A. Peptide und Proteine Teil 1 (5.01.2017)

1. Einleitung
Peptide und Proteine sind ubiquitar in allen Organismen vorhanden. Sie sind die
Molekile des Lebens. Sie sind die Funktionsreagenzien in den Zellen und

verantwortlich fur:

Katalyse chemischer Reaktionen
Struktur

Regulation / Signallibertragung
Transport

Abwehr

o b~ 0N PE

Der Name Protein wurde vom hollandischen Chemiker Gerardus Mulder 1838
gepragt. Das Wort Protein (griechisch) steht fur: Von zentraler Bedeutung. Die
moderne Biotechnologie hat als zentrales Ziel, Proteine und Peptide fir den
Menschen nutzbar zu machen. Unter dem Begriff Biologics fal3t man therapeutisch
aktive Proteine wie die "Antikrebs-Antikbrper® zusammen. Biosimilars sind die
entsprechenden Nachahmer Medikamente, die Generika der Biologics. Da anders
als bei chemischen Substanzen ein exaktes Kopieren der Wirksubstanz im Fall von
Biomolekilen unma@glich ist spricht man eben von Biosimilar. Fur die Zulassung sind
erneut klinische Prifungen notwendig, was die Biosimilars deutlich von chemischen
Generika unterscheidet. Es ist also nicht so einfach ein Biosimilar auf den Markt zu
bringen, was das forschen an Biologics aus wirtschaftlichen Griinden sehr attraktiv

macht.

2. Aufbau

Peptide und Proteine sind lineare Oligomere (2-40) und Polymere (>30), die aus
a-Aminosauren aufgebaut sind. Proteine sind Polypeptide mit einer Funktion vor
allem mit einer definierten dreidimensionalen Gestalt. Enzyme sind Proteine, die
chemische Reaktionen katalysieren. Chemisch sind auch Strukturen darstellbar die
aus nicht naturlichen Aminosauren wie z. B. B-Aminoséuren oder aromatischen
Aminosauren wie z.B. ortho-, meta-, oder para-Aminobenzoesaure (die ortho-

Aminobenzoesaure heildt auch Anthranilsdure) bestehen. Es entstehen dann lineare



oligomere Verbindungen, die sich ebenfalls zu definierten dreidimensionalen
Strukturen falten. Diese Strukturen und die dazugehdrigen Verbindungen nennt man
Foldamere. Man informiere sich Uber diese Verbindungen:

1. Goodman CM, Choi S, Shandler S, DeGrado WF. "Foldamers as versatile frameworks for
the design and evolution of function”. Nat. Chem. Biol. 2007, 3 (5), 252—-62.

2. Zhang DW, Zhao X, Hou JL, Li ZT. "Aromatic Amide Foldamers: Structures, Properties,
and Functions™. Chem. Rev. 2012, 112 (10): 5271-5316..

3. Aminoséauren

Die kodierten d.h. kanonischen Aminsauren als Bestandteile von Proteinen sind -
Aminosauren. Es handelt sich um chirale Molekile mit einem H, einer Aminogruppe
und einer Carboxgruppe, sowie meistens einer Seitengruppe an einem zentralen o-
Kohlenstoffatom. Die Molekile sind L-konfiguriert nach E. Fischer und ,meistens® S
in der CIP-Nomenklatur. Es gibt aber auch Aminosauren die L-konfiguriert sind aber
nach der CIP Nomenklatur die absolute Konfiguration R haben, z. B. Cystein. Das
hangt mit den Prioritéatsregeln zusammen, die in diesem Fall das S-Atom vor dem O-
Atom plazieren.

Die in Proteinen vorkommenden Aminosauren unterscheiden sich alle bezglich der
chemischen Struktur der Seitenkette. Diese kann sauer, basisch, hydrophil,
hydrophob etc. sein.

Es gibt 20 proteinogene Aminosauren. Hinzu kommen Selenocystein und Pyrrolysin

als 21 bzw. 22 Aminoséaure.
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Strukturen aller 20 proteinogenen (kanonischen) Aminosauren. Alle Aminosauren bis
auf Glycin haben ein Chiralitatszentrum. Isoleucin und Threonin haben sogar zwei

Chiralitatszentren.
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Man informiere sich Uber die Zusammenhange beim Isoleucin!



