RODOPSINA | LA SUPERFAMILIA DE
RECEPTORS DE 7 HELIXS TRANSMEMBRANA

Laia Fo
Mireia Gimeno
Maria Larroy

Paola Paoletti

Laura Vicente



Per que les proteines
transmembrana son
dificils de cristal.litzar?



Part hidrofilica i hidrofobica a les diferents
superficies.

Aquest fet les fa no solubles

Podem utilitzar detergents per formar un
complexe proteina-detergent amb la part
hidrofobica a l'interior.

Molt poques s’han pogut cristal.litzar.



Importancia dels receptors acoblats a
proteines G

e Superfi exdraceliular s 3 través
delan

o Alexte
« Alinte B 34
e Constit ! 1 ipeptidica

entre 4 m

o S’ident es que
travess oyt osolic




Llocs d’uniod dels lligands

 La majoria s'uneixen a les helixs, com per
exemple el retinal de la rodopsina (forma una
base de Schiff amb I'atom de N de la Lys
296)

 La segona i tercera nansa citosolica
reconeixen les proteines G



Activacio dels receptors i de les
proteines G

* Creacio de la senyal per uni6 a lligand o per
foto (rodopsina)

e Transduccio de la senyal a traves de la
membrana

* Interaccio amb la proteina G

e Activacio del mecanisme efector | variacio
dels nivells del 2n missatger.



Patrons comuns del receptors
acoblats a proteines G

e Patré comu a les regions transmembrana de
la familia A (relacionada amb la rodopsina)

TM1:
TM2:
TMS3:
TMA4:
TMb5:
TMG6:
TMY:

GXXXN o GN

LXXXDXXXXXXXP 0 LXXXDXXXXXXXXP
SAXXLXXIXXDR 0 SXXXLXXI XXHR
WXXXXXXXXP 0 WXXXXXXXXXP
FXXPXXXXXXXY

FXXCXXP

LXXXXXXXDPXXY 0 LXXXXXXXNPXXY




Bacteriorodopsina

 Proteina fotosintetica d’'Halobacterium.

e Converteix la llum (500-600nm) en un gradient
protonic—> Produccio d'ATP

* Funci6 de bomba protonica depenent de la llum.

membrane



Estructura

e 7 helix
transmembrana amb
loops d’interconexio
curts

 Mol.lecula de retinal
unida a les helix de
forma covalent, via
una Schiff Base, a
Lys-216




Schiff Base

e Carrega positiva
situada al centre del
canal entre Lys 1 el
retinal.

Schuff base hnkage (double bond)
e Juntament amb el
retinal separen
I'espai citoplasmatic _
de I'extracel.lular Yy vy

‘ J.J.
Retinal

u
=
L

»
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Quan arriba la llum...
Fotoisomeritzacio

e Retinal passa de la forma
trans—>cis

e Conversio de la llum a energia
guimica.







a Ground state b L intermediate
all-trans retinal protonated 13-cis retinal protonated

Membrane

"

d M intermediate l ¢ Late M intermediate

13-cis retinal protonated 13-cis retinal neutral



Rodopsina

eProteina transmembrana,
pigment dels bastons

*Receptor de 7 helixs-a
acoblat a proteines G.

eConsta de dues parts:
*Proteica—>Opsina

*No proteica - 11-
cis-retinal (derivat

vit. A) outer segment

Hhodop's'in_ molecule




® POIIpéptld de 348 aa, Phosphorylation sites with Cyiﬂpjasf;ﬁ;o:ems
distribuida en 7 helixs e £00 0 0 0t OO
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Fig. 9. Structural model of rhodopsin showing seven transmembrane
components and the attachment site for retinal.



Retinal

*Aldehid de la vitamina A
*Formacio a partir del retinol

*Unida a les helixs a la part
central

*Posada perpendicularment

Intradiscal




Sintesi del retinal
| estructures derivades M, M
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Rodopsina: Opsinali retinal juntes

Zytoplasma

7890

Lipid-Doppelschicht

$idd

Intradiskraum




Quan arriben els fotons
de la llum...



11 - cis -retinal -
planar stabilization
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BACTERIORODOPSINA (BR)

- Halobacterium halobium (arquees halofiliques)
- Proteina integral de membrana (BOMBA DE PROTONS)

- Fotocicle:
- - * Q& 13-cis-retinal ‘l"\
‘1“""“‘1 "i*z < ” y R A A i ®
| & '
All-trans-retinal @ =a” reconversio ‘ ‘
termica

- H* d’'intracel-lular a extracel-lular ® Gradient electroquimic

- Sintesi d’'ATP (ATP sintetasa) i transport d’ions i aa



Determinacio de I'estructura

- Reconstruccio 3D (7 A) mitjancant microscopia electronica
de cristalls 2D

- Microscopia crio-electronica de critalls 2D (3 A)
- Difraccio raigs X de cristalls 3D (1,9 A ; 1.55 A)

 Informacio d’estadis intermediaris mitjancant analisi a
temperatures criogeniques (pulsos lasers)

- Metodes d’espectroscopia:
* mesures optiques en el rang del UV-visible
 FTIR (Fourier Transform InfraRed)
e espectroscopia Raman de ressonancia

 NMR
e ESR (Electron Spin Resonance)



Classificacio SCOP
- Plegament: receptors acoblats a proteines G classe A
- Superfamilia: receptors acoblats a proteines G classe A

