Aminosauren

H
asymmterisches C-Atom

a-C-Atom (1. Atom unter COOH-Gruppe)
L-Form (Aminogruppe sitzt links)

Aminosauren nennt man die Carbonsauren, in denen ein oder mehrere
Wasserstoffatome des Alkylrests durch eine Aminogruppe ersetzt sind.

1. Experiment:

Etwas Glycin wird in einem Reagenzglas mit Wasser angefeuchtet, mit 3
Platzchen Natriumhydroxid versetzt und erhitzt. Uber die Reagenzglas-
offnung halt man Indikatorpapier.

Beobachtung:

Das Reagenzglas erhitzt sich bereits bevor mit dem Bunsenbrenner ge-
arbeitet wird. Beim Erhitzen der Losung bildet sich ein Gas, das den In-
dikatorstreifen blau farbt.

— Die Stoffe Glycin und Natriumhydroxid reagieren unter Bildung eines
alkalischen Gases.

2. Experiment:

Man stellt eine Lésung von Salzsaure und Glycein (je 0,1 mol-¢") her. 20
ml davon werden mit Natronlauge (c = 0,1 mol-¢") titriert, indem man an-
fangs jeweils 1 ml und spater jeweils 0,5 ml hinzutropft.

Reaktion von Glycin mit Salzsaure:
H C|JOOH ! ITl C|JOOH
ON=C—H + HCl —— H—|+—(|3—H + Cl
H 1

H H

heterolytischer Bindungsbruch

— Das Chloridion ist in der Losung beweglich.




Titrationstabelle:

V(NaOH) in ml | pH-Wert | V(NaOH) in ml | pH-Wert
0 1,75 19,5 4,57
1 1,8 20 7,14
2 1,85 22 8,2
3 1,9 23 8,4
4 1,97 24 8,54
5 2,03 25 8,68
6 2,08 26 8,78
7,3 2,15 27 8,87
8 2,2 28 8,98
9 2,25 29 9,03
10 2,31 30 9,13
11 2,38 31 9,2
12,1 2,45 32 9,28
13,1 2,55 33 9,36
14 2,62 34 9,44
15 2,71 35 9,53
15,5 2,78 36 9,62
16 2,83 37 9,71
16,5 2,9 38 9,85
17 2,98 39 10
17,5 3,09 40 10,15
18 3,2 41 10,4
18,5 3,35 42 10,5
19 3,6 50 11,1
Titrationskurve:
pH
12
11
i@

U{HaOH} in ml

5 1@ 15 2@ 25 3@ 35 4@ 45 50



Auswertung der Titrationskurve

V(Aminosaure) =20 ml
c(Aminosaure) = 0,1 mol-¢’
c(NaOH) = 0,1 mol-¢’

Die Auswertung von Titrationskurven erfolgt vor allem mit der Hender-
son-Hasselbalch-Gleichung (HHG):

mﬂszS+@[C(AX]

c(AH)

— Diese Gleichung qilt allerdings nur fir Werte, an denen keine der bei-
den Konzentrationen Null ist, weil der Logarithmus von 0 zur Basis 10
nicht definiert ist.

Der Beginn der Titration sieht wie folgt aus: Die positiv geladene Amino-
saure gibt das Wasserstoffatom der Carboxylgruppe ab, so dass sowohl
eine positive als auch eine negative Teilladung innerhalb des Molekuls
vorliegt. Da das Molekul nach auf3en hin neutral ist, wird es Zwitterion
genannt:

H COOH H COO"

+ 0] +

H-N-C—H =—— H-N-C—H + H,0
| H,0 |
H H H

Nach Zugabe von 10 ml Natronlauge liegen das positiv geladene Mole-
kiil (AS™) und das Zwitterion (AS*") in gleichen Mengen vor. Mit der HHG
heil3t das:

50%
H=pK, +I
ph=pK, +1g 357 |

pH =pK, +1g(1)

pH=pK, — HAP,
Da der erste pKs-Wert bei 2,35 liegt, ist nun auch der pH-Wert am HAP,
(Halbaquivalenzpunkt) bestimmt.
Nach Zugabe von 20 ml NaOH liegt das Zwitterion zu 100 % vor, es ist

also ein Aquivalenzpunkt erreicht. Dieser kann durch Messungen (z.B.
Tabelle) oder graphisch bestimmt werden.