Selenocystein und Pyrrolysin sind weitere Aminoséauren, die kodiert werden. Hier
werden Stopp-Kodons verwendet. UAG zur Kodierung von Pyrrolysin und UGA fur
Selenocystein. Die Basis ist die Biosynthese von transfer-RNAs (tRNA) mit einem
anti-Stopp-Codon im Antikodon-loop, die die Aminosduren tragen und so einen
Einbau am Ribosom ermdglichen. Im Fall von Pyrrolysin erfolgt die Beladung der
tRNA durch eine spezielle Synthetase. Im Fall von Selenocystein (L- oder R-SeCys)
wird die Aminosaure an der tRNASe¢ (Anticodon
die

UCA) aus Serin biosynthetisiert.

Uber von (pKa-Werte,

sich

Man informieren Eigenschaften SeCys
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1. Srinivasan, G. et al.:

decoding specialized tRNA. In: Science. 2002, 296 (5572), S. 1459-1462.

2. Berry, M. J. et al.: Functional Characterization of the Eukaryotic SECIS Elements which
Direct Selenocysteine Insertion at UGA Codons. EMBO J. 1993, 12 (8), 1993, 3315-3322.

Pyrrolysine encoded by UAG in Archaea: charging of a UAG-


https://de.wikipedia.org/wiki/The_EMBO_Journal

In der Biochemie werden die Aminosduren entweder durch einen Einbuchstaben-

Code oder durch einen Dreibuchstaben-Code dargestellt.

Tabelle 1: Ein- und Dreibuchstaben-Code fiir Aminosauren

Amino Acid Three-letter Code One-letter Code
Alanine Ala A
Arginine Arg R
Asparagine Asn N
Aspartic Acid Asp D
Cysteine Cys C
Glutamine Gln Q
Glutamic Acid Glu E
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine Ile I
Leucine : Leu L
Lysine Lys K
Methionine Met M
Phenylalanine Phe F
Proline Pro P
Serine Ser S
Threonine Thr )
Tryptophan Trp w
Tyrosine Tyr Y
Valine Val \%

Proteine enthalten neben den 20 (bzw. 22) kodierten Aminoséuren oft auch
phosphorylierte (Tyr, Ser, Thr) oder acetylierte (Lys) Derivate.

Die Phosphorylierungen regulieren oft die Funktion der Proteine. Phosphorylierungen
und Dephosphorylierungen werden von spezifischen Enzymen (Kinasen) an
definierten Stellen durchgefihrt. Darlber hinaus sind einige Aminosauren mit
Zuckern derivatisiert. Gerade die Proteine hoherer Organismen sind sehr h&ufig mit
linearen oder verzweigten Zuckerstrukturen versehen. Hierbei werden die Zucker
entweder mit Asn verknipft (N-Glycoside) oder es handelt sich um O-Glycoside der
Aminosauren Thr und Ser. Manche Proteine werden auch nahe dem
Carboxyterminus mit Lipiden ausgestattet. Diese Modifikation lokalisiert das Protein
in der Zellmembran. Alle diese Modifikationen werden posttranslational eingefuhrt.
Die chemische Synthese solcher Strukturen ist eine grofe Herausforderung:
B. Davis Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 4674-4678.



4, Struktur des Polypeptids
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Die Peptid-(Amid)bindung.

Die Kondensation zweier Aminosauren ergibt eine Amidbindung. Diese Amidbindung
ist nicht frei drehbar, sondern hat erheblichen Doppelbindungscharakter. Man
unterscheided daher cis- und trans Amindbindungen. Die Rotationsbarriere liegt bei
ca. 79 kJd/mol fur die cis — trans Isomerisierung und bei 89 kJ/mol fir die trans — cis
Umwandlung. Dre dG°-Wert zwischen dem cis und trans Amid liegt bei 10.7 kJ/ mol
(N-Methylacetamide). Nur beim Prolin, der einzigen a-Aminosdure mit sek. Amid ist

das cis/trans Verhéaltnis in etwa 1:2.
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In Proteinen kann die cis/trans Isomerisierung von Prolin ein Konformationsschalter
sein. Es gibt Enzyme, die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen), welche die
Umwandlung der Formen katalysieren. Dieser Prozel3 ist wichtig und oft raten

bestimmend bei der Peptid-Faltung.

Peptide werden immer so notiert, dass der Aminoterminus links und der
Carboxyterminus rechts liegt.
Die meisten Peptide und Proteine werden nach Gewicht charakterisiert, z. B. 33,000

Da oder 33 kDa. Man kann die Anzahl der verknupften Aminosauren leicht



abschatzen, da im Durchschnitt eine Aminosaure mit 110 Da beitragt. (1 Da = 1

Masseneinheit. 1 kDa = Molekulargewicht 1000)

Die Aminosduresequenz nennt man auch die Priméarstruktur eines Proteins.

