VO Proteine I
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Proteine
mit C, N, O, S, H

E.coli Protein 1dad = lineares Protein mit AS-Seitenketten

Proteine.. man erkennt die Elektronendichte --> führt zur graphischen Darstellung.

Dithiobiotin-Synthase = Enzym 

--> Reaktion: ATP + 7,8-diaminonanoate + CO2  <--> ADP + Phosphat + Dethiobiotin.

Biotin = Vitamin B7. Ein Mangel führt zu Depression, Haut-/Muskel-/Haar-/Nagelproblemen.

Neben der Proteinstruktur sollen auch Substrate & Co-Faktoren aufgeklärt werden.

--> bei 1daf: ADP, Ca, DSD.

Wenn man Ähnlichkeit zwischen 2 Proteinen abklären will, muss man sie gleich positionieren und übereinander legen --> gleiche Stellen sind rot/orange, unterschiedliche blau/grün.

--> wichtig ist, zu erkennen, dass es ähnliche Proteine bei verschiedenen Organismen gibt zB. 1dad & 3of5.
Beim Alignment gibt der Stern an, dass diese Stelle identisch ist. 

Man muss die Orientierung finden, um verschiedene Proteine zur Superposition zu bringen (= beste Übereinstimmung).

--> man kann strukturelle Äquivalenzen feststellen und anschließend sieht man, wie viele AS identisch sind --> evolutionäre Prozesse rekonstruieren.

--> die Ähnlichkeit bei 2 zufälligen Alignments beträgt 6%, da AS nicht immer gleich häufig vorkommen, ansonsten wäre eine Chance von 5% bei 1/20.

37% Wahrscheinlichkeit ist richtig viel.

Kleinbuchstaben: keine Äquivalenz der räumlichen Struktur

Großbuchstaben: an dieser Stelle sind Paare.

Die Info zur Proteinfaltung steckt in der Sequenz.

Quantifizierung der möglichen Sequenzen: δ (A,N) = AN 

A ... Alphabet (4 Basen), N ... Sequenzlänge --> bei N=100 ist δ ~ 1,6*1060 .

Translation:

Viele Nucleinsäuren sind beteiligt, sonst überall Proteine --> Rückschlüsse auf RNA-Welt. Es gibt für jede AS eine spezifische tRNA.

20AS / sec --> sehr genau und schnell


DNA – Coding Strand:
3‘ <--- 5‘

DNA – Complementary Strand: 
5’ ---> 3’


mRNA
5’ ---> 3’


Protein

Genetischer Code .. Poly-ll-Experiment --> bei Translation, es entsteht Polyphenylalanin --> Nobelpreis für Marshall Ninenberg

Startcodon:
AUG

Stoppcodon:
UAA, UAG, UGA

tRNA Beladung ist durch Proteine gesteuert.

tRNA: D- & T-loop & Anticodonschleife.
--> Akzeptorstamm immer CCA (konstante Sequenz) & AS am 3‘-Ende.

     Das 5‘-Ende ist phosphoryliert.

Ribosomen besitzen kleine und große Untereinheit, die große ist mit einem Tunnel, durch den die wachsende Peptidkette verläuft. Die mRNA wird vom kleineren Teil gelesen, die große Untereinheit hat eine P&A-site.

Prokaryoten... 70S mit 53 Proteinen.

Eukaryoten ... 80S mit 83 Proteinen.
Beladen der tRNA’s

Aminoacyl-t-RNA Synthase (aaRS) mit Bindungsstellen für AS, ATP & tRNA (Aktivierung, da sich die AS ungern verbinden). Es gibt eine aaRS für jede AS --> durch Zinkion und Asp in Synthetase kann nur Threonin binden.

--> Proteininfo für Translation ist in DNA selbst enthalten.

--> kleiner Anteil an aaRS kommt in jedem Organismus vor


--> andere müssen auf speziellem Wege hergestellt werden

Proteinstrukturen können nicht aus AS-Sequenzen berechnet werden, viel komplexer.

