4.3. Proteine

4.3.1. Aminosauren

1,6-Diaminohexan auf Geruch, Wasserlslichkeit Badizitat untersuchen

Amine

Amine enthalten dieAminogruppe -NH, und werden durch die Endung -amin oder die Voesikmino
gekennzeichnet. Infolge der polaren N-H-Bindungdsiie kurzkettigen Aminenvasserloslich und haben
Siedepunkte die zwischen denen vergleichbarer Kohlenwasdénstml Alkohole liegen. Durch den +I-Effekt

des Restes sind aliphatische Amine nbakischerals Ammoniak:

R-NH, (Alkylamin) + H,O = R-NH;" (Alkylammonium) + OH.

Fast alle Amine sind sekiftig und werden insbesondere auch UbetH#iat aufgenommen!

Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgabe 1

Glycin vorstellen, Wasserldslichkeit,
messen

pH-Wert mit-glektrode

Struktur und physikalische Eigenschaften der Aminoduren
Eiweil3stoffe in Lebewesen sind fast ausschlieRliahs 20
verschiedener2-L-Aminocarbonsduren aufgebaut. Darunter sind ¢
essentielleAminosauren, die der Mensch zum Leben bendtiger a
nicht selber herstellen kann. Infolge der intrarkolarer
Neutralisation der basischen Aminogruppe und der saur
Carboxylgruppe liegen die Aminosauren im festen dligsigen
Zustand zu 99,9% in Form vawitterionen vor. Demnach musste
man eigentlich von Ammoniumcarboxylaten sprechdseran der
Praxis hat sich die Bezeichnung Aminoséaure erhalten

|COOH lcoc'
H,N— (l:_ ﬁ H3N+— (l:_
R — R

L
Durch diese salzartige Struktur lassen sich dieeh&@thmelzpunkte
und die gutdVasserldslichkeitder meisten Aminosauren erklaren.

Wiederholung Neutralisationskurve von Kohlenséure

S&ure-Base-Reaktionen der Aminosauren

Lost man eine feste Aminosaure in Wasser, so vielschich der pH-
Wert leicht ins saure bzw. basische, je nachdendi®@laure Wirkung
der NH;'-Gruppe oder die basische Wirkung der C@®uppe
Uberwiegt.

Beipiel Glycin

saure Wirkung der N§-Gruppe:

HsN*-CH,-COO + H,0 = H,N-CH,~COO + H,O"
mit pK82: 9,60

basische Wirkung der CO&5ruppe:
HsN*-CH,-COO + H,0 = H;N"-CH,~COOH + OH
mit pKBl = 11,66

Da die saure Wirkung leicht Uberwiegt, ergibt st schwach saurer
pH = 6.

Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgaben 2 und 3

Gruppe I: Aminosduren mit unpolarem Rest R
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Glycin(Gly) Alanin(Ala) Valin(Val)*
pH(1)=5,97 PH(1=6.02 pH(1)=5,97
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HiC CHy CHy
Leucin(Leu)* Isoleucin(ife)* Prolin(Pro) Phenylalanin(Phe)*
pH(D)=5.98 pH(1)=6,02 pH(I)=6,3 pH(1)=5,48

Gruppe IT: Aminosiuren mit polarem Rest R
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Cystein(Cys) Methionin(Met)* Serin(Ser) Threonin{Thr)*
pH(1)=5.02 pH(1)=5,06 pH()=5.68 pH(1)=5,60
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Tyrosin(Tyr)  Asparagin{Asn)  Glutamin(Gln)  Tryptophan(Try)*
pH(h=5,67 pH(I}=2.8 pH(1)=3,2 pH(1)=5,88
Gruppe III: saure Aminosiuren
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+ | + |
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Asp insiure(Asp) Gl dure(Glu)
pH(I)=5,41 pH(1)=5,7
Gruppe 1V: basische Aminosiiuren
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+ + | + 1
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e G2 R
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Lysin{Lys)* Arginin(Arg) Histidin(His)
pH(1)=9.74 pH(1)-10,76 pH(1)-7,59

*: cssentielle Aminosauren.




