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Strukturmerkmale von Proteinen:
Einleitung

* Proteine bilden...
= Primarstruktur (Aminosiuresequenz)
- Sekundarstruktur (a-Helix, B-Faltblatt)
= Tertiarstruktur (Faltung der Sekundarstruktur)

= Quartarstruktur (zusammenlagerung von
Untereinheiten zu Proteinkomplexen)

* Dreidimensionale Struktur charakteristisch
und oft unbedingt notwendig um die
biologische Wirksamkeit zu gewahren.




Strukturmerkmale von Proteinen:
Primarstruktur

* Aminosauresequenz wird durch DNA bzw. mRNA codiert

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@ neu synthetisiertes Protein
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Durch die Aminosauresequenz und damit charakteristischer Abfolge der Aminosaure-
Restgruppen wird gleichzeitig spater die Gestalt der hoheren Proteinstrukturen bestimmt!



Strukturmerkmale von Proteinen:
Proteinbiosynthese

Proteinfaden
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Strukturmerkmale von Proteinen:
Sekundarstruktur

* In Abhangigkeit der Primarstruktur bilden sich verschiedene
Sekundarstrukturen heraus.

a-Helix B-Faltblatt
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Strukturmerkmale von Proteinen:
Tertiarstruktur

Uberwiegend Uberwiegend gefaltete
gefaltete a-Helices B-Faltblatt-Strukturelemente



Strukturmerkmale von Proteinen:
Quartarstruktur

4-Globine als Untereinheit,
2 a-Globine und 2 B-Globine
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Vielfalt der Eisenproteine

e Eswerden 3 Gruppen von wichtigen Eisenproteinen in der
Biosphare unterschieden.

Hamoproteine

Eisen-Schwefel Proteine

- Hamoglobin (tierischer O,-Transport)

_ T . - Rubridoxine
- Myoglobin (tierische O,-Speicherung) (Elektronentransfer)
- Cytochrome (Elektronentransfer) . Ferredoxine
- Oxygenasen (Oxygenierung durch O,) (Elektronentransfer)
- Oxidasen (O,-Red. Zu O,-, 0,%, O* - Nitrogenasen (N,-Red. zu NH,)

- Peroxidasen (Oxidation mit H,0,)

- Catalasen  (H,0, Disprop. Zu H,0/0, Eisenproteine

Transferrine (tierischer
Eisentransport)
Ferritine (Eisenspeicherung)



Vielfalt der Eisenproteine

A

Myoglobin

Transferrin

Ny HO COOH
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Vorgehensweise in der
Strukturaufklarung

 |solierung/Aufreingung der Proteine

— Oft Zellaufschluss um cytoplasmatische Proteine in Losung zu
bringen. (osmotische Lyse, chemische bzw. enzymatische Lyse
und mechanische Lyse)

— AnschlieBende Isolierung der Proteine durch z.B. Dialyse,
Ultrafiltration, Gelelektrophorese und eine Reihe von
chromatographischen Methoden (muss sehr rein sein!!!)

e Uberfuhrung in analysierbare Proben

— Zuchtung von einem einzelnen grolRen, stabilen Proteinkristall
fur Rontgenbeugung
—> Erhalt von eindeutigen Rontgenbeugungsmustern

— |.d.R. stellt sich die Zlichtung von Proteinkristallen als schwer
und langwierig dar.




Vorgehensweise in der
Strukturaufklarung

Wasch- Elutions-
Lysat puffer puffer
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Affinitatschromatographie

Beladen Wasch Elution des
der Saule aschen Protein

Affinitatschromatographie
als Beispiel fir eine sehr
selektive Aufreinigung

- Beliebtes Verfahren zur
Aufreinigung

I bioselektive
I Partner
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Vorgehensweise in der
Strukturaufklarung

 Es werden zwei gangige Methoden zur Protein-Kristallisation
in der ,,Routine” unterschieden

Sitting-Drop-Methode Hanging-Drop-Methode

Coverslip with protein

v Coverslip v .
solution (red)
LHigh - vacuum L High - vacuum

grease grease

Reservoir with
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Lysozymeinkristalle unter
polarisiertem Licht




Messmethoden in der
Strukturaufklarung

* NMR-Spektroskopie

— Analyse des Proteins in Losung
— Beruht auf Lamorprazession der Kernspins um die Achse des
konstanten Magnetfelds
e Rontgenbeugung
— Analyse des Proteins in Form von Kristallen
— Beugung von Rontgenstrahlen am Proteinkristall

e Mo6Bbauer-Spektroskopie

— Hauptanwendung zur Untersuchung von zwei- und
dreiwertigem Eisen

— Ausnutzung von Mollbauer- und Doppler-Effekt



NMR-Spektroskopie
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A: Ohne Magnetfeld
B: Einwirkung von starkem Magnetfeld
C: Anlegung von zweitem oszillierendem Feld




NMR-Spektroskopie

Resonanzabsorption ist abhangig von Atomtyp und chemischen
Umgebung (= chemische Verschiebung)
— Liefert Information tber die Struktur einer Substanz!!!

Zur Analyse von komplexen Strukturen werden mehrdimensionale
NMR-Messung verwendet.
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Kristall

Delektor/Fotoplatte

/== Rontgenbeugung
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Rontgenbeugung

e Rontgenstrahlung wird an der Elektronenhiulle der Atome gebeugt.

* Beugung tritt auf, wenn Abstand der Gitternetzlinien in der
GrolRenordnung der auftreffenden Wellenlangen liegt.

Bragg-Gleichung

nxA=2dx*sinf

A = Wellenlange des
monochromatischen Rontgenstrahls

n = Beugungsordnung

6 = Winkel zwischen Rontgenstrahl
und Ebene

Diffraktionsmuster eines Protein-

d = Abstand zwischen parallelen _ )
Kristalls einer SARS Protease

Gitterebenen
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MolRbauer-Spektroskopie
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