PROTEINE — Wozu ?
®  PROTEIN“: gr. “protos” bedeutet: "Erstes Element”

= - Aufbau v. zell-eigenem Eiweiss — Strukturproteine: z.B. Kollagen (alpha-Helix)

= - Aufbau von Enzymen und Hormonen z.B. Somatotropin, Insulin, Luteinisierendes H.
" - Fir die Reproduktion der Zellsubstanz Enzyme: DNA-Polymerase, RNA-Polymerase, ..
= - Fiir Stiitz- und Schutzfunktion Z.B.: Keratin (meist R-Faltblatt-Strukturen)
" - Wasser-Bindung und Transport: durch Ladung, Aquaporine, ..
= - Nahrstofftransport - Alle Carrier, lonen-Transport durch Membran
= - Energiegewinnung, z.B. ATPase
" PEPTIDE:
= 2-10 Aminosauren: Oligopeptid
= 11-100 Aminoséauren: Polypeptid
. >100 Aminosauren: Protein

= Richtung der Aminoséurekette:
— Aminoanfang (N-terminus)
— und Carboxylende (C-terminus)

= Peptidbindungen:
— Spaltung durch Hydrolyse
» saure-katalytische oder
« enzymatisch (vergleichbar m. Esterbindung).

8 essentielle Aminosauren
Herkommlich: ,,Biol. Wertigk.: BW*
Kartoffel: 75 > Soja: 72 > Getreide: 50 > Hulsenfrichte: 45

Diese 8 AS sind fiir den Menschen essenziell, d.h. er muss sie liber die Nahrung aufnehmen:
= - Valin

= - |soleucin

= > Methionin

= - Phenylalanin

= - Leucin

= S Threonin Alternative Methode: “Protein digestibility-corrected amino acid score
. (PDCAAS)”

= - Lysin

Protein Quality Evaluation, Report of the Joint FAO/WHO Expert Consultation. Rome: FAO Food and
= - Tryptophan Nutrition Paper No. 51, 1991.



Struktur der Proteine

Primarstruktur: Reihenfolge der Aminosauren (AS) in einem Protein (= AS-Sequenz)
B.: ...-Gly-Leu-Tyr-Ala-Pro-His-...
= - Jedes Protein hat eine durch die DNA eindeutig festgelegte AS-Sequenz

= Bereits geringfiigige Abweichungen kénnen zum Verlust d. biolog. Aktivitat fiihren

= Kombinationen der 20 AS < Nahezu unbegrenzt hohe Anzahl méglicher Proteine!

= Physikal-chem. Kréafte zwischen den Kettengliedern bedingen raumliche Anordnung der
AS-Kette (Konformation):

s
ALY
= H*-Briickenbindung ,C=0' H_N\
= Kovalente Bindung (Disulfid-Briicken) _ _
= lonen-Bindung P—85—-5— oo
* hydrophobe Wechselwirkungen o
Il ’
G- e +":N\ lonsailining
= Sekundarstruktur:
o Raumanordnung eines Proteins: e Chaphobse vch g v
= a-Helix oder Gruppan in wissigom Milleu

= R-Faltblattstruktur
= durch Ausbildung von H-Briickenbindungen zw. Peptidbindungen (R-C=0...H-N-R")

Peptid — Protein - Struktur
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L Struktur
Primar-
Struktur
l = Quarternar-Struktur

v =  Sekundar-

Struktur i?‘;&m 1Y o ,dm.
4 [ A i %J‘;
) Rt - ﬁﬁf;_r .
& H;;% 58,
B :‘j;: tx‘-‘ “J
= Z.B. Light harvesting complex, LHC: SR [T %@*

L. \ )

b Vg 40
e

= Chlorophyll a (griin), Chlorophyll b (cyan) Carotinoide (gelb), Proteingeriist (grau



Lage der Proteine

Periphere Membran-Proteine
A

Lipid
Doppel-
schicht

CYTOSOL

COOH

(3) Lipid-gebundene

(1,2) Integrale Proteine

Membran-Proteine (5,6) Protein-gebundene
Proteine

Funktionelle Eigenschaften der Proteine

= Faserproteine
o V.a. Strukturelle Aufgaben: Proteine tragen also bei zu:
o wiederholte Strukturelemente

o Z. B.: Kollagen (a-Helix),
A
JYN Y

= Hydratation

Loslichkeit

o Seidenfibrin (B-Falt‘;_)latt) * Viskositat
H

S gane .
_~L-R G-R LR = Gelbildung
o= IN-H-D=C

= Texturierung

= - Teig-Stabilitat
(v.a. Glutene)

