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Vorbemerkungen zur deutschsprachigen
Ausgabe

Vor geraumer Zeit hat sich der Verlag entschlossen, das in den
USA und in anderen englischsprachigen Lindern weit ver-
breitete und bei Studenten und Lehrern geschitzte Lehrbuch
von

Lehninger : Short Course in Biochemistry

in Deutsch herauszubringen.

Obwohl im Short Course hauptsichlich Basiswissen behan-
delt wird, waren einige der Aussagen und Formulierungen, be-
dingt durch die schnelle Entwicklung der biochemischen For-
schung, nicht mehr vertretbar. Wichtige Themenkreise, z. B.
aus der Molekularbiologie und Genetik, fehlten. Durch Uber-
arbeitung von Teilen des Short Course und Hinzufiigen einiger
Kapitel (in gekiirzter Fassung) aus
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Einleitung

Die molekulare Logik in lebenden
Organismen

Lebende Organismen bestehen aus ,leblosen™ Molekiilen.
Diese Molekiile gehorchen jedoch — einmal aus dem Organis-
mus herausgelost und einzeln betrachtet — durchaus allen phy-
sikalischen und chemischen Gesetzen, die fiir die nichtbelebte
Natur erkannt wurden. Dennoch besitzen lebende Organis-
men aullergewohnliche Merkmale, die bei der unbelebten Na-
tur nicht vorhanden sind. Die Analyse einiger dieser speziellen
Merkmale versetzt uns in die Lage, bei dem Studium der Bio-
chemie leichter zu erkennen, was das eigentliche Anliegen die-
ses Forschungsgebietes darstellt.

Die Besonderheiten, an denen die lebende
Materie erkannt werden kann

Die wohl auffallendsten Merkmale der lebenden Materie zei-
gensich daran, daB es sich um duBerst komplizierte und hoch
organisierte Systeme handelt. In diesen Systemen existieren
komplizierte innere Strukturen, die aus vielen Arten komple-
xer Molekiile aufgebaut sind. Dariiber hinaus kommen diese
Systeme in einer enormen Zahl verschiedener Spezies vor. Die
unbelebte Materie unserer Umwelt — wie sie beispielsweise in
der Form von Erde, Wasser oder Gesteinen zu finden ist — be-
steht demgegeniiber gewohnlich aus regellosen Mischungen
einfacher chemischer Verbindungen mit vergleichsweise ge-
ringer struktureller Organisation.

Esist aufféllig, da3 jeder Bestandteil eines lebenden Organis-
mus offenbar einen bestimmten Zweck zu erfillen hat oder
eine bestimmte Funktion ausiibt. Dies gilt nicht nur fiir zellu-
lare Strukturen, wie zum Beispiel den Zellkern oder die Zell-
membran, sondern auch fiir individuelle chemische Verbin-
dungen innerhalb der Zelle, wie zum Beispiel Lipide, Proteine
oder Nucleinsduren, Darum ist.es bei der Analyse eines leben-
den Organismus auch durchaus legitim, sich zu fragen, welche



2 Einleitung

Funktion ein bestimmtes Molekiil ausiibt. Im Gegensatz dazu
ist es weitgehend bedeutungslos, derartigen Fragestellungen
im Zusammenhang mit Molekiilen der unbelebten Materie
nachzugehen.

Des weiteren mul3 die Fahigkeit lebender Organismen er-
wahnt werden, aus ihrer Umgebung Energie aufzunehmen und
fiir ihre Zwecke umzuformen. Diese Energie wird zusammen
mit einfachen Rohmaterialien dazu benutzt, die eigene kom-
plexe Struktur der Lebewesen aufzubauen und zu erhalten.
Lebewesen kénnen dariiber hinaus andere Formen sinnvoller
Arbeit verrichten, zum Beispiel mechanische Arbeit zur Fort-
bewegung. Unbelebte Materie hingegen besitzt nicht diese
Fahigkeit, von auBen zugefiihrte Energie — z. B. Wirme oder
Licht — zur Erhaltung ihrer eigenen strukturellen Organisation
zu nutzen. Vielmehr geht sie bei der Energicaufnahme in der
Regel in weniger geordnete Zusténde {iber.

Die hervorstechendste Eigenschaft lebender Organismen ist
jedoch ihre Fahigkeit, sich aus sich selbst heraus in sehr prizi-
ser Weise zu reproduzieren. Diese Fihigkeit kann als die
eigentliche Quintessenz des Lebens angesehen werden. Keine
der uns bekannten Formen der unbelebten Natur zeigt die
Fihigkeit, sich zu Strukturen zu reproduzieren, die dem Aus-
gangsmaterial in Masse, Form und innerem Aufbau gleichen —
und das tiber ,,Generationen und Generationen®.

Biochemie und der Zustand des ,,Lebens”

Es stellt sich nun die Frage: Wenn lebende Organismen aus
Molekiilen zusammengesetzt sind, die ihrem Wesen nach un-
belebt sind, warum unterscheidet sich dann ein Lebewesen so
wesentlich von unbelebter Materie, die ebenfalls aus unbeleb-
ten Molekiilen besteht? Warum scheint ein lebender Organis-
mus mehr zu sein als die Summe seiner unbelebten Teile?
Mittelalterliche Philosophen hitten geantwortet, daf3 der
lebende Organismus mit einer mysteriésen und gottlichen
Lebenskraft ausgeriistet sei. Diese Doktrin — Vitalismus ge-
nannt — wird jedoch von der modernen Wissenschaft abge-
lehnt. Die grundlegende Aufgabe der Biochemie ist es heute
aufzukliren, wie die vielen unbelebten Molekiile, die einen
lebenden Organismus bilden, miteinander in Wechselwirkung
treten, um den Zustand des Lebens zu erhalten und auf Dauer
Zu garantieren.

Es wurde bereits erwihnt, daf3 die Molekiile, die einen leben-
den Organismus ausmachen, den uns geldufigen Gesetzen der
Chemie gehorchen. Zusitzlich jedoch reagieren diese Mole-



kiile miteinander nach weiteren Gesetzen, die wir — etwas
pauschal — als molekulare Logik im lebenden Zustand bezeich-
nen wollen. Diese Prinzipien beruhen nicht notwendigerweise
aufbisher unentdeckten physikalischen Gesetzen oder Kriften.
Man sollte sie eher als eine besondere Art von ,,Grundregein®
auffassen, an die sich die spezifischen Molekiilarten eines leben-
den Organismus — die wir ,,Biomolekiile“ nennen wollen —
ihrer Natur nach, in ihrer Funktion und bei ihren Wechselwir-
kungen halten.

Im folgenden soll versucht werden, einige der wichtigen
Axiome der molekularen Logik im lebendigen Zustand zu er-
kennen.

Biomolekdule

Die meisten chemischen Komponenten lebender Organismen
sind organische Verbindungen, in denen der Kohlenstoff in
relativ reduzierter oder hydrogenierter Form vorliegt. Viele
organische Biomolekiile enthalten aulerdem StickstofT.

Die in der lebenden Materie vorkommenden organischen
Verbindungen treten in auflergewOhnlicher Vielfalt auf. Die
meisten dieser organischen Substanzen sind zudem ungewohn-
lich komplex. Die einfachste und kleinste Zelle - ein Bakterium
—enthélt bereits eine sehr groBe Zahl verschiedener organischer
Molekiile. Man hat berechnet, daB in dem Bakterium Escheri-
chia coli etwa 5000 verschiedene organische Verbindungen ent-
halten sind, davon etwa 3000 verschiedene Arten von Proteinen
und 1000 verschiedene Arten von Nucleinsiuren. Es kommt
hinzu, daB} Proteine und Nucleinsduren sehr groBle Molekiile
~ auch Makromolekiile genannt — darstellen und daB zur Zeit
die Strukturen von nur wenigen dieser Verbindungen bekannt
sind. Im menschlichen Organismus mégen bis zu 5 Millionen
verschiedene Arten von Proteinen vorkommen. Keines der
Proteine, die in E. coli identifiziert wurden, ist mit irgend-
einem der Proteine identisch, die beim Menschen gefunden
werden, obgleich einige in sehr dhnlicher Weise funktionieren.
Man muB heute wohl annehmen, daB} jede Spezies die fiir sie
charakteristische Ausstattung an Proteinmolekiilen und Nuc-
leinsduremolekiilen besitzt. Da es wahrscheinlich iiber
1200000 verschiedene Spezies lebender Organismen gibt — in
ihrer Komplexitit so verschieden wie E. coli und der mensch-
liche Organismus — kann man ausrechnen, daB alle lebenden
Spezies zusammen zwischen 101° und 102 verschiedene Arten
von Proteinmolekiilen enthalten und etwa 10° verschiedene
Arten von Nucleinsduren.

Einleitung
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4 Einleitung

Unter diesem Gesichtspunkt miiite der Versuch von Bio-
chemikern, all diese verschiedenen in lebenden Organismen
vorkommenden organischen Molekiile zu isolieren, identifi-
zieren und synthetisieren, als ein hoffnungsloses Unterfan-
gen betrachtet werden. Paradoxerweise kann jedoch die unge-
heure Verschiedenartigkeit der organischen Molekiile in le-
benden Organismen auf ein schon beinahe absurd anmuten-
des einfaches Prinzip reduziert werden: Alle in den Zellen ent-
haltenen Makromolekiile sind aus einfachen und kleinen Bau-
steinmolekiilen zu langen Ketten zusammengefiigt. Die Pro-
teine bestehen zum Beispiel aus Ketten von 100 oder mehr ko-
valent miteinander verbundenen Aminosduremolekiilen — ein-
fachen Verbindungen bekannter Struktur. Von diesen Amino-
sauren werden in Proteinen nur etwa 20 verschiedene Varia-
blen gefunden. Diese sind jedoch in sehr unterschiedlicher
Reihenfolge (Sequenz) aneinandergereiht, um die vielen ver-
schiedenen Arten von Proteinen zu bilden. Auch die bereits
erwahnten etwa 3000 Proteine, die in einer E. coli-Zelle vor-
kommen, bestehen alle nur aus diesen 20 kleinen Grundbau-
steinen.

In Ubereinstimmung mit diesem Prinzip sind auch die lan-
gen Nucleinsdure-Fadenmolekiile — von denen beispielsweise
in einer E. coli-Zelle mehr als 1000 vorkommen - aus nur vier
verschiedenen Bausteinen (den Nucleotiden) aufgebaut. Es ist
wichtig, darauf hinzuweisen, daf} die 20 verschiedenen Amino-
sduren, aus denen Proteine aufgebaut sind, und die vier ver-
schiedenen Nucleotide, aus denen Nucleinsduren bestehen, in
allen lebenden Spezies identisch sind. Dies kénnte als Hinweis
dafiir gewertet werden, dafl alle lebenden Organismen auf
einen gemeinsamen Ursprung zuriickgefiithrt werden kénnen.
Den Bausteinmolekiilen, aus denen alle Makromolekiile auf-
gebaut sind, kommt noch eine weitere interessante Eigenschaft
zu: Jedem dieser Molekiile ist in der lebenden Zelle mehr als
eine Funktion zugeordnet. So dienen die Aminosiduren der
Zelle nicht nur als Bausteine bei dem Aufbau von Proteinen,
sondern sie stellen auch die Vorstufen zur Synthese von Hor-
monen, Alkaloiden, Porphyrinen, Farbstoffen und vielen ande-
ren Biomolekiilen dar. In dhnlicher Weise dienen die Mono-
nucleotide nicht nur als Bausteine beim Aufbau von Nuclein-
sduren, sondern sie haben auch Funktionen als Coenzyme und
als energieiibertragende Molekiile. Soweit wir es heute iiber-
sehen konnen, enthilt ein lebender Organismus normalerweise
keine funktionslosen Verbindungen, obgleich zugegeben wer-
den muB, dal es Biomolekiile gibt, deren Funktion wir zur
Zeit noch nicht vollstindig verstehen.

Wir kdnnen jetzt versuchen, einige Axiome der molekularen



Logik im lebenden Zustand zu formulieren: Grundsdtzlich ist
die molekulare Organisation einer Zelle von erstaunlicher Ein-
Jachheit. Alle lebenden Organismen scheinen einen gemeinsamen
Yorfahren® zu besitzen. Die Eigenheit jeder Spezies von Orga-
nismen bleibt durch die Tatsache erhalten, dafl sie eine charak-
teristische Ausstattung an Nucleinsduren und Proteinen besitzt.
Dariiber hinaus wird die molekulare Okonomie der Zelle von kla-
ren Prinzipien beherrscht. Lebende Zellen scheinen nur Mole-
kile zu enthalten, die so einfach wie moglich aufgebaut sind
und die in der geringst moglichen Zahl verschiedener Typen
vorkommen. Die Variabilitiat derartiger Bausteine scheint auf
das notwendige Minimum beschriankt zu sein, gerade ausrei-
chend, um diesen Molekiilen unter den gegebenen Umweltbe-
dingungen die Attribute des ,, Lebens* und der Speziesidentitét
zuordnen zu kdnnen.

Energietransformationen in lebenden Zellen

Lebende Organismen stellen gegeniiber den Gesetzen der
Thermodynamik keine Ausnahme dar. Fiir den ausgeprigten
Grad der bestehenden molekularen Ordnung in ihnen muB,
da diese nicht spontan aus ,,Unordnung” entstehen kann, in
irgendeiner Weise bezahlt werden. Lebende Organismen ent-
nehmen ihrer Umgebung Energie in bestimmter Form, die fiir
sie unter den speziellen Lebensbedingungen (z.B. Tempera-
tur und Druck) verwertbar ist. Die Organismen fithren an-
dererseits an ihre Umgebung eine dquivalente Menge Energie
in einer Form ab, die fiir die Erhaltung des Lebens weniger
nutzbringend ist. Die verwertbare Energie, die Zellen aufneh-
men, ist die freie Energie (free energy). Man bezeichnet damit
den Energieanteil, der bei dem Stoffumsatz unter konstantem
Druck und konstanter Temperatur als nutzbringende Arbeit
auftritt. Die anderen Energieanteile, die von den Zellen an
ihre Umgebung wieder abgegeben werden, sind weniger niitz-
lich. Es ist groBtenteils Warme, die sich schnell in der Umge-
bung verteilt und das AusmaB an ,,Unordnung* oder Entropie
erhoht.

Hier haben wir ein weiteres Axiom der molekularen Logik
im lebenden Zustand erkannt: Lebende Organismen stellen den
fiir sie spezifischen Grad an Ordnung her, und sie erhalten ihn
auf Kosten ihrer Umwelt, der sie dadurch ein erhohtes Mafi an
»Unordnung* aufzwingen.