The Globin Story
Hämoglobin..... Loch kann mit einer Häm-Gruppe gefüllt werden.

chem. Funktion: reversible Bindung von O2-Molekülen & Na -->Regulation Blutdruck

(nicht kovalente von CO --> relativ irreversibel)

Hämoglobin-Tetramer, 2hhb.

Hämoglobin & Blut --> rote Blutzellen enthalten mehrere 100 Hämoglobin-Moleküle --> O2 bindet an Heme (verantwortlich für rote Farbe).

Biologische Rolle: Transport von O2 von Lunge zu den Geweben.

Enzyme sorgen im Metabolismus dafür, dass aus kleinen Molekülen die Häm-Gruppen gebildet werden --> DNA codiert indirekt über Enzyme.
Chemische Funktion:

An Eisen dockt O2 an --> reversible Bindung --> braucht nicht viel Energie --> O2 kann wieder weg.

CO in hoher Konzentration verdrängt O2. Häm hat eine höhere Bindungsaffinität zu CO, aber O2-Konzentration ist höher. Häm bewegt sich bei der Bindung etwas --> Proteine nicht mehr starr; Proteinstrukturaufklärung ist unsicher & unscharf.

Hämoglobin
· besteht aus 2α- und 2β-Ketten

Es ist eine symmetrisches Molekül (die meisten Proteine bilden symm. Aggregate)
· biologische Funktion:


Lunge – Sauerstoffpartialdruck hoch --> Blutplättchen nehmen O2 auf, passiver Transport zu den Geweben. Gewebe – Sauerstoffpartialdruck gering

2 Formen der Homologie von Proteinen

· Orthologs .. gleiche Proteinfamilie in verschiedenen Organismen

zB Hämoglobin- α-Kette in Mensch & Schwein.
· Paralogs .. homologe Proteine im gleichem Organismus 

zB Hämoglobin α- u. β-Kette im Menschen

Homologie = Verwandtschaft zwischen Proteinen

2 Methoden zur Homologiebestimmung

· Ähnlichkeiten der Sequenzen

· Strukturähnlichkeiten & Sequenzalignment
Struktursuperposition: Suche nach äquivalenten AS 

--> Proteintransformation / Übereinanderlegung

--> bestes Ergebnis = beste Antwort
α-Ketten von Mensch & Schwein:
(2hhb, A/1qpw, A)



--> Sequenzübereinstimmung: 84%



     Strukturübereinstimmung: 100%

Einschub

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen

Charging the tRNAs: AS + ATP + aaRS ---> Aminoacyladeylat --> Aminoacyl-tRNA + ADP + aaRS
(entweder 2’- oder 3’-OH-Gruppe binden AS)

Glutacyl-tRNA Synthetase von Thermus thermophilus
besitzt: Rossmann-folddomain = spez. Anordnung von Sekundärelementen

SC domain erkennt tRNA.

Enzym bringt AS & ATP zusammen --> P wird abgespalten --> t-RNA kommt hinzu --> alles wird aktiviert --> AS bindet an tRNA.

Akzeptordomain: CP-domain, Rossmann fold 







bleibt auch bei geringer Sequenzidentität erhalten

Leucin wird von 6 Codons codiert --> Synthetase hat variablen Teil, der ev. fest wird, wenn eine AS gebunden hat.

Ähnlichkeiten zw. Synthetasen bei verschiedenen AS gibt es nicht.

--> 2 Klassen von tRNA Synthetasen

Katalytische Zentren


Klasse I
Klasse II


Rossmann
Antiparallel 


(auf rechter Seite)
(auf linker Seite)

--> 2 Klassen, da sonst die 20AS nicht unterscheidbar, bzw. Endosymbiose
Deinococcus radiodurans

ca. 1µm, bildet Tetrade.

Gram positiv, 2 circuläre Genome + 2 Plasmide

Polyextremophil ... widerstandsfähig gegen widrigsten Lebensumstände.