= - Schaumung
| |

= - Aroma-Bindung (z.B. Butylamin)
= - Emulgation (z.B. Ol - H,0)

= > Wechselwirkung mit
o Biol. wirksame Proteine anderen Lebensmittel-
o Komplexe Tertidrstrukturen Bestandteilen

o mehrere Arten v Sekundarstrukturen
innerhalb derselben Polypeptidkette



Aminosauren

= Hydratation

= Loslichkeit

= Viskositat

» Gelbildung

= Texturierung
Polare,
ungeladene

Seitengruppe:

Seitengruppen:
polar
unpolar
geladen
ungeladen
basisch
sauer

COOH
HaN—C—H

H

Glycin

COOH

|
HZN—(‘I—H

CH,

b

1

Methionin

COOH

S

é:j
Serin

COOH

-

basische Seitenkette

cooH

HyN—C—H

COOH | HaN—C—n
HZN—?—H \CHZ (‘DHZ
HyN—C—H CH Ly cH
(é\cu3 c/ﬁ»\\CH CHy oHy
? = CHy
Alanin Valin Leucin Isoleucin
unpolare Seitengruppe
?00" coon
Hz"*?*" HaN—C—H TOOH
CHy HN/CH\CHZ
W
Phenylalanin  Tryptophan Prolin
COOH GOOH coom Tmn foou
HoN—C—H HaN—C—H e I“ " ool - E.“ "
3 Chg =
o - fe
3 i |y
Threonin Cystein Tyrosin  Asparagin  Glutamin

polare.’'unaeladene Séitenaruppe

coon CooH
| COOH
Hz"f‘cfﬂ Hz"*‘f*” COOH |

ehy L | HZN—I‘Z—H
l‘“ ‘2 &Hz HZN*TiH ik
o i
v e
C. IS Asparagin Glutamin
Arginin Histidin - siure

saure Seitenkette

‘Zentrales Dogma’” der Molekularen Biologie

Reverse Transeription
transeription
RNA v /—\

Replication
I
Translation

1
Y

Protein



Der genetische Code - Wobble

Po::isotﬁ \\ U C A G T~

UUA Leu JUCA Ser |UAA Stop |UGA Stop
UUG Leu JUCG Ser JUAG Stop JUGG Trp
CUU Leu |CCU Pro |CAU His |CGU Arg
CUC Leu |CCC Pro |CAC His |CGC Arg
CUA Leu |CCA Pro |CAA GIn |CGA Arg
CUG Leu |CCG Pro |CAG GIn |CGG Arg
AUU lle ACU Thr |AAU Asn [AGU Ser |
AUC lle ACC Thr |AAC Asn |AGC Ser
AUA lle ACA Thr |AAA Lys |AGA Arg
AUG Met JACG Thr |AAG Lys JAGG Arg
GUU Val |GCU Ala |GAU Asp |GGU Gly
GUC Val |GCC Ala |GAC Asp |GGC Gly
GUA Val |GCA Ala |GAA Glu |GGA Gly
GUG Val |GCG Ala |GAG Glu |GGG Gly

G > O C

UUU Phe |UCU Ser |UAU Tyr |UGU Cys Zweite
uuc Phe Jucc ser [uac Tyr |ugc cys | Position

3- (Wobble) Position

ProteinBiosynthese: einfacher Uberblick

UGG

I | An
GGGACC RKR Guwy
codon

7 /Inlrnn:
7 g GroBe unad
DNA = { kleine
- | i ribosomale
primare =" 3 o= ——— lﬁlntterein
” N Ty eiten
LUl By S, = Q Ve
mRNA e » .
mRNA _mlnnsaur{gg
Peptide —
(s s —tRNA
thr Lys
e
licodon

5'

Ribosom



tRNAs: spezifische Trager der Aminosauren

= Aminoacyl-tRNA Synthetasen transportieren die spezifischen
Aminoséauren an die tRNA-Molekile heran.

ATP
3’ Amino +
’ saure

o= S,

Aminoacyl-tRNA

Synthetase
tRNA Amino-acylierte tRNA
z.B. tRNAPhe z.B. Phe-tRNAPhe
Peptidbindung
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Molekulare Geometrie organischer Verbindungen

= Die molekulare Geometrie kann durch drei Angaben beschrieben

werden: 1 H
— Bindungslange (1) < »
- Bindungswinkel (o) H ! t H H H
— “Diederwinkel” Theta (0) \(:: (::; 9
Hey \ H H
n’ S H H

Verdrillung

(phi)
G. N. Ramachandran and V. Sasiskharan (1968) Adv. Protein Chem. 23, 283-437

= Fiir jede Aminoséaure sind nur zwei Diederwinkel (phi und psi) frei rotierbar.
= Die Peptidbindung O=C-N-H ist fast immer planar (gemeinsame Ebene).