Aminosauresequenzen falten sich lokal zu Sekundarstrukturen. Diese werden durch

nicht-kovalente Wechselwirkungen zusammengehalten. Man unterscheidet die a-
Helix, das B-Faltblatt (parallel und antiparallel) und die verschiedenen Schleifen

(turns), die man zwischen diesen Sekundarstrukturelementen findet.

4.1 Die a-Helix

Alle Sekundarstrukturen, wie auch die a-Helix, kénnen sich nur ausbilden, weil die
Peptidbindung auf Grund des Doppelbindungscharakters planar und in der Regel
trans (anti) konfiguriert ist. Die Delokalisierungsenergie betragt ca. 75-88 kJ/mol.
AulRerdem existiert ein grof3es Dipolmoment von 3.5 D, das ist dreimal grofer als das
von HCI.

Was die Konfiguration der Amidbindung betrifft, ist die Aminosaure Prolin eine
Ausnahme. In Lésung findet man auch 20-30% des cis-Isomeren Fur alle anderen
Aminosauren sind es <0,1%. Die starke Bevorzugung der trans-Amidbindung hat

sterische Griinde.

Die a-Helix ist eine rechtsgangige Helix.

Die a-Helix ist eine 3,613 Helix. Sie hat 3,6 Aminosauren in
einer Windung (360°). Die sich ausbildende H-Brlicke bildet

einen 13-gliederigen Ring.

Jede Amidgruppe bildet eine H-Briicke aus zu einer

weiteren Amidgruppe, die in der Primarstruktur drei



Aminosauren entfernt ist. Die C=0 Gruppen liegen parallel zur Helixachse, die
Seitenketten stehen nahezu senkrecht zur Helixachse. 3.6 Aminoséuren bilden eine
Helixwindung von 360°. Die Hohendifferenz (Pitch) betragt 5,4 A. Die Seitenketten

der Aminoséauren zeigen radial nach aul3en.

4.2 Das B-Faltblatt (parallel und antiparallel)
Eine gestreckte Polypeptidkette kann mit einer zweiten Polypeptidkette eine dimere
Struktur bilden. Hierbei kbénnen sich die beiden Peptide parallel oder antiparallel

anordnen.
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Paralleles und antiparalleles B-Faltblatt.
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Antiparallele B-Faltblatter finden sich oft in fibrillaren Proteinen. Viele dieser Proteine
sind sehr schwer l6slich. Das parallele B-Faltblatt findet sich hingegen nicht in
fibrillaren Proteinen, d. h. ausgestreckten, fibrillenhaften und fibrillenbildenden,
sondern ausschlieflich in globularen.

4.3 Schleifen

Schleifen sind nichtrepetitive Sekundarstrukturen, die die Richtung einer
Polypeptidkette umkehren. In einer Schleife gibt es immer eine H-Briicke von einem
Akzeptor (C=0O)i zur Donorgruppe (N-H)i+n. Diese Donorgruppe ist n-Einheiten

entfernt. Man kennt a-, B- und y-Schleifen je nach Gréf3e der Schleife, d. h. je nach n.

a-Schleife 5-1 RinggrofRe = 13 n=4
B-Schleife 4—1 RinggrofRe = 10 n=3
v-Schleife 3—1 RinggrofRe =7 n=2

Man unterscheidet noch verschiedene B-Schleifen: i, fu und B
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B1, pu und Bu-Schleifen

Der Bu-Typ benotigt aus sterischen Grinden ein Gly an der dritten Position. Der Typ

B kann beliebig wiederholt werden. Man erhalt dann eine regulare 3,010 Helix. Das



ist eine typische Oligoprolin-Helix. Zum Vergleich: Die a-Helix ist eine 3,613-Helix.

(3,6 = 3,6 Aminosauren pro volle Drehung).

5. Grundsatzliches zur Konformation von Peptiden

Die Hauptkette eines Peptids wird aus den Atomen Ni, C% und Ci gebildet.

Die Konformation der Kette wird durch zwei Winkel bestimmt: ® (Phi), ¥ (Psi). Es
gibt Winkelkombinationen, die erlaubt (ginstig) und solche, die verboten (ungtinstig)

sind. Die (@, ¥)-Winkelkombinationen werden in sogenannten Ramachandran-Plots

dargestellt.
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Ramachandran Plot eines kleinen Peptids

Zur Abschatzung, welche Winkelkonfigurationen gunstig und welche ungunstig sind,
gelten die ,Spielregeln“ der Konformationsanalyse. = Vermeiden von Newman- und

Pitzer-Spannung.

