Untersuchung von Proteinen — Hamoglobin und AChE

Lernziele

e Sie kennen die Protein Data Bank als Ort flir Kristallstrukturen von Biomolekiilen und wissen, wie man
Eigenschaften eines Molekls untersucht

e Sie sind mit Aufbau von Hamoglobin vertraut und kennen die Bindungsverhaltnisse im Fe-Komplex

Proteinstrukturen sind in der Protein Data Bank der Royal Chemical Society kostenlos abrufbar. Die im Folgenden
erklarte Vorgehensweise basiert auf Mol*, einem Werkzeug zur Betrachtung von Molekilstrukturen, welche auch
getrennt unter www.molstar.org aufgerufen werden kann.

Rufen Sie Gber Ihren Browser die Seite www.rcsb.org auf, geben Sie dann bei 3D Structures den Code fiir die gewiinschte
Kristallstruktur ein und klicken Sie dann auf Enter.
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Im Zusammenhang mit Himoglobin bieten sich unter anderem die folgenden Strukturen an:

1HHO Menschliches Oxyhdamoglobin (mit komplexiertem Sauerstoff)
2HHB  Menschliches Deoxyhdmoglobin (ohne komplexiertem Sauerstoff)
4MQG Menschliches Carboxyhdamoglobin (mit komplexiertem Kohlenmonoxid)
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Wahlen Sie nun den Tab Structure aus — in der Folge erscheint die Struktur des Proteins in der sogenannten Cartoon-
Darstellung; ganz oben ist die Primarstruktur, also die Aminosauresequenz, gezeigt. Wahlt man hier eine Aminosaure
(reprasentiert durch den EinBuchstaben-Code), so wird die entsprechende Stelle in der Cartoon-Darstellung
hervorgehoben.
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In Kristallstrukturen von Proteinen finden sich meist noch Wassermolekiile (als rote Punkte erkennbar). Diese stammen
vom Losungsmittel, aus welchem das Protein kristallisiert wurde und sind fiir die weiteren Untersuchungen nicht von
Bedeutung sind. Unter Components sind die unterschiedlichen Bestandteile der Struktur aufgelistet. Durch Klicken auf
das Augen- @ beziehungsweise 7 Milleimer-Symbol kénnen diese ausgeblendet, beziehungsweise geléscht werden.



Aufgabe 1

Klicken Sie bei Water und lon auf das Milleimer-Symbol O und beschreiben Sie dann, welche Strukturelemente eines
Proteins in der Struktur erkennbar sind und welche nicht. Um diese besser nachvollziehen zu kdbnnen, andern Sie zuerst
noch die Farbgebung im Protein:

® 1HHO Wahlen Sie zuerst unter Components beim Eintrag Protein die drei Punkte -+ aus.
[ Preset . = Im sich dann 6ffnenden Fenster klicken Sie bei Color Theme auf den Eintrag Chain

Id und wahlen dann Polymer Chain Instance aus — die Farben der Struktur sollten

Catoon @ 0O E] sich nun geindert haben.
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Als nachstes sollen Sie sich genauer mit dem Eisenkomplex innerhalb des Hdmoglobins beschéaftigen. Himoglobin ist
ein Tetramer und besteht aus vier Globinen als Untereinheiten, wobei je zwei Hb o und Hb 3 Globine vorhanden sind.
Das Hb o besteht aus 141 Aminosauren, das Hb 3 aus 146 Aminosauren.

Tl a . . . . . .
THHOISTRUCTUREOF HUMAN O LI ym die Untersuchung des Eisen-Komplexes etwas ibersichtlicher zu gestalten, wird nun

T‘/Pel Assembly ] die eine Hilfte des Tetramers ausgeblendet. Klicken Sie hierzu im Structure-Fenster auf
Assembly und wahlen Sie dann den Eintrag Model aus — es ist nun nur noch die Halfte
des urspriinglichen Proteins zu erkennen.
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Der Bereich oberhalb der Proteinstruktur zeigt die jeweilige (Aminosauren)Sequenz der gewdahlten Untereinheit an. Im
Fall der Kristallstruktur 1HHO erkennt man insgesamt sechs verschiedene Komponenten, wobei Sie sich nun vor allem
mit Komponente 4, also dem Eisenkomplex, beschaftigen sollen.

Sequence of 1HHO |STRUC.. #  Chain + 1:HEMOGLOB.. + A #
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@ Components w0 Blenden Sie nun im Components-Fenster Polymer, Water und lon aus, indem Sie auf das
[ Preset + Add # 9  Auge-Symbol klicken — es sollten nun nur noch zwei Komplexe sichtbar sein.
Potyes Beim Liganden handelt es sich um die Hdm-Gruppe. Der Ligand ist ein Molekiil, welcher
Ligand

nicht Teil der der Primarstruktur des Himoglobin-Proteins ist. Es handelt sich um einen
Porphyrin-Ring, welcher so dhnlich auch beim Chlorophyll zu finden ist — dort allerdings
mit einem Magnesium-lon im Zentrum.
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Aufgabe 2

Zoomen Sie auf den liberwiegend griinen der beiden
Komplexe heran und zeichnen Sie die Skelett-Formel
des 4-zahnigen Liganden, in dessen Zentrum sich ein
Eisen-lon befindet.