= Daher kann man die Positionen jeder AS in dem sog. Ramachandran-Plot fiir die beiden
Winkel phi und psi eintragen...

Sasisekharan-Ramakrisnan-Ramachandran-Diagramm

Kolla Linksgéangige
Helix o —Helix
- kommt nicht vor)

180
Paralleles —_ A \
B-Faltblatt

0
Rechtsgingige —i: |
o — Helix
-psi
480 N\ —
-180 - phi o] + phi 180

=  Aus sterischen Griinden sind nur bestimmte Winkelkombinationen
erlaubt, die im Ramachandran-Plot zu erkennen sind.

= Die Struktur einer Polypeptidkette kann durch die Winkel phi (¢p)
= und psi (p) beschrieben werden.



Ausstattung

Letzte Version der zellularen genetischen Mechanismen

DNA ersetzte RNA und wurde zum Haupttrager der genetischen Information

Die Rolle der RNA wurde v.a. die Protein-Biosynthese —
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In organello Translation

Variabilitat zw. Mitochondrien

. a®e | a | B |a#+HP
19 Aminosauren -
- = -
-9
= -
= &
- —
- -
s -8

il
Am Beispiel
der Kulturkartoffel:

PAGE nach in-organello-
Translation

Kern-Cytoplasma-Kompatibitat
= 1.: Pflanze gleicher Art: Auseinander-Entwicklung im Laufe der Entwicklungsgeschichte

im ,A-Tal =im ,B-Tal*
= 2.: Kreuzung der Pflanzen: 1
JA-Tal" X ,B-Tal"
. > CMS
" - Chlorosen
= - Verzwergung
. v -> Sensitivitat fiir Pilztoxine

In Chloroplasten-
u. Mitochondrien
codierte Proteine

- Energiehaushalt generell



Regulation von Transkription und Translation
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Deleterions effects of constitutive iransgene expression
can occur if gene products are harm| o the transformed
plant. Constrainis such as growth inhibition and male ste-
v have heen observed in plastid transformants conlain-
ing the phb operon encoding the genes required for the

regulate transeription of the pid speron in plastids. This sys-
tem consists of @ nuclear-located, ethanol-i ible TTRNA

polymerase { TTRNAP) which is targeted 1o plastids harbor-
ing the pith operon under control of T7 regulatory elements.
Following freatment with 5% ethanol, moderate induction
of PHE synthesis was found. PHE amounts reached
1383 ppm in dry weight, and an overall background activ-
ity of 171 ppm was measured in uninduced tissues. On the
transcriptional level, TTRNAP induoction was proven and
we found that the phl operon is transcribed into at least
two mRNAS Withow ethanal induction, development of
Mowers and fertile seeds was possible, Thus, the main prob-
lem of ory Iransgene expression was solved, Our
results show that this inducible trans-activation system
could serve as an alternative to constitutive expression of
transgenes in the plastome,

an Eibl 4, Stefan Miihlbaver * and

+ Ethanol
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GUS Synthese

Produktion neuer Proteine in Chloroplasten
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Abstract Certain types of human papillomaviruses
(HPV) are causatively associated with cervical carci-
noma, the second most common cancer in women
worldwide. Due to limitations in the availability of
currently used virus-like particle (VLP)-based vac-
cines against HPV to women of developing countries,
where most cases of cervical cancer occur, the
development of a cost-effective second-generation
vaccine is a necessity. Capsomeres have recently been
d d to be highly i genic and to have a
number of advantages as a potential cost-effective
alternative to VLP-based HPV vaccines. We have
expressed a mutated HPV-16 L1 (L1_2xCysM) gene
that retained the ability to assemble L1 protein to
capsomeres in tobacco chloroplasts. The recombinant
protein yielded up to 1.5% of total soluble protein. The
assembly of capsomeres was examined and verified by

= Z.B. Impfstoffe:

cesium chloride density gradient centrifugation and
sucrose sedimentation analysis. An antigen capture
enzyme-linked immunosorbent assay confirmed the
formation of capsomeres by using a conformation-
specific monoclonal antibody which recognized the
conformational epitopes. Transplastomic tobacco
plants exhibited normal growth and morphology, but
all such lines showed male sterility in the To, T, and T,
generations. Taken together, these results indicate the
possibility of producing a low-cost capsomere-based
vaccine by plastids.

Keywords HPV-16 - L1_2xCysM gene -
Capsomeres - Plastids - ELISA - Male sterility
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