Basiswissen Biochemie:
1. Aminosäuren:

Struktur von Aminosäuren:

Die für die Eigenschaften von AS entscheidenden Gruppen gehen vom (-C-Atom aus.
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Man unterscheidet:

1. Aminogruppe: Die Aminogruppe liegt bei physiologischem pH protoniert, also in Form eines Kations vor ( H
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2. Carboxylgruppe: Die Carboxylgruppe liegt bei physiologischem pH deprotoniert, also in Form eines Anions vor ( COO
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3. Seitenkette: Die Seitenkette bedingt die jeweilige spezifische Eigenschaft der AS. Sie ist dafür verantwortlich, dass am (-C-Atom ein Asymmetriezentrum entsteht.
Die Seitenketten der Aminosäuren können in folgende Gruppen unterteilt werden:

· Unpolare, aliphatische Seitenketten:

· Glycin

· Alanin

· Valin

· Leucin

· Isoleucin

· Prolin

· Aromatische Seitenketten

· Pehnylalanin

· Tyrosin

· Tryptophan

· Polare, ungeladene Seitenketten

· Serin

· Threonin

· Cystein

· Methionin

· Aspargin

· Glutamin

· Positiv geladene Seitenketten

· Lysin

· Argenin

· Histidin

· Negativ geladene Seitenketten

· Aspargat

· Glutamat

Löslichkeit:

Unpolare, alipatische und aromatische Seitenketten sind eher hydrophob (Ausnahme Glycin).

Geladene Seitenketten sind hydrophil und polare, ungeladene Seitenketten neutral.

Es gibt 20 proteinogene AS (Proteinbausteine) und mehr als hundert nichtproteinogene AS, die in Stoffwechseln eine wichtige Rolle spielen.

1.1. Säure-Base-Eigenschaften von AS:

Bei physiologischem pH sind die funktionellen Gruppen der AS geladen.

· Aminogruppen: können protoniert werden, d.h. sie können H
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-Ionen aufnehmen. PK-Wert: 9-10,5

· Carboxylgruppen: können deprotoniert werden d.h. sie können H
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-Ionen abgeben. PK-Wert: 1,7-2,4
· Auch die Seitenketten haben verschiedene PK-Werte.

1.2. Isoelektrischer Punkt von AS:

Am isoelektrischen punkt heben sich die Nettoladungen der ionisierbaren Gruppen von AS auf.

1.3. Trennung und Nachweis von AS:

Es gibt verschiedene Chromatografische Verfahren zur Trennung von AS:

a) Ionenaustauschchromatographie:

Der IAC liegen Wechselwirkungen zwischen ionisierten Gruppen im Stoffgemisch in der Stationären Phase zugrunde.
Anionentauscher: Binden Anionen

Kationentauscher: Binden Kationen 

b) Verteilungschromatographie:

Der VC liegt die unterschiedliche Verteilung von Verbindungen zwischen zwei flüssigen Phasen zugrunde.

Normalphasen-VC: Stationäre Phase hydrophil, mobile Phase hydrophob.

Umkehrphasen-VC: andersrum (( wir häufiger für AS benützt)

2. Peptide und Proteine

Peptide und Proteine sind Molekühle aus den 20 proteinogenen AS. Bei einem Molekühl von bis zu 100 AS spricht man von einem Peptid, bei über 100 AS von einem Protein.

2.1. Peptidbindung:

Peptide und Proteine bestehen aus AS-Ketten die durch Peptidbindungen miteinander verknüpft sind.

Die Peptidbindung entsteht unter Wasserabspaltung zwischen der Carboxylgruppe der einen und der Aminogruppe der anderen AS. ( die freien (-Amino- und (-Carboxylgruppen gehen dabei verloren, sie kommen nur noch an den Enden der Proteinkette vor. Somit haben alle Peptidketten ein gleichartiges Rückrat.
Das hat zu Folge, dass alle Peptidketten einen N- und einen C-Terminus haben, also auf der einen Seite mit einer freien (-Amino-Gruppe und auf der anderen Seite mit einer freien (-Carboxyl-Gruppe enden.

Die AS-Sequenz von Peptiden wird immer so geschrieben, dass mit der AS begonnen wird die die frei (-Amino-Gruppe bildet.
2.2. Einteilung von Proteinen:

Einteilung nach Größe:

<10 AS ( Oligopeptide; <100 AS ( Peptide; >100 AS ( Proteine 

Einteilung nach Zusammensetzung:

Proteine dir nur aus AS bestehen und Proteine die zusammengesetzt sind: Glycoproteine, Lipoproteine…

Einteilung nach der Form:

Kugelförmige oder globuläre Proteine und faserförmige oder fibrilläre Proteine.

