La funzione di ogni membrana biologica & determinata principalmente dall’
insieme di proteine integrali incorporate e dalle proteine periferiche collegate
alla superficie della membrana

L'attivita di queste proteine, a sua volta € modulata dalla composizione dei
fosfolipidi della membrana

La ricostituzione in membrane modello delle proteine di membrana permette lo
studio di caratteristiche individuali e dell'attivita di un dato componente della
membrana cellulare.

L'attivita della proteina ricostituita membrana non viene sempre mantenuta ,
poiché la composizione del modello doppio strato fosfolipidico differisce da
guella della membrana cellulare nativa



Proteine integrali di membrana
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Le proteine sono considerate solubilizzate dalle membrane se sono presenti nel
supernatante dopo il trattamento con il detergente e dopo una centrifugazione a
100,000g

Il processo di solubilizzazione di una proteina di membrana prevede
1I'interazione con le membrane

2 la lisi cellulare

3 la formazione di complessi di lipidi/proteine/detergente

4Un aumento ulteriore della concentrazione del detergente porta alla delipidazione
e spesso all'inattivazione e della proteina



" Il tipo e la concentrazione ottimale di detergente
sono selezionati sperimentalmente

preparazione membrane alla concentrazione di 1 mg/mi
. Aggiunta di diverse concentrazioni di detergente
incubazione at 0—-4C for 30—60 min

centrifugazione at 105,000g

saggio di attivita



Detergenti :Anionici, Cationici, Switterionici, Non ionici

Table 34.1 Common laboratory detergents and their properties
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Brij-35 (C12E23)
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Gluconamidopropyl
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Gluconamidopropyl
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polysaccharide
Linear PEG (23x)
Linear PEG (8x)
Linear PEG (4x)
Linear PEG (6x)
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Tail

Cholesterol
dervative

Cholesterol
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Cholesterol
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Linear hydro carbon
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Mixture of molecules
with different
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(E=2-59)
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(average 9.6),
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absorption



Il numero di molecole di detergente in una micella e chiamato numero di
aggregazione . |l parametro P packing parameter P e definito
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Figure 34.1 The formation of micelles depends on the molecular shape of the deter-
gent. It is best described by the packing parameter P that is calculated by comparing the

headgroup volume with the hydrophobic chain volume and length.



La formazioni di micelle e alla base della solubilizzazione delle membrane

| detergenti formano micelle ad una determinata concentrazione e
temperatura

Un importante parametro € la CMC concentrazione micellare critica cioe la

concentrazione al di sotto della quale il detergente e sotto forma di monomero

e al di sopra della quale e sotto forma di micella ad una determinata
temperatura
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La CMC dipende dalla temperatura, dalla forza e dal pH Il punto di Kraft e la

temperatura alla quale la solubilita del detergente aumenta al di sopra della
CMC

Concentration

Temperature




Rimozione del detergente

* Rimozione per diluizione

« Cromatografia ad esclusione molecolare
« Dialisi

* Resine idrofobiche

Detergenti che hanno una CMC (>1 mM come ad
esempio il colato e I'ottilglucoside possono
essere rimossi mediante dialisi o ultrafiltrazione



SERT e il trasportatore intracellulare di serotonina presente sulla superficie
delle cellule del sistema nervoso centrale e periferico