Graphische Bestimmung des AP an einer beliebigen Titrationskurve:
nH

MalH

Die beiden durchgezogenen Geraden sind Tangenten gleicher Steigung
und die gestrichelte Gerade, die durch den AP geht, wird so gesetzt,
dass sie von beiden Tangenten gleich weit entfernt ist.

Nach Zugabe von 30 ml NaOH liegt wiederum ein Gleichgewicht vor,
diesmal wird das Wasserstoffatom der Aminogruppe abgegeben:

H coO coO-
H-N-C—H =——= N-C—H + H,0
| Ho o
H H H
Mit der HHG heil3t das:
50%
H=pK, +1
ph=pK, +1g[ 357

pH =pK, +Ig(1)
pH=pK, — HAP,

Der zweite pKs-Wert liegt bei 9,78. Der pH-Wert am HAP, ist somit 9,78.
— Am Aquivalenzpunkt 1, an dem das Zwitterion zu 100 % vorliegt, ist

die Losung nach aulden hin neutral. Dieser Zustand wird mit ,isoelektri-
scher Punkt ,, (IEP) bezeichnet.



isoelektrischer Punkt:

Der pH-Wert bei dem das Zwitterion zu 100 % vorliegt heif3t isoelektri-
scher Punkt. Beide Gruppen haben entgegengesetzte Ladungen in glei-
cher Menge. Er wird im Allgemeinen nach folgender Formel berechnet:

pH(IEP) = PRa TPy

Beispiel: Leucin (pKs = 2,36, pKs, = 9,60)

pH(IEP) = P ;szz = 2’36;9’60 =5,98

Beispiel: Asparaginsaure (pKs1 = 1,88, pKs2 = 9,60, pKsr = 3,60)
Bei sauren Aminosauren wird der Wert ausgeschlossen, der im basi-
schen Milieu liegt:

pH(IEP) = P ;szR = 1’88;3’60 =274

Beispiel: Lysin (pKs1 = 2,18, pKs, = 8,95, pKsr = 10,53)
Bei alkalischen Aminosauren wird der Wert ausgeschlossen, der im sau-
ren Milieu liegt:

pH(IEP) = P ;pKSR 2% +21 953 975

— Bei sauren bzw. alkalischen Aminosauren wird der Wert ausgeschlos-
sen, der im entgegengesetzten Milieu liegt, weil der IEP stets im selben
Milieu liegt wie die AS.

Bedeutung des IEP:

Der IEP spielt zum Beispiel bei der Trennung von Aminosauren eine
wichtige Rolle. Ein Gemisch mit einem bestimmten pH-Wert wird in ein
elektrisches Feld gebracht. Das der IEP bei jeder Aminosaure woanders
liegt, treten AS mit verschiedenen Ladungen auf. AS mit gleichen La-
dungen wandern zum selben Pol, Zwitterionen werden dabei nicht beein-
flusst. Dieses Trennverfahren wird Elektrophorese genannt.

Gemisch

| -

negativ geladene A positiv geladene AS




Einige Aminosauren

1. Neutrale Aminosauren mit Kohlenwasserstoffrest R:

COOH
HN—C—H
H

Glycin (Gly)
IEP =6,0

COOH
H,N—C—H

/ \
H,C CH,

Leucin (Leu)
IEP =6,0

COOH
H,N—C—H
CH,

Alanin (Ala)
IEP =6,1

COOH
HN—C—H
H,C—CH

¥,
CH,

Isoleucin (lle)
IEP =6,0

(llOOH

H,N—C—H
CH
/ \
H,C CH,

Valin (Val)
IEP =6,0

COOH
H,N—C—H
CH

2

Phenylalanin (Phe)

IEP =5,5

COOH
HZC—(l)H

NH
H,C——CH,

Prolin (Pro)
IEP =6,3

2. Neutrale Aminosauren mit O-, S-, N-Atomen im Rest:

(l.‘,OOH
H2N—?—H
H,C—SH
Cystein (Cys)
IEP =5,0
(l.‘,OOH
H2N—?—H
CH

2

OH

Tyrosin (Tyr)
IEP = 5,6

COOH
HN—C—H
s
H,C—SH

Methionin (Met)