Die energietransformierende Maschinerie lebender Zellen
ist vollstindig aus relativ fragilen und wenig bestindigen orga-
nischen Molekiilen aufgebaut, die keineswegs in der Lage sind,

Einleitung
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6 Einleitung

hohe Temperaturen, starke elektrische Stréme oder extreme
saure oder basische Umweltbedingungen auszuhalten. Die
lebende Zelle ist dariiber hinaus ein vollkommen isothermes
System, d.h. zu jedem gegebenen Zeitpunkt haben alle Teile
der Zelle genau die gleiche Temperatur. Dariiber hinaus sind
signifikante Druckunterschiede in verschiedenen Teilen einer
Zelle nicht nachweisbar. Aus diesem Grunde sind Zellen nicht
in der Lage, Wiarme als Energiequelle zu benutzen. Wirme
kann namlich bei konstantem Druck nur dann Arbeit verrich-
ten, wenn sie von einem hohen Temperaturniveau auf ein
niedrigeres iibertritt. Aus diesem Grunde kénnen lebende Zel-
len nicht mit Dampfmaschinen oder Stromaggregaten ver-
glichen werden — d. h. mit den Apparaten, die uns als Energie-
lieferanten besonders vertraut sind. Statt dessen gilt —und dies
ist ein weiteres wichtiges Axiom in der molekularen Logik des
lebenden Zustandes: Lebende Zellen sind ,,chemische Maschine-
rien“, die bei konstanter Temperatur (isotherm) arbeiten. Zellen
beziehen ihre chemische Energie aus ihren organischen Nihr-
stoffen oder aber vom Sonnenlicht. Diese chemische Energie
benutzen sie dann, um weitere chemische Arbeit zur Biosyn-
these von Zellbestandteilen zu leisten, oder osmotische Arbeit
(um Materialien in die Zelle hineinzutransportieren) oder aber
mechanische Arbeit der Kontraktion und der Bewegung.

Enzyme und die Katalyse chemischer
Reaktionen in lebenden Zellen

Zellen kénnen deshalb als ,,chemische Maschinen® funktionie-
ren, weil sie Enzyme besitzen, das heif3t, Katalysatoren, die
fahig sind, die Reaktionsgeschwindigkeit spezifischer chemi-
scher Reaktionen stark zu beschleunigen. Diese Enzyme sind
hochspezialisierte Proteinmolekiile, die in den Zellen aus den
einfachen Aminosduren aufgebaut werden. Jeder Typ eines
Enzyms kann nur eine spezifische Art von chemischer Reaktion
katalysieren. Bis heute sind weit mehr als tausend verschiedene
Enzyme nachgewiesen worden. In ihrer Spezifitit, ihrer kata-
lytischen Effizienz und besonders in der Fahigkeit, unter Be-
dingungen von geméBigter Temperatur und Wasserstoffionen-
konzentration zu funktionieren, iibertreffen Enzyme bei wei-
tem alle Katalysatoren, die vom Menschen hergestellt wurden.
Derartige Enzyme konnen in Millisekunden Reaktionsfolgen
katalysieren, die in einem chemischen Laboratorium eine
Arbeitszeit von Tagen, Wochen oder gar Monaten beanspru-
chen wiirden. Enzymkatalysierte Reaktionen laufen mit hun-



dertprozentiger Ausbeute ab, und es entstehen keine Neben-
produkte.

Im Gegensatz dazu entstehen bei organisch-chemischen
Reaktionen im Laboratorium mit kiinstlichen Katalysatoren
fast immer ein oder mehrere Nebenprodukte. Enzyme konnen
eine gegebene Substanz in einen ganz bestimmten Reaktions-
weg einschleusen, ohne daB dabei gleichzeitig andere an dem
Molekiil prinzipiell mogliche Reaktionen stattfinden. Auf diese
Weise kann der lebende Organismus gleichzeitig viele ver-
schiedene chemische Reaktionen durchfithren, ohne in einem
Sumpf von nutzlosen Nebenprodukten stecken zu bleiben.
Die Hunderte von enzymkatalysierten chemischen Reaktio-
nen sind zu vielen Sequenzen aufeinanderfolgender Reaktio-
nen verbunden. Solche Sequenzen — die aus nur 2 oder in ande-
ren Fillen sogar aus mehr als 20 Reaktionsschritten bestehen
konnen — bilden ihrerseits wiederum netzartige konvergieren-
de oder divergierende Muster. Aus dieser Anordnung ergeben
sich mehrere wichtige biologische Konsequenzen: Eine z. B.
ist, daB3 ein solches System aufeinanderfolgender Reaktionen
es dem Organismus mdglich macht, Substanzen durch diese
,,Kanalsysteme* auf spezifischen Wegen hindurchzuschleusen.
Eine andere Konsequenz ist, daB3 durch diese Anordnung die
Ubertragung chemischer Energie von einem Biomolekiil auf
ein anderes méglich wird.

Der Energiecyclus in Zellen

Lebende Organismen gewinnen und verwerten Energie haupt-
sachlich mit Hilfe eines spezifischen Molekiils — ndmlich dem
Adenosintriphosphat oder ATP. Diese Verbindung hat die
Funktion des wesentlichen Tragers chemischer Energie in den
Zellen aller Lebewesen. Bei der Ubertragung seiner Energie
auf andere Molekiile wird die terminale Phosphatgruppe des
ATP abgespalten, und es entsteht Adenosindiphosphat oder
ADP. Das Diphosphat kann andererseits chemische Energie
aufnehmen, indem es durch Anlagerung einer Phosphat-
gruppe wieder in das ATP iberfithrt wird. Dieser Prozel
kann in Zellen, die zur Photosynthese befihigt sind, durch
Sonnenenergie in Gang kommen; in tierischen Zellen wird
chemische Energie benotigt und umgesetzt. Das ATP-System
ist das Bindeglied zwischen zwei grofien Systemen enzymkata-
lysierter Reaktionen: Eines dieser Systeme wandelt chemische
Energie der Umgebung in eine fiir die Zelle verwertbare Ener-
gieform um — durch Phosphorylierung des energiearmen ADP
zu dem energiereichen ATP. Das andere System verbraucht

Einleitung
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die ATP-Energie fiir Biosynthesen von Zellkomponenten aus
einfachen Vorstufen (Priacursoren) bei gleichzeitiger Umwand-
lung von ATP in ADP. Diese komplexen enzymatischen Reak-
tionen sind in allen lebenden Organismen weitgehend iden-
tisch — dhnlich wie es bereits fiir die Bausteinmolekiile ausge-
fihrt wurde.

Wachsende Zellen konnen gleichzeitig Tausende verschie-
dener Arten von Protein- und Nucleinsduremolekiilen syn-
thetisieren, und zwar in genau den Proportionen, die notwen-
dig sind, um lebendes, funktionsfihiges Protoplasma zu bilden.
Die enzymkatalysierten Reaktionen des Stoffwechsels werden
so genau reguliert, dafl nur solche Mengen der Bausteinmole-
kiile gebildet werden, die zur Herstellung einer bestimmten
Zahl von spezifischen Proteinen, Nucleinsduren, Lipiden oder
Polysacchariden notwendigsind. Lebende Zellen besitzen auch
die Fihigkeit, dic Synthese ihrer eigenen Katalysatoren zu
regulieren. So kann die Zelle die Synthese von Enzymen, die
fiir die Herstellung eines bestimmten Produkts aus seinen Vor-
stufen erforderlich sind, in dem Moment ,,abschalten®, wenn
das Produkt fertig aus der Umgebung aufgenommen werden
kann. Solche Fahigkeiten zur Anpassung und zur Selbstregu-
lation sind fiir die Erhaltung des Fliegleichgewichts (engl.:
steady state) der lebenden Zelle lebensnotwendig und fiir ihre
Leistungsfahigkeit bei der Energieumwandlung unerldBlich.
Wir konnen also ein weiteres Axiom der molekularen Logik
im lebenden Zustand definieren: Lebende Zellen sind automati-
sierte Maschinen, deren Selbststeuerungs-Mechanismen sich so
einstellen, daf} sie nach dem Prinzip der grifitmoglichen Wirt-
schaftlichkeit arbeiten.

Die ,,Selbsterneuerung” (Replikation)
lebender Organismen

Die bemerkenswerteste aller Eigenschaften der lebenden Zel-
len ist ihre Féhigkeit, sich mit fast vollkommener Genauigkeit
zu reproduzieren, und das nicht nur ein- oder zweimal — was
schon erstaunlich genug wire —, sondern iiber Hunderte und
Tausende von Generationen. Dre1 Merkmale stechen sofort
ins Auge. Erstens: Einige lebende Organismen sind so unge-
heuer komplex, daB die Menge der zu iibertragenden geneti-
schen Information in keinem Verhiltnis zur Winzigkeit ihrer
Trégerzelle zu stehen scheint — d. h. der einzelnen Samenzelle
und der einzelnen Eizelle. Wir wissen heute, dal} die gesamte
Information im Zellkern dieser Zellen zusammengefaBt ist. Sie
ist dort in der Nucleotidsequenz eines einzigen, grolen Des-



oxyribonucleinsdure-(DN A-)Molekiils enthalten, bzw. in eini-
gen wenigen solcher Molekiile, die insgesamt nicht mehr als
6 x 10~ 12 Gramm wiegen. Hier haben wir ein weiteres Axiom
der molekularen Logik im lebenden Zustand: Teile von einzel-
nen, groflen DN A-Molekiilen stellen das Substrat dar, in dem
die genetische Information niedergelegt ist.

Eine fiir die Selbsterneuerung lebender Organismen bemer-
kenswerte und charakteristische Eigenschaft ist die auBer-
ordentliche Bestandigkeit der in der DNA gespeicherten gene-
tischen Information. Sehr wenige der frithen historischen Auf-
zeichnungen des Menschen hatten eine lange Lebensdauer,
obwohl sie in Kupfer gestochen oder in Stein gehauen waren
und man sie vor dem EinfluB der Elemente geschiitzt hatte. Die
Schriftrollen des Toten Meeres und der Rosettastein zum Bei-
spiel sind nur wenige tausend Jahre alt. Aber man kann mit
Sicherheit annehmen, daB heute lebende Bakterien fast die
gleiche GroBle, Form und innere Struktur haben und daB sie
dieselben Arten von Bausteinmolekiilen und von Enzymen be-
sitzen wie jene, die vor Milliarden Jahren lebten —und das trotz
der Tatsache, daf3 Bakterien wie alle Organismen einem stin-
digen Wandel wihrend der Evolution unterliegen.

Genetische Information wird nicht auf einer Kupferplatte
oder in Stein gehauen iibermittelt, sondern in Form von Des-
oxyribonucleinsdure (DNA). Dieses organische Molekiil ist
so zerbrechlich, daB es — nach Isolation und in Lésung — in
viele Stiicke zerbricht, wenn die Losung auch nur geriihrt oder
pipettiert wird. Man kann heute mit ziemlicher Sicherheit
sagen, daB sogar in der intakten Zelle hiufig DNA-Stringe
brechen kénnen. Dort werden sie jedoch schnell und automa-
tisch wieder repariert. Die bemerkenswerte Fahigkeit lebender
Zellen, ihr genetisches Material zu bewahren, beruht auf dem
Prinzip von komplementiren Strukturen: Ein DNA-Strang
dient jeweils als Matrize fiir die enzymatische Replikation oder
Reparatur eines strukturell komplementiren DNA-Stranges.

Es gibt noch ein drittes bemerkenswertes Charakteristikum
fir die Ubertragung genetischer Information in lebenden
Organismen. Die genetische Information ist festgelegt in Form
einer linearen, eindimensionalen Sequenz aus verschiedenen
DNA-Bausteinen. Lebende Zellen sind in ihrer Struktur je-
doch dreidimensional, wie auch ihre Bestandteile oder Kom-
ponenten dreidimensional sind. Die eindimensionale Infor-
mation der DNA wird in die fiir lebende Organismen spezifi-
sche dreidimensionale Information iibersetzt, und zwar durch
die Translation der DNA-Struktur in eine Proteinstruktur.
Im Gegensatz zu DNA-Molekiilen kndueln sich Proteinmole-
kiile von selbst auf, und sie falten sich zu spezifischen drei-

Einleitung
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dimensionalen Strukturen. Die genaue geometrische Form
jedes Proteintyps wird von seiner Aminosiduresequenz be-
stimmt.

Jetzt konnen wir die verschiedenen Axiome des lebenden
Zustandes folgendermaBen zusammenfassen:

Eine lebende Zelle ist ein isothermes System von Molekiilen,
das sich selbst aufbaut, reguliert und fortpflanzt. Dieses System
tauscht mit seiner Umgebung Materie und Energie aus. Es fiihrt
viele hintereinandergeschaltete organische Reaktionen durch,
die durch zelleigene organische Katalysatoren erméglicht wer-
den. Das System arbeitet nach dem Prinzip der grofStmoglichen
Wirtschaftlichkeit im Hinblick auf seine Bestandteile und auf die
Reaktionsabliufe. Seine mit grifiter Genauigkeit erfolgende
Selbstreproduktion (Replikation) wird durch einen linearen
molekularen Code sichergestellt.

Bei der Untersuchung der molekularen Logik in lebenden
Zellen haben wir nirgendwo eine Verletzung bekannter physi-
kalischer Gesetze gefunden, noch war es notwendig, neue Ge-
setze zu definieren. Die Reaktionsabliufe in lebenden Zellen
halten sich an die gleichen Gesetze, denen auch die vom Men-
schen erfundenen Maschinen unterworfen sind. In den Zellen
laufen die chemischen Reaktionen und Prozesse jedoch mit
einer Perfektion ab, welche die Méglichkeiten unserer heuti-
gen chemischen Technik bel weitem tbertrifft.

In dieser, der Orientierung dienenden Ubersicht stellen wir
fest, daB3 die Biochemie einer Reihe von iibergeordneten Prin-
zipien unterworfen ist. Sie stellt also keine bloBe Sammlung
unzusammenhingender chemischer Fakten iiber die belebte
Materie dar. Wenn wir jetzt mit dem Studium der Biochemie
beginnen, sollten uns diese iibergeordneten Grundprinzipien
als Geriist dienen, auf dem wir aufbauen kénnen. Wir begin-
nen mit der Erlduterung der verschiedenen Arten von Biomole-
kilen (Teil I). Dann werden wir die isothermen, sich selbst re-
gulierenden, fortlaufend miteinander verbundenen enzymkata-
lysierten Reaktionen analysieren, die den Stoffwechsel erméog-
lichen, d. h. den Austausch von Materie und Energie zwischen
dem Organismus und der Umgebung. Der Stoffwechsel be-
steht aus zwei verschiedenen Stoffwechsel-,Netzen“: Das
System, das chemische Energie in Form von ATP erzeugt,
wird im Teil II dieses Buches behandelt. Im Teil III werden
wir dann das andere grofle System untersuchen, das ATP zur
chemischen Arbeit der Biosynthesen verbraucht. SchlieBlich
werden wir im Teil IV die molekularen Grundlagen der Selbst-
reproduktion (Replikation) von Zellen und die Ubertragung
der eindimensionalen Information der DNA in die dreidimen-
sionale Struktur der Proteine betrachten.



Teil |

Biomolekule

Im Teil I dieses Buches sollen die Strukturen und Eigenschaf-
ten der Hauptklassen von ,,Biomolekiilen‘ besprochen wer-
den. Der Ausdruck Biomolekiile wird im folgenden zur Be-
zeichnung der charakteristischen organischen Komponenten
lebender Zellen benutzt. Beim Studium der Biomolekiile soll-
ten wir natiirlich ihre Eigenschaften in der gleichen Weise ana-
lysieren, wie wir das bei nichtbiologischen Molekiilen tun wiir-
den, nimlich mit Hilfe der Prinzipien und der Verfahrenswei-
sen der klassischen Chemie. Aber wir miissen diese Molekiile
auch unter dem Gesichtspunkt und nach der Hypothese be-
trachten, daB Biomolekiile das Produkt einer Selektion wih-  Die farbig wiedergegebenen Elemente sind
rend der Evolution darstellen und daB sie die fiir ihre biolo-  in allen Organismen vorhanden. Die iibrigen
. . . . . sind nur fiir einige Spezies essentiell.

gische Funktion geeignetste Form von Molekiilen sind. Dar-

iiber hinaus treten sie nach den sehr spezifischen GesetzmaBig-

Tab.1-1 Die Bioelemente.