- Familia: bacteriorhodopsin-like

Entrada Protein Data Bank
- 1bml



INTRACEL-LULAR
Estructura

- 248 aa
- 7 helix transmembrana

- Retinal (cromofor)

- N-terminal extracel-lular

- C-terminal intracel-lular

- Segments extramemobr.
no funcionals

EXTRACEL-LULAR “



- Helix E, F i1 G perpendiculars
al pla de la membrana

- Helix A, B, C i D atravessen
membrana amb angle
d’inclinacio (20°)

- 7 helix defineixen una
cavitat

- Cavitat:

* Retinal + cadenes
laterals dels aa

e Pas del H*




- Helix E, F i1 G perpendiculars
al pla de la membrana

- Helix A, B, C i D atravessen
membrana amb angle
d’inclinacié (20°)

- 7 helix defineixen una
cavitat

- Cavitat:

* Retinal + cadenes
laterals dels aa

e Pas del H*



Retinal

- Interaccio amb
carregues veines:

e Lys-216
e Asp-85
e Asp-212

- Planaritat de la
cadena polienica i
I'anell lonona

3

Absorcio de longituds
d’ones dels vermells

(PURPLE MEMBRANE)




- Residus aromatics
envolten 1 inmobilitzen la
cadena polienica del
retinal

- Reqio6 proximal: Trp-86 |
Trp-182

- Reqid distal: Trp-138 |
Trp-189




- Retinal forma una
base de Schiff amb
el grup amino de
Lys-216 (helix G)




-Base de Schiff
divideix la cavitat
en dos seccions:




» Extracel-lular: residus carregats i polars

- Asp-85
- Asp-212, Arg-82, Glu-204, Glu-194

o,




o Citoplasmatica:
residus hidrofobics

- Asp-96
(excepciod)




Transport de H*:

protonacid/desprotonacio

- Lys-216 i Asp-
85 son

Imprescindibles
per el transport




- Pas 1: Base de Schiff
protona Asp-85

- Pas 2: Asp-96 reprotona
la base de Schiff

- Pas 3. Reprotonacio
d’Asp-96

- Pas 4: Alliberament del
H* al medi

-Pas 5: Transferencia del
H+ de I’Asp-85 al grup
alliberador de protons
(Glu-204 i1 Glu-194)




RODOPSINA

-Retinal (cromofor): ‘>
L 11-cis
Cascada transmissio
senyal

Unid | |
transducting € Canvi conformacional
(proteina G)



Descobrint I'estructura...

- Cryo-EM de cristalls 2D de rodopsina b 7 helixs

transmembrana.

- NMR P caracteritzacié de I'estructrua i funcid del cromofor |

peptid.

- Any 2000 resolucio de I'estructura d’un cristall 3D de rodopsina

bovina.

- Estructura refinada a 2.8 A de ressolucio.



Classificacio SCOP

Plegament: receptors acoblats a proteines G classe A
Superfamilia: receptors acoblats a proteines G classe A

Familia: rhodopsin-like

Entrada Protein Data Bank
119h



Estructura

-7 helixs
transmembrana

-1 helix citoplasmatica

- Helixs irregulars en
longitut i orientacio

- 4 lamines b
extracel-lulars

- Retinal (no planar)

Extracel-lular <a N terminal

Intracel-lular

\""‘?\ C terminal




-Helixs no son
rectes ni regulars b
Pro associades.

- Helix Il Gly 89 1 Gly
90.




- Pont S-S molt

conservat entre Cys
1101 Cys 187 per
estabilitzar la [amina

b4.
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11-cis-retinal

-Retinal forma una base de Schiff amb el
grup amino de Lys296 (helix VII)




El retinal | el seu ambient

Extracel-lular

- Retinal localitzat proper
a la cara extracel-lular.

- Medi d’'unio barreja de
grups hidrofobics i polars
/ grups carregats:

b12 -Phe 2121 Phe 261
properes a l'anell b-
lonona

-Cadena lateral de
Trp265 entre I'anell |
la base de Schiff.

| Ve
<N\

Intracel-lhlar -



T

- Grups polars
Thrll8 i Tyr268
propers al centre
del polie.

- Cadena lateral

de Glul22 propera

a I'anell b-ionona.



Activacio de larodopsina

1r. Fotoisomeritzacio del 11-cis-retinal a all-trans-retinal.

2n. Canvi conformacional del cromofor B moviment de les
helixs:

- helix VII s’allunya de les helix |

- helix VI s’allunya de les altres helixs.