IEP =57

Asparagin (Asn)
IEP =54

COOH
HN—C—H
H,C—OH

Serin (Ser)
IEP = 5,7

COOH

H,N—C—H
ok
T

//\

0" NH,

Glutamin (GlIn)
IEP =57

COOH
HN—C—H
H—C—OH
CH,

Threonin (Thr)
IEP = 5,6

COOH
H,N—C—H

Tryptophan (Trp)
IEP =59



3. Saure Aminosauren:

|COOH
CllOOH H2N—?—H
H2N—C|)—H (|3H2
ot oM
COOH COOH
Asparaginsaure (Asp) Glutaminsaure (Glu)
IEP =2,9 IEP = 3,2
4. Basische Aminosauren:
COOH
| COOH COOH
H,N—C—H | |
2 | A HN—C—H
HN—C—H 2 |
CH, 2 |
' CH FH,
CH2 | 2 |
| CH 'h‘_ I
CH 2
| 2 /NH2 (l:H HC\N/CH
H—N—C\\ 2 |
NH H2C—NH2 H
Arginin (Arg) Lysin (Lys) Histidin (His)
IEP =10,8 IEP =9,7 IEP =7,6

Nachweise bei Aminosauren

1. Stickstoffnachweis:

Um die Aminogruppe nachzuweisen, kocht man die AS mit konzentrier-
tem NaOH auf. Farben die entstehenden Dampfe pH-Papier blau, liegt
einen Aminogruppe vor. Vereinfacht lauft die Reaktion so ab:

R—NH, —M°" s NH, 1 NH, +H,0 — NH," + OH"

— Dabei farben die OH-lonen das Papier blau.

2. Xanthoproteinreaktion (xanthos = gelb):

Bringt man halbkonzentrierte Salpetersaure mit z.B. Tyrosin zusammen,
tritt eine Verfarbung nach gelb ein. Gleiches gilt fir Salpetersaure mit
Tryptophan. Dieser Nachweis ist jedoch nicht auf alle AS anwendbar,
Histidin, Phenylalanin und Prolin reagieren z.B. nicht unter Gelbfarbung.



3. Reaktion mit Ninhydrin:

Die Aminosaure wird in ein wenig Wasser geldst und mit einigen Tropfen
einer Losung von Ninhydrin in 2-Propanol zum Sieden gebracht. Nin-
hydrin weist ebenfalls nach, dass eine Aminogruppe vorhanden ist, Die
Reaktion lauft wie folgt ab:

O
COOH
2 OH + H,N—CH
OH IS
O
o) o)
O, H
. —N CO ¢ +4H,0+ CO,
R
O Qo

Verlauft der Nachweis positiv, verfarbt sich die Losung blaulich bis vio-
lett.

Reaktionen mit Aminosauren

Versuch: Wasserloslichkeit

Eine Spatelspitze Tyrosin wird mit ein wenig Wasser aufgeschlammt und
mit Salzsaure betropft bis sich die AS geldst hat. Danach wird tropfen-
weise Natronlauge hinzugegeben.

Beobachtung:
Gibt man die Natronlauge hinzu, bildet sich nach und nach ein Nieder-
schlag, der allerdings nach noch mehr Zugabe wieder verschwindet.

Erklarung:
Das Zwitterion ist schlecht wasserloslich, weil die beiden Hydrathullen
umgekehrt polarisiert sind, und somit keine einheitliche Hydrathulle mog-

lich ist: +
. 8+ 8 8,
s P
5 .0 ) CllOO H8+
H,N—C—H
/08_
8+H | R
H



Wird die Salzsaure hinzugegeben, geschieht folgendes:

Coo" COOH
Cl + H3N+—(|3—H + H,O — Cl + H3N+—c|;—H + H,0
R R

— Jetzt kann sich eine einheitliche Hydrathulle bilden — die Aminosaure
|0st sich in Wasser.