Mensch:


      7-10 Gy lethal

D. radiodurans: 

>10.000 Gy lethal

Radioaktivität: Defragmentierung des Genoms (Doppelstrangbruch)

--> Effekte auf Proteine:


ROS entstehen (zB Hyperoxid-Anion, Hydroxylradikal, Hydrogenperoxid)


Proteinketten können binden, Cross-links, Carbonylation, Hydroxylation.

Strategien von D.r.:

· kann 200-500 Doppelstrangbrüche gleichzeitig reparieren (Rec A)

· Zellwand sehr dick

· Export von beschädigten Stoffen

· Hochregulation von Proteasen --> Proteine geschnitten, bevor Cross-links entstehen

--> oxidativer Stress für Resistenz verantwortlich --> schneller Abbau von oxidativen Substanzen.

· mehr Kopien des Chromosomensatzes

· Manganese: gebunden an Enzyme & als Ion

--> je höher Verhältnis Mn: Fe, desto besser kann Zelle mit oxidativem Stress umgehen.

· AS-Austausch v.a. an Oberfläche --> meist Austausch mit ähnlicher AS
Bsp.: Prolin mit Alanin, Histidin mit Glutamin, Alanin/Glutamin mit Asparaginsäure.

Hämoglobin hat insgesamt 141 AS.
Menschliche β-α-Kette hat 44% Sequenzübereinstimmung sowie Strukturübereinstimmung von 138 gleichen AS. --> Gene für α- und β-Kette sind im gleichen Genom



--> paraloge Gene, trotz AS-Änderung ist die Orientierung der Häm-Gruppe gleich

α-Ketten: Mensch mit Huhn 
--> 60% Sequenzübereinstimmung


 mit Forelle
--> 51%


mit Mücke
--> 17%
p(a) = relative Häufigkeit, mit der AS vom Typ A auftaucht

 –> Leucin am häufigsten, Tryptophan seltenste AS

Hämoglobin bei Bacillus subtilis: andere biologische Funktion, aber ähnliche Struktur 

--> Häm an gleicher Stelle --> Frage nach der Verwandtschaft?

Archaebakterien sind strikt anaerob --> vielleicht Hämoglobin zum Binden von CO.

Protoglobin von Archaea –> Proteine in Eubakterien, die große Sequenzidentität haben.





   --> 3 Übereinstimmungen schon ein Bakterium.

Archaea über rRNAs mehr mit Eukaryoten verwandt, aber auf AS-Niveau mehr mit Bakterien.

Genetischer Code ist universell, dh. Gene übertragbar (in Natur durch horizontalen Gentransfer)

--> Eubakterien von Bakterien teils weit entfernt, aber Bakterien zu Archaea teils sehr homolog.

Summary:

Struktur bleibt meist erhalten, aber nicht Sequenz.

Bakterien benutzen Hämoglobin als Sauerstoffsensor.

Similarity:

Zahl der äquivalenten Reste zu der eingegebenen Kette

Methanosarcina acetivorans & Bacillus subtilis Dimerstrukturen sind eng verwandt.

Methanosarcina acetivorans hat Häm in der gl.Tasche wie Bacillus anthracis Undoanoic acid

Bacillus subtilis & B. anthracis Einzelketten können teilweise in Superposition gebracht werden, Dimere komplett.

--> teilweise sehr ähnliche Dimerstrukturen, obwohl Sequenzidentität nur gering --> Dimer hat oft gleiche symmetrische Struktur, wie zB Protoglobindimer
Hämoglobin bei Mensch: 
Tetramer


bei Drosophila:
Dimer

Globine in Pflanzen: zB Leghemoglobin (Lupine, Reis)

Sauerstofffunktion in Leguminosen um N2-Fixierung aufzusprengen (16 ATP nötig)

--> durch nitrifizierende Bakterien

Nitrogenase wird von Sauerstoff inaktiviert --> Globine produzieren O2-freien Raum.
Globin nicht die einzige O2-Transportmöglichkeit:

· Hemerythrin (ohne Hemgruppe) im Sipunalid worm
· Hemocyanin (benötigt Cn anstatt Fe) im Pfeilschwanzkrebs
fötale Hemoglobin: aus 4 Ketten --> α-Ketten sind identisch zu adultem Hämoglobin, β- Ketten unterscheiden sich und werden beim Fötus als γ-Kette bezeichnet.