Elemente der organischen Materie

keiten, die wir die molekulare Logik im lebenden Zustand ge- C
nannt haben, miteinander in Wechselwirkung. : H

Die Zusammensetzung der lebenden Materie aus den Ele- O
menten ist sehr verschieden von der Zusammensetzung der N

Lithosphire und der Atmosphire. Nur 27 der in der Erdrinde "

vorkommenden 92 chemischen Elemente stellen essentielle ”
Komponenten des lebenden Organismus dar (Tab. 1-1). Dar- einatomige Ionen
itber hinaus ist das Verteilungsverhiltnis dieser Elemente in Na
lebenden Organismen nicht das gleiche wie in der Erdrinde. K*

Die vier Elemente, die am hiufigsten in der Trockensubstanz Mg?*”

Ca’*

lebender Organismen vorkommen und die 999, der Bestand- Cl

teile in den meisten Zellen ausmachen — nimlich Wasserstoff,
Sauerstoff, Kohlenstoff und Stickstoff —, sind in der belebten Spurenelemente
Materie in wesentlich groBerem Umfang zu finden als in der Fe
Erdrinde. Wir kénnen daher annehmen, daB Verbindungen Cu

aus diesen Elementen in einzigartiger Weise geeignet sind, die ﬁln Co
molekularen Prozesse zu vollziehen, die in ihrer Gesamtheit B As
den lebenden Zustand darstellen. Al Se
Die feste Materie lebender Zellen besteht fast ausschlieBlich \ F
aus organischen Verbindungen, d.h. Verbindungen des Ele- i"lo gr
ments Kohlenstoff vor allem mit den Elementen Wasserstoff, Si Nni

Sauerstoff.und Stickstoff. Diese vier Elemente besitzen gemein-
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same Eigenschaften: Sie gehen leicht kovalente Bindungen
iiber ein gemeinsames Elektronenpaar ein. Sie konnen sich
jedoch auch miteinander verbinden, indem sie gegenseitig ihre
duBere Elektronenschale auffiillen und so kovalente Bindun-
gen ausbilden. Drei dieser Elemente (C, N und O) kénnen sich
auBerdem ein oder zwei gemeinsame Elektronenpaare so tei-
len, daB} entweder Einzel- oder Doppelbindungen entstehen.
Diese Fihigkeit verleiht ihnen eine betrichtliche Vielfalt an
Bindungsmoglichkeiten. Besondere Bedeutung besitzt die
Eigenschaft der Kohlenstoffatome, miteinander in Wechsel-
wirkung zu treten, indem sie stabile, kovalente C—C-Bindun-
gen ausbilden. Das beruht auf der Tatsache, dal Kohlenstoff-
atome zur Ausbildung einer kompletten duBeren Achterschale
vier Elektronen entweder aufnehmen oder abgeben konnen.

Jedes Kohlenstoffatom kann mit vier anderen Kohlenstoff-
atomen kovalente Bindungen eingehen, wodurch die Bildung
einer Vielzahl verschiedener, organischer Molekiile erméglicht
wird. Ebenso leicht konnen Kohlenstoffatome mit Sauerstoff-,
Wasserstoff-, Stickstoff- und Schwefelatomen kovalente Bin-
dungen eingehen. Dadurch kann eine groBe Anzahl verschie-
denartiger funktioneller Gruppen in die Strukturen organi-
scher Molekiile eingebaut werden. Organische K ohlenstoffver-
bindungen haben aber noch ein anderes charakteristisches
Merkmal, das in der Biologie von Bedeutung ist: Durch die
tetraedrische Anordnung der gemeinsamen Elektronenpaare
(oder Bindungen) um das C-Atom kénnen die verschiedenen
Arten organischer Molekiile unterschiedliche dreidimensio-
nale Strukturen besitzen. Kein anderes chemisches Element ist
in der Lage, stabile Molekiile von so unterschiedlicher GroBe
und Form zu bilden — und mit einer solchen Vielfalt an funk-
tionellen Gruppen.

In Tabelle 1-2 ist die grobe molekulare Zusammensetzung
des Bakteriums Escherichia coli wiedergegeben. Wie man sieht,
ist Wasser die am hiufigsten vorkommende Einzelverbindung
in der E. coli-Zelle —, und das ist in allen Zellarten und Orga-
nismen der Fall. Ebenso bemerkenswert ist, daB} der Anteil an
anorganischen Elementen in der gesamten Zelle nur klein ist.
Mengenmifig besteht die organische Zellsubstanz fast aus-
schlieBlich aus vier Hauptklassen von Verbindungen: aus Pro-
teinen, Nucleinsiduren, Kohlenhydraten und Lipiden. Proteine
(Griech.: proteios = das Erste) sind diejenigen organischen
Molekiile, die am reichlichsten in E. coli-Zellen vorhanden sind
—d.h., etwa die Halfte des gesamten organischen Materials be-
steht aus Proteinen.

Die vier Hauptklassen der Biomolekiile haben in allen Zell-
arten identische Funktionen. Die Nucleinsduren besitzen iiber-

Tab.I-2 Molekulare Komponenten einer

E.coli-Zelle

Komponente Anteil
an der
Gesamt-
masse (%)
Wasser 70
Proteine 15
Nucleinsiduren
DNA 1
RNA 6
Kohlenhydrate 3
Lipide 2

andere Struktur-
bestandteile und
Intermedidrprodukte
anorganische Ionen |

N

Anzahl
Jeder
Kom-
ponente

1
~ 3000

1
> 3000
~ 50
~ 20

~ 500
20




all die Aufgabe, genetische Information zu speichern und wei-
terzugeben. Die Proteine sind die direkten Produkte und auch
die Repressoren der Genexpression. Die genetische Informa-
tion wird in sie eingebaut. Die meisten Proteine besitzen eine
spezifische katalytische Aktivitiat, und sie fungieren als En-
zyme. Andere Proteine dienen als Strukturelemente. Dariiber
hinaus kommen diesen vielseitigsten aller Biomolekiile noch
viele andere biologische Funktionen zu. Die Polysaccharide
haben zwei hauptsichliche Aufgaben zu erfiillen: einige — unter
anderen z B. Stirke, — stellen Speicherformen der energielie-
fernden ,,Brennstoffe” fiir die Zelle dar; andere - darunter zum
Beispiel Zellulose — dienen als extrazelluldre Strukturelemente.
Auch den Lipiden kommen zwei Hauptaufgaben zu: sie sind
die wesentlichen Strukturkomponenten fiir Membranen und
bilden Speicherformen fiir energiereichen ,,Brennstoff.

Wie in der Einleitung ausgefiihrt wurde, baut sich die unge-
heuer groBe Zahl von verschiedenen Proteinen und Nuclein-
sduren in der lebenden Materie aus einer kleinen Anzahl ver-
schiedener Bausteinmolekiile auf. Diese Bausteinmolekiile
sind in allen Arten lebender Organismen identisch. Alle Pro-
teine werden aus nur 20 verschiedenen Aminosauren und alle
Nucleinsduren aus wenigen stickstoffhaltigen Basen, zwei Zuk-
kern und Phosphorsiure gebildet. Man hat berechnet, daf tat-
sdchlich mehr als 90 %, des gesamten organischen Zellmaterials
—das aus vielen tausend verschiedenen Verbindungen besteht —
aus nur 40 einfachen, kleinen, organischen Molekiilen auf-
gebaut ist. So braucht man nur die Strukturen und Eigen-
schaften einer relativ kleinen Anzahl verschiedener Verbin-
dungen zu kennen, um die iibergeordneten Grundprinzipien
der Biochemie zu verstehen.

Aus verschiedenen Hinweisen kann man schlieBen, daB die
ersten lebenden Zellen vor etwa 4 Milliarden Jahren entstan-
den sind. Sie wurden gebildet, als die ersten Urbiomolekiile
zusammengefiigt wurden. Diese Urbiomolekiile wurden wahr-
scheinlich aus den Gasen Ammoniak, Methan und Wasser-
dampf unter der Einwirkung von Energie (Warme, ultravio-
lettes Licht, Blitzentladungen, Erdbeben) aufgebaut. Solche
Vorginge konnen im Labor leicht simuliert werden. Aus vielen
Arten organischer Molekiile, die auf diese Weise gebildet
wurden, entstanden die ersten lebenden Zellen. Vermutlich
hatten dabei gewisse spezifische organische Molekiile den Vor-
rang, weil sie zuflligerweise besser ,,geeignet** waren als an-
dere, um den ersten solcher primitiven Zellen oder Zellpartikel
das Uberleben zu erméglichen. Man kann daher annehmen,
daB jedes heute bekannte Biomolekiil den einfachsten und fiir
seine speziclle Aufgabe in der Zelle optimal angepalBten Auf-
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bau besitzt. Es geziemt uns wohl, die einfachen Bausteinmole-
kiile mit Ehrfurcht und Bewunderung zu betrachten, denn sie
stehen in einer auBergewohnlichen und einzigartigen Bezie-
hung zueinander: sie bilden das ,,Alphabet des Lebens .



Kapitel 1

Wasser

Das Studium der Biochemie beginnt mit dem Studium des
Wassers und seiner Eigenschaften. Erstens ist Wasser die im
lebenden Organismus am haufigsten vorkommende chemische
Verbindung. Zwischen 60 und 959, der Gesamtmasse bei
Zellen, Geweben und Organismen sind Wasser. Die meisten
Gewebe enthalten etwa 75 %, Wasser. Zweitens stellt Wasser
die kontinuierliche Phase fiir lebende Organismen dar: es
durchdringt alle Anteile einer jeden Zelle und eines jeden Ge-
webes. Drittens beeinflussen die Eigenschaften des Wassers
und seiner Ionisationsprodukte (H*- und OH Ionen) die
Eigenschaften vieler wichtiger Zellkomponenten — wie zum
Beispiel Enzyme, Proteine, Nucleinsduren und Lipide — ganz
wesentlich. Wir sind geneigt, Wasser als eine ,langweilige
inerte Fliissigkeit zu betrachten. In Wirklichkeit jedoch ist es
eine hochaktive Substanz mit auBergewohnlichen Eigen-
schaften.

Physikalische Eigenschaften des Wassers

Wasser besitzt einen hoheren Schmelzpunkt und Siedepunkt
sowie eine hohere Verdampfungswirme als die meisten ande-
ren uns bekannten Fliissigkeiten (Tab. 1-1). Diese Eigenschaf-
ten weisen auf starke Anziehungskrifte hin, die zwischen be-
nachbarten Wassermolekiilen wirken und die dieser Substanz
starke innere Haftung (Kohision) verleihen. So ist z. B. die in
Tab. 1—1 angegebene Verdampfungswirme ein direktes Mal
fiir die Energie, die man der Fliissigkeit zufithren muf3, um die
Anziehungskrifte zwischen benachbarten Molekiilen zu {iber-
winden, damit diese sich voneinander 16sen und in den gas-
formigen Zustand iibergehen kénnen.

Warum nun bestehen zwischen den Wassermolekiilen solche
starken Anziehungskrifte? Die Antwort liegt in der Struktur
des Wassermolekiils. Jedes der zwei Wasserstoffatome hat ein
Elektronenpaar mit dem Sauerstoffatom gemeinsam. Die Geo-
metrie dieser Elektronenpaare in der 4uBeren Schale des Sauer-

Tab.1-1 Verdampfungswirmen (AH) eini-
ger hiufig benutzter Flissigkeiten.

Die in der Tabelle angegebenen AH-Werte
beziehen sich auf 1g Substanz bei deren
Siedetemperatur und dem Druck p =1,013
bar.

Substanz AH
Jg!
Wasser 2260
Methanol 1101
Ethanol 854
Propanol 687
Aceton 523
Benzol 394
Chloroform 247

(Zur Umrechnung in die bisher gebrduchliche
Energieeinheit cal gilt 1J = 0,239 cal))
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stoffatoms bedingt eine V-férmige Konfiguration des Mole-
kiils (Abb. 1-1). Infolge der starken elektronenanziehenden
Tendenz des Sauerstoffatoms bildet sich an der Spitze des V-
formigen Molekiils eine lokale negative Ladung aus und an
den beiden Wasserstoffatomen eine lokale positive Ladung.
Obgleich das Wassermolekiil als Ganzes elektrisch neutral
ist, d.h. keine Gesamtladung aufweist, wirkt es infolge der
unterschiedlichen Schwerpunkte der lokalisierten positiven
bzw. negativen Ladungen als ein elektrischer Dipol. Dieser ist
vor allem fiir die Anziehungskrifte zwischen den Wassermole-
kiilen verantwortlich zu machen. Eine starke elektrostatische
Anziehung tritt zwischen der 6rtlichen negativen Ladung des
Sauerstoffatoms eines Wassermolekiils und der 6rtlichen posi-
tiven Ladung am Wasserstoffatom eines benachbarten Was-
sermolekiils auf. Diese Art elektrostatischer Wechselwirkung
triagt zur Wasserstoffbindung oder Wasserstoffbriicke bei (Abb.
1-1). Da die Elektronen am Sauerstoffatom nahezu in Tetra-
ederform angeordnet sind, kann ein Wassermolekiil durch
Wasserstoffbindungen theoretisch mit vier benachbarten Was-
sermolekiilen verbunden sein. Man nimmt an, daBl es bei
Zimmertemperatur drei bis vier solcher Bindungen sind. Im
Eis aber ist jedes Wassermolekiil iiber die maximalen vier
Wasserstoffbindungen mit anderen Wassermolekiilen ver-
netzt, so daB eine regulire Gitterstruktur entsteht (Abb. 1-2).
Im Gegensatz dazu zeigen die Molekiile anderer bekannter
Fliissigkeiten — zum Beispiel Ethanol oder Benzol — nur eine
geringe Neigung, einander anzuziehen. Darum ist auch nur
verhiltnismiBig wenig Energie notwendig, um z.B. Benzol-
molekiile voneinander zu trennen.

Eigenschaften der Wasserstoffbindungen

Wasserstoffbindungen sind viel schwicher als kovalente Bin-
dungen. Messungen haben ergeben, daB die Wasserstoffbin-
dungen im fliissigen Wasser eine Bindungsenergie von nur etwa
19 kJ x mol~1! besitzen; im Vergleich zu der Bindungsenergie
von etwa 460kJ x mol~! fiir die H—O-Elektronenpaarbindung
also sehr wenig (Bindungsenergie ist die Energie, die notwen-
dig ist, um eine Bindung aufzubrechen). Trotzdem reicht diese
geringe Bindungsenergie fiir die starke Kohésion des Wassers
aus. Obgleich die meisten Molekiile im fliissigen Wasser in
jedem Augenblick Wasserstoffbindungen ausgebildet haben,
ist die Halbwertzeit (half-life) jeder einzelnen Wasserstoffbin-
dung kiirzer als eine Millionstel Sekunde. Fliissiges Wasser
besitzt daher trotz der starken Kohésion eine dufBerst geringe
Viskositiit.