Wird die Natronlauge hinzugegeben, wird anfangs der durch die Salz-
saure erzielte Effekt rickgangig gemacht:

COOH coo"
u++gNl$—H + OH —= m++gNL?—H-++go
R R

Liegen alle Molekule in der Zwitterionenstruktur vor, muss das nachste
Wasserstoffatom abgegeben werden:

€00 coo"
G+}%N19—H # OH —= Cl + HN—C-H + H,0
R R

— Auch in diesem Fall kann sich eine einheitliche Hydrathulle bilden —
die Aminosaure |0st sich in Wasser.

Ein Stoff ist nur dann wasserloslich, wenn eine einheitliche Hydrathulle
maoglich ist.

Bemerkung:

Hat eine Aminosaure zwei Carboxylgruppen, so hat die obere Carbo-
xylgruppe eine groRere Saurestarke. Das liegt an der positiven Ladung
der Aminogruppe, die eine Elektronenwanderung bedingt:

0 =
N v O=H
C

+ 1
H;N=CH
R



Versuch: Herstellung von Natriumglutamat
Eine Spatelspitze Glutaminsaure wird tropfenweise mit Natronlauge ver-
setzt:

+

Na
elel el
H3N+—(|3—H H3N+—(|3—H
CH; + 2NaOH — = M 4 on0 +
CH, CH,
| |
PON Ol
0" "OH 0" o .
Na

Dinatriumglutamat
Die klare Losung wird anschlielend im Porzellantiegel eingedampft.

Versuch: Oxidation von Cystein
5 ml Cysteinlosung (1 %) werden im Reagenzglas mit 1 ml Eisen(lIl)-
chloridlosung versetzt. Die Losung wird nach der Entfarbung geschuttelt.

Beobachtung:

Nach Versetzung mit Eisen(lll)chlorid farbt sich die Lésung blau und ent-
farbt sich wieder. Schuttelt man die Losung. farbt sich sie sich erneut
blau.

Entfarbungsreaktion (in Losung):

.
cook H,C—C—C00"
H,N-C—H 2 H 2
2 | +2Fe —— S + 2Fe + 2H
CH, |
| S H
SH P )
H,C—C—C00
NH3
Oxidation: 2-Rest-SH — Rest-S-S-Rest + 2e
Reduktion: Fe® +1e — Fe?** |- 2

Redox: 28"+ 2Fe** 2S5 + 2Fe?



Erklarung der Blaufarbung:

Die Cysteinmolekiile und die Fe**-lonen gehen eine Komplexbindung mit
Wasser ein. Cystein ist ein zweizahniger Ligand, d.h. es kann an zwei
Stellen eine Komplexbindung eingehen. Die raumliche Struktur des
Komplexes sieht so aus (Oktaederform):

Komplexschreibweise:

[Fe (H20)2 Cy32]3+

Dieser Komplex, der blau gefarbt ist, ist nicht sonderlich stabil. Er wird
durch die Redoxreaktion (s.0.) zerstort.

Schuttelt man das Reagenzglas, kommt Sauerstoff an das Fe?*-lon, so
dass eine weitere Redoxreaktion ablauft:

Oxidation: Fe** — Fe* +1e |- 2
Reduktion: 10, + 2e — 0%
Redox: Fe** + 10, — 0% + 2Fe*

Nach dieser Reaktion kann sich wieder der Komplex ausbilden, der aber
auch wieder zerstort wird.



Bildung von Dipeptiden

Die Aminosauren Alanin und Valin werden zum Reagieren gebracht. Die
Reaktion bewirkt, dass sich unter Wasserabspaltung eine Bindung zwi-
schen Alanin und Valin bildet, die sogenannte Peptidbindung:

C-Terminus
(s
N-Termimus CH3 H3C/ \CH3

\ Peptidbindung: trans-Konfiguration

?OOH

(|: + H.O

g T
c ¢c¢¢C

Die Peptidbindung ist eine ebene Bindung, was daran liegt, dass zwei
mesomere Strukturen auftreten:

Z0) ol

I — .
C—ITI—R /CZITI—R
R 4 R4

/

Deswegen ist die C-N-Bindung mit 137 pm in der Peptidbindung auch
kurzer als normale C-N-Bindungen mit 147 pm. (p = piko)