SERT accoppia il trasporto del ligando a quello del sodio e del cloruro
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Cellule di insetto lisate con 1% digitonina sono state purificate su NINTA in
presenza di 0.1% digitonina I'eluato é stato purificato su ConA affinitycolumn e
marcato con Texas Red bromoacetammide o con IANBD N,N’-dimethyl-N-
(iodoacetyl)-N’-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4yl)-ethylenediamide
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FIGURE 2: Purification and fluorescence labeling of hSERT.
Samples at various stages of purification were separated on 10%
SDS/polyacrylamide gel and silver stained (left panel) or imaged
for fluorescence (the two right side panels). From left to right shows
a sample of solubilized proteins from SO cell membranes, a sample
of the protein eluted from the nickel column, and a sample of protein
eluted from the Con A resin. The solubilized protein in the SDS/
polyacrylamide gel contains 20-fold less ['**IJRTI-55 binding
activity than that loaded of the nickel and Con A pure protein. The
fluorophore labeled hSERT was imaged in a Bio-Rad FluorS Imager
using transluminant UV light for excitation of the JANBD or Texas
Red fluorophores. Emission was recorded using the 520 nm long
pass filter settings.
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Ficure 3. Effect of IANBD and MTSEA on hSERT. 59
membranes expressing hSERT were incubated in the absence
(squares and triangles) or presence (open circles) of 300 uM IANBD
for 30 nun at 4 “C followed by treatment in the presence (triangles)
or absence (squares and open circles) of 2 mM MTSEA for 15
min at RT. The effects of the treatments were measured by
homologous competition binding using 0.25 oM [**IJRTI-55 as
radioligand. The binding affinity of RTI-35 to the control (squares),
the membranes treated with IANBD (open circles), and MTSEA
(triangles) was calculated using the equation K = ICsp/(1 + L/K;)
to be 0.6, 1.3. and 1.4 oM. respectively. Byax 15 estimated from
the equation Byax = Bp(1 + Ky/[radioligand]).



Spettri di fluorescenza di SERT marcata con IANBD dimostrano che la cys
109 € immersa in ambiente idrofobico
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Funzionalita di SERT
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Fig. 7. Cellular tmnsport activity of the wild type. mutated and truncated SER1T
fAuorescent emission for 30min with 3min interval. The non-specific o
(B) Neurotransmitter uptake at endpoint (30min) and expressed amount
MNeurotransmitter uptake level at endpaint per expressed SERT. The truncated {
SERTyp (C) Subcellular localization of SERT,y on the stable cell lines. HEK2

sevondary antibody was monitored.




Ricostituzione di proteine di membrana in sistemi modello

A. Monostrato lipidico B.  Doppiostrato lipidico

b

C. D.

liposomi nanodischi
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Monostrato di Languir

Vantaggi: facilmente preparabili le caratteristiche del monostrato possono
essere controllate

Svantaggi: I'elevata tensione superficiale dell’acqua puo denaturare le
proteine

Batterioradopsina , rodopsina e gramicidina



Il doppio strato lipidico supportato e preparato dalla fusione di piccole vescicole
unilamellari su supporti solidi come SiO2, vetro e superficie d'oro

Il doppio strato lipidico supportato ha le teste idrofile polari che si affacciano nella frazione
acquosa e due code idrofobe che si affacciano all'interno della membrana

Vantaggi struttura molto simile alla membrana naturale

Svantaggi. Tuttavia, le teste idrofile su uno dei due strati sono molto vicine al il supporto
solido e questo puo, in alcuni casi, influenzano la fluidita della membrana modello
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Evaporati

CELLULAR MEMBRANE
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Liposomi

Si preparano semplicemente e possono essere utilizzati per studiare la
funzionalita soprattutto di trasportatori

Sonicazione

Per dialisi per allontanare il detergente

Per diluizione

liposoma



pHye = 8.3

Kest = 1 ~ 100 mM

ATP + H;0
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Fig. 3. Fusiocecin (107" M) indueed proton pump ewrrent
meagured in a barley leaf proteplast, using the patch-clamp
technigque in the whole cell configuration. The voltage was
clamped to ) mV with symmetrical potassium chloride solu-
tiona at either side of the membrane; the pump was fueled
with 5 mM MgATF. The inset disgram indicates how the
patch-clamping systerm was set up, Courtesy of 8.A. Vogelzang,




Nanodischi

Doppio strato di fosfolipidi tenuto insieme da proteine di membrana scaffold
(MSP). MSP sono forme troncate di apolipoproteina (apo) Al che avvolgono il
doppio strato lipidico per formare una particella discoidale o nanodisco

Il colato, pud essere utilizzato per solubilizzare fosfolipidi e proteine scaffold
membrana insieme . In seguito viene rimosso il detergente per dialisi 0
adsorbimento.

E possibile modificare il diametro del disco di doppio strato lipidico
ingegnerizzando l|'apolipoproteina Al

il diametro di un nanodisco € in genere di 9,8-17 nm




Ingegnerizzazione della proteina scaffold
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Preparazione di nanodischi piu piccoli
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Thermal stability of OmpX
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