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Rigas Stradina universitaté Ara Kak3a 2023 sagatavots eksperiments-pétijumu par olbaltumvielu AQPO acu-
lécas stnai William E. C. Harries,David Akhavan,Larry J. W. Miercke,Shahram Khademi,Robert M. Stroud
Biokimijas katedra Kalifornijas universitate 2004 Proc.Natl.Acad.Sci.1YMG.pdb monomérs

Vizualizacijas - Display iespgjas (izv€lné: Bumbinu un Najinu=Ball & Stick| Corey, Pauling, Kultins CPK
Nijinu=Stick Van der Valsa radiusos =Spacefill krasu shému 1965 patents ASV
Atoms Simbols Krasa Atoma kovalento vértibu skaits | Olbaltumvielas mugurkauls_ir.
Ogleklis C  gaisi Peleks vai Melns 4 Aminoskabju Ca oglekla atomu
Udenradis H Ballts 1 polipeptidu treks
Skabeklis O Sarkans 2 (donoru akceptoru ligandi 1idz 4) C i i
Slapeklis N gaisi Zils 3 + 1 (donoru akceptoru ligandi 1idz 4) TCN— —CN —CoN—
Sers 2&6 H H H
Fosfors 5&3 sanu virknes: hidrofobas pelekas
Natrija jons Na* intensivi Zils +1 (donoru akceptoru lidz 6) Ipolaras roza Un gaisi zilas
Kalcija jons Ca?* tumsi Peleks +2 (donoru akceptoru 1idz6) fiziologiska pH=7.36_vidé
Magnija jons Mg?* Zals +2 (donoru akceptoru 1idz6) skabe—-COQO" negativs ladin3
Dzelzs jons Fe2* peleki Dzeltens  +2 (donoru akceptoru 1idz6) baze—NHs* pozitivs 1adins
Dzelzs jons Fe3* peleki Dzeltens  +3 (donoru akceptoru lidz 6)
1. N-terminala aminoskabe ir Ser...... un C-terminala aminoskabi Gly............ ?

Cik aminoskabes veido Akvaporina 0 acu-lécas Stnas polipeptida virkni ...? skat. 6.1pp
2. Kada veida otrgjas struktiras satur 1YMG.pdb akvaporins 0?... , nav.......
3. Kads skaits alfa spirales veido akvaporina 0 polipeptida

C,IUSOIS Citisols

molekulas?............ Alfa-spirales
4. Vai AQPO satur beta struktiras , beta plaksnites no

beta virkném? nesatur ............ 7.
5. Cik uidens molekulu skabekla atomu O atrodas kanala
akvaporma 0 1YMG.pdb? ............

fobas 10. Tris aminoskabes atbildigas par maksimalu

##¢¢ uz centru nodroSina maksimalo saSaurinajumu!

Asn...., Thr...., His.... .

11. Piecas aminoskabes akvaporina 0 AQPO polipeptida
. mugurkaula virkng saSaurina kanala diametru uz 1.99 A?

Citisols

12. Cetru aminoskabju mugurkaula karbonili >C=0<sessH-O-H sckmé linija veida_iidens
molekulu Iidzinasanos kanala ar tdenraza akceptora mijiedarbibas mehanismu saité?

>C=0<eeeeH-O-H Gly......., Ala.......,Gly......,Met....... H-O-Heeee>0O=C<

13. Tris aminoskabes veic lidzinasanos kanala ar tris donora tidenraza saitém & déetram

idens molekulam ar akceptoru saiteém? 4 HoO<eeeeH-N=C< Asn......,Arg......,His...
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14. 4 aminoskabes kanala sasaurina diametru uz 2.5 A ar sanu virkni orientgtu kanala centralas
ass virziena? Phe......,Leu.....,Leu......, Tyr2.....kanala centralas ass virziena
15. Divu aminoskabju NPA-NPA raksturigais sasaurina$anas motivs tiesi péc Tyr23 ir
orientacijas atsléga centralai idens molekulai, tap&c atbildiga par rotaciju 180°, tur klat
bloke protonu vaditsp&ju kanala? Asn........... ASN......

16. Cetras aminoskabes citoplazmas pusé NPA raksturigaja motiva, sarindo mugurkaula tris

karbonila skabeklus >C=0<eeeeH-O-H nostajoties gar vienu kanala sienu versti tiesi kanala,
izbeidzoties pie Tyr149? Gly.......... Ala........... JHis. Val........
17. Piecas aminoskabes Vveido citu saSaurinajumu, Kas ir Saurakais regions kanala? Tas
ienem poras sferas SF radiusu ~1.1 A ir salidzinams ar vidgjo tidens radiusu H-O—-H

garuma 1.4 A un 0.55 A dipola lenka augstuma izmérs ar maksimalo diametru 1.5 A atbilstoss

tidens specifiskajai lenkiskajai struktarai?Tyr.....,Val...,Gly...,His...,Phe..