Pitzer-Spannung: Gestaffelte und nicht ekliptische Anordnung von Atomen

*

entlang der Hauptkette. (c-o Wechselwirkung).

Torsionsspannung
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Newman-Spannung: 1,5 Repulsion von nicht-H-Atomen

HsC
- CHj
CHj CHs

1,5-Repulsion

Bayer-Spannung: Valenzwinkel-Deformation wie im Cyclobutan
Zusatzlich kommt bei Peptiden hinzu:

- Madglichst geringe 1,3-Allylspannung

- Optimale Anordnung zur Bildung von H-Brlcken

3-Methylbut-1-en: Referenz-Verbindung fir den

Sy
Konformationsbereich mit Pl Cv\c"’ !
. - a
Torsionswinkel y Hist /'~cl
Hfa
H H H H H H
>—_&Me > — H = o H
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mit einer schwachen Bevorzugung der Konformation im globalen vor derjenigen im
lokalen Minimum;

fiir (Z)-4-Methylpent-2-en die Reihenfolge:

(Z)-4-Methylpent-2-en: Referenz-Verbindung fiir den NI cf
Konformationsbereich mit _ O N'\C";' !
Torsionswinkel ¢ Oj- i ~¢,
la
i
H H H H H H
>=§;M° = N — H
Me ) ~Me >> Me” Me: > Me’ ~Me
H Me Me
globales Minimum lokales Minimum Maximum

mit einer starken Bevorzugung der Konformation im globalen vor derjenigen im
lokalen Minimum.
2,3-Dimethylbut-1-en 1dBt erkennen, daB ein Nicht-H-Atom an C(2) die beim
3-Methylbut-1-en festgestellte Stabilititenreihenfolge ausgesuchter Konformationen
nicht dndert.

2,3-Dimethylbut-1-en
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Zur 1.3 Allylspannung nach F. Johnson und R. W. Hoffmann
Chem. Rev. 1989, 89, 1841-1860.

6. Tertiarstruktur von Proteinen
Die Sekundarstrukturen eines Polypeptids falten in eine definierte dreidimensionale

Gestalt, die Tertiarstruktur. Diese Struktur wird durch H-Bricken, ionische

Wechselwirkungen und hydrophobe Interaktionen stabilisiert. Auch Disulfidbricken
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kénnen gebildet werden. Die Struktur vieler Proteine lasst sich oft in Bereiche
unterschiedlicher physikalischer Eigenschaften unterteilen. Diese Bereiche nennt

man Domanen.

Wenn ein Protein aus unterschiedlichen Polypeptidketten besteht, spricht man von

Untereinheiten des Proteins. Untereinheiten lagern sich zur Quartarstruktur eines

Proteins zusammen.

Hat ein Protein nur eine Untereinheit, ist es ein Monomer, sonst ein Dimer, Trimer,

Tetramer etc.
Homo und Hetero beschreibt, ob die gleichen Oligopeptide oder ob unterschiedliche

beteiligt sind.

Es gibt auch im Reich der Tertiarstrukturen stabile sich wiederholende
Strukturmerkmale.

Eines der wichtigsten Faltungsmotive ist das coiled-coil. Es lasst sich leicht kiinstlich
konstuieren und wird daher gerne fir die Synthese kinstlicher, stabil gefalteter

Proteine verwendet.

6.1 Das coiled-coil Motif

Zwei parallele a-Helices ordnen sich in einem Winkel von ca. 18° zueinander an. Die
Helices winden sich dabei umeinander. Die Helices verzahnen sich. In einer a-Helix
befindet sich die Seitenkette an jeder 3.5ten und an jeder siebten Stelle auf der
gleichen Seite. Wenn zwei Helices sich verzahnen sollen, wird an jeder siebten Stelle
in einer a-Helix eine hydrophobe Aminoséure eingebaut (z.B. Leucin). Dann lagern
sich die Helices zusammen. Wie ein Reilverschluss stapeln sich die Leucine. Es
bildet sich ein Leucin-Zipper Motif aus. Der Abstand zwischen jeder siebten
Aminosaure betragt ca. 10 A. Nur wenn die zwei Reste hydrophob sind z. B. Leucin,
kann eine zweite Helix mit dem gleichen Motif ineinander einrasten. Man spricht von
repetitiven Heptadwiederholungen. (Heptade repeats). Leucin-Zipper gibt es parallel

und antiparallel.
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a: Paralleles und b: antiparalleles Leucin-Zipper Motif

6.2 Der Rossmann Dinukleotid-Bindungsfold
Parallele B-Faltblatter konnen sich nicht ohne ein dazwischen liegendes anderes

Sekundarstrukturelement wie z. B. eine a-Helix ausbilden.