8+

28°

Abb. 1-1

Die Dipolnatur des Wassermolekiils

Da die Elektronegativitit von Sauerstoff viel hoher
als die von Wasserstoff ist, besitzen die beiden
Wasserstoffatome lokale positive Partialladungen
(8% ) und das Sauerstoffatom eine lokale negative
Partialladung (6~ ). Im unteren Teil der Abbil-
dung sind zwei durch eine Wasserstoffbriicke zu-
sammengehaltene Wassermolekiile wiedergegeben.



Der englische Ausdruck ,flickering clusters” (deutsch etwa:
momentane Zusammenballungen) fiir die kurzlebigen ,,eisdhn-
lichen“ Gruppierungen von Wassermolekiilen beschreibt dies
Phianomen sehr treffend.

Wasserstoffbindungen kommen nicht nur beim Wasser vor
sondern allgemein zwischen elektronegativen Atomen — wie
zum Beispiel Sauerstoff, Stickstoff oder Fluor — und einem
elektropositiven Wasserstoffatom, das kovalent an ein anderes
elektronegatives Atom gebunden ist. Wasserstoffbriicken kon-
nen sich zwischen zwei Molekiilen, aber auch zwischen zwei
Teilen des gleichen Molekiils ausbilden. Einige Beispiele fiir
biologisch wichtige Wasserstoffbindungen sind in Abb. 1-3
zusammengestellt.

Wasserstoffbindungen zeigen die Tendenz, Molekiile in
einer bestimmten Weise auszurichten (Abb. 1-3). Sie sind also
in der Lage, zwei auf diese Weise verbundene Molekiile oder
Gruppen in einer sehr spezifischen geometrischen Anordnung
zu fixieren. Wir werden spiter sehen, dafl sich durch diese
Eigenschaft der Wasserstoffbindungen sowohl bei Protein- als
auch Nucleinsduremolekiilen sehr genau festgelegte dreidi-
mensionale Strukturen ausbilden.

Die Eigenschaften des Wassers als
Losungsmittel

Wasser ist aufgrund des Dipolcharakters seiner Molekiile ein
weit besseres Losungsmittel als die meisten iiblichen Flissig-
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Abb. 1-2

Die Struktur des Eises.

(Oben) Im Eiszustand, sind um ein zentrales Was-
sermolekiil weitere Molekiile tetraederformig
angeordnet. Sie werden durch Wasserstoffbriicken
zusammengehalten. Die Molekiile 1 und 2

sowie das zentrale Molekiil sind in der Zeichen-
ebene angeordnet, Molekiil 3 befindet sich
dariiber und Molekiil 4 darunter.

(Links) Regulire Gitterstruktur des Eises
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keiten. Die meisten kristallinen Salze 16sen sich leicht in Was-
ser, sind hingegen nahezu unléslich in unpolaren Lsungsmit-
teln wie etwa Chloroform oder Benzol. Da die Kristallgitter
eines Salzes — zum Beispiel Natriumchlorid — von sehr starken
elektrostatischen Kriften zwischen den alternierenden positi-
ven und negativen Ionen zusammengehalten werden, ist eine
erhebliche Energie notwendig, um diese Ionen voneinander zu
trennen.

Wasser kann jedoch Natriumchloridkristalle auflosen, weil
die starken elektrostatischen Anziehungskrifte zwischen den
Wasserdipolen einerseits und den Na*- und den Cl™-Ionen
andererseits zur Ausbildung sehr stabiler, Aydratisierter Na*-
und CI™-Ionen fiihren. Diese Krifte sind wesentlich stirker als
die Tendenz von Na* und Cl™, einander anzuziechen. Wasser
kann auch viele einfache organische Verbindungen 16sen,
wenn diese Carboxyl- oder Aminogruppen enthalten, die eine
Tendenz besitzen, durch Wechselwirkung mit Wasser zu ioni-
sieren.

Eine zweite Klasse von Substanzen, die in Wasser 13slich
sind, umfaBt neutrale organische Verbindungen, die polare
funktionelle Gruppen besitzen — wie zum Beispiel Zucker, ein-
fache Alkohole, Aldehyde und Ketone. Ihre Loslichkeit beruht
auf der Neigung der Wassermolekiile, mit diesen polaren funk-
tionellen Gruppen — zum Beispiel Hydroxylgruppen von
Zuckern und Alkoholen sowie der Carbonylgruppe von Alde-
hyden und Ketonen — Wasserstoffbindungen einzugehen (Abb.
1-3).

Die dritte Klasse von Substanzen, die im Wasser gleichmi-
Big verteilt werden konnen, sind amphipathische Verbindun-
gen. Dies sind Stoffe, die sowohl hydrophobe als auch hydro-
phile Gruppen enthalten. Ein einfaches Beispiel ist das Na-
triumsalz der Olsdure, einer langkettigen Fettsiure. Da die
lange Kohlenwasserstoffkette dieser Substanz in Wasser
grundsitzlich unléslich ist, besitzt Natriumoleat (eine Seife)
nur geringe Neigung, sich in Wasser in Form einer echten
molekularen Lésung zu verteilen. Die Substanz kann jedoch
leicht in Wasser in Form von Aggregaten suspendiert werden,
die man Micellen nennt. Eine Micelle besteht aus einer Vielzahl
von Kettenmolekiilen, die radial so angeordnet sind, daB die
negativ geladenen Carboxylgruppen nach auBen, also zum
Wasser hin, die unpolaren unloslichen Kohlenwasserstoffket-
ten dagegen nach innen gerichtet sind. Solche Seifenmicellen
bleiben in Wasser gleichmiBig suspendiert, da sie alle negativ
geladen sind und so die Tendenz haben, sich gegenseitig ab-
zustoBen. Micellen kénnen Hunderte oder Tausende von
Molekiilen enthalten. Die charakteristische Ausrichtung der
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unpolaren Gruppen innerhalb der Micelle resultiert aus der
Eigenschaft der umgebenden Wassermolekiile, untereinander
Wasserstoffbriicken auszubilden und mit den hydrophilen
Carboxylgruppen in Wechselwirkung zu treten. Dadurch wer-
den die Kohlenwasserstoffketten in das Innere der Micelle ver-
bannt, wo sie keinen Kontakt mit dem Wasser haben. Wasser
,.liebt** Wasser mehr, als es Kohlenwasserstoffketten ,,liebt,
die keine Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen. Wir benutzen
den Ausdruck hydrophobe Bindung oder hydrophobe Wechsel-
wirkungen, um die Assoziation hydrophober Anteile amphipa-
thischer Molekiile in solchen Micellen zu kennzeichnen.

Viele Zellkomponenten sind amphipathisch und besitzen die
Tendenz, Strukturen auszubilden, in denen die unpolaren
hydrophoben Teile vom Wasser abgewandt sind. Dies sind be-
sonders die Phospholipide, die Proteine und die Nucleinsdu-
ren.

EinfluR geloster Substanzen auf das Wasser;
kolligative Eigenschaften

Die Eigenschaften des fliissigen Wassers — insbesondere vier,
die man als kolligative Eigenschaften zusammenfal3t, — werden
wesentlich modifiziert, wenn Substanzen im Wasser gelost
sind. Der Ausdruck kolligativ bedeutet ,,miteinander verbun-
den‘‘ und bezieht sich auf die Tatsache, daB diese vier Eigen-
schaften eine gemeinsame Ursache besitzen. Es handelt sich
um (1) den Gefrierpunkt, (2) den Siedepunkt, (3) den Dampf-
druck und (4) den osmotischen Druck.

Es sei 1 Mol einer idealen, nichtfliichtigen Substanz in 1000
Gramm Wasser gelost (1 molale Losung). Man kann dann ~
bei einem Druck von 1,013 bar (760 mm Hg) — mit geeigneten
Apparaturen feststellen, dal die Gegenwart der gelosten Sub-
stanz den Gefrierpunkt des Wassers um 1,86 °C erniedrigt, den
Siedepunkt um 0,543 °C erhéht und einen osmotischen Druck
von 22,7 bar erzeugt (Abb. 1-5). Eine ,,ideale* zu 1¢sende Sub-
stanz ist in diesem Zusammenhang eine Verbindung, die weder
in zwei oder mehr Komponenten dissoziiert (zerfallt) noch sich
in einer Weise mit anderen Substanzen verbindet, daB die Ge-
samtzahl der gelosten Partikel vermindert wird. Die kolligati-
ven Eigenschaften hingen allein von der Anzahl der gelosten
Molekiile pro Volumeneinheit des Losungsmittels ab und sind
unabhingig von der chemischen Struktur der zu [6senden Sub-
stanz. Dies beruht auf der Tatsache, daB} ein Mol jeder nicht-
ionisierten Verbindung 6,03 x 10?3 Molekiile enthilt (Avo-
gadrosche Zahl). Daher kann man erwarten, daB3 eine 1 molare
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wafrige Losung von Glycerin (molare Masse 92) und eine
solche von Glucose (molare Masse 180) beide den gleichen Ge-
frierpunkt (— 1,86 °C), Siedepunkt (100,54 °C) und osmotischen
Druck (22,7 bar) besitzen, weil beide Losungen die gleiche An-
zahl von Molekiilen pro Liter Wasser enthalten. Eine 0,1
molale Lésung von Glucose wiirde jedoch nur !/, dieser Ge-
frierpunkterniedrigung hervorrufen. Sie wiirde bei —0,186°C
gefrieren, denn sie enthilt gegeniiber einer 1 molalen Losung
nur '/, der Anzahl Molekiile pro Liter. Bei einer 0,1 molalen
Losung von NaCl, das vollstindig in Na*- und CI Tonen
dissoziiert ist, wiirde man andererseits einen Gefrierpunkt von
—0,372°C erwarten, da sie zweimal soviele geloste Teilchen
pro Liter enthélt wie eine 0,1 molale Glucosel6sung. Die
kolligativen Gesetze und Konstanten gelten genau und quan-
titativ nur fiir sehr verdiinnte Losungen.

Diese Einfliisse geloster Substanzen auf die Eigenschaften
des Wassers besitzen eine erhebliche biologische Bedeutung.
Fische z. B. konnen im Wasser auch bei Gefriertemperatur am
Leben bleiben. Die Konzentration der gesamten im Blut der
Fische gelosten Substanzen ist ausreichend hoch, um das Blut
unter diesen Bedingungen am Gefrieren zu hindern. Dariiber
hinaus besteht im Blut durch die Konzentration derjenigen
gelosten Stoffe, die die Blutbahn nicht verlassen kénnen — das

s 7

Der osmotische Druck ist

die Kraft, die auf den Stempel
wirken muB, um den osmoti-
schen FluB zu unterbinden.
Er ist gleich dem hydro-
statischen Druck der Wasser-
sdule h.




sind besonders die Proteine —, ein hoherer osmotischer Druck
als in der extrazelluldren Fliissigkeit. Als Folge davon besitzt
das Wasser in der Extrazellularfliissigkeit die Tendenz, in die
Blutkapillaren hineinzudiffundieren. Hierdurch wird das Blut-
system gefiillt gehalten und ein Kollaps verhindert.

Weiterhin  beeinflussen  geloste  Verbindungen die
Eigenschaften des Wassers, indem sie die Wasserstoffbindun-
gen zwischen Wassermolekiilen stéren. Die Gegenwart einer
gelosten Substanz — die wie NaCl in Ionen dissoziiert — verur-
sacht deshalb eine deutliche Verdnderung in der Struktur des
flussigen Wassers, weil Na*- und CI™-Ionen von einer Schale
aus Wasserdipolen umgeben sind. Diese hydratisierten Ionen
besitzen eine etwas andere Struktur als die Assoziate der durch
Wasserstoffbriicken zusammengehaltenen Wassermolekiile.
Sie sind in ihrer Struktur besonders geordnet und regelmiBig.
Geloste Salze neigen deshalb dazu, die normale Struktur des
Wassers ,,aufzubrechen® und seine Losungseigenschaften zu
verdndern. Wir werden spater sehen, da3 die Léslichkeit von
Proteinen durch gleichzeitig geloste neutrale Salze wesentlich
vermindert wird, und zwar in so ausgeprigter Weise, dal wir
diese Eigenschaft dazu benutzen konnen, verschiedene Pro-
teine voneinander zu trennen.

Eigenschaften des waRrigen Milieus
in der Zelle

Intrazellulare Flissigkeiten lebender Organismen enthalten
konjugierte Sdure-Basen-Paare, die als Puffer wirken. Das be-
vorzugte intrazellulire Puffersystem enthilt das konjugierte
Sdure-Basen-Paar H,PO; /HPO,*>~ (pK'=7,2). Das Blut-
plasma und die interstitielle Fliissigkeit von Wirbeltieren ent-
halten ebenfalls sehr wirksame Puffersysteme. Die ungewéhn-
liche Pufferkapazitit des Blutplasmas kann durch den folgen-
den Vergleich veranschaulicht werden: Wenn 1 ml einer 10N
HCI zu 1,0 Liter einer physiologischen Kochsalzlsung (0,15
M NaCl) vom pH = 7,0 zugesetzt wird, fallt der pH-Wert der
Kochsalzlosung auf pH = 2,0, da NaCl-Losungen keine Puf-
ferkapazitit besitzen. Wenn jedoch 1 ml 10 N HCI] zu einem
Liter Blutplasma zugegeben wird, verdndert sich der pH-Wert
nur wenig, nimlich von pH = 7,4 auf etwa pH = 7,2.

Der wesentliche Puffer im Blutplasma ist das Bicarbonat-
Puffersystem (H,CO, / HCO;7). Dieses konjugierte Siure-
Basen-Paar wirkt in der gleichen Weise als Puffer wie andere
konjugierte Sdure-Basen-Paare. Der Protonendonator Koh-
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lensdure befindet sich jedoch in einem reversiblen Gleichge-
wicht mit geldstem CO,:

H,C0, = CO, (gelost) + H,O.

Wenn ein solches fliissiges System an eine Gasphase grenzt,
wird das geldste CO, wiederum ein Gleichgewicht ausbilden
zwischen der Gasphase und der Fliissigkeitsphase:

CO, (gelost) == CO, (gasférmig).

Physiologisch kann das Bicarbonatsystem bei einem pH ~ 7
als wirksames Puffersystem fungieren, da der Protonendona-
tor H,CO, im Blut in einem labilen Gleichgewicht mit einer
relativ groBen Reservemenge an gasformigem CO, in den Lun-
gen steht. Immer dann, wenn das Blut eine groBere Menge an
OH-Ionen abfangen muB, wird die H,CO,-Menge, die ver-
braucht und in HCO,~ umgewandelt wird, schnell aus dem
groBen Vorrat an gasformigem CO, in den Lungen ersetzt.