18. Kadu skaitu tidens molekulas sarindo astoni mugurkaula karbonili >C=0<eeeeH-O-H un citi
kanala-linijas dalibnieki stabilizéjot cieSu vienas-rindas kolonu iezimétam aidens molekulam
AQPO akvaporina kanala?........................ tidens molekulas ciesa vienas-rindas kolona

19. Kuras aminoskabes sanu virkne no mugurkaula akvaporina 0 ir atbildiga par @idens transporta
atruma inhib&sanas efektu ar pH vai Ca?* jonu? Nemeth-Cahalani un Halls mutacijas

eksperimenta, kura apmainija His-40 uz alaninu40, aspartatu40, vai_lizinu40, un tadgjadi atklaja,

ka mutgjosas olsunas neuzradas pH-atkariga kanala slég$anas ja pH ir liclaks par >......

Histidina40 reakcija AQPO acu-lecas sinas ar dietilpirokarbonatu (DEPC) novérs pH atkaribu un

palielina aidens vadisanu (histidina40-specifiskumu atjauno ar hidroksilaminu), papildinot ar
histidina40 titrésanas eksperimentu mainas tidens vaditsp&ja. His-....... palielina vaditspéju.

20. Kadi pieci 5 starp molekularie speki zinami olbaltumvielu biokimija un fiziologija? ...

1... 2.... 3... 4.-5-5-... 5...

21. Kadi tris 3 starp molekularie speki saloka olbaltumvielu AQPO? Nosauciet tris 3 klatesoSos!
1.... 2.... 3...



22. Tevietot aminoskabju nummurus 28—A—garam, cilindriskam AQPO kanalam, kuram seklie
vestibili atrodas abos kanala galos! Kanala tilpuma virsma att€lota fona ar svarigakajiem kanalu-
veidojoSiem aminoskabju atlikumu nosaukumiem! Centralais regions attélots ar diametru no <2.5
A, regioni abas pus@s paraditi ar diametru lielaku par >2.5 A un kanala garuma distance Iidz <10
A no centrala regiona centra 0! Sakot no ekstra celularas puses, vestibils att€lots piltuvé diametra
ap 10 A un satur 10 adens molekulas HOH 405, 415, 455, 411, 426, 407, 436, 439, 451, 435,
465skabekla atomus H2O starp aminoskabju atlikumiem. Udens molekulas orientétas uz kanala
centru Iinija. Centrs ir atbildigs par maksimalu saSaurinajumu no vestibila Iidz kanala Saurakajam
diametram 1.99 A ! Izkarto 7 1adinus -NHs* + un — COO- abas pusés kanalam!

hidrofobs savienojums (junction)

Gly124,Pro123,Leul21,Phel198,Leul94
Leu39,Pro38,Gly37,Ala35,Gly114 Vall12,Alal11,Pro110,Pro109:;Vall25

pozitivu ladinu tiklojums atgruzas
His40Arg33Arg113His122Arg196

Ekstracelulars vestibils  nosledzas ar Ca2+ H' His40
Ala.. —C=0 . PpH>6,5

His40 117 HZN—Arg187 His172
sasaurinas Tyr23 \ Sasaurinas biIIi_pTEJIu
o < slani
199 A Phe48 | 0=0 [ Ala181 1,99A [1g9A
’ His172 H‘o’H Argl87 i Leu84
Alal01 25A Metl76 | , " w|  sasaurinas Ala86
'\A/‘l‘ﬁgg sasaurinas Phel4l| .2 | Leus2 25 A lle87
Leiioa Gly182 | v, n | Tyr23 Cys88
Va?107 ASN68-P69-A70 o, NPA Xf"g;
NPA o, T Asn184-P185-A186 | a o4
bilipidu sasaurinas g saurinz b
slani = H/o\H —~ sasaurinas Ala97
Tyrld9 15A |o=0 | 154 Val56 Valos
Phe75 L0, Gly64 Ala99
His66 H H
H'O%H hemiacetals 408 Ala65 10 A
2 Ve His66
% i Tyria9 Val67 -
4 Gly64 L O 2
o (Ser245)\_ Ser229—OH OP-O
O s 20 O (Ser243) Ser231—OH I
Ho Ser235—0H O
_ + _ L=V
glikozilésana HN 0=0 coo - fosforilésana
N terminals Citosola vestibils ~ C terminals
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23. Nosauciet Stanu un organellu lokalizésanas vietas, kuras transporta enzimi AQPO atrasti!