Top view




CHUSTAL Wi(l.60) multiple sequence aligrment

119ha MNGTEGPHNEYVPE SHETGVVRESPFFEAP T YLAEPWOF SMLASYMFLL IMLGFP-THFLTL
lbml = e - RPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVEGHGWSOPDARKE
*+ I
119h& TV IWOHEFLETPLNY ILLNLAVADNLFMVE GG TTTL Y TSLHGYFVE GETGCHNLEGFFATL
1bml TAITTLYPATAFTMYLSMLLGYGLTHMYEF GGEQNE I¥WARYANWLF TIP - ---—-—-—- -~
* - *. . * . *** . .* - .*
119h& GGEIALWSLVVLAIERYVVVCEPHSHNERE GENHATMGVAR TWWMAL ACASPPLVGWSRTI
ibmi - LLLLDLALLYVDANQGTILALWGADNGIMIGTGLVGALTEVY SYR-FVIA - - -
*..* . * - * ..* .. . * *.
119ha PEGMOCSCGIDY Y TPHEETHHE SFVIYMFVVHE ITPLIVIFFCYGOLVETVEEAASRATT
lbml = e - I-—-5TaAMLYILYVLFFGFTSEAE SMRPEVAST--
£ % kd o * *

119h& FARKEVIEMYV I IMVIAFL ICWLEYAGYAF T TFTHOGSDF GEF IFMTIPAFF AR TSAVYNEY

1bml --FEVLENVIVVLWSAYPVWWLIGS - ——-—-——- EG--aGIVPLNIETLLFMVLOVSAEW
* - . - e . *. . ** . .* * . ..* . * *

119h& I¥ TMMNE.OFRNCHMVTILCCGENPLGDSTIVSETETS VAR A

1bml GFGLILLESR---------—-—=-——— -

*

Alintament clustalw: poca conservacio en sequencia



AN

hhhhh

Bacteriorodopsina

\J

RMSD = 3.49

- Coincidencia de les
helixs transmembrana.

- Diferencies degudes
als kinks de la rodopsina.

- Diferencies als loops.




CLUSTAL W{l.60) multiple sequence alignment

1bml
11%ha=

1bml
119ha

1bml
115%ha

1bml
119ha

1bml
115%ha

1bml
11%ha

1bml
11%ha

———————————————————————————— FP - -EWIWLALGTALMGL GTLYFLVEGHG - VS
MNGTEGPNFYVEF SNETGVVRSPFEAP O VYLAEPWOF SMLAAYMFLL IMLGFPINFLTLY

) - DAKKFYAITTLVEAIAFTH- VL -—--SMLLGYGLTMVPFGGEQNP I
VIVOHFKFLRTPLNY ILLNLAVADLFMVE GGFTTILY TSLHGY-FWF - ——---————————

T-WaRYa&OWLFTTPLLLL---DLALL-¥-----------————- O--aD0GTILALVGAD
GPTGCHLEGFFATLGGE IALWSLYVLAIERYWYWVCEPMEN -FRE GENHATHG VAR THVHMA

GIMIGTG--LVG--—----—————————- ALTENT SYRE VWAL STAS-MLYILYVLEFG
LacasPPLYGWSRY IPEGMOCSCGIDY Y TPHE-E-TNNESFWITMEWWVHE ITPLIVIFE -

F-TSE8-----—-—--—-—- EsMRPEVASTFEVLENVIVVLWSAYPYVVIWLIGSE-GAG-T
CYG-OLVEFTVEEAASATT-OFA-EEEVIRMV I IMVIAFLICWLEYAGVARY -TFTHOGSD

VPLNIETLLFMVLOVSAEVGFGLI -L-—LRSR—— - - == m o mmm e
F-G---PIFMTIPAFFA-KTSAVYNPYIY TMMNEOF RNCMVTTLC G GKNPLGD STTVSKT

ETS0VAPA

Alinlfament per estructura



Rodopsinai funcidé GPCR

- Estructrua del cristall de rodopsina b 1a estructura 3D
d’'un GPCR.

- GPCRs gran interés biologic com a targets de drogues b
rodopsina com a model per entendre processos de

senyalitzacio.

- Irregularitats de les helixs de rodopsina b distorsio

models.

- Retinal site és representatiu de llocs d’'unid de lligands

d’aquestes proteines.



Falous——uPaa_URUINE
O0ls@17--0PSO_CAMLU
PEl4Fa--0PSP_COLLI
BZA558--ML1X_SHEEP
Bel1B4--HML1A_MOUSE
PIZZ11--ACH4_HMOUSE
B3Z3YR--TALA_RAT

P4FEIB--SHIA_HUMAN
PIGZI4B-—-A1AA_HUMAK
BAESE3--HSHR_FELCH
B33NT#F--GPAF_MOUSE
BIESIR--GPIG_MOUSE
PESRBE--PARZI_HMOUSE
BANEFG==CLTZI_HUMHAN
O0F53BB--GPIZ_HUMAN
OBBeBR--CIAR_CAVPO
PIR337--55R4_RAT

Bel125--BRB1_MOUSE
BIWVIe-—-ALZIR_CAVPO
B3JLZ1--CKRA_MOUSE
PZ11R3--ILAA_RABIT
O0RR53R--CrOA_HUMAN
P4323B--CIXI_HUMAK
OnZF43--CERG_CERTO

juc]

Pl

RHO —-- RHOOORSIW [(FRAGHEKT.