Biologische Rolle: höhere Affinität zu O2 für bessere Versorgung über Mutter

Myoglobin, Neuroglobin, Cytoglobin: geringere Sequenzidentität, hohe Strukturähnlichkeit

--> großer evolutionärer Abstand zu Hämoglobin

Myoglobin – O2-Aufnahme von HG & Speicherung im Muskel

Neuroglobin – stellt O2 bei Hirnschäden zur Verfügung

Cytoglobin – kommt in Zelle vor.

1 Gen für Myoglobin

3 für α-Globine




Bestimmung der Abspaltung

5 für β-Globine

Gene vermischen oft miteinander & fusionieren --> zB Flavohemoglobin.

Globins & disease
Sichelzellanämie: Mensch leiden am O2-Mangel.
· Mutation in der β- Kette von Hämoglobin in Position 6
Glutaminsäure wird mit Valin ausgetauscht (sauer zu hydrophob)

· 2 Tetramere bilden durch Kontakt über Valin (mit Leucin & Phenylalanin) Oktamere, was zu langen Hämoglobin Fibers führt.

· Sichel-Zelle kann O2 gut binden, bleibt aber in den Kapillaren stecken.

· Malaria-Viren vertragen die Hämoglobin-Fibers nicht & ~ werden zerstört.

· Hoffnung durch fötales Hämoglobin, da in Entwicklung γ durch β ersetzt wird.

Max Perutz 
--> Hämoglobin Struktur

Lohn Kendrew
--> Myoglobin Struktur
Protein
Primärstruktur ... AS Sequenz
Sekundärstruktur ...Verbindung zur α-Helix/β-Strang --> ungeordnete Struktur

Tertiärstruktur ... Raumstruktur der Proteinkette

--> Es ist nicht möglich, gleiche Raumstruktur aber unterschiedliche Sekundärstruktur zu haben.

AS: Amino-, Carboxyl-Gruppe & Seitenkette

--> L-Isomer wird in Proteinen verwendet.

links: N-Terminus, rechts: C-Terminus; Verknüpfung durch Peptidbindung

Abstand zwischen O2 & N = 2,9 Å.

Linus Pauling: α-Helix

Bei der leichten Kette der Immunglobuline gibt es eine WBB mit nur 2,8 Å.

Tyrosin ist aromatisch und enthält Hydroxyl-Gruppe. Tyrosin 86 hat WBB mit Gln 37 & Asp 82.

Hydrophobe AS: Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin (+ Tryptophan?).
Tryptophan = größte AS

Hydrophobe AS sitzen im Protein.

Qualitativ .. man kann es erklären, aber durch Rechnung quantitativ, beweisen kann man es nicht. --> reicht nicht für die Wissenschaft.

Phenylalanin hat nur hydrophobe Gruppen.

Tyrosin besitzt auch einen wasserlöslichen Teil.

Im Hämoglobin sind immer hydrophobe AS, Rückgrad auch sehr hydrophob.
Innen sind auch polare Gruppen vorhanden --> Teil des Tyrosins auch innen. Hämoglobin durch Konfiguration von Tyr86, Gln37 & Asp82 mit WBB stabilisiert. Tryptophan geht mit Ser WBB ein.

Cysteine: kleine Seitenkette --> sitzen im Inneren des Globulins & bilden kovalente Bindungen miteinander aus --> schränkt strukturell ein.

Serin & Threonin:  –OH will abgesättigt werden, befinden sich im Hämoglobin eher außen --> solugenisieren Protein, Immunglobuline haben mehr Serin --> Proteine mit Serin bilden eher β-Faltblatt-Struktur aus.