SEAMP v, audu stnam.

24. Divi tirozini un trs histidini ekstracellularaja pusé atrodas lejup pa z asi kanala?

lerakstiet tirozina atlikuma poziciju uz olbaltumvielas virknes mugurkaula treka un

...pozicijas trim histidiniem, kuri atrodas tiesi kanala vestibila!

25. Kuras tris C-terminala 2B6P.pdb aminoskabes Post translacijas modificésana, ir iesaistitas
domajams AQPO aktivitates regulésana, jo C-terminala virkne piedalas ka fosforilésanas
regulacijas vietas ? Nosauciet vardu C-terminala 24 aminoskabju saturoSai mobilai spiralei,
olbaltumvielas sekundaras struktiiras doménam kopa ar 239-263 rindas tris fosforiléSanai
paklaujamajam aminoskabém ! H...,Ser......(Ser245),Ser......(Ser243,Ser240),Ser......

26. Acu lécas Skiedru audos 15 nepolaru aminoskabju atlikumi sanu virkn@s ar hidrofobiem

spekiem saista divus akvaporinus (AQPO) veidojot starp membranu 16 A spraugas cie§ saistes

Stnas. Katra kontakta punkta energija ir -10 ¥/mor , ja 15 punkti tad summa ir -150 ¥/mol.
Leu....,, Pro....,, Gly....,, Ala....,, Gly....,, val....,, Ala....,, Pro....,,

Pro....,; Val....,, Gly....,, Pro....,, Leu....,; Phe....,, Leu....,.
27. Cetras aminoskabes, ka konservétas nemainigi atrodamas visos akvaporinos, mainot
konformaciju lokalizetas centrala “selektivitates filtra SF” kanala veic kanala slegSanu?
ar divam tidenraza saittm no NH1Arg....>NH...O=C<Pro......

unno NH1 Asn....>NH...0=C<Ala........
28. Piecas aminoskabes uz virsmas veido pozitivu +5 ladinu tiklojumu atgriiSanai AQPO

acu-lécas $iinas ekstra cellulara pusé? His...., Arg...., Arg....., His..., Arg.......

29. Arg-187, Asn68 3. konformacija atrodas centrala kanala “selektivitates filtra SF” veicot
kanala slégSanu ar divam tdenraza saiteém Arg-187>NH...O=C< un Asn68>NH...0=C<:
>NH...O=C<Pro...., 0=C<Phe...., O=C<Asn...., O=C<Arg...., O=C<Ser....;
>NH to O=C<Aasn...., O=C<Ala...., O=C<Asn.... and

Kuras divas aminoskabes ir saglabatas visos akvaporinos Val...., Tyr..... ?



30. AQPO izoelektriska punkta IEP=pH=pKa.vis ka vid&jas pKavia vertibas noteiksana. .
Noteikt Gidens skiduma pH ar AQPO koncentraciju C=0.00000063=1062M (/i) !

21 L-z-aminoskabes olbaltumvielu-polipeptidu protolizes pK, vértiba izoelektriskais punkts IEP
Fiziologiskaja pH=7,36 +0,01 vidé karbonskabes grupas eksisté negativi ladéta -COO~ un amino grupas
R-NHs* pozitivi ladétas, ka pieméra ar glutaminskabes pKa vértibam salidzinajuma ar fiziologisko pH vértibu ir
mazaka karbonskabes grupam: pKar-coon=4,25<7,36 , pKa-coon =2,19<7,36 vai proton&tai amino grupai

lielaka 7,36 < 9,67= pKa-NH3+.
Tabula dotas konstantes pKa Cetru veidu paral€liem protolitiskiem lidzsvariem katra aminoskabes molekula:

skabe & baze +H+; Paralglo protolitisko Iidzsvaru skaita NpK, vidéja konstantes
1. R-COOH SR-COO- +H*: izoelektriska punkta IEP= pK, vértiba ir aprékinama ka
2, R-NHs* & R-NH2 +H+; IEP= pKa:(E pKaR grupat pKa—NH3++ pKa—COOH)/NpKa
3. Tirozina-fenols-OH< Tirozina-fenols-O—+H* Ostvalda atSkaidisanas likuma aprékina pH §kiduma
4. Cistetns-SH < Cistelns- +H*  koncentracijas C logaritma: pH=w S