FIMEAL OPSIMW (P-OPSIWY (PIWEAL GLAWO-SPECIFIC ORGINMI
EFRE@ -- MELATOWIW-RELATED RECERTOR [H3Z
MTMR1A -- MELATOWIW RECEPTOR TY¥FE 1A (MEL-1A-R1.
CHRM& -- MUSCARIWIC ACETYLCHOLIWE RECERTOR M4 (HH& MACHRY.
TRE1@ -- TRACE AWIWE RECERTOR 18 (TAR-1@3.
HTRSA -- S-HYODROXYTRYPTAMIWE 5@ RECEFTOR (5-HT-5A3 (SEROTOWIW RECERTOR:
fORALA -- ALPHA-1A ADREWERGIC RECERTOR (ALPHA 1A-ADREWOCEPTORY [ ALPHA-1C
MC1R == MELAWOCYTE STIMULATIWE HORMOWE RECERTOR (MSH-RY (HELAWOTRORIMW F
EFREF -- PROBABLE G PROTEIW-COUFLED RECERTOR GPRAF.
EFREIS -- PROBABLE L PROTEIW-COUFLED RECEPTOR GPRIG.
FZARL1 -- PROTEIWASE ACTIWATED RECERTOR Z PRECURSOR (PAR-Z3 [ THROHBIKW RE
CYSLTRZI-- CYSTEIWYL LEUKOTRIEWE RECERTOR ¥ (CYSLTRZ)Y (PSECA14ad [HEGF) |
EFRIZ -- PROBABLE L PROTEIW-COUFLED RECEPTOR LPRIZ.
CIAR1 -- CIA AWAPHYLATOXIW CHEMOTACTIC RECEPTOR (CIA-R)Y (LCIARY.
G5TR4 -- GOMATOSTATIW RECERTOR TYRE 4 [GG4RI.
BOKRBL -- Bl BRADYRIWIW RECERTOR (BE-1 RECERTORY (BIRYM.
AGTRL -- TYPE-1 AWGIOTEWSIW II RECERTOR (ATIL.
EPRZ  -- C-C CHEWORIWE RECERTOR TYPE 1B (C-C CKR-1@3 (CC-CER-18) (CCR-1
ILBRA -- HIGH AFFIWITY IWTERLEUKIW-8 RECEFTOR A& (IL-8R A3 (CXCR-11.
CCBFZ -- CHEMORIWE BIWOIWE FROTEIW £ (CHEMOKIME-BIWMDIWE PROTEINW O&d [(C-
CXICR1 -- CXiIC CHENMOKIWE RECERTOR 1 (C-X3I-C CKR-13 (CXICRLY [FRACTALEIMWE
CCRS  -- C-C CHEWMORIWE RECERTOR TYPE § (C-C CKER-53 (CC-CER-5) [CCR-51 I




Receptor de Serotonina

- Pertany a la superfamilia dels receptors acoplats a
prot G. (GPCRs)

- 7 helix alfa transmembrana

- Interaccionen amb prot G

extracel-lular

intracel-lular

amb el domini intracel-lular
- 7 subtipus

- Alt interes farmaceutic
(migranya, depressio,

Parkinson, esquizofrenia...)






1. CERCA DE SEQUENCIES HOMOLOGUES

s > PSLBLAST

(base de dades PDB, SwissProt)

;
_

v




2. ALINEAMENTS

Per seqliencia:
CLUSTALW: 18.2% d'identitat

Per estructura:

STAMP — alineament dels —  hmmbuild
templates

PFAM Model de
Markov

TEMPLATE 1
TEMPLATE 2
5HTR

Model de
Markov

|

hmmalign

l




2. ALINEAMEN

PREDICCIO D'HELIX TRANSMEMBRANA

Millora de l'alineament: prediccid d'helix transmembrana.

( TMHMM Server v. 2.0 )

Prediction of transmembrane helices in proteins

Update Moy, 29 2001: Minar change to the htrml output.

ROTE: ¥ou can submit many proteins at once in one fasta file. Please limit each submission to at most 4000 proteins. Please tick the 'One line per
protein' option. Please leave time between each large submission.

SUBMISSION

Submission of a local file in EASTA format (HTML 3.0 or higher)

I E xaminar...

OR by pasting sequence(s) in FASTA format:

Output format:

% Extensive, with araphics
[ Extensive, no graphics
7 One line per protein

Other options:
[T Use old model fversion 12

Subrmit | Clearl

ALO NUVIHNID 40 ALISHIAINA TYIINHIAL B SISATYNY 30N3ntas



TMHMM results

outside
TMhelix
inside
TMhelix
outside
TMhelix
inside
TMhelix
outside
TMhelix
inside
TMhelix
outside
TMhelix
inside

1
77
100
112
135
149
172
192
215
234
257
325
348
357
380

76
99
111
134
148
171
191
214
233
256
324
347
356
379
471

2. ALINEAMENT

PREDICCIO D'HELIX TRANSMEMBRANA

probability

1.2

081

06

04 ¢

02

SHTR

TMHMM posterior probabilities for gi_46854843_gb_AAHBI9356.1_

HE_EE EE_EN N =N TE.

aa 2580 300 350 400

o0 100 150 2 450

transmembrane inside outside

També amb les seqiiencies homologues (rodopsines)



2. ALINEAMENT

MODIFICACIO DE L’ALINEAMENT

PDB Helix alfa

Template 1

=1£fS54a

MNGTEGPNFY VPFSNKTGVV RSPFEAr DS < < <
PLNYILLNLA VADLFMVFGG FTTTLYTSLH GYFVFGPTGC NLEGFFATLG GEIALWSLVY LATERYVVVC
KPMSHNF RF EEii i et I s - TSR Y IP EGMOCSCGID YYTPHEE THRESE e e
EEEEEENEEE TV KEAAASATTC Kirk S EEE o
r - S RN BEEEI - 5 T TS KT ETSQVAP A