Der pH-Wert des Blutplasmas von Wirbeltieren bleibt er-
staunlich konstant. Das Blutplasma des Menschen besitzt
normalerweise einen pH von 7,40. Sollte das pH-regulierende
System einmal versagen, was bei krankhaften Zustdnden ge-
schehen kann, und der pH-Wert des Blutes fallt unter 7,0 oder
steigt {iber 7,8 an, dann konnen irreversible Schiden auftreten.
Es stellt sich die Frage, welche molekularen Mechanismen so
ungewohnlich empfindlich reagieren, daB eine Verdnderung
der H*-Ionenkonzentration von nicht mehr als 3 x 1078 M
(entsprechend etwa der Differenz zwischen dem pH des Blutes
von 7,4 und 7,0) letal sein kann. Obgleich viele Vorgidnge an
Zellstrukturen und -funktionen durch den pH-Wert modifi-
ziert werden, ist es die katalytische Aktivitit von Enzymen, die
ganz besonders empfindlich reagiert. Wie die in Abb. 1-6 wie-
dergegebene typische Kurve zeigt, besitzen Enzyme eine maxi-
male Aktivitdt bei einem charakteristischen pH — dem pH-
Optimum — und ihre Aktivitdt sinkt oft auf beiden Seiten des
Optimums steil ab. Die biologische Kontrolle des pH-Werts
innerhalb von Zellen und in Korperfliissigkeiten ist daher von
entscheidender Bedeutung bei allen Aspekten des Intermediér-
stoffwechsels und der Zellfunktionen.
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Einfluf des pH-Werts auf die Aktivitdt einiger
Enzyme

Jedes Enzym besitzt ein charakteristisches pH-
Aktivitdtsprofil.



Die Bedeutung des Wassers als Lebensraum
fur lebende Organismen

Lebende Organismen haben sich sehr erfolgreich an das Was-
ser als Umweltfaktor angepaBt, und sie haben sogar Mecha-
nismen entwickelt, um die ungewohnlichen Eigenschaften des
Wassers zu nutzen: Die hohe spezifische Wiarme des Wassers
ist fiir die Zelle niitzlich, da Wasser als ,,Hitze-Puffer* wirken
kann und es erméglicht, daB die Temperatur der Zelle relativ
konstant bleibt, auch dann, wenn die Temperatur der Umge-
bung schwankt. Dariiber hinaus wird die hohe Verdampfungs-
warme des Wassers als ein wirksamer Mechanismus benutzt,
Wirme durch den Vorgang des Schwitzens abzufiihren. Die
auf Wasserstoffbindungen beruhende innere Kohdsion des
Wassers wird von héheren Pflanzen ausgenutzt, um geloste
Nihrstoffe von den Wurzeln bis in die Blétter zu transpor-
tieren. Sogar die Tatsache, daB Eis cine geringere Dichte
besitzt als fliissiges Wasser und daher schwimmt, hat wichtige
biologische Konsequenzen fiir das Leben von Organismen, die
im Wasser leben. Am bedeutungsvollsten fiir alle lebenden
Organismen ist jedoch die Tatsache, daB viele wichtige bio-
logische Eigenschaften von Makromolekiilen der Zelle, beson-
ders die von Proteinen und Nucleinsiuren, auf ihre Wechsel-
wirkungen mit den Wassermolekiilen des umgebenden Me-
diums zuriickgefithrt werden kdnnen.

Zusammenfassung

Lebende Organismen bestehen ganz iiberwiegend aus Wasser. Der rela-
tiv hohe Gefrierpunkt, Siedepunkt und die relativ hohe Verdampfungs-
wiarme sind das Resultat starker intermolekularer Wechselwirkungen in
Form von Wasserstoffbindungen zwischen Wassermolekiilen. Fliissiges
Wasser besitzt durchaus eine bemerkenswerte Struktur, und es besteht
aus vielen kurzlebigen Zusammenballungen von Molekiilen (, flicker-
ing clusters”). Seine Polaritit und die Fahigkeit, Wasserstoffbriicken
auszubilden, machen das Wassermolekiil zu einem geeigneten Losungs-
mittel fiir viele ionisierte Verbindungen und neutrale Molekiile. Im
Wasser konnen auch amphipathische Molekiile, wie zum Beispiel
Seifen, in Form von Micellen verteilt werden. Hierbei handelt es sich um
Molekiilansammlungen, in denen die hydrophoben Gruppen von den
Wassermolekiilen abgewandt angeordnet sind und die geladenen Grup-
pen nach auBen, d.h. zum Wasser hin, zeigen.

Die wichtigsten biologischen Puffersysteme sind: H,CO,/HCO;~

und H,PO,~/HPO,?~. Diekatalytische Aktivitit von Enzymen wird
durch pH-Anderungen erheblich beeinfluBt.
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Kapitel 2

Aminosauren und Peptide

Eine Gruppe von 20 verschiedenen a-Aminoséduren stellt die
primiren Bausteine aller Proteine dar, unabhéngig von der
Spezies, von der das Untersuchungsmaterial stammt. Jede
dieser Aminosiuren besitzt eine fiir sie charakteristische Sei-
tenkette, die ihre chemische ,,Individualitit® bestimmt. Prak-
tisch kann man diese Gruppe von 20 Aminosduren als das
,,/Alphabet der Proteinstrukturen® betrachten.

Im folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber die chemischen
und physikalischen Eigenschaften der Aminosiduren gegeben
werden, da hieraus viele der wichtigen Eigenschaften von Pro-
teinmolekiilen abgeleitet werden konnen. Es soll ebenfalls die
Struktur der Peptide besprochen werden, in denen Aminosiu-
ren durch Peptidbindungen kettenformig miteinander verbun-
den sind.

Die allgemein in Proteinen vorkommenden
Aminosauren

Alle 20 allgemein in Proteinen vorkommenden Aminosduren
besitzen als gemeinsames Merkmal mindestens eine Carboxyl-
gruppe und eine Aminogruppe am a-C-Atom (Abb.2-1). In
allen Aminosduren — aufler Prolin — ist die -Aminogruppe frei
oder nicht substituiert. Jede Aminosaure besitzt dariiber hin-
aus eine charakteristische Seitenkette oder R-Gruppe. Um die
Zusammensetzung und die Sequenz der Aminosiduren in Poly-
peptidketten leichter ausdriicken zu konnen, hat man den ver-
schiedenen Aminosduren je eine aus drei Buchstaben beste-
hende Abkiirzung zugeordnet (Tab. 2-1).

Die R-Gruppen unterscheiden sich in Struktur, Gré8e und
in dem Bestreben, mit Wasser in Wechselwirkung zu treten —
einer Funktion ihrer Polaritdt. Am sinnvollsten klassifiziert
man Aminosduren nach der Polaritit ihrer R-Gruppen in
Wasser bei pH & 7.

Danach kann man vier Hauptgruppen von Aminoséuren un-

H
R- 4(1}-(3( JOH
NH,
Abb.2-1
Allgemeine Strukturformel der in den Proteinen

enthaltenen Aminosduren.

Die farbig unterlegte Gruppierung kommt in jeder
Aminosdure vor.
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terscheiden: (1) unpolare oder hydrophobe, (2) polare unge-

’ , Tab.2-1 Abkiirzungen fiir die Aminosiuren
ladene, (3) positiv geladene, (4) negativ geladene.

Aminosdure Abkiirzung
Alanin Ala
Aminosduren mit unpolaren R-Gruppen Arginin Arg
Asparagin Asn
Die unpolaren R-Gruppen in dieser Klasse von Aminosiuren Asparaginsdure Asp
sind ihrer Natur nach Kohlenwasserstoffe und daher hydro- ‘ésntf Asp /(\:sx
phob (Abb. 2-2). Zu dieser Gruppe gehoren fiinf Aminoséduren G{E;;:ﬁn G){;
mit aliphatischen R-Gruppen (Alanin, Leucin, Isoleucin, Valin Glutaminsiure Glu
und Prolin), zwel Aminosduren mit aromatischen Ringen Gln + Glu Glx
(Phenylalanin und Tryptophan) und eine Schwefel enthaltende ~ Glycin Gly
Aminosiure (Methionin). giflzs:;?n ;Iels
Innerhalb dieser Gruppe muf3 Prolin besonders erwidhnt Leucin Leu
werden, da seine a-Aminogruppe mit einem Teil der R-Gruppe Lysin Lys
substituiert ist und hieraus eine cyclische Struktur resultiert. Methionin Met
Phenylalanin Phe
Prolin Pro
. Serin Ser
Aminosduren mit ungeladenen polaren R-Gruppen Threonin Thr
Tryptophan Trp
Durch die ungeladenen polaren R-Gruppen dieser Aminosiu- Tyrosin Tyr
ren (Abb. 2-2) sind diese besser wasserloslich als die unpolaren Valin Val

Aminosiuren, weil ihre funktionellen Gruppen mit Wasser-
molekiilen Wasserstoffbriicken ausbilden kdénnen. Zu diesen
Aminosduren gehoren: Serin, Threonin, Tyrosin, Asparagin,
Glutamin, Cystein und Glycin. Die Polaritit von Serin, Threo-
nin und Tyrosin kommt durch ihre Hydroxylgruppen zu-
stande, die von Asparagin und Glutamin durch ihre Amid-
gruppen und die von Cystein durch seine Sulfhydryl- oder
Thiolgruppe. Die R-Gruppe des Glycins - ein einzelnes Was-
serstoffatom — ist zu klein, um den erheblichen Grad an Pola-
ritdt der a-Amino- und a-Carboxylgruppen zu becinflussen.

Asparagin und Glutamin sind Derivate von zwei anderen
Aminosduren, die in Proteinen vorkommen. Sie stellen die
Amide von Asparaginsiure und Glutaminséure dar, in die sie
auch leicht durch Sduren oder Basen hydrolysiert werden
koénnen. Zwei Aminosduren dieser Klasse — Cystein und Tyro-
sin — besitzen R-Gruppen, die eine gewisse Bereitschaft besit-
zen, H*-Tonen abzugeben. Bei pH = 7,0 sind die Sulfhydryl-
gruppe des Cysteins und die phenolische Hydroxylgruppe des
Tyrosins geringfiigig ionisiert.

Cystein muf} noch aus einem anderen Grunde besonders er-
wahnt werden. Es kommt ndmlich in Proteinen in zwei Formen
vor, entweder als Cystein selbst oder als Cystin, in dem zwei
Cysteinmolekiile durch eine Disulfidbriicke miteinander ver-
bunden sind — entstanden durch die Oxydation ihrer Thiol-
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Unpolare R-Gruppen
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Abb. 2-2

Die in Proteinen enthaltenen 20 Aminosduren. Sie sind. in ionisierter Form
( Amino- und Carboxylgruppen) wiedergegeben — so wie sie bei pH 7,0 vorliegen.
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gruppen (Abb. 2-3). Cystin spielt eine besondere Rolle inner-
halb der Proteinstruktur, da seine beiden Cysteinanteile in zwei
verschiedene Polypeptidketten eingebaut sein kénnen, und
diese Ketten dann durch die Disulfidbriicke miteinander ver-
netzt sind.

Aminosduren mit positiv geladenen (basischen) R-Gruppen

Die Aminosiuren (Abb.2-2), deren R-Gruppen bei pH =7
eine positive Nettoladung besitzen, sind Lysin, das eine zweite
Aminogruppe in der e-Position seiner aliphatischen Seiten-
kette trigt, Arginin mit einer positiv geladenen Guanidin-
gruppe und Histidin mit einer schwach ionisierten Imidazol-

gruppe.

Aminosduren mit negativ geladenen (sauren) R-Gruppen

Die beiden Aminosduren, deren R-Gruppen bei pH = 7 eine
negative Nettoladung besitzen, sind die Asparaginsdure und
die Glutaminsdure. Beide tragen eine zweite Carboxylgruppe
(Abb. 2-2). Diese Aminosduren sind die Ausgangssubstanzen
fiir Asparagin und Glutamin (siehe oben).

In Proteinen selten vorkommende Aminosauren

AuBer den 20 Aminosiuren, die gewdhnlich in Proteinen vor-
kommen, gibt es noch einige, die in nur geringer Menge in eini-
gen speziellen Proteintypen gefunden wurden (Abb. 2-4). Jede
von ihnen leitet sich von einer der 20 allgemein vorkommenden
Aminoséduren ab, z.B. das 4-Hydroxyprolin — ein Derivat des
Prolins — und das 5-Hydroxylysin. Beide finden sich in dem
fibrilliren Protein Collagen. N-Methyllysin kommt in dem
Muskelprotein Myosin vor.

In Proteinen nicht enthaltene Aminosauren

AuBer den in Proteinen enthaltenen 20 allgemeinen und eini-
gen seltenen Aminosduren gibt es noch vicle andere Amino-
sduren, die niemals als Proteinbestandteile auftreten, sondern
biologisch in freier oder irgendwie kombinierter Form existie-
ren. Viele von diesen sind Derivate der a-Aminosduren, die in
Proteinen vorkommen, wie zum Beispiel das Ornithin und das
Citrullin (Abb. 2-5). Sie sind Derivate des Arginins und dienen
als Zwischenprodukte bei der Bildung von Harnstoff, dem be-
vorzugten Endprodukt des Stickstoff-Stoffwechsels in Sauge-

COOH COOH
NHg—é—H NH,—C—H
Cl‘.H2 S—S§ CH,
Abb. 2-3
Cystin

4-Hydroxyprolin
OH
H—&——p}{z
*CH, /ZCH—CIIOOH

|
H

5-Hydroxylysin
NHgCHz(llHCHZCHz (|3HCOOH
OH NH,

€-N-Methyllysin
CH,;NHCH,CH,CH, CH,CHCOOH

NH,

Abb.2-4
Drei in speziellen Proteinen enthaltene ,.seltene*
Aminosduren



tieren. Einige Aminosduren in dieser Gruppe tragen ihre
Aminogruppe in der §-Position oder y-Position, wie zum Bei-
spiel das f-Alanin — eine wichtige Vorstufe des Vitamins Pan-
thothensdure — und die y-Aminobuttersdiure, die als ein chemi-
scher Ubertriigerstoff in bestimmten Abschnitten des Zentral-
nervensystems fungiert.

Die Stereochemie der Aminosauren

Alle durch milde Hydrolyse aus Proteinen gewonnenen
Aminosduren — ausgenommen Glycin — besitzen optische Ak-
tivitat, d. h. sie drehen die Ebene des linear polarisierten Lichts.
Optische Aktivitdt kommt allen Verbindungen zu, die in zwei
zueinander spiegelbildlichen Formen existieren konnen (Abb.
2-6). Diese Voraussetzung wird bei Verbindungen mit einem
asymmetrischen Kohlenstoffatom, das ist ein C-Atom, das vier
verschiedene Substituenten trigt, erfillt. Da die Valenzbin-
dungen eines Kohlenstoffatoms in der Form eines Tetraeders
angeordnet sind, konnen die vier verschiedenen Substituenten
um das zentrale Kohlenstoffatom in zwei verschiedenen Konfi-
gurationen angeordnet sein. Solch eine Verbindung besitzt
dann zwei verschiedene optische Isomere, die auch als Stereo-
isomere oder Enantiomere bezeichnet werden: eines dreht die
Ebene des polarisierten Lichts nach links (entgegen dem Uhr-
zeigersinn), es wird daher als linksdrehendes Isomeres (—)
bezeichnet. Das andere dreht die Ebene im gleichen Um-
fange, aber nach rechts (im Uhrzeigersinn),und wird daher als
rechtsdrehendes Isomeres (+ ) bezeichnet.