Die genaue Berechnung des resultierenden pH-Wentgbt sich aus der Betrachtung der vollstandigen
Neutralisationkurve des Glycins.

CcoC
OOH OoH [ OoH
. . . -
H3N—|C— -~ H3N_|C_ -~
H* H+
R R
pKg, = 2,34 pKg; = 9,60

Man erhalt sie z. B., indem man 10 mmol Glycin ¢uké®sen in 100 ml einer 0,1 molaren Salzsaure AQstac
vollstandig protoniert und dann durch tropfenwesfsaggabe von 30 ml 0,1 molarer Natronlauge schriteei
wieder deprotoniert. Die zuerst deprotonierte Caylgruppe —COOH hat den pK= 14 - plks; = 2,34 und die

anschlieRend deprotonierte Ammoniumgruppe Nt¢n pks, = 9,60.

Anfangspunkt (0 ml): HsN*-~CH,~COOH

1
PH=2 (PKs1~ log @) = 1,68
1. Pufferpunkt (5 ml)

[HaN*~CH,~COO] = [H3N*~CH,~COOH]

pH = pKs: = 2,34

1. Aquivalenzpunkt (10 ml): N*-~CH,-~COO

1
pH = E(DKSN' p

Kso) = 5,98

2. Pufferpunkt (15 ml)

[HaN*~CH,~COOH] = [H;N-CH,~COOH]

pH = pKSZZ 9,60

Endpunkt (20 ml): hN-CH,~COO"

pOH = % (pPKgz —log @) =2,7= pH=14-pOH =113
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Der 1. Aquivalenzpunkt heit augdoelektronischer Punkt (IEP),da bei diesem pH praktisch alle Teilchen in
Zwitterionenform vorliegen. Der IEP stellt sich auch ein, wenn die festénAs@iure in Wasser geldst wird. Da
die Zwitterionen nach auf3en hin neutral sind, istldislichkeit am IEP am geringsten. Da es sich um eine
zweiprotonige Saure handelt, existieren auRerdem zRgiferpunkte bei pKs; = 2,34 und pk, = 9,6 die
jedoch beim Blut-pH von 7,35 keine Rolle spielen.

Viele Aminosauren besitzen Reste mit weiteren sauren odechasi Gruppen, so dass nuaai Pufferpunkte

erhalt:

Name pKs1 (@-COOH) | pK s, (a-NH3") | pKss(Rest) | IEP
Alanin 2,34 9,69 6,0
Arginin 2,18 9,09 12,4 10,8
Asparagin 2,02 8,80 5,4
Asparaginsaure | 1,88 9,60 3,65 2,8
Cystein 1,71 10,66 8,35 51
Glutamin 2,17 9,13 5,7
Glutaminsaure | 2,19 9,67 4,25 3,2
Glycin 2,34 9,60 6,0
Histidin 1,80 9,07 5,99 7,5
Hydroxyprolin 1,82 9,65 5,7
Isoleucin 2,26 9,62 5,9
Leucin 2,36 9,60 6,0
Lysin 2,20 8,90 10,28 9,6
Methionin 2,28 9,21 5,7
Prolin 1,99 10,60 6,3
Serin 2,21 9,15 5,7
Threonin 2,15 9,12 5,6
Tryptophan 2,38 9,39 5,9
Tyrosin 2,20 9,11 10,07 5,7
Valin 2,32 9,62 6,0

Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgaben 4 - 6



4.3.2. Struktur der Peptidbindung

Carboxylgruppen und Hydroxylgruppen kondensiereEgtern:

Kondensation
HO (Veresterung)
o] OH
NI \R - Oxu O\
c|: + Hydrolyse N Sr + HOQ
R (Verseifung) Fle
Saure Alkohol Este
Carboxylgruppen und Aminogruppen kondensiereAmiden:
Kondensation o) H
— NS
XM+ Ny —— N ™k 4 KO
c R
Hydrolyse
R R
S&ure Amin Séureamid
Aminosauren kondensieren zu mesomeriestabilisi€égriden
o o - -
& O, (0] (@] (6]
N C/ Kondensation %C/ %C/
- 4+ HN—C ‘ H_| i + HO
O o - —c— - L.
%c/ 3 | Hydrolyse o%C/N | +“—> O\C&N (|: 2
) § oow |
HN—C— H3N—(|3— HN—C—
R R R
S —in
Aminosaure Aminoséure Dipeptic
Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgaben 7 - 13
4.3.3. Nachweis von Peptiden
Biuret-Nachweis mit Gelatine in konz NaOH wetdinnter CuSQ-Losung [ 10 ) kS
N LN
_ _ R C—CH
Biuret-Nachweis: ---(IIH—N/ i N
Mit Cu®-lonen in stark basischer Lésung bilddaprotonierte Peptid- o
Bindungen den violetteBiuret-Komplex: B " B A
HC—C R
. . N _— ) TR
Ninhydrin mit Glycin-L6sung vorsichtig erwérmen R ol |
Ninhydrin-Reaktion
Ninhydrin reagiert mit Aminoséauren zu einem blauedigo-Farbstoff:
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Dabei bildet Ninhydrin (Trioxohydrinden) zunachst mit d&mino-Gruppe eineSchiffsche Basg die
anschlieBendecarboxyliert. Dann wird die Doppelbindungmgelagert undhydrolytisch gespalten aus dem
C-Gerust der Aminosaure ist damit der nachstniedere Aldehgthaden. Das Amin reagiert mit einem zweiten
Molekul Ninhydrin zum blauen Indigo-Farbstoff.

Xanthoprotein-Reaktion
Gelatine oder Milch mit konz Salpetersére versetzen
Mit konz Salpetersare farben sich Proteine gelblich. Die Farbwrmgmk durch derNitrierung der

aromatischen Restevon Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan zustande meidt eigentlich nicht die
Peptidbindung. sondern Aromaten an:

TOC- C|IOC
H3N+_T_ H H3N—|C— H
CH, 4+ HNnOo, TP CH, + HoO
NO,
Phenylalanin (farblos) Nitrophenylalanin (gelblich)

Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgabe 14

4.3.4. Trennverfahren
DC von AS-Gemischen

Chromatographie: Das Protein wird zunachshydrolisiert. Die Aminosduren werden mit Hilfe von
Vergleichssubstanzenidentifiziert. Bei der DC mussen die farblosen Aminoséumit Ninhydrin angefarbt
werden. Fir die GC werden die nicht unzersetzt verdampfbaréno8auren zundchst mit Methamnvarestert
(vgl. GC von Fetten!)

Elektrophorese Trennung von EiweiRen und Aminoséauren im elektrisdheld. Negativ geladene Molekile
wandern zum Pluspol, positiv geladenen Molekiile zum bpiol Da die Ladung der Aminosauren und Proteine
stark vom pH-Wert abhangt, ist die Wahl eines geeigntdfers von groRer Bedeutung@eispiet Trennung
von Asp, Lys undAla bei pH 6 =IEP von Ala.

Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgabe 15

4.3.5. Proteinstrukturen

Priméarstruktur

Die teilweise sehr komplexen raumlicheStrukturen und
Funktionen der Proteine werden allein durch die Reihenfol
(Sequenz Priméarstruktur ) der verschiedenen Aminosaure
bzw. GrélRe, Polaritat und funktioneller Gruppe ihrer Reste
bestimmt. Die Primarstruktur jedes einzelnen Proteinmodek
ist alsGen auf der DNA im Zellkern gespeichert und kann dc
jederzeit wieder abgelesen werden.

A-Kette

Gly-He-Vai-Glu-Gln Ser-Leu=Tyr-Gln-Leu-Glu=Asn-1 vﬁ('ys-A@
' \
Cys Cys
; '
Phe-Val-Asn-Glim Cy:
4 3

His Al Scr

Insulin: Peptidhormon




Sekundarstruktur

Durch H-Briicken zwischen den ANH- und C=0O-Gruppen bilden die Ketten regelmaRige

Anordnunger(Sekundarstruktur) :

Wasserstoffbriickenbindungen N-terminal

C-ternmumal

G

* Ebene der

C-terminal \ 1€ G
Peptidbindung

a-Helix: rechtsgangige Schraubenit ca.
3,6 Aminosauren pro Umdrehung, hat
bei gréReren Resten die dann nac
aul3en gerichtet sind

Tertiarstruktur

B-Faltblatt: antiparallel vernetzte
Ketten in Zick-Zack Konformation
haufig bei kleineren Resten die
abwechselnd obertimund unterhall
der Ebene angeordnet sind.