Aminoskabju un olbaltumvielu izoelektriska punkta vértiba pH=IEP jona ladina summa ir nulle

0——— skaba vide plus (+}————nulles ladins,,0” IEP: baziskaka vidé minuss (-—— 14 pH skala

-COOH & -NHgs* pozitivs 1adins ............. -COO" & -NHs* . ladins ir negativs -COO" & -NH>

Amino Acid  pKacoon  PKannz+  PKargrupa Tabula5.3: Reginald H. Garrett, Charles M. Grishman,
Izoleicins | 2,36 9,68 Biochemistry, University of Virginia 1995;
Valins V. 232 9,62 Albumins E7G.pdb 7,32=IEP 7 taukskabes mazs (—) 1adin$ un bez

Leicins L 2,36 9,60

Fenilalanins F 1.83 9.13 7 taukskabem 7,40=IEP mazs (+) pozitivs fiziologiska pH=7.36, bet
Cisteins C 1,9 10,28 8,18 Gamma globulina 1gG1.pdb molekulai ir pozitivs (+) ladins,
Metionins M 2,28 9,21 jo fiziologiskais pH=7,36 < ir mazaks par 7,91=IEP.
Alalzins A 2,34 9,69 Mioglobins IEP=7,36 ir neitrala nulles ,,0” 1adina molekula,
Prolins 1,99 10,9 jo IEP=7,36 ir vienads ar fiziologisko pHasins=7,36 1IMBO.pdb

2,34 9,60
2,11 9,62 Protolitisko konstanti-izoelektrisko punktu pK, aprékina saskaitot

2,21 9,15 sanu virknu XpKarsanu grupa, PKaNterminals|\ Hyunp Kacterminaiscoo_konstans$u

Triptofans 2,38 9,39 summu izdalot ar skabes grupu skaitu molekula NpKa:
TII'OZTHS 2,20 9,11 10,07 IEP:pKa:(ZpKaRsﬁnu grupa+pKaNterm1n§ls+p KaCternnnﬁ]s)/NpKa

P

Glicins G
T
S
w
Y

Histidins H 1,82 9,17 6,00
D
E
N
Q
K
R

Treonins
Serins

Ziméjums Seruma olbaltumvielu sadali$ana ar elektroforézi. (a) Paraugs
tiek uzlikts ka tieva linija sakuma. P&c elektroforézes pie
pH 8,8, papirs tiek zaveéts un iekrasots. (b) Krasu intensitates Iliknes
plankumiem uz papira. y-Globulins kustas lenak par Albuminu.

Aspartats 1,88 9,60 3,65

Glutamats 2,19 9,67 4,25

Aspargins 2,02 8,80

Glutamins 2,17 9,13

Lizins 2,18 8,95 10,53

Arginins 2,17 9,04 12,48
Olbaltumvielas kustas §int virziena<=—RParauga linija sakuma

Pozitivais (+) elektrods

Kustibas virziens <= - , ; egativais
Albumina IEP=7,32+7,40 y ‘ B ‘ E . ) (@
A

<<pH=8.8 lektrods

Color intensity —m

Gamma globulina 5 (b)
IEP=7,91<pH=8,8 @ o g
Mioglobins IEP=7,36<pH=8,8
Albumins gamma Globulins (-) negativais elektrods

Seleno cisteins 21. L-t:-aminoskabe?

Seleno cisteins ir L-z-aminoskabe kura atrodas enzimu olbaltumvielas, ieskaitot noteiktas peroksidazes un
reduktazes kuras piedalas katalitiskas elektronu parneses reakcijas. Seleno cisteina nosaukums jau norada ka
seléna Se atoms aizvieto séra S atomu strukturalaja analoga cisteina. Konstantes pKs vértiba seleno cisteina 5,2 ir
par 3 vienibam mazaka neka cisteina 8,18. Kops seleno cisteins ir ieklauts polipeptidos transléSanas procesos
ribosomas, tas tiek klasificéts ka "21 aminoskabe." Tapat ka 20 genétiski ieckodétam aminoskab&m, seleno
cisteins ir iekodets ar vienkarsu tris burtu kodonu LUGA (skat 16 nodarbibu Nukleo proteini tRNS 62 kodoni).