Basische AS: Lysin, Arginin & Histidin --> positive Ladungen –> sitzen eher außen, bei Histidin eher gemischt, wird häufig für enzymatische Reaktion verwendet --> im aktiven Zentrum --> koordinieren Fe-O2-Bindung, damit sich das O2 wieder lösen kann.

Regel: Proteine/Enzyme binden mehr als ein Molekül/Substrat.

--> haben vielfache chemische Funktionen und biologische Rollen.

AS beeinflussen Proteine strukturell & funktionell.

Asparagin & Glutamin: seitlich partiell positive Ladung & auf anderer Seite partiell negative Ladung --> auf Oberfläche.

Glycin & Alanin: im Immunglobulin kaum Alanin, komplementär zu Serin wird Alanin für den Bau von α-Helices verwendet.

Im Häm kommen sich 2 α-Helices besonders nahe --> nur möglich durch Glycin --> meist an Ecken oder Enden von α-Helices --> bricht Struktur & bildet turns --> wichtig für Faltung
Prolin: Ringbildung, beeinflusst Rückgrad, ist eher starr und sitzt deshalb an den Enden.
Leucin für Bildung des hydrophoben Kerns
Glycin ist die am meisten konservierte AS, Methionin die geringste.

Die Peptidbindung hat partielle Doppelbindungscharakteristika --> planar
--> trans-Form ist favorisiert. Die cis-Form hat eine Häufigkeit von 1%, bei Prolin ~ 5%.

Ramachandrau plots, um sich Proteinstrukturen anzusehen.

Proteine assoziieren in Form von Oligomeren --> Aufteilung in strukturelle Domainen, sollen die Faltung ergeben und sind aus mehreren Ketten aufgebaut, sind oft funktionell.
Thermodynamische Hypothese der Proteinfaltung

Cystein kann Paare durch Sulfidbrücken bilden, viele Proteine bilden solche Brücken aus, da dies stark stabilisierend ist.

Cysteine v.a. in Proteinen, die aus der Zelle transportiert werden müssen


zB Ribonucleaseprotein mit 4 Cystein-Brücken



--> zur Strukturentschlüsselung wurden Cysteine verwendet


Zelle = reduziertes Medium, keine Disulfidbrücken.


außen = oxidiertes Medium --> Disulfidbrücken.

Arfinsen: Studien zur Proteinfaltung

Wenn die Faltung beginnt, könnten sich falsche Cysteine treffen --> bei 8 Cysteinen.

Binominalverteilung 



C(n,k) = n!/(k!*(n-k)!) = 8!/(2!*(8-2)!) = 28 mögliche Paare



ist nicht die Zahl der möglichen Kombinationen von Cystein-Paaren!

Multinominalverteilung: 

-->durch Permutationen der Schachteln & Umformungen (da mehr als 1 Paar)


P

N = TL (2i-1)


i=1
für n=8, p=4:

4
N = TL (2i-1) = 1*3*5*7 = 105

i=1
Für n=8 und n=7 kommt die gleiche Zahl an Kombinationen heraus, da eine zusätzliche Schachtel angepackt werden muss. --> theoretisch auch 105 Ribonukleasevarianten möglich.
Denaturierung durch: Guanidium Chloride, Urea, Erhitzen


--> nur nicht-kovalente Bindungen werden gelöst 


--> kovalente wie Disulfidbrücken bleiben bestehen.
Cysteinbindungen können durch beta-Mercaptoethanol aufgebrochen werden (vollständige Denaturierung).
Denaturierung ist durch Medienentzug (Ursprungsbedingungen werden wieder hergestellt) wieder rückgängig zu machen.

Wird beta-Mercaptoethanol entzogen, schließen sich Moleküle irgendwie zusammen.

--> scrambled Ribonuklease --> alle 105 Varianten möglich --> ca. 1% Restaktivität.

--> durch Reshuffling wieder richtige Faltung


--> in AS-Sequenz muss Info für richtige Faltung stecken –> thermodynamische Hypothese
Rückfaltung:
In vitro

Stunden

langsame




In vivo

< 2min


 Prozedur

Zur Beschleunigung gibt es Isomerasen, die falsch gebildete Disulfidbrücken wieder aufbrechen.