Einteilung nach Proteinfamilien:

Ähnlichkeiten in den Strukturen

2.3. Isolierung und Sequenzaufklärung von Proteinen:

2.3.1. Proteine werden durch Kombination verschiedener chromatographischer Verfahren gereinigt.

a) Extraktion der Proteinfraktion

b) Bestimmung der Biologischen aktivität

c) Ionenaustauschchromatographie

d) Gelchromatographie

e) Affinitätschromatographie

f) Umkehrphasen-HPLC

2.3.2. Molekulargewicht von Proteinen:

a) mit kolorimetrischen Verfahren: z.B. Biuretreaktion
b) SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese: Proteine werden zunächst mit einem negativ geladenen Detergen (SDS) behandelt ( Molekühl entfaltet sich und erhält stark negative Ladungen. Dann wird es auf einem Polyacrylamidgel der Elektrophorese unterzogen ( Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist proportional zu ihrem Molekuhlargewicht.

c) Analytische Ultrazentrifugation.

2.3.3. AS - Zusammensetzung von Proteinen:
Hierfür wird der Edman-Abbau oder heutzutage Molekularbiologische Verfahren verwendet.
2.4. Die Konformation von Proteinen.

Primärstruktur von Proteinen: 
Gibt die AS-Zusammensetzung wieder.

Sekundärstruktur von Proteinen:

Ergibt sich aus Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Peptidbindungen.

· (-Helix-Struktur:

Form einer rechtsgewundenen Schraube, 3,6 AS pro Windung, Ganghöhe: 0,54nm
· (-Faltblatt-Struktur:

gefaltete Zickzack-Form


( Beide Strukturen sind häufig nur partielle Bestandteile von Proteinen

Tertiärstruktur von Proteinen:

Beruht auf Wechselwirkungen von AS Seitenketten. Beschreibt die Ausbildung einer stabilen Raumstruktur. (Kombination von (-Helices, (-Faltblättern und anderen Strukturelementen)

· Wasserstoffbrückenbindungen

· Hydrophobe Wechselwirkungen

· Ionenbindungen

· Disulfidbindungen

Quartiärstruktur von Proteinen:

Beschreibt dessen Zusammensetzung aus Untereinheiten.

3. Enzyme

3.1. Klassifizierung und Aufbau von Enzymen

3.1.1 Enzyme sind reaktionsspezifische Katalysatoren

· Enzyme beschleunigen die Gleichgewichtseinstellung einer Reaktion ohne das Gleichgewicht zu verändern.

· Während der Reaktion geht das Enzym mit dem Reaktionspartner eine Bindung ein aus der es nach der Reaktion unverändert wieder hervorgeht.

· Ein Enzym katalysiert jeweils nur eine einzige oder sehr wenige Reaktionen. ( reaktionsspezifischer Katalysator

3.1.2. Nomenklatur:

leitet sich von der katalysierten Reaktion ab.

1. Oxidoreduktasen

2. Transferasen

3. Hydrolasen

4. Lyasen

5. Isomerasen

6. Ligasen

3.2. Coenzyme

Viele Enzyme benötigen Coenzyme (niedermolekular).

Holoenzym: Enzym + Coenzym

Apoenzym: Enzym ohne Coenzym

Viele Coenzyme leiten sich von den Vitaminen ab und können vom Körper nicht selbst synthetisiert werden.

3.3. Enzymaktivität

Unter Enzymaktivität wird ganz allgemein die Reaktionsgeschwindigkeit verstanden mit der eine enzymkatalytische Reaktion abläuft.

Voraussetzungen:

· Reaktionspartner müssen im Überschuss vorhanden sein

· pH – Optimum

· notwendige Cofaktoren müssen ausreichend vorhanden sein

· Temperatur muss standardisiert sein

Unter diesen Bedingungen ist die Geschwindigkeit des Substratumsatzes eines Enzyms proportional der Menge des im Testansatz vorhandenen Enzyms.
Dies wird mit zwei Methoden bestimmt:

1. Einfacher optisch - enzymatischer Test:

Mit diesem Test werden die Aktivitäten von Enzymen bestimmt, für die die Coenzyme NAD
[image: image7.wmf]+

 bzw. NADP
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 als Reaktionspartner dienen. In reduzierter Form haben die beiden Wasserstoffübertragenden Coenzyme ein Absorbtionsmaximum bei 340nm.

2. Zusammengesetzter optisch - enzymatischer Test:

Man nimmt eine nachgeschaltete Indikatorreaktion als Messgröße.

Die Aktivität von Enzymen wird in Internationalen Einheiten gemessen: IU

1IU ( Enzymmenge, die 1mmol Substrat pro min umsetzt.
3.4. Isoenzyme

Sind Enzyme unterschiedlicher AS-Sequenz, die allerdings die gleiche Reaktion katalysieren. Isoenzyme haben jedoch unterschiedliche Aktivität und unterschiedliches Verhalten gegenüber Aktivatoren, Inhibitoren.
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