April 2003)



Funkcija mikrotubulov: gibanje organelov znotraj celice

El. mikroskopski posnetek
vezikla na mikrotubulu Struktura kinezina

Motor
domain

—— ATPazna
akivnost

a-Helical
coiled-coil
stalk

Vesicle

Tail

Microtubule

http://www.youtube.com/watch?v=4AnPVuzF7CA

http://www.youtube.com/watch?v=4AnPVuzF7CA

Lipid-binding

Lubert Stryer, Biochemistry, 1995


http://www.youtube.com/watch?v=4AnPVuzF7CA
http://www.youtube.com/watch?v=4AnPVuzF7CA

Migetalke (cilia) in bicki (flagella)

A

Migetalke in bicki so “priveski/podaljski” celic, obdani z membrani
(nadaljevanje plazmaleme)

Gibljejo se utripajoCe, vrtin€asto

Migetalke se nahajajo na mnogih epitelijskih celicah: v respiratornem
traktu/sapniku, v nosnih sinusih ...

Edini bicki v Cloveskem telesu — celice spermijev (prokarionti/bakterije se
gibljejo veCinoma z bicCki)

So stabilne strukture, sestavljene iz nespremenljivega Stevila podenot



Prerez evkariontske migetalke ali bicka (9+2)

Cilia and Flagella Structure serosome
head nucleus
Dynein

cell membrane

b e 2| centrioles
mitochondrial :11: : .
Outer Radial et c,."' mitochondria

Microtubule Spoke Central

Doublet Microtubule
T v (Axoneme)

Plasma
Membrane —

axial filament

g axial filament

i “lcontains the 9+2 array
of microtubules typical of
cillia and flagella

cell membrane

Basal Et!.-dg.r (Kinetosome) end piece

[D'4D"4

*Hidroliza ATP povzrocCi asociacijo dineina z vlaknom B mikrotubula

*Dineinska roCica koraka po sosednjem dubletu mikrotubula (analogija s premikanjem
miozinske glave po fibrilarnem aktinu)

micro.magnet.fsu.edu/



Pregled kontraktilnih proteinov pri evkariontih

Izvor in funkcija strukturno ogrodje motori€ni protein
MiSica (progasta, gladka) aktin - polimer miozin (misicni)
miSicno delo globularnih aktinov
Mikrofilamenti citoskeleta aktin - polimer miozin (nemisicni)
gibanje organelov, oblika globularnih aktinov
celice, gibanje citoplazme
Mikrotubuli citoskeleta mikrotubuli kinezin

gibanje organelov

Mikrotubuli (migetalke, bicki) | mikrotubuli (razporeditev | dinein
gibanje celic 9+2)

Skupne lastnosti:

- spadajo v druzino proteinov s P zanko in NTP-azno domeno

- Imajo sposobnost spremembe konformacije zaradi vezave ali hidrolize NTP,
kar je klju¢no za funkcijo molekularnih motorjev
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