Acu lécu akvaporins-0 (AQPO) specifiska idens pora un savienojums starp Skiedru $iinam acu léca

http://aris.qusc.lv/ChemFiles/Aquaporins/1YMGplLat.doc; http://aris.qusc.lv/ChemFiles/Aquaporins/1Y MGpl.xls
Sequence of 263 AA Amino Acids in AQPO molecule 1YMGpI.pdb: 80*3+23=263

10 20 30 40 50 60 70 80
MWELRSASFWRAICAEFFASLFYVFFGLGASLRWAPGPLHVLQVALAFGLALATLVQAVGHISGAHVNPAVTFAFLVGSQ
MSLLRAICYMVAQLLGAVAGAAVLYSVTPPAVRGNLALNTLHPGVSVGQATIVEIFLTLQFVLCIFATYDERRNGRLGSV
ALAVGFSLTLGHLFGMYYTGAGMNPARSFAPAILTRNFTNHWVYWVGPVIGAGLGSLLYDFLLFPRLKSVSERLSILKGS
RPSESNGQPEVTGEPVELKTQAL

AA pKacoo. pKanns+; pPKrr;NchainAA; Nr

9.21 . ; % Ir uzskaititi 3 cisteina Cys atlikumi ar pKrr =8.18;
1248 5 3 Saskaititas 46 pKa vértibas no tabulam ...................
1248 11 4
o Uzdevums akvaporia 0 molekulas AQPO aprékinam
007 23 7 iy . : . - o
12,4; 33 g | Protolitisko konstanti pKa izoelektrisko punktu IEP=pKa aprékina saskaitot sanu
6 40 9 Vil’kl;lu 2pKaRrsanu grupa, UN pKaNterminélsN Hs un pKaCterminélsCOO—kOl’lStan§u summu
10 . _ . -
2 2(15 11 izdalot ar skabes grupu skaitu molekula NpKa:
12,48 85 12 | EP:pKa=(ZpKaRsz'mu grupa+pKaNterminéls+pKaCterminéls)/N pKa
818 88 13 o
1007 89 14 30.1 Sumarais protolitisko lidzsvaru skaits ir NpKa=44+2=.....
1007 105 15
1248 113 16 263 aminoskabes no tam ar 44+2 protolitiskam pKa sanu grupam
6 122 17 N-termindla metionins M pKaNterminals=9,21 Un
425 134 18 inila leici =2 36
818 144 19 C-terminala leicins L pKacterminals=2,
20 . . _
13?’6057 122 21 Summa ir saskaitama ka
425 151 22 2pKarside group+PpKanterminal+pKacterminala=...........

1248 152 23
1248 153 24 30.2 Vidgja konstante pKvis=pKa=IEP 1Z0O ELEKTRISKAIS PUNKTS
1248 156 25

6 172 26 NpKa=44....... 2.0 S
1007 177 27
1007 178 28 IEP=389,69/46=..............
1248 187 29 . ' .
1248 196 30 Isoelektriska punkta pH=IEP vértiba aminoskabes un olbaltumvielas
10607 58411 g; kopgjais ladins ir nulle ,,0” IEP=pH
1007 219 33 0 ——plus (+)—mnulles 1adins ,,0” minus ladins (-}—— 14 pH skala
365 220 34 _ , .
1248 226 35 Pasvitro eksist&josu: pozitivo (+) vai nulles ladinu vai negativo (-)!

1053 228 36
425 232 37| -COOH & -NHs* pozitivs -COO" & -NHs* negativs ladins -COO- & -NH2
1248 233 38
1053 238 39 | 30.3 AQPO molekulas ladina zimi (+). nulli ,,0” vai (-) fiziologiska pH=7.36
1248 241 40
425 244 41 Pasvitro eksistgjosu:
425 250 42 .
425 254 43 | -COOH,-NHs* pozitivs (+) pH = 7.36 < IEP = 8,52 negativs (-) -COO-,-NHo.
425 257 44
1053 259 45
2,63 263 46

4 AQPO molekulas ladina zimi (+). nulli ,,0” vai (-) elektroforéze pH 8.8
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Pasvitro eksistgjosu:

-COOH,-NHs* pozitivs (+) IEP = 8,52 < pH = 8,8 negativs (-) -COO-,-NHa.

30.5 Aprekina C=0.00000063=1062 M AQPO skiduma pH Ostwalda atskaidisanas likuma logaritmam no C:

oH= PKa _2|og c _8,5228261— Iozg 0.00000063- _8,5228261+6,2 _ 14723/ 2=....
Atraktora 7,36 AQPO koncentracija ir C=................. M.

Talak seko akvaporina viens AQP1 no eritrocitu §iinu membranam pétijums!
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