2. ALINEAMENT

MODIFICACIO DE L’ALINEAMENT

TMHMM

Template 1

=1f55n
M STESPMFY “WPFISIMETGWW

BlfivroioMLy VADLFMYFGG
SRS - MGV AT T
HFIIFPLIVIF FCYGOLVFTV

FIFMTIFPALAFF LETSLAVYIMNMPW

—Regions transmembrana de les helix £~

rsPrE - SIS L. AAYMFLLINL GFFINFLTLY iR
FTTTL Y RS EEEl L G FATLG GETALUSLYY LT SR
WUMALACAAP PLVG SRS S

KEAAASATTC HAEKEREEEY IIMVIAFLIC WLPYAGVAFY IFffGEmr S

v RS EEEIE - 5 TTVSKT ETSOVAF A



Regions
transmembrana

/L7 5HTR
AW Template 1
/_/ Template 2

MHGTEFHIY P ISHET 0.
MNGTEGPHTY P FEHET 7.

T i

LIMLEFPINE LTLYUTWVOHE ELE

T ILYEYRIEL LOVLF3TASI MHLCAISLDEY TAIQNP IHH
TELHEYIVE> PTEF.C EY O CERPUSH

T3LHGYFWTE PTE_ CHNLEGFF FATLGFEIAL TIBLUVWLAIERY WATCEFPM3N

LY IL LML &0ADL PR

PEEFTTTLY

r---3CLL-
HIQCSCEID
AHIQCSCEID

EEATLCOSD
FEAALI--&
EEA---2A%

TYTPHEETHH
TYTPHEETHH

CEVLEIVWFFL PUAMUCPPPI THIMALTICEE

e

TRMUWIIMUGIA FLICTLEPYAE TWAFYIFTHOQ

T IP AT AET

NETYESAF SEYIQCQYEE WEFPLQLILWN T----- IF&
KQFPHCM UTTLCCZENE -—--- STTWIK TETSQVAPA
QFEMCM WTTLCCGE-- WHPLGDITTUWEE TETIQUVAP 2



Regions
transmembrana

CEVLEFIVEFL IAHMNCPEEI THIMAL ICEE

NUTUTl I YL

TEMIIMUIA FLICULPYAE WAFYIFTHOQE 3...DFPIFM TIPATFAET

S3AUHPLUYT LIWNETYRIAD SEYIQCOQYEE WEEFPLQLILVN T----- IFa

AP T T FENCM UTTLCCGEND ----- STTVSK TETSQUAFA

SAUTYHPUITI MMNEQIENCM UTTLCCGE-- WNPLEDSTTUISE TETSQVAPA

modificacido manual!!

/L7 5HTR
AW Template 1
/_/ Template 2

CEVLEIVFIL PUMNCPFPI THIMAUICEE ScneD---U Ik ALLHUVEUTII

TEMUIIMVIA FLICULFYAG VAFYIFTHUG B.. DTSFITM TIFAFTAKT

TEMUTIMGIA FLICTLEYAGF VAFYIFTHQF 5. . DF-PIMM TIFAFTAET

GYLE32UHPL UYTLFWNETYER SAFSREYIQCO) YEEWEEPLOLI LWKT--IF&

SRR 0T FENCM UTTLCCRENE —---- STTYSK TETSQUAPA

SAMYNPUIYI MMWNEQIENCM UTTLCCGE-- WNPLGD3TTWEE TETSQTAPR A



3. MODELING
Model 1 Model 2




| MODEL RECEPTOR
N-terminal QZ DE SEROTONINA
ey

C-terminal

Helix transm 2
Helix transm 3
Helix transm 4
Helix transm 5

Helix transm 7



4, VALORACIO DEL MODEL

1. GEOMETRICAMENT: PROCHECK

Ramachandran plot:

84.0% core
11.7% allow
2.3% gener
2.0% disall

PROCHECK
Ramachandran Plot
modell millorat
180 Lys LN 6] LE107
7 b
135 - ULH? - ]
-l
45- L h "‘
£ 07— ) .
7 _ | —
451 TRF 105
P]-E.?,UT I J
790*7ASN.281 —
e AEM JI
-135-° - [ | SER 2K
o T | o "
| . w P cxgRpss
180 -135 90 45 0 45 90 135 180

Phi {degrees)

Plot statistics

Residues in most favonred regions [4.B,L]

Residues in additional allowed regions [ah,|p]
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p]
Residues in disallowed regions

Tumiber of non-glycine and non-proline residues
Tumber of end-residues (excl. Gly and Pro}

Tumber of glycine residues (shown as triangles)
TNuruber of proline residues

Total mumber of residues




VALORACIO DEL MODEL

2.- ENERGETICAMENT: PROSA
No és possible per I'ambient lipidic.