Wenn eine Verbindung zwei oder mehr nicht identische
asymmetrische C-Atome besitzt, kommt sie in 2n stereoiso-
meren Formen vor, wobei n die Anzahl der asymmetrischen
Kohlenstoffatome bedeutet. Da Glycin kein asymmetrisches
C-Atom besitzt, kann es nicht in stereoisomerer Formen vor-
liegen. Alle anderen Aminosiuren, die normalerweise in Pro-
teinen vorkommen, enthalten mindestens ein asymmetrisches
C-Atom. Threonin und Isoleucin besitzen sogar zwei asym-
metrische C-Atome und bilden daher vier Stereoisomere.

Die optische Aktivitdt von Stereoisomeren wird quantitativ
durch die spezifische Drehung ( Rotation) ausgedriickt. Diese
errechnet man aus ihrer optischen Drehung in einer Lésung
gegebener Konzentration, die sich in einem R6hrchen bekann-
ter Lange in einem Polarimeter befindet, nach der Beziehung

(]2 = gemessene Drehung (Winkelgrad)
D  Lichtweg (dm) x Konzentration (g/ml)
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Ornithin
NH,CH,CH,CH,CHCOOH

NH,
Citrullin

NHz—ﬁ—NHCHzCHZCHz(lIHCOOH
@]

NH,

B-Alanin
CH,CH,COOH
NH,

y-Aminobuttersiure
?HZCHZCHZCOOH

NH,

Abb. 2-5
Einige in der Natur vorkommende Aminosduren,
die nicht in Proteinen gefunden werden

Projektionsformeln
i i
V4 —CII—— X X—(IZ— A
Y Y

Perspektivformeln

W W
Z=—G—X X—C—2Z.
Y Y

Abb. 26

Asymmetrisches C-Atom.

Die Abb. zeigt zwei verschiedene Formeldar-
stellungen :

Durch verschiedenartige Anordnung der vier
Substituenten W, X, Y, Z am C-Atom sind zwei
isomere Verbindungsformen moglich, deren
Strukturen zueinander spiegelbildlich sind (Spie-
gelbild- oder Stereoisomie).

Die Projektionsformeln ( Fischer) - Die in der
Waagrechten angeordneten Substituenten (X,Z)
denke man sich oberhalb der Zeichenebene
liegend, die in der Senkrechten angeordneten
(W,Y) unterhalb der Zeichenebene liegend.

Die Perspektivformeln: In diesen sind die
oberhalb der Zeichenebene liegend gedachten
Substituenten (X,Z) durch keilartige Bindungs-
striche gekennzeichnet, die unterhalb der
Zeichenebene liegend gedachten (W,Y) durch
gepunktete Bindungsstriche.
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Die Temperatur und die benutzte Wellenlange (meist die D-
Linie des Natriums, 589,3 nm = 5893 A) miissen angegeben
werden.

Neben der Bezeichnung ,linksdrehend* und ,,rechtsdre-
hend* gibt es jedoch eine grundlegendere und systematische
Art der Klassifizierung von Stereoisomeren: Alle optisch akti-
ven Verbindungen werden nach der absoluten Konfiguration
der vier um das asymetrische Kohlenstoffatom tetraedrisch
angeordneten unterschiedlichen Substituenten klassifiziert. Zu
diesem Zweck wurde eine willkiirlich gewahlte Substanz als
Referenzverbindung oder Standard ausgewahlt, mit der alle
anderen optisch aktiven Verbindungen verglichen werden.
Diese Vergleichsverbindung ist der drei C-Atome tragende
Glycerinaldehyd, der ecinfachste Zucker mit einem einzelnen
asymmetrischen C-Atom. (Die Chemie der Zucker wird im
Kapitel 5 behandelt.)

UbereinkunftsgemiB werden die beiden méglichen Stereo-
isomeren des Glycerinaldehyds als L bzw. D bezeichnet (be-
achte die Benutzung von kleineren GroBbuchstaben). Sie be-
sitzen die in Abb. 2-7 wiedergegebene Konfiguration, die durch
Rontgenstrukturanalyse ermittelt wurde. Direkt unter den Ste-
reoisomeren des Glycerinaldehyds sind in der Abb. 2-7 die bei-
den entsprechenden Stereoisomeren der Aminosiure Alanin
wiedergegeben. Man kann erkennen, dafl die Aminogruppe
am asymmetrischen C-Atom des L-Alanins sterisch der Hydro-
xylgruppe am asymmetrischen C-Atom des L-Glycerinalde-
hyds entspricht, wihrend die Carboxylgruppe des L-Alanins
der Aldehydgruppe des L-Glycerinaldehyds und die R-Gruppe
des L-Alanins der — CH,OH-Gruppe des L-Glycerinaldehyds
entsprechen. In dhnlicher Weise entspricht die absolute Kon-
figuration des D-Alanins der des D-Glycerinaldehyds. Auf diese
Weise kénnen die Stereoisomeren aller natiirlich vorkommen-
den Aminosduren strukturell mit den beiden Stereoisomeren
des Glycerinaldehyds verglichen werden. Alle Stereoisomeren,
die dem L-Glycerinaldehyd entsprechen, werden mit L bezeich-
net und die dem D-Glycerinaldehyd entsprechenden mit D —
unabhdngig von der Richtung der Drehung des polarisierten
Lichts durch die Isomeren. Die Symbole D und L bezeichnen
daher die absolute Konfiguration, nicht die Richtung der Licht-
drehung. In Tab. 2-2 ist die spezifische Rotation einiger L- und
D-Aminosduren zusammengestellt. Es ist klar ersichtlich, dall
bei pH = 7,0 einige L-Aminosduren linksdrehend und einige
rechtsdrehend sind.

Immer wenn die absolute Konfiguration einer Verbindung
mit einem asymmetrischen C-Atom bekannt ist, wird sie der
Konvention entsprechend als b oder L bezeichnet. Die Angabe

CHO
H—C—OH
CH,OH

CHO
H—C—O0H
CH,0H

D-Glycerinaldehyd

COCH
H— C|I —NH,
CH;,

COOH
H-—é—-NH2
CH,

D-Alanin

Abb. 2-7

(|1HO

HO—C—H
CH,OH

CHO
HO—C—H
CH,OH

L-Glycerinaldehyd

COOH
mN—?—H
CH,

COOH
H,N—C—H
CH,

L-Alanin

Vergleichende Darstellung der Stereoisomeren
von Alanin und Glycerinaldehyd.
Es sind die Projektionsformeln und die Perspek-

tivformeln angegeben.

Tab.2-2 Spezifische Rotation [a]lz; einiger

L- und D-Aminosduren

Sdure

L-Alanin
D-Alanin
L-Glutaminsiure
D-Glutaminsiure
L-Lysin

D-Lysin

L-Leucin
L-Phenylalanin
L-Asparaginsiure

25
(o]}
+ 18
— 18
+120
—120
+135
—135
—11,0
—345
+ 50




der Rotation ist dann unnétig. Wenn —allerdings —die absolute
Konfiguration einer optisch aktiven Verbindung noch nicht
bekannt ist, konnen solche Substanzen mit (+) oder (—) be-
zeichnet werden, um die Richtung der Rotation anzuzeigen.

Alle natiirlich in Proteinen vorkommenden Aminosiduren —
mit Ausnahme des Glycins — sind L-Aminosiuren. D-Amino-
siduren kommen biologisch vor, jedoch niemals in Proteinen.
Ein Beispiel dafiir ist die D-Glutaminséure, eine wichtige Kom-
ponente in der Struktur von Bakterienzellwédnden und in ge-
wissen Antibiotica.

Im allgemeinen werden organische Verbindungen mit opti-
scher Aktivitdat nicht als Produkte nichtbiologischer chemi-
scher Reaktionen gefunden. Wenn zum Beispiel eine Verbin-
dung mit einem asymmetrischen C-Atom synthetisiert wird, ist
sie optisch inaktiv. In diesem Fall bildet sich ein Racemar, das
ist eine dquimolare Mischung von D- und L-Stereoisomeren,
ausgedriickt durch die Symbole DL-. Andererseits sind die in
einer Zelle synthetisierten Aminosauren optisch aktiv, weil die
synthetisierenden Enzyme eine stereochemische Spezifitit be-
sitzen.

Racemate konnen nur durch umstandliche Fraktionierungs-
methoden in ihre p- und L-Isomeren getrennt werden. Ande-
rerseits kdnnen optisch aktive Aminosiuren durch Kochen mit
einer starken Base in Racemate Uiberfithrt werden. Starkes Er-
hitzen mit Sduren jedoch fiihrt zu keiner Racemisierung op-
tisch aktiver Aminosduren. Wenn also die optische Aktivitit
von Aminosdurekomponenten eines Proteins erhalten bleiben
soll, mufl man die Hydrolyse mit heiBBer Sidure durchfiihren.

Chemische Reaktionen der Aminosauren

Wie es fiir alle organischen Verbindungen gilt, so ist auch die
chemische Reaktionsweise der Aminosduren durch ihre funk-
tionellen Gruppen charakterisiert —, in diesem Falle also durch
die Amino- und Carboxylgruppen und durch die anderen
funktionellen Gruppen, die in der Seitenkette der Aminosiure
vorliegen. Es sollen hier nicht alle organischen Reaktionen der
Aminosiduren erwihnt werden, sondern nur zwei, die von
praktischem Interesse sind und vielfach zum Nachweis und zur
Bestimmung von Aminosiuren benutzt werden. Die eine ist die
Ninhydrinreaktion (Abb. 2-8), die benutzt wird, um sehr kleine
Mengen von Aminosduren quantitativ zu bestimmen. Alle
Aminosduren mit einer freien a-Aminogruppe ergeben beim
Erhitzen mit Ninhydrin im UberschuB ein blaues Produkt.

Kapitel 2 Aminosiduren und Peptide
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Prolin, bei dem die a-Aminogruppe substituiert ist, ergibt ein
Derivat mit einer charakteristischen gelben Férbung.

Eine andere wichtige Reaktion der a-Aminogruppe ist die mit
dem Reagenz I-Fluoro-2,4-dinitrobenzol (abgekiirzt FDNB).
Diese Reaktion wurde von Sanger fiir die quantitative Mar-
kierung von Aminogruppen in Aminoséuren und Peptiden ein-
gefiihrt: In schwach alkalischer Losung reagiert FDNB mit a-
Aminosiuren unter Bildung eines gelben 2,4-Dinitrophenyl-
derivats (Abb. 2-9). Wie wir sehen werden, ist diese Reaktion
auBerordentlich wertvoll bei der Identifizierung der aminoter-
minalen Aminosidure von Polypeptidketten (Kapitel 3).

Saure-Basen-Eigenschaften der Aminosauren

Die Kenntnis der Siure-Basen-Eigenschaften der Aminosiu-
ren ist auBerordentlich wichtig fiir das Verstdndnis vieler
Eigenschaften der Proteine. Dariiber hinaus beruht die ganze
Kunst der Trennung, Identifizierung und Quantifizierung der
verschiedenen Aminosduren auf ihren charakteristischen
Siure-Basen-Eigenschaften. Die angegebenen Methoden stel-
len wichtige Schritte dar bei der Bestimmung der Aminosédure-
zusammensetzung und der Sequenz von Proteinen.

Aminoséuren kristallisieren aus neutralen waBrigen Losun-
gen in voll ionisierter Form — d.h., als dipolare Ionen oder
Zwitterionen — und nicht in ihrer nichtionisierten Form (Abb.
2-10). Diese Tatsache kann man aus den relativ hohen
Schmelzpunkten der kristallisierten Aminosduren ableiten, die
200°C iibersteigen. Obgleich solche dipolaren Ionen als Ganzes
elektrisch neutral sind und in einem elektrischen Feld nicht
wandern, besitzen sie an ihren beiden Polen doch entgegen-
gesetzte elektrische Ladungen. Wenn sie kristallisieren, wird
die Kristallgitterstruktur durch starke elektrostatische Krifte
zusammengehalten, die sich zwischen positiv und negativ gela-
denen Gruppen benachbarter Molekiile ausbilden — dhnlich
wie bei der stabilen Kristallgitterstruktur des NaCl. Man muf3
sehr hohe Temperaturen anwenden, um in solchen Gitter-
strukturen die positiven und negativen Ladungen voneinander
zu trennen. Im Gegensatz dazu besitzen einfache, nichtioni-
sierte organische Verbindungen mit niedriger molarer Masse
relativ niedrige Schmelzpunkte — in Ubereinstimmung mit
ihrer relativ ,,weichen® und instabilen nichtionischen Kristall-
gitterstruktur.

Wenn eine kristalline zwitterionische Aminosiure, wie zum
Beispiel Alanin, in Wasser gelost wird, kann sie entweder als

R—C|]—COOH
NH,

NO.

NO,
2,4-Dinitrophenylaminosédure

Abb. 2-9
Bildung von 2,4-Dinitrophenylderivaten der
Aminosduren

|
R—_C|]—COOH

NH,

undissoziierte Form

i
R—C—COO~
NH,

Zwitterion oder
dipolare Form

Abb. 2-10
Undissoziierte Form und Zwitterionenform
der Aminosduren



Sdure (Protonendonator) oder als Base (Protonenakzeptor)
reagieren.
Als Saure:

3
NH,CH(CH,)COO~ — H* + NH,CH(CH,)COO~
Als Base:

+ +
H* + NH,CH(CH,;)COO~ — NH;CH(CH;)COOH

Substanzen mit solchen Eigenschaften sind amphoter (griech.
amphi zwei). Sie werden auch oft Ampholyte genannt, ein Aus-
druck, der sich von ,,amphotere Elektrolyte“ ableitet. Das
Sdure-Basen-Verhalten der Ampholyte, einschlieBlich der
Aminosduren, kann sehr einfach nach der Brénsted-Lowry-
Theorie der Sduren und Basen verstanden werden: Eine ein-
fache Monoamino-Monocarboxyl-a-Aminosiure, wie zum

Beispiel Alanin, wird als eine zweibasische Sdure aufgefaBt,

wenn sie vollstindig protoniert ist, d.h., wenn sowohl die
Carboxylgruppe als auch die Aminogruppe Protonen akzep-
tiert hat. In dieser Form kann sie wiahrend einer kompletten
Titration mit einer Base zwei Protonen abgeben. Die Vorgénge
wihrend einer solchen Zweistufentitration mit Natriumhydro-

13}
NH,CHRCOO
12}
11} pK: = 9.69
10 Y
9 =
NH,CHRCOO
8 NH.CHRCOO
pH [ A
8l pH, = 6.02 —9 NH,CHRCOO
5 NH,CHRCOOH
41 '
pK; = 2.34
j
: NH,CHRCOOH
NH;CHRCOO
1 1
0.5 1.0 1.5 2.0

OH ~-lonen-Aquivalente ——
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Abb. 2-11
Die Titrationskurve von Alanin.