Staphylococcal Nuclease
Wenn man Trypsin hinzugibt, werden sie geschnitten --> einzelne Teile haben keine Struktur

--> können diese wieder interagieren, kommt Struktur wieder zustande (ist reversibel).

--> man kann einzelne Proteinbausteine nicht analysieren, da sie so meist nicht mehr aktiv/funktionsfähig sind.
X-ray cristallography & nuclear magnetic resonance (NMR)
                  --> zentrale Methode
Kristall = Einheitszelle, wenn man diese verschiebt, kann man 2D alles ausfüllen
--> Dreiecke, 6-Ecke, Waben, Rechteck.

In 3D ist es schwieriger --> keine Formen sondern Körper --> Darstellung von Proteinkristallen.

Diese lenken X-rays ab --> diverse Muster können aufgefangen werden.

Wellenlänge ~ 0,5-2,0Å.

Enzym: Glycolate Oxidase


Subunits = Monomere --> gesamter Kristall aus Oktameren aufgebaut, der Rest ist mit 





     Flüssigkeit gefüllt.
Protein --> roter Bereich interagiert mit grünem Bereich --> Lösungsmittel

Proteinkristall ca. 0,5mm.

· schickt man Röngtenstrahlen hinauf, bekommt man ein spezifisches Bewegungsmuster, woraus man eine Struktur errechnen kann.

(zw. Gitter & Struktur kann man herumrechnen)

· wir müssen verstehen, in wie weit Strahlen mit dem Protein interagieren.
Hanging drop method
Wenn Sättigung erreicht ist, kommt Protein aus der Lösung durch Diffusion 

--> Protein zu Puffer zu Beginn.

Kristallisierung ist abhängig von:

Proteinkonzentration, pH, Temperatur, Lösung, Ionen, Liganden --> kann Monate dauern.

Protein sollte > 95% rein sein.

X-rays = elektromagnetische Strahlung bei kurzen Wellenlängen, erzeugt durch

high-voltage tubes (monochromatisch) oder synchroton storage rings (polychromatisch) --> kurze Bestrahlungszeiten bei Kristallen von 50µm

Kristall wird während der Diffraktion rotiert.

Protein wird durch Hitze & freie Radikale geschädigt --> Kristall wird auf -150°C gekühlt

Diffraktierte Strahlen werden auf Platten gesammelt

Strahlen löschen sich fast immer aus, außer es gilt Bragg’s law: BC = CD = d*sinθ.

Manche Strahlen interagieren auf dem Kristall mit e-, beginnen zu oszillieren --> noise.

X-rays = Scattering.

Bragg’s law:
 2d*sinθ = γ.

Für Streumuster braucht man Amplitude, Phase, Wellenlänge.

Aus der Elektronendichte kann man mittels Fourier-Transformation das Streumuster ausrechnen.

Die Phase geht in X-ray-Experimenten verloren, wird aber für Fourier-Transformation benötigt.
· bei kleinen Molekülen über N & N²-Atomen durch Versuch-Fehler-Technik.
· bei großen Molekülen: Multiple Isomorphons Replacement (MIR)

· man erstellt Beugungsmuster des Kristalls
· man gibt Schwermetalle hinzu & macht neues Beugungsmuster

Zieht man die Beugungsmuster voneinander ab, bleiben die Schwermetalle übrig --> es sind nur wenige, von denen man die Position bestimmen muss.

· Darstellung quadrierter Kristalle gibt den Ort der Schwermetalle wieder.
Auflösung der Röngtenkristallographie ist abhängig von der Größe des Kreises mit dem das Röngtenbild aufgenommen wird --> umso besser der Kristalle ist, umso weniger weit streuen die Strahlen & passen auf den Kreis.

Nach einer kopierten Mitschrift, keine Gewähr.

Ungenau lesbare Stellen grau geschrieben.
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