3.- POSICIO DE RESIDUS CATIONICS:

Interaccié amb el
grup fosfat del

(A
e




~== EXtracel-lular

Rodopsina

RMSD 5HTR
S5HTR- : 2.36
5HTR-Rho: 1.02

Intracel-lular




ESTRUCTURA DEL 5HTR

1. DOMINI UNIO AL LLIGAND

e Estudis per mutagenesi dirigida

« Implicacio de:
butxaca entre les 7 helix transmembrana (domini
extracel-lular)




lligand petit

Serotonin. I "C~
Helix 5 ;

Helix 3 )

lligand gran

Neuropeptids

P

I

N-terminal____. & &/y



ESTRUCTURA DEL 5HTR

2. DOMINI INTERACCIO A PROTEINA G

C- TERMINAL
LOOP Vi VI




CONSERVACIO d’AA de RODOPSINA en altres
GPCR

CLUSTALW Aa unid al retinal B de Shif
ase de ITt
Phe 261 Trp 265 Tyr 168 Lys 268
homezC_ser IVFFVFLIMWCPFFIT-NILSVLCERSCHOE-———————— LMEELLNVFVIIGTVCS———
serhomes L IVFFLFVVHWCPFF IT-NIMAVICKESCNED————————— VIGLLLNVFVNIGYLSS———
serhomez B IVFFLELLM@CPFFIT-NITLVLCDS—CHOT-———————— TLOMLLEIFVIIGYVSS———
5HTR serzB_mous VVFFLELLMMCPFF IT-MNLTL ALCDS - CHOT————————— TLETLLE IFVTIGYVSS———
serzi MOUS IVFFL CPFFIT-NIMAVICKESCHEN-———————— VIGALLNVFVNIGYLSS———
serporcTl TIVGAETVCWLPFFLLSTARPFICGTACSCI————————— PLUVER-TFLULGYANS———
rodopsina IMVIAHL ICHLPBAGVAF Y IF THOGS - —-D-————————— FGPIFMTIPAFFAlTS 1——-
h1R_HUMIN TYFSOEDDREVDELYCFPLD IVHHOALAFGE—————————— SRDYV AVNRSHGOLETDEQ
iR HUMAN VINGVEVCCHMLEFFIL-NCILPFCGSGETOPF——————— CIDSHNTF DVFVIFGWANS ———
altres B2 AR HUMAN IIHG%LC LEFFFIV-MIVHVIODN-———————————— LIRKEVY ILLNUIGYVIS———
A1AR HUMAN IVVGCEVLCWMLFFFLVNP IGSFFPDF——KP——————————— SETVF EIVFULGYLHS———
ACHM3 HUMAN TRAIYSIVLELFPGHSTILNSTELPSSDNLOVPEEELGMVDLERKAD KLQAQESVDDG———
GPCR CKR3 HUMAN VINAVEF IFB TP VAILLSS VYOS ILFGNDCER————— SEKHLDLVMLVTEVIAYTSHC-——-
ILSL HUMAN AUHLEILLC LPIEEULLADTLHRTQUIQETCE————RRNNIGRALDATEILGFLHS———
CEL1R_HUMAN LILVVLIICMGPLLAIMVYDVFGEM————K————————— LIETVF AFCSMLCHLNS ——-
ML14 HUMAN VUFVLEAICHAPLNF IGLAVASDPASMVPR-————————- IPEWLFVASYYHATFNS ———




homeZC ser
serhomez L
serhome2B
SeriE mous
serzi MOU3
serporcVh
rodopsing
h1lR_HUMAN
iR HUUMAN
Bz AR HUMAN
L1aR HUMAN
ACHM3 HUMAN
CER3_HUMAN
ILSA HUMAN
CE1R_HUMAN
ML1A HUMAN

homeZC_zer
serhomesz i
serhome2B
SeriB mous
serzli MOU3
SerporcVih
rodopsing
hiR HUMAN
LR HIUMAN
EZ AR HUMAN
A1AR HUMAN
ACHM3 HUMAN
CER3 _HUMAN
IL5A HUMAN
CE1R HUMAN
ML1A HUMAN

CONSERVACIO d’AA de RODOPSINA en altres

GPCR

Cys 110 Cys 187

DYVWPLPRYLCPVWISLDVLF S TASINHLCATSLDEYTVATENP IEHSRFNSRTEAIMETIL
GYRWPLPSELCAVNIYLDVLF S TASIMHLCATISLDREYVATIONP IHHSRFNSRTEAFLETII
EAMWPLPLVLCPAWLFLDVLF STASTINHLCATSVDRYIATEKP IQANQYNIRATAFIKEIT
EATWPLPLALCPAWLFLDVLF 3 TASIMHLCAISLDRYTATEKP TOANQCNTRATAFIKIT
GYRWPLPSELCAVWIYLDVLF S TASIMHLCATSLDRYVATONP IHHSRFNSRTEAFLETII
GGEWIFGHFFCHNVF TAMDVHC CTASINTLCVISIDRYLGITRPLTY PYRONGECHAKNIL
G—YFUFGPTGCNLEGFFAILGGlIALHSLUULAIERYUUUCKPHSNFR—FGENHAIHGUA
S-KW3LGRPLCLFWLIMDYWVASTASIFSVF ILCIDRYRSVOOPLRYLEYRTETRASATIL
G-FWPFG-3FCHIWVAFD INC S TASILNLCVISVDRYMATS3FPFRYEREMTPEALFILIS
E-MUTFGHNFWCEFW TS IDVLCVTASIETLCVIAVDRYFATTIPFEYOSLLTFINEARVIIL
G-YWAFGRVFCHIWAAVDVLC CTASINGLCITIZIDRYIGVYVAYPLEYPTIVTORREGLMALL
N-BEWALGNLACDLUWLATDYVASHASVMNLLVISFDRYFIITRPLTY RAERTTERAGVHIG
H-NWWFGHGHCELLA3GF YHT G LY SEIFF IILLTIDRYLATVHAVF ALRARTVTFGVITS I
G——WIFGTFLCEVWELLEEVNF Y3 GILLLACTIZVDRYLATVHATRTLT-0OKRHLVEFWVCL
H——RKDSRNVFLFKLGGU.ASFTASUGSLFLTAIDRYISIHRPLAYKRIVTRPKAUVAFC
N-GWNLGYLHC OV GFLMGL3VIGSIFNITGIAINRYTCY ICHSLEYDELYSSENSLCTVL