In den Kdstchen sind die iiberwiegenden Ionen-

arten angegeben.
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xid kénnen durch die folgenden Gleichungen wiedergegeben
werden. Folgende ionisierten Komponenten treten auf:

*NH,CHRCOOH — *NH;CHRCOO~ + H*
*NH,;CHRCOO~ — NH,CHRCOO~ + H*

Abb. 2-11 zeigt die Titrationskurve fiir Alanin. Man erkennt
zwel gegeneinander abgesetzte Stufen entsprechend der Titra-
tion der beiden Protonen des voll protonierten Molekiils. Jeder
Teil der Kurve reprisentiert die typische Titrationskurve einer
einbasischen Sidure. So hat jeder Anteil seinen Mittelpunkt, bei
dem der pH-Wert des Systems dem pK'-Wert der protonier-
ten Gruppe, die titriert wird, entspricht. Der erste Anteil der
Kurve mit dem Mittelpunkt bei pH = 2,34 entspricht der Dis-
soziation eines Protons von der Carboxylgruppe. Der zweite
Teil mit dem Mittelpunkt bei pH = 9,69 entspricht der Disso-
ziation eines Protons von der NH,*-Gruppe. Bei pH = 2,34
sind dquimolare K onzentrationen von * NH;CHRCOOH und
*NH;CHRCOO™, bei pH =9,69 iquimolare Konzentra-
tionen von *NH,CHRCOO™ und NH,CHRCOO™ vorhan-
den. Jeder der beiden Abschnitte der zweiphasigen Kurve ge-
niigt der Henderson-Hasselbalch-Gleichung. Wir konnen da-
her das Verhiltnis der ionisierten Komponenten bei jedem
pH-Wert berechnen, wenn die Werte fiir pK’; und pK’, be-
kannt sind.

Bei pH = 6,02 existiert ein Umkehrpunkt zwischen den bei-
den getrennten Anteilen der Titrationskurve des Alanins. Bei
diesem pH-Wert existiert an dem Molekiil keine elektrische
Nettoladung mehr, d.h., das Molekiil wird in einem elektri-
schen Feld nicht wandern.

Dieser pH-Wert wird der isoelektrische pH-Wert (pH,) oder
der isoelektrische Punkt genannt. Er ist das arithmetische
Mittel der zwei pK'-Werte,

pH; = #(pK:{ + pK3)

So ist das isoelektrische pH von Alanin 6,02, das heiflt der
Mittelwert von 2,34 (pK’,) und 9,69 (pK’,). Bei jedem pH-Wert
oberhalb des isoelektrischen Punktes hat die Aminosédure eine
negative Nettoladung, und bei jedem pH-Wert unterhalb des
isoelektrischen Punktes besitzt sie eine positive Nettoladung.

Alle Aminosduren, die nur eine a-Aminogruppe und nur
eine Carboxylgruppe und keine weitere ionisierte Gruppe be-
sitzen, weisen Titrationskurven auf, die der des Alanins sehr
dhnlich sind. Diese Gruppe von Aminosiuren, zu der Glycin,
Alanin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Valin und andere

oK loe LHAT
pH = pK’ —log Al

Die Henderson-Hasselbalch-Gleichung



gehoren, ist durch sehr dhnliche pK’-Werte charakterisiert,
nidmlich pK’; & 2,2 und pK', ~9,7.

Die Aminosduren mit einer ionisierbaren R-Gruppe ergeben
komplexere Titrationskurven mit drei Abschnitten entspre-
chend den drei Dissoziationsstufen. Der dritte oder zusitzliche
Anteil fallt jedoch gewohnlich teilweise mit einem der beiden
anderen Anteile zusammen. So besitzen beispielsweise die
Aminosduren Asparaginsiure und Glutaminsdure zwei
Carboxylgruppen und damit zwei entsprechende Protonen-
Dissoziationsstufen im Bereich pH < 7,0 (Abb. 2-12). Thr iso-
elektrisches pH liegt daher relativ niedrig-, d. h.,es ist pH, ~ 4.
Andererseits besitzt die Aminosdure Lysin zwei Aminogrup-
pen, die beide im Bereich pH > 7,0 dissoziieren. Ihr isoelek-
trisches pH ist daher relativ hoch: pH; = 10,5. Eine hervor-
stechende praktische Konsequenz der Sidure-Basen-Eigen-
schaften der verschiedenen Aminosduren beruht auf der Tat-
sache, daB die Nettoladung und damit die Richtung und die
Geschwindigkeit der Wanderung jeder Aminosdure in einem
elektrischen Feld bei einem vorgegebenen pH-Wert des Sy-
stems vorausgesagt werden kann.

Die Analyse von Aminosauremischungen

Die Trennung, Identifizierung und quantitative Bestimmung
der Menge jeder einzelnen der 20 Aminosduren in einem Pro-
teinhydrolysat ist miihsam und schwierig, wenn sie mit den
klassischen Methoden der organischen Chemie — wie fraktio-
nierter Destillation oder Kristallisation —durchgefiihrt werden
soll. Heute stehen jedoch sehr zuverldssige und empfindliche
Methoden zur Verfiigung, mit denen diese Aufgabe schnell
durchgefiihrt werden kann. Hierbei handelt es sich im beson-
deren um die Chromatographie und die Elektrophorese.

Die Methode der Chromatographie findet mannigfaltige
Anwendung nicht nur bei der Trennung von Aminosauremi-
schungen, sondern auch von Mischungen anderer biologischer
Substanzen, zum Beispiel Zuckern, Nucleotiden und Lipiden.
Sie kann auf verschiedene Weise durchgefiihrt werden; das
physikalische Grundprinzip ist jedoch immer das gleiche: das
Prinzip der Verteilung. Es soll im folgenden an einem Beispiel
erklart werden.

Die wiBrige Losung einer Aminosdure wird mit dem glei-
chen Volumen eines mit Wasser nicht mischbaren Losungs-
mittels — z.B. n-Butanol — geschiittelt. Dabei geht solange
Aminosédure in die Losungsmittelphase iiber, bis sich ein Kon-
zentrationsgleichgewicht eingestellt hat, d. h. die Aminoséure-
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Abb. 2-12
Die Titrationskurven von Glutaminsdure und Lysin.
pKy bedeutet das pK' der R-Gruppe.
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konzentration in jeder fliissigen Phase konstant bleibt. Das
Verhiltnis der beiden Aminosdurekonzentrationen zueinan-
der nennt man den Verteilungskoeffizienten. Er hat fur jede
Aminosdure bei gegebenen Losungsmitteln und gegebener
Temperatur einen charakteristischen Wert. Durch viele nach-
einander durchgefiihrte Verteilungen zwischen zwei Fliissig-
keitsphasen ist es moglich, eine Mischung von Aminosduren
aufzutrennen. Ein solcher ProzeB ist jedoch sehr zeitraubend,
wenn er manuell durchgefiihrt wird. Durch Verteilungschroma-
tographie kann jedoch eine enorme Zahl solcher Verteilungs-
schritte durchgefiihrt werden. Man verwendet dazu ein senk-
recht stehendes Glas- oder Kunststoffrohr —,,Sdule‘‘ genannt.
Diese Saule ist mit einer hydratisierten inerten Substanz —z. B.
Stirke — gefiillt. Jedes Stirkepartikel enthilt einen Anteil fest
gebundenen Wassers, der als stationidre wiaBrige Phase dient.
Ein mit Wasser nicht mischbares Losungsmittel tritt mit die-
ser stationdren Phase in Kontakt, wenn es innerhalb der
S4ule hinab flieBt. Auf diese Weise wird mittels einer Stirke-
sdule eine groBe Zahl von Trennungsschritten in mikrosko-
pischer Dimension ermdéglicht. Die verschiedenen Amino-
sauren einer Mischung werden sich nun mit verschiedenen Ge-
schwindigkeiten die Sdule hinabbewegen, in Abhéngigkeit von
ihrem Verteilungskoeffizienten zwischen der beweglichen
Phase und der an den Partikeln adsorbierten waBrigen Phase.
Die am Boden der Siule austretende Fliissigkeit — das Eluat —
wird mit einem automatischen Fraktionssammler in kleinen
Fraktionen gesammelt und kann mittels der quantitativen
Ninhydrinreaktion analysiert werden. Wenn man die Menge
der Aminosiuren in jedem Réhrchen hintereinander graphisch
auftriagt, erhilt man eine Serie von Maxima (,,peaks®), von
denen jeder einer bestimmten Aminosdure zuzuordnen ist.

| 150-cm-Saule, pH = 3,25 0,2M Natriumcitrat ——‘

Threonin
Abb.2-13
Automatisch registrierte chromatographische Asparagin-
Aminoséureanalyse mit Hilfe eines Ionenaus-
tauschers.

Die Elution wurde mit verschiedenen Puffern von
ansteigendem pH-Wert durchgefithrt. Das Eluat
wurde in kleinen Portionen aufgefangen und die
Aminosduremenge in jeder Fraktion automatisch Prolin
analysiert. Die Fldche unter jedem ,,peak ist
der Aminosiuremenge proportional.

( Umgezeichnet nach: D. H. Spackman, a : = v R L
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Das Prinzip der Verteilungschromatographie liegt auch der
Papierchromatographie von Aminosiuren zugrunde. Die Zel-
lulose der Filterpapierfasern ist hydratisiert. Wenn ein Lo-
sungsmittel, das eine Aminosiuremischung enthilt, durch Ka-
pillarkraft in das senkrecht stehende Papier hochgesaugt wird
(oder bei einer absteigenden Chromatographie langsam herab-
flieBt), erfolgen viele Verteilungen der Aminoséduren im mikro-
skopischen Bereich zwischen der beweglichen Phase und der
stationdren Wasserphase, die an die Papierfasern gebunden ist.
Am Ende des Prozesses haben die einzelnen Aminosduren von-
einander unterschiedliche Strecken vom Startpunkt aus zu-
riickgelegt. Die Papierchromatographie einer Mischung von
Aminosduren kann auch ,,zweidimensional*“ durchgefiihrt
werden. Bei diesem Verfahren 148t man auf einem quadrati-
schen Filterpapier zwei verschiedene Losungsmittelsysteme
nacheinander in zwei zueinander senkrechte Richtungen wan-
dern. Dadurch erhéilt man ein zweidimensionales Muster der
verschiedenen Aminosduren. Um die Position der Aminosiu-
ren nach einer eindimensionalen oder zweidimensionalen
Chromatographie zu lokalisieren, wird das Papier getrocknet,
mit einer Ninhydrinldsung bespriiht und erwarmt. An den ent-
sprechenden Stellen erscheint dann die Farbe der Ninhydrin-
derivate der Aminosduren. Proben bekannter Aminosiuren
werden als ,,marker‘‘ benutzt, um ihre Lage im Papierchroma-
togramm festzulegen.

Die Ionenaustauscher-Chromatographie beruht ebenfalls auf
dem Prinzip der Verteilungschromatographie. Die verschie-
denen Aminosduren werden den Differenzen ihrer Saure-
Basen-Eigenschaften entsprechend ,sortiert“. Zu diesem
Zweck wird eine Chromatographiesdule mit einem syntheti-
schen Harz gefiillt, das geladene Gruppen enthilt. Es gibt zwei
Hauptklassen von Ionenaustauschern: solche mit anionischen

I l 150-cm-Siule
l pH = 4.25: 0,2 M Natriumcitrat l pH =5,28; 0,35M _—(
Valin Methionin Natriumcitrat
spalencin Lysin | Histidin
Glycin il
{ Phenvlalanin NH
Alanin ’ 3 Arginin
(
W W WS W WY v L ) i 1 ! L
280 320 130 170 410 150 190 50 90 = 130

Eluat-Volumen
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Gruppen — die Kationenaustauscher — und solche mit kationi-
schen Gruppen - die Anionenaustauscher.

Aminosduren werden gewohnlich {iber Sdulen getrennt, die
Kationenaustauscher-Harze enthalten, deren anionische
Gruppen zunichst mit Na* , beladen‘‘ werden. Eine saure Lo-
sung (pH = 3,0) der Aminosduremischung wird dann auf die
Séule gegeben und sickert in ihr hinunter. Bei pH = 3,0 sind die
Aminosiuren iiberwiegend Kationen mit positiver Nettola-
dung, die sich im Grad der Ionisierung unterscheiden. Die
kationischen Aminosiuren werden daher die an die Austau-
scherpartikel gebundenen Na*-Ionen verdringen. Bei pH =
3,0 werden die am stirksten basischen Aminosiuren (Lysin,
Arginin und Histidin) Na* zuerst verdriangen und besonders
fest an das Austauscherharz gebunden. Die am stirksten sau-
ren Aminosiauren dagegen (Glutaminsdure und Asparagin-
sdure) werden am lockersten gebunden. Die verschiedenen
Aminosiuren werden daher in der Sdule mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten nach unten wandern. Das Eluat wird dann
fraktionsweise gesammelt und quantitativ mittels der Ninhy-
drinreaktion analysiert. Der gesamte Vorgang — die Elution,
das Sammeln der Fraktionen, die Analyse jeder Fraktion und
die Registrierung der Versuchsergebnisse — kann heute auto-
matisiert in einem Aminosdureanalysator durchgefiihrt werden
(Abb. 2-13).

Eine weitere Methode zur Trennung der Aminosiuren ist die
Papier-Elektrophorese. Bei dieser Methode wird ein Tropfen
einer Losung verschiedener Aminosiuren auf Filtrierpapier
gegeben, an das man dann Hochspannung anlegt. Unter der
Einwirkung des starken elektrischen Feldes beginnen die
Aminosduren zu wandern, und zwar wegen ihrer verschiede-
nen pK’'-Werte in verschiedenen Richtungen und mit verschie-
denen Geschwindigkeiten — in Abhéngigkeit vom pH-Wert des
Systems und der angelegten Spannung. So besitzen beispiels-
weise Histidin, Arginin und Lysin bei pH = 1,0 eine Ladung
von + 2, sie bewegen sich schneller zur Kathode als die anderen
Aminosiuren, deren Ladung nur + 1 betrigt. Bei pH = 6,0
werden die positiv geladenen Aminosauren (Lysin, Arginin,
Histidin) zur Kathode und die negativ geladenen Aminosiuren
(Asparaginsdure und Glutaminsdure) zur Anode wandern.
Alle anderen Aminosiduren werden am Auftragungspunkt ver-
bleiben, da sie bei pH = 6 isoelektrisch sind.

Peptide

Zwei Aminosiuremolekiile konnen zu einem Dipeptid zusam-
mengefiigt werden. Dies geschieht durch eine Peptidbindung,
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die unter Wasserabspaltung zwischen der Carboxylgruppe der
einen Aminosdure und der a-Aminogruppe der anderen unter
Einwirkung eines kondensierenden Agens gekniipft wird.

ITI llzz lr‘ Ii[ RZ
_ |
NH,—CH—COOH + H,N—CH—COOH —*%5 NH,—CH—C—N—CH—COOH
(I
0

In dhnlicher Weise konnen drei Aminoséduren zu einem Tripep-
tid zusammengefiigt werden. In Abb. 2-14 ist die Struktur eines
Pentapeptids wiedergegeben. Peptide werden entsprechend der
Sequenz ihrer Aminosdurebestandteile bezeichnet, beginnend
am Amino-Ende. Wenn viele Aminosdurereste zu einer langen
Kette zusammengefiigt sind, nennt man dies ein Polypeptid.