Vor allem bei den-Helix kénnen die nach auen stehenden Reg
entfernt liegender Aminosduren Bindungen bilden, die
raumliche Anordnung der SchraubBe(tiarstruktur ) und damit
die Funktion des Proteins als Enzym, Transport- o
Strukturmolekil festlegt. Die folgenden Bindungen Kkdnn
auftreten:

1. Disulfidbricken (Elektronenpaarbindungen) werden b

Oxidation zweierCysteinrestez.B. durch Sauerstoff gebildet

Cys-S-H + H-S—Cys % O, = Cys-S-S-Cys + }O

2. lonenbindungen treten zwischen COO™-Gruppen der
Asparagin- oder Glutaminséure und deH; -Gruppen von
Lysin, Arginin oder Histidin auf.

3. H-Brlicken zwischerpolaren Resten.

4. Van-der-Waals-Bindungenzwischerunpolaren Resten.

Beispiele

/CH
('H:\CHS
o COH,
I
H ¢ CH
‘cf1  hydrophobe
Wechselwirkun;

Ly Wasserstoff SH
briickenbindungen ™0,

Disulfid-
briicke

Ny Disulfid-

helicaler
Bereich Disulfid-

briicke

Tertiarstruktur degnsulins

Tertiarstruktur detyoglobins
(O-Speicherung im Muskel

raumliche



Katalase aus Bananen, Kartoffeln oder Blut miOslunter Zugaben von CugC5aure, Lauge, Ethanol sowie
Erhitzen

Denaturierung

Die Tertiarstruktur wird bei der Synthese der Proteine SH

endoplasmatischen Retikulum durétaltung der noch Kkurzen

Ketten gebildet. Viele Giftstoffe wie z.B. Schwermetalle S&u

und Laugen sowie organische LOsungsmittel zerstéren Hs

Bindungen zwischen den Ketten. so dass sich die Kette entf

(Denaturierung) und die Funktion des Proteins verloren geht. ﬁﬁ;z;‘efrf;“g“““"s'

sich die langen Ketten des fertigen Proteins in der Reight n

mehr zurtickfalten konnen, sind Denaturierungen meist HS

irreversibel. Die folgenden Bedingungen fuhren zur Denaturierung:

1. Erhitzen schwécht alle zwischenmolekularen Kréafte

2. Sauren und Basen andern die Ladungsverhiltnisse der COQund NH'-Gruppen, wodurch
lonenbindungenundH-Briicken geldst werden.

3. Schwermetallionenwie z.B. H§" , Pb?*, Cd* aber auch Cii bilden sehr stabile lonenbindungen mit
Schwefelionen und verschieben das Redoxgleichgewicht fir dldung und Zersetzung der

Disulfidbriicken: Cys-S-S-Cys + €d+ 2 HO = (Cys-S),Cd**+ 2 OH

4. Organische Losungsmittel6senVan-der-Waals-Bindungen

5. Schwache Reduktionsmittel wie z.B. Wasserstoffperoxid (Wird Ublicherweise als Oxidationsmittel
eingesetzt, kann aber auch als Reduktionsmittel wirken) Bserfidbricken:

Quartarstruktur .

Viele Funktionseinheiten des menschlichen Kdrpers entstlilreh Zusammenlagerung mehrerer Proteinketten
zu einerQuartarstruktur . Die Quartarstruktur wird durch die gleichen Bindungerammmengehalten wie die
Tertiarstruktur.
Beispiele