**

IVWAISIGVYSVPIPVIGLRDEEREV-FVHNN-———————- TTCVLNDP ——-NFVLIGIFWY
AVWTISVGISHP IPVFGLODD SEV-FEE-—————————— GICLLADD——-NFVLIG3IFVS
YWWLISIGIATPVPIKGIETDVDHN-PHNIN-———-————— ITCVLTEERFGDFMLFGILA
YWWLISIGIATPVPIEGIETDVIN-PHN-————————— VTCELTEDRFGSFMVFGILA
AVWTISVGISHP IPVFGLOQDDSEV-FEE-————————— GICLLADD——-NFVLIG3FW
SVWLLIASITLP-PLFGWAQNVH-—-DD—————————— ENCLIZOD--FGVTITITAV
FTIWHMALACAAP-PLVGWSREY IPEGHOQCSCG————— IDYYTPHEETHNNESFVITHFVY
GAWFL3FLWWVIP--ILGWNHF MOOTSWVRR———————- EDECETDFYDVTWFEVMTAIL
WAWTLSVLISF IPVOLSWHEAKPTSPSDGHNATSLAETIDNCDSS L3 ——RTYAISSSVIS
MVWIVIGLTSFLE IOMHWYRATHOE A THNCY AN ————— ETCCDFFTN-——QATATASS IV
CVWALILVISIG-PLFGWROF AP-—EDE-————————— TICQINEE--PGVVLF3ALGS
LATMVISFVLWAP-ATILFWOYFVGERTVPP————————— GECFIQFLSEPTITFGTATA
VWTWGLAVLAALPEFIFYETEELFEETLCS ——————— ALYPEDTWYIWRHFHTLEMTIFCL
GCWGLIMNLSLP--FFLFROATHPNNG S —————————— PVCYEVLG——-NDTAEWEMVLE
LHWTIAIVIAVL-PLLGWNCEELO—————————————— SVCSDIFP--HIDETYLMFWIG

LIVLLTLAAVLPNLRAGTLOYDPR———-————————- IYSCTFAOS?SSAYTIAUUUFH‘

*



CONSERVACIO d’AA de RODOPSINA en altres

PFAM

homeZc
serhomez A
serhomei b
SerzEB_mouse
serii MOUSE
Serporcyi
rodopsina vacsa
hilR HUMAN
diR HIUOMAN
EZAR HUNLN
L1AR HUMALN
LCM3 HUMAN
CER3 HUNLN
ILSA HUMAN
CE1R HUMLN
ML14 HUMALN
H=GC RF

GPCR

Model de hmmalign
Markov
VIVPIPVI-G.. ... LRDEEENVFVH——--NTTCVLHNDPHNF ——————————
ISMPIPVFGL..... QDDSEVFE-—————- EGZCLLADDNF ——————————
IATPVPIEGI..... ETDVDNPH—-————— NITCVLTEERF GD———————-
TATPVPIEGI..... ETDVINPH-—-——-- NVTCELTEDRF G-———————-
ISMFIPVFGL..... QLDSEVFE-—————- EGSCLLADDNF —————————-—
ITLFPFLFG-T. . ... AONVIDDE-——————- VCLISQODFG——————————
CLAPPLVGIS.. ... RYIPEGM-——————- QCSCGIDYYTPH-——-EETHNE
TWIPI-LGUW..... HFMOOT3VRR——--EDKCETDFYDVT-————————
ISFIPVQLAEW..... HEAKPTIPS————— DGMATALAETIDINC-DSSLAR
T3FLPIOMHWyrathQEATNC Y A—————— NETCCDFFTHNQA—————————
ISTGPLF G-, .... ROPAPED——————- ETICOINEEPG——————————
LWAPATILF-W..... OYFVGERT-——-VPPGECFIQFLEEP-———————-
LLALPEFIFYE..... TEELFEE-——————- TLCSALYPED T-—--VY3TRH
LSLPFFLFROQ..... ATHPHNI——————— SPVCYEVLGND T-——-4AKTREN
TAVLPLLGU. . ... CERKLOAV—————————— CS5DIFPHID-————————-
AVLFMN--LEA..... GTLOYDPR—————- ITSCTF AV S —————————
o A e I R I I N e M M R M M M M M M M M M M M M M M MM M MMM

Conservacio del pont disulfur



PONT S-S DEL MODEL

i A
V sl |
Distancia entre Sofres Helix3
2.030 A
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CONSERVACIO d’ AA en diferents 5HTR