Griine Atome =C
Blaue Atome =N
Rote Atome =0

Aufgabe 3

Der Eisen-lon ist an der 5. Koordinationsstelle Gber
eine Aminosaure an das Protein gebunden. Ermitteln
Sie, um welche Aminosaure es sich handelt, indem Sie
mit dem Mauszeiger Giber die Aminosaure fahren - Sie
sehen unten rechts im Fenster Nummer und Code der
Aminosdure. Zeichnen Sie diese Aminosdure als
Skelett-Formel und zeichnen Sie an der korrekten
Stelle die Komplexbindung zum Fe?*-lon ein.

Die 6. Koordinationsstelle des Eisen-lons wird von einem Sauerstoff-Molekil eingenommen. Um Messungen (Distanzen,
Bindungs- und Dieder-Winkel) durchzufiihren, missen Sie zuerst im Struktur-Fenster das Pfeil-Symbol ~auswéhlen.

® 0o ®® s - @ ® ©  Klicken Sie dann bei Residue den Reiter Atom/Coarse
T ® Element aus - jetzt koénnen Sie Messungen
o vornehmen.
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v. ‘“ Wahlen Sie sowohl das Eisen-, als auch das Sauerstoff-Atom aus (selektierte Atome, sowie
die Bindung dazwischen erscheint nun griin). Messen Sie den Abstand zwischen dem Fe?*-
v ® lon in der Mitte der Him-Gruppe und dem Sauerstoff-Atom des O2-Molekiils, welches an
@ dieses Fe**-lon gebunden ist.
F\ ™
(32_measurements) Klicken Sie nun auf Measurements und im dann erscheinenden Fenster auf Add. Unten sind
(+ A ] = nun die von lhnen ausgewahlten Atome aufgelistet. Wenn Sie nun auf Distance klicken, so

Label (1st selection item)

erscheint der Abstand sowohl in der Struktur, als auch als Eintrag unter Distances. In der
Kristallographie ist fiir Distanzen die Einheit Angstrom tblich; 1 A sind gleich 102° m.
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Fir jede weitere Messung missen zuerst wieder die gwiinschten Atome gewdahlt werden

und dann mit Add ein neuer Wert hinzugefligt werden.

Nach dem gleichen Prinzip kénnen auch Winkel gemessen werden. Hierflir missen drei Atome ausgewahlt und dann
der Eintrag Angle gewahlt werden. Beachten Sie, dass sich der Winkel immer auf das mittlere Atom bezieht.



Aufgabe 4

Bestimmen Sie die Bindungslange im komplexierten Sauerstoff-Molekil und vergleichen Sie diese mit dem Abstand im

unkomplexierten Sauerstoff 1.16 A.

Bindungslange O-O

Aufgabe 5

Das Sauerstoff-Molekiil wird durch eine Wasserstoff Briicke mlt einer Aminosaure der Peptidkette stabilisiert. Zoomen

o 166 A|FE—O1

Q Structure Motif Search

Sie nun zuerst auf das Sauerstoff-Molekiil. Klicken Sie
dann auf das Pfeil-Symbol ¥, so dass die Meniileiste
am oberen Rand des Strukturfensters wieder
verschwindet. Klicken Sie dann auf das Sauerstoff-

@ Components
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Polymer
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Molekil — es sollte nun die unmittelbare Umgebung
(Radius 5 A) rund um das Sauerstoff-Molekiil sichtbar
sein.

Indem Sie auf  das  Auge-Symbol bei
[Focus]Surroundings (5 A) klicken, kénnen Sie die
Umgebung ein- und ausblenden.

Bestimmen Sie nun, welche Aminosaure die Wasserstoffbriicke ausbildet und messen Sie nach dem gleichen Prinzip wie
zuvor den Abstand zwischen Sauerstoff-Atom und Stickstoff-Atom.

Aminosdure H-Briicke

Bindungslange H-Briicke

Aufgabe 6

Bestimmen Sie in allen drei Strukturen die Bindungsldange zwischen dem Eisen-lon und dem Stickstoff-Atom der
Aminosaure Histidin, welches die 5. Koordinationsstelle einnimmt.

1HHO 2HHB 4MQG
Bindungslange Fe-Nis)
Aufgabe 7
Screenshot / State x ¢ Vergleichen Sie die Position des Eisen-lons im Porphyrin-Ring in Gegenwart,
! . beziehungsweise Abwesenheit eines 6. Liganden ... was fallt hier auf?
BE qf % Erstellen Sie jeweils einen Screenshot, welcher den Unterschied dokumentiert.
KN * Verwenden Sie hierfiir beispielsweise die @ -Funktion.
" Wibhlen Sie im erscheinenden Fenster den gewlinschten Ausschnitt und klicken Sie
G on =e dann entweder auf Copy (erlaubt das Einfligen mit ctrl-V) oder auf Download und
B Copy * Download fligen Sie die beiden Bilder in das Dokument ein und beschreiben Sie den Unterschied
Resolution  Viewport in Wenigen Worten.
Transparent X Off

Axes X Off

» State