1. Im Skleroprotein desHaars und derWolle, dema- | Protofibrille " Mikrofibrille
Keratin, sind drei durch Disulfidbriicken verkette ol i

rechtsgangigen-Helices umeinander gewunden ur
bilden eine linksgangige Protofibrille.  EIf
Protofibrillen ergeben eine Mikrofibrille und
hunderte  von  Mikrofibrillen  bilden  jeweils|§
Faserbindel odeMakrofibrillen , die in den Zellen |§
parallel zur Faserachse liegen. Bei der Herstellung
Dauerwellen werden die Disulfidbindungen zerstér
und nachdem das Haar in die gewinschte Fqg
gebracht wurde, wieder zuriickgebildet. z

aa}

Mikrofibrille

2. Hamoglobin besteht aus zwei-Ketten mit je 141 Aminosdureresten und zvgeKetten mit je 146
Aminosaureresten, deren Tertiarstruktur derMgeglobins dhnelt. Jede Kette tragt eir&imgruppe, die
fur die rote Farbe der Blutkdrperchen verantwortlich ist diediiber ein Stickstoffatom einelistidinrestes
mit demFe**-Zentralion der Hamgruppe verbunden ist. An die sechste Koordinataliesses F&-lons
der Hamgruppe wird ein Sauerstoffmolekil gebunden. Das 8asterstoffmolekil wird nur langsam, das
zweite und dritte schneller angelagert. Das vierte wird mehremdehimal schneller aufgenommen als das
erste. Dieser kooperative Effekt wird durch Konformatiods@imngen der Quartarstruktur erklart.

p-Kette p-Kette 0
S D T HIS T T T
s
/
0
NH ]
| I HC ¢
H,C=CH (CH,),—COOH

< \
HC (CH2),—COOH )
; Y
a : CH,4 /
HC=CH (y, KNH >
| 4
——»HNQ% )
e His P »

R7 ~ e N

N .
a-Kette NH; a-Kette




Beispiele fir Proteine im menschlichen Korper

Name Ort Funktion

Glucagon und Insulin A- und B-Zellen auf defmdormone, die die Aufnahme von Gluco
Langerhansschen Inseln deaus dem Blut in die Kdrperzellen steuern
Bauchspeicheldriise

Ptyalin Mund Enzyme zur Hydrolyse von Proteinen

Pepsin Magen

Trypsin und Chymotrypsin | Zwélffingerdarm (Duodenum)

Carboxypeptidase Dinndarm (Jejunum und lleun)

Lipasen Magen und Zwolffingerdarm Enzyme zu Hydrolyse Fetten

a-Amylase Mund und Zwélffingerdarm Enzym zur Hydrolysm Starke

Casein Milch Emulgator fur Fette und {RO,),

Hamoglobin Blut Transport von, nd CQ

Chylomikronen Blut Transport von Fetten

Transferrin Blut Transport von Eisen

Myoglobin Muskeln Speicherung vorn, O

Ferritin Leber, Knochenmark, Milz Speicherung von Eisen

Actin und Myosin

Kontraktile Proteine

Muskelkontraktion

Fibrinogen, Thrombin Blut Blutgerinnung
Antikérper Blut Immunsystem
a-Keratin, Haut, Nagel, Haare Strukturproteine
B-Keratin Seide

Kollagen Bindegewebe

Ubungen: Aufgaben zu Proteinen Aufgaben 16 - 18

se



4.3.6. Lignin

Lignin, der Geruststoff des Holzes, wird aus der Aminas&lrenylalanin synthetisiert. Dabei entsteht zunéchst
in 4 Schritten der Coniferylalkohol:

COOH COOH COOH (|ZOOH CH,OH
C C HC\ HC\ HC\
N N N
HNT H > e, HNT H > cH, CH CH CH
1 2 3 4
E—d e I —_—
H,CO H,CO
OH OH OH
L-Phenylalanin L-Tyrosin p-Cumarsaure Ferulaséure Coniferylalkohol
a) Kennzeichne jeden der vier Schritte oH
mit Hilfe von Oxidationszahlen als UHO )
. . . nin-
Oxidation oder Reduktion. T o

b) Erganze bei jedem Schritte die
fehlenden Edukte oder Produkte
(Wasser, Sauerstoff oder Methanol)

c) Der Coniferylalkohol lasst sich an
drei Stellen Uber C-C-Bindungen und
Etherbriicken mit anderen
Coniferylalkohol-Molekulen
vernetzen. (siehe rechts) Markiere
diese drei Stellen und nenne den Typ
der dabei stattfindenden Reaktionen