Clustalw

homeZC ser
serhomes b
serhomeZ b
SerzB_mous
serzl MOTS
SerporcVi

£

homeZC ser
serhomez L
serhome: B
serzB_mous
serzli MOTS
SerporcVi

£

homeZC ser
Serhomes &
serhomezZ B
gerzZB mous
gerzh MoOTI
ZerporcVAa

Aa unio al lligand segons mutagenesi dirigida

FLHMATNYFLMSLATADHLYVGLLVHPLSLLAILYDYWWPLPRYLCPWVITISLDVLFSTAST
KLONATNYFLMSLATADMLLGFLVHPVSNLTILYGYRWPLPSELCAVITIYLDVLFSTAST
KLOTATNYFLMSLAVADLLYVGLFVHP TALLTINFEANWPLPLVLCP ATLFLDVLFSTAST
RLOTATNYFLMSLATADLLYVGLFVHP TALLTINFEATIWPLPLALCP ATLFLDVLFSTAST
KLONATNYFLMSLATADMLLGFLVHPVSNLTILYGYRWPLPSELCAVITIYLDVLFSTAST
FLROPSNYLIVSLALADLSVAVAVHPFVIVTDLIGGEWIFGHF FCHWVEF TANDVHCCTAST

LF JEE L EEE_EE wEE .. * * . L FE, L wEE®

NNTTC?LNDP———NFFLIGSF?AFFIPLTIH?ITYCLTIY?LRRQALHLLHGHTEEPPGL
E-G3CLLADD---NFVLIGEFVAFFIPLTINVITYFLTIKSLOKEATLCVWSDLGTRAEL A
N-ITCVLTEERFGDFMLFGSL AAFFTPLATNIVTYFLTIHALOEEA YLVENEFPORLTIIL
N-VTCELTEDRFGEFMVFGSL AAFFVPLTINMW TYFLTIHTLOEEAYLVENEPPORL TR
E-G3CLLADD---NFVLIGEFVAFFIPLTINVITYFLTIESLOEEATLCWIDLITRAELS
D-KVCLI&oD--FGY TI TS TAVAF Y IPMAVHLF MY YOI VELAARES A AKHEFPGFFREERPD

* L) L) L) L) -*- *---*- * - . *

SEVLGIVFFVFLIMWCPFF IT-NILSVLCERSCHOELHEELLNVFV W IGYWCIGINPLVYY
CEVLGIVFFLFWVWVMWCPFF IT-HNINAVICEESCHEDV IGALLNVFVWIGYLIZAVIHPLVY
SEVLGIVFFLFLLMWCPFF IT-NITLVLC D3 -CHOTTLOMLLEIFVWIGYWI3GVIHPLVY
SEALGVVFFLFLLMWCPFF IT-HNLTLALCD - CHOTTLETLLEIFVWIGYWI3GVIHPLIT
CEVLGIVFFLFWVWVMWCPFF IT-HNINAVICEESCHENY IGALLNVFVWIGYLIZAVHPLVY
ATTLGIIVGAF TWCWLPFFLLSTARPF ICGTACSCIPLINWER-TFLWLGYANILINPFIT

T w +* *FOEFTE * * *FF_EFF * T E *
.. . . . . . . .



| aqui hi ha feina per anys...

model elaborat per C.Dezi (CRG)

v 61 seq de 5HTR de partida i 50 models a Modeller
» Refinament manual de I'alineament per mantenir residus conservats
» Prediccio: regions transmembrana amb 3 programes
(SWISS-Prot, TMAP i TMPred)
estructura secundaria (Jpred)
» Loops: mantenir distancia entre extrems d’helix semblants a rodopsina

| nimero de residus dels loops

~ Xarxa de ponts d'H i orientacio dels residus dels llocs actius, segons
dades de la literatura



COMPARACIO DELS MODELS

El nostre model Model de C. Dezi
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Centeno 1 Cristina Dezi
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Materials | metodes

Materials

-PBDs utilitzats:
. 119h (rodopsina)
. 1bm1 (bacteriorodopsina)
-Sequencia del receptor de serotonina:
. AAH69356 (NCBI)

Metodes

-RasMol -Procheck
-SplitChain -HMMER
-Stamp

-TMHMM

-Modeller



Comandes

-RasMol:

RasMol >
Ras Mol >
RasMbl >
Ras Mol >
Ras Mol >
Ras Mol >
Ras Mol >
RasMol >
Ras Mol >
RasMol >
Ras Mol >
RasMol >

nnnn =

select *Y . : o
. Seleccid de la cadena que no interessai eliminacio

backbone off

J \

select retX
. Seleccié del cromofor (retinal) i colorejat
col or xxxxx

sel ect nnnX-nnnX Selecci6 d'interval de residus pertanyents a la cadena d’interés i

colorejat
col or XXxXxXX

sel ect hydrophobic
Seleccié de residus hidrofobics de la cadena d'interés i colorejat
col or Xxxxx

sel ect pol ar 5 _ o _
Seleccio de residus polars de la cadena d’'interés i colorejat

col or XxXxxx
sel ect nnnX, nnnX

Seleccidé de residus involucrats en un pont disulfur
ssbonds

nonbre ; X, Y = cadena; xxxx = qual sevol col or



-Stamp:

Fitxer d’entrada:
pdbc —d 1l 9hA. pdb > rodopsi na. domai ns
pdbc —-d l1lbml. pdb >> rodopsi na. donai ns

Stamp: stanmp -l rodopsi na. domai ns —rough —n 2 — prefix rodopsina
Aconvert: aconvert —in b —out ¢ < rodopsina. 2> rodospi na2.clw

Transform: transf orm —f rodopsi na.2 —g —o rodopsi na2. pdb