H.N--CH—C N =N —C—O—N—C—8=—N—C—C00

0 H O 0 H O I
amino-pade Carboxy-Ende gtl:l;.kzt;lr"eines Pentapeptid.
(Amino-Terminus) (Carboxy-Terminus) peplies

Bei der Benennung eines Peptids beginnt man
Serylglycyltyrosinylalanylleucin mit dem NH,-stindigen Ende. Die Peptidbin-
Ser-Gly-Tyr-Ala-Leu dungen sind grau unterlegt.

Verschieden lange Peptide entstehen auch bei der partiellen
Hydrolyse sehr langer Polypeptidketten von Proteinen. Dar-
iiber hinaus gibt es jedoch andere biologisch vorkommende
Peptide, die nicht aus Proteinen entstehen. Hierzu gehort zum
Beispiel das Tripeptid Glutathion (Abb. 2-15), das eine unge-
wohnliche Peptidbindung enthilt, an der eine Aminogruppe
beteiligt ist, die nicht in a-Position steht. Oxytocin und Vaso-
pressin — Hormone, die von dem Hypophysen-Hinterlappen
gebildet werden — sind groBe zyklische Peptide.

Peptide enthalten an ihren Enden nur eine freie «-Amino-
gruppe und eine freie a-Carboxylgruppe. Diese Gruppen sind
in ahnlicher Weise ionisiert, wie dies bei einfachen Aminosau-
ren der Fall ist. Alle anderen a-Amino- und a-Carboxylgrup-
pen sind an Peptidbindungen beteiligt, die nicht ionisiert sind.
Die R-Gruppen der verschiedenen Aminosdurereste in den
Peptiden konnen als Seitenketten angesehen werden, die aus
der Grundstruktur der Kette herausragen. Da die R-Gruppen
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einiger Aminosiuren Protonen aufnehmen oder abgeben kon-
nen, lassen sich die Sdure-Basen-Eigenschaften eines Peptids
anhand seiner freien a-Amino- und a-Carboxylgruppen an je-
dem Ende der Kette sowie anhand der Natur und Anzahl seiner
ionisierten R-Gruppen voraussagen. Peptide besitzen ebenfalls
ein charakteristisches isoelektrisches pH, bei dem sie in einem
elektrischen Feld nicht wandern. Peptide mit verschiedener
Aminosiurezusammensetzung koénnen' voneinander durch
Chromatographie oder Elektrophorese auf der Grundlage der
Unterschiede in ihren Sdure-Basen-Eigenschaften getrennt
werden.

Es gibt zwei wichtige chemische Reaktionen der Peptide. Die
eine ist deren Hydrolyse — zum Beispiel durch Erhitzen mit
einer starken Sdure oder Base — zu den Aminosduren, aus
denen sie zusammengesetzt sind

R! R2

| |
NH,—CH—C—NH—CH—COOH + H,0
I
o)

R! R?

| |
— NH,—CH—COOH + NH,—CH—COOH

Die andere ist die Reaktion mit 2,4-Dinitrofluorobenzol, die
benutzt wird, um die Aminosiduresequenz der Peptide aufzu-
klaren. Wir haben bereits gesehen, daB} dieses Reagens mit der
a-Aminogruppe einer freien Aminosdure unter Bildung eines
2,4-Dinitrophenylderivats reagiert. Und ebenso reagiert es mit
der a-Aminogruppe eines Peptids — unabhéngig von dessen
Linge. Auf diese Weise kann die aminoterminale Aminosiure
mit der Dinitrophenyl-Gruppierung unter Bildung eines Di-
nitrophenylpeptids, das gelb gefarbt ist, ,,markiert*‘ werden. In
Kapitel 3 wird erldutert werden, wie diese Reaktion zu Bestim-
mung der Aminosiuresequenz benutzt wird.

Biologisch wichtige Peptide:

Zahlreiche Hormone sind Peptide (Insulin, Glucagon, Corti-
cotropin etc.). Bestimmte Antibiotica (Valinomycin, Grami-
cidin etc.), Releasingfaktoren wie der im Hypothalamus ge-
bildete Thyrotropinreleasing Faktor, ferner Hirnpeptide wie
die opiatartigen Enkephaline gehoren zu dieser wichtigen
Substanzklasse.

Glutathion
(y-Glutamylcysteinglycin)
COOH
H,N—C—H
CH,
CH,
¢=o
i
HS— CH;—(|JH
¢=o
N
e,
éOOH
Rinder- Rinder
Oxytocin Vasopressin
Cys Cys
'l“yr '}‘yr
}le S }Lhe S
(|;ln é (l;ln é
J\sn /l\sn
Cllys Cllys
I|’ro El’ro
I[eu 1|\rg
Gly—NH, (I}ly—NH2
Abb. 2-15

Drei biologisch aktive Peptide



Zusammenfassung

Die gewohnlich als Hydrolyseprodukte von Proteinen gefundenen 20
Aminosiuren enthalten eine a-Carboxylgruppe, eine a-Aminogruppe
und eine typische R-Gruppe, dieam a-C-Atom haftet. Die Aminosiu-
ren werden auf der Basis der Polaritit ihrer R-Gruppen klassifiziert. Die
nichtpolare Klasse enthilt die Aminosduren Alanin, Leucin, Isoleucin,
Valin, Prolin, Phenylalanin, Tryptophan und Methionin. Die Klasse
der polaren neutralen Aminosduren enthilt Glycin, Serin, Threonin,
Cystein, Tyrosin, Asparagin und Glutamin. Die negativ geladenen (sau-
ren) Aminosiuren sind Asparaginsidure und Glutaminsiaure, und die
positiv geladenen (basischen) Aminosduren sind Arginin, Lysin und
Histidin.

Monoaminomonocarboxylsiuren sind bei einem niedrigen pH zwei-
basische Sauren ("NH;CHRCOOH). Wenn der pH-Wert auf etwa 6 —
den isoelektrischen Punkt — erhoht wird, wird ein Proton der Carboxyl-
gruppe abgespalten. Dadurch bildet sich eine dipolare Komponente
oder ein Zwitterion (* NH,CHRCOO™), das elektrisch neutral ist. Bei
weiterem Anstieg des pH-Wertes kommt es zu einem Verlust auch des
zweiten Protons unter - Bildung der ionisierten Komponente
NH,CHRCOO". Die Aminosiuren mit ionisierbaren R-Gruppen kén-
nen in einer zusitzlichen Ionenform existieren, in Abhingigkeit von
dem pH-Wert des Mediums. Das a-C-Atom der Aminoséuren (mit
Ausnahme von Glycin) ist asymmetrisch und kann daher in mindestens
zwel stereoisomeren Formen existieren. Nur die L-Stereoisomeren, die
dem L-Glycerinaldehyd entsprechen, finden sich in Proteinen.

Aminosduren bilden mit Ninhydrin gefirbte Derivate. Komplexe
Mischungen von Aminosduren kénnen mittels der Papierchromato-
graphie oder der Ionenaustausch-Chromatographie getrennt, identifi-
ziert und bestimmt werden. Beide Verfahren beruhen auf dem Prinzip
der Verteilung von Aminosduren zwischen zwei Phasen.

Mehrere Aminosiuren kénnen kovalent zu Peptiden gebunden wer-
den. Diese konnen andererseits auch bei der unvollstindigen Hydrolyse
von Proteinen entstehen. Die Sdure-Basen-Eigenschaften des Peptids
sind eine Funktion seiner NH,-terminalen Aminogruppe, seiner
COOH-terminalen Carboxylgruppe und der ionisierbaren R-Gruppen.
Peptide kénnen zu freien Aminosduren hydrolysiert werden. Die freie
Aminogruppe eines Peptids kann mit 2,4-Dinitrofluorobenzol unter
Bildung eines charakteristischen, gelbgeférbten Derivates reagieren.
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Kapitel 3

Proteine

Proteine sind die in den meisten Zellen am haufigsten vorkom-
menden Makromolekiile. Sie machen 509, oder mehr der
Trockenmasse der Zellen aus. Sie sind als Substanzen, durch
die die genetische Information ausgedriickt wird, grundle-
gende Komponenten in allen biologischen Systemen. Es han-
delt sich bei ihnen um sehr vielseitige Zellkomponenten: einige
sind Enzyme, einige dienen als Strukturkomponenten, und
einige besitzen hormonelle Aktivitit.

Proteine repriasentieren wohl die komplexeste und mannig-
faltigste Klasse von Makromolekiilen in der Zelle. Die in den
letzten Jahren gewonnenen Erfahrungen beim Studium der
Proteine haben das Verstdndnis ihrer Struktur und ihres Ver-
haltens erleichtert.

Zusammensetzung der Proteine

Viele Proteine konnten in reiner, kristallisierter Form isoliert
werden (s. Abb. 3-1). Alle enthalten Kohlenstoff, Wasserstolf,
Stickstoff und Sauerstoff, und nahezu alle enthalten Schwefel.
Einige Proteine enthalten zusétzliche Elemente, insbesondere
Phosphor, Eisen, Zink und Kupfer. Bei saurer Hydrolyse er-
geben alle Proteine a-Aminoséuren als Endprodukte. Tab. 3-1
zeigt die Aminosdure-Zusammensetzung von zwei typischen
Proteinen. Die Mengen der in irgendeinem Protein vorhan-
denen Aminosiuren sind voneinander verschieden und auch
nicht alle Proteine enthalten alle 20 allgemeinen o-Aminosiu-
ren.

Proteine werden aufgrund ihrer Zusammensetzung in zwei
Hauptklassen unterteilt: einfache und zusammengesetzte Pro-
teine. Einfache Proteine sind solche, die bei der Hydrolyse nur
Aminosduren ergeben und keine weiteren organischen oder
anorganischen Hydrolyseprodukte. Sie enthalten in der Regel
etwa 50 9, Kohlenstoff, 7 % Wasserstoff, 23 % Sauerstoff, 16 9
Stickstoff und bis zu 39, Schwefel. Zusammengesetzte Pro-
teine sind solche, die bei der Hydrolyse nicht nur Aminosiuren

Abb. 3-1

Kristalle von Cytochrom ¢ (Pferd).

Dieses Protein ist fiir den Elektronentransport
bei der Atmung wichtig.
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ergeben, sondern auch andere organische oder anorganische
Komponenten. Diese bezeichnet man als prosthetische Grup-
pen. Zusammengesetzte Proteine kénnen nach der chemischen
Natur ihrer prosthetischen Gruppe klassifiziert werden (Tab.
3-2).

Polypeptidketten von Proteinen

In Proteinmolekiilen sind die aufeinanderfolgenden Amino-
sdurereste kovalent durch Peptidbindungen miteinander ver-
bunden. Hierdurch entstehen lange unverzweigte Ketten, die
Polypeptide genannt werden. Diese Ketten kénnen zwischen
100 und mehreren Hundert Aminosiurereste enthalten. Pro-
teine stellen jedoch nicht einfach willkiirlich zusammenge-
setzte Polymere verschiedener Linge dar. Vielmehr sind alle
Molekiile eines bestimmten Proteintyps identisch in der
Aminosdurezusammensetzung, der Sequenz und der Linge
der Polypeptidkette.

Einige Proteine enthalten nur eine Polypeptidkette, andere
dagegen — oligomere Proteine genannt — sind aus zwei oder
mehr Polypeptidketten aufgebaut. So besitzt zum Beispiel das
Protein Ribonuclease — ein Enzym, das Ribonucleinsiduren
hydrolysieren kann - nur eine Polypeptidkette, wihrend das
Hémoglobin - der sauerstofftransportierende Farbstoff der ro-
ten Blutzellen — aus vier Polypeptidketten zusammengesetzt
ist.

Die GroRe der Proteinmolekule

Die molare Masse der Proteine kann durch verschiedene phy-
sikochemische Methoden bestimmt werden. Einige charakteri-
stische Werte sind in Tab. 3-3 zusammengestellt. Die molaren
Massen der meisten Proteine liegen in der GréBenordnung

Tab.3-2 Zusammengesetzte Proteine

Klasse prosthetische Gruppe  Beispiele

Nucleoproteide  Nucleinsduren Tabakmosaikvirus
Lipoproteide Lipide B-Lipoprotein des Bluts
Glykoproteide Kohlenhydrate y-Globulin des Bluts
Phosphoproteide Phosphatgruppen Casein der Milch
Hémoproteide Him (Eisenporphyrin) Hamoglobin, Cytochromc
Metalloproteide  Eisen Ferritin

Zink Alkohol-Dehydrogenase

Tab. 3-1 Aminosiure-Zusammensetzung von

zwei Proteinen

Aminosdure mensch-
liches Cyto-
chrom ¢

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gin
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
Gesamtanzahl

der Amino-
sidurereste 104
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—
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Rinder-
Chymotryp-
sinogen A

22
4
15
8
10
10
)
23
2
10
19
14
2
6
9
28
23
8
4
23

245




Kapitel 3 Proteine 45

Tab.3-3 GroBe einiger Proteine

Protein molare Anzahl Anzahl
Masse der der
As.-Reste Ketten
Insulin (Rind) 5733 51 2
Ribonuclease
(Rinderpancreas) 12 640 124 |
Lysozym (Eiweil) 13930 129 1
Myoglobin (Pferdeherz) 16 890 153 1
Chymotrypsin
(Rinderpancreas) 22 600 241 1
Himoglobin (Mensch) 64 500 574 4
Serumalbumin (Mensch) 68 500 ~ 550 |
Hexokinase (Hefe) 104000 ~ 800 2
y-Globulin (Pferd) 149 900 ~1250 4
Glutamat-Dehydrogenase
(Rinderleber) 330 000 3000 6

zwischen 12000 und 1000000 oder mehr. Es ist nicht moglich,
Verallgemeinerungen iiber die Groe von Proteinen zu ma-
chen - selbst nicht bei Proteinen, denen die gleiche Funktion
zukommt. Verschiedene Enzyme haben beispielsweise molare
Massen, die {iber eine weite Spanne schwanken konnen. Die
Anzahl der Aminosiurereste in einem einfachen Protein, das
keine prosthetische Gruppe enthilt, kann man angenéhert er-
mitteln, indem man die molare Masse durch 120 teilt. (Die mitt-
lere molare Masse jeder der 20 verschiedenen Aminosiuren in
Proteinen ist etwa 138. Da bei der Kniipfung jeder Peptid-
bindung jedoch ein Molekiill Wasser — molare Masse 18,0 —
austritt, ist die mittlere molare Masse eines Aminosiurerestes
etwa 120). In Tab. 3-3 ist auch die angendherte Anzahl der
Aminosdurereste fiir einige Proteine verschiedener Gréfle und
Funktion wiedergegeben. Ribonuclease, Cytochrom ¢ und
Myoglobin, die zu den bestbekannten kleinen Proteinen geho-
ren, enthalten zwischen 100 und 155 Aminosdurereste.

Globulédre und fibrillare Proteine

Proteine konnen auch aufgrund ihrer physikalischen Eigen-
schaften in zwei groBe Klassen unterteilt werden: in globuldre
und fibrillire Proteine.

Globulire Proteine sind in waBrigen Systemen l6slich und
diffundieren leicht. Ihre Polypeptidkette bzw. -ketten sind eng
zu einer kompakten, sphérischen oder globuldren Form zu-
sammengefaltet. Globulidre Proteine haben gewdhnlich eine