Beispiele fur ein paralleles B-Faltblatt mit dazwischenliegender a-Helix. Dieses Motif

nennt man einen B-a-B-Fold. Die Pfeile markieren die p-Faltblatter.

Sehr haufig treten zwei B-a-B-Crossovers gleichzeitig auf. Die beiden Einheiten sind

haufig 180° zueinander angeordnet. Die beiden Einheiten bilden eine rechtshandige
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Anordnung. Proteine, die dieses Strukturmotiv enthalten, binden meistens
purinenthaltende Dinucleotide wie ATP, NAD oder auch aktivierte Aminosauren. 10

der vielen tRNA Synthetasen enthalten daher einen sogenannten Rossmann-Fold.

Der Rossmann-Fold: Zwei B-a-p-Crossovers, in deren Mitte die Bindungstelle fur

Dinukleotide liegt.

Allgemein lassen sich Proteine in 4 Klassen einteilen:
o = nur a-Helices

B = nur B-Sheets (Faltblatter)

o/p = abwechselnd o und B Domé&nen

o + B = separierte oo und f Domanen

6.3 Einige ausgewahlte Proteinstrukturen

Proteine, die nur aus a-Helices bestehen. b: Myohemerythrin, c: Bakteriorhodopsin,

d: Tabakmosaikvirus- Hullenprotein. Viele dieser Proteine liegen in Membranen.
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Proteine, die nur aus p-Sheets bestehen. a: Streptavidin-Biotin Komplex, b:

Superoxiddismutase, c¢: Schnupfenvirus Hullenprotein.

Proteine, die aus separierten a-Helix und B-Sheet Doménen aufgebaut sind. a:
Cytochrom b5, b: SRC Domane, c: Klasse 1 major histocompatibility complex in

complex with a peptide, d: Phosphatbindeprotein, e: Desoxyribonuklease.
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P Profile|

Proteine  mit abwechselnden  a-Helix und  B-Sheet Domé&nen. a:
Triosephosphatisomerase, b: Tryptophanyl-tRNA Synthetase, c¢: Adenosine

Deaminase.

7. Charakterisierung von Peptiden und Proteinen

A) Die einfachste Methode zur Analyse ist der Totalabbau duch saure Hydrolyse der
Peptide zu den einzelnen Aminosauren (6N HCI, 24h). Die Charakterisierung der
einzelnen Aminoséauren kann tUber HPLC an reversed phase C18-Material erfolgen.

Man informiere sich Gber normal phase und reversed phase Chromatographie.

B) Mit Hilfe des Edman Abbaus koénnen die N-terminalen Aminosauren durch
wiederholte Endgruppenbestimmung sequenziert werden. Die Aminosauren geben
unterschiedliche Phenylthiohydantoine. Die Umsetzung erfolgt mit

Phenylisothiocyanat.
S
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C) Eine einfache Endgruppenbestimmung kann mit Hilfe des Sanger Reagenzes 1-

Fluor-2,4-dinitrobenzol Giber eine nukleophile aromatische Substitution erfolgen.

Mechanismus der Endgruppenbestimmung

D) heute erfolgt die Sequenzierung von Proteinen meist mit Hilfe der Tandem-
Massenspektrometrie. Hierzu wird das Protein mit Verdauenzymen wie Trypsin oder
Chymotrypsin zunéchst zu kurzen Peptiden verdaut. Trypsin spaltet hinter basischen
Aminosauren. Chymotrypsin  spaltet hinter aromatischen. Die erhaltenen
Peptidmischungen werden dann in einer LC-MS analysiert. Zunachst werden die
Peptide in der LC (reversed phase) getrennt. Die Peptide gelangen so getrennt in die
MS-Einheit wo bas Molekulargewicht bestimmt wird. Dann erfolgt in einem MS?2
Experiment die weitere Fragmentierung der Peptide. Die Peptide haben eine
definierte Fragmentierungschemie, welche es erlaubt aus den erhaltenen
Tochterionen auf die Sequenz zu schlie3en. Hierzu kommen bioinformatische

Techniken zum Einsatz.

BLE
PN

MNH COOH

Im MS beobachtbare Fragmentionen
Bezuglich der Massenspektrometrie-basierten Analyse und Sequenzierung von

Peptiden und Proteinen siehe auch Zusatzskript: "Proteomics”
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