Dipeptide benennt man im Allgemeinen nach ihren Bestandteilen. Dabei
Beginnt man mit einem H (fir das N-terminale Ende) und endet mit ei-
nem OH (fur das C-terminale Ende). Fur Alanin und Valin hie3e das:

H- Ala-Val-OH
Da ohne Zusatzstoffe nicht festgelegt werden kann, welche Enden mit-
einander reagieren, kann auch folgendes Dipeptid entstehen:

H-Val- Ala-OH

Aulerdem kdnnen noch die Falle auftreten, in denen zwei gleiche
Molekule miteinander reagieren:

H- Ala—- Ala—OH und H-Val-Val-OH



Vorgange bei der Dauerwelle

Soll eine Dauerwelle gemacht werden, missen die Disulfidbricken zwi-
schen den Haaren gespalten werden, damit die Haare eine neue Form
annehmen konnen. Zum Spalten dieser Disulfidbricken wird Ammoni-
umthioglykat benutzt. Es wird wie folgt synthetisiert:

.0 .0
H—S—C—C_ + NH, —— H=S—C-C_
4y O—H e

NH,

Die Disulfidbricken werden nun mit Ammoniumthioglykat gespalten:
I|R1

H
S | //O
[ + 2H—S—C—C/
; Lo
R2 NH4
T H H
S—H O\\ | | ’/O
— " C—C—8—8—C—C_
— 0 o .
||?2 NH4 i : NH4

Nachdem die Disulfidbriicken gespalten und die Frisur fertig gestellt ist,
werden die Disulfidbricken wiederhergestellt. Die Fixierung erfolgt mit
Wasserstoffperoxid (H,0,):

R1 R1

|
1IS—H . 14 -
+ HO, —— | + 2H.0
_”S—H 22 |? 2
R0 R2



Oligopeptide

Oligopeptide sind Peptide, die aus bis zu 10 Aminosauren zusammen-
gesetzt sind. Ein Beispiel fur ein Oligopeptid ist Aspartam, das statt einer
Carboxylgruppe einen Ester beinhaltet und deshalb nicht den Dipeptiden

zuzuordnen ist;

Peptidbindung Ester

NH, O "C—0—CH,

|
COOH—CH;— (|3 C— lTl-—Cll—H

H N| CH,

H— Asp —Phe - OCH,

Ein weiteres Beispiel fur ein Oligopeptid ist Vasopressin:

9 CH;—CH, ¢OOH
0 e ot
N-Termimus C—N CH CH—CH2 (I? |CH2
|
clsH H (|3H2 0 ?_'Tl C—H
oo HoGmegn Wy @
C—N—CH H CH |
CH, | [ 2 (,3 N /CH2
[TjH O H,C COOH C
AN
//C\ \ /C\\ H
HN™ NH, F{ ll\l
—C——
w A Ao
H—C
C-Termimus

Gly - Arg - Pro - Cys - Asp - Glu - Phr
I I
S-S -Cys -Tyr

Wird Prolin (Pro) in einer Sequenz eingebaut, entsteht ein Knick in der
Ordnung, da Prolin keine NH,-Gruppe besitzt. Das jede Peptidbindung
unter Wasserabspaltung geschieht, ist die Peptidbindung selbst ohne

Wasserstoffatom.



Peptidsynthesen

Die Problemstellen der Peptidsynthesen sind der Schutz der Amino- und
der Carboxylgruppe sowie die Aktivierung der Carboxylgruppe. Es muss
dafur Sorge getragen werden, dass genau die beiden Gruppen mitein-
ander reagieren, die auch miteinander reagieren sollen.

1.) Als Schutzgruppe fur die Aminogruppe wird unter anderem der Stoff
tert-Butyloxycarbonyl (Boc) verwendet:

o 9
H3C—(|3—O—CH
CH,
Die Verbindung mit der Aminosaure sieht dann wie folgt aus:
(|3H3 %) (|ZOOH
H3C_(|3_O_C_'Tl_?H
CH

5 H R
— Die Schutzgruppe Boc lasst sich in saurer Losung abspalten.

2.) Als Schutzgruppe fur die Carboxylgruppe wird z.B. Benzylester (Bzl)
verwendet:
H

|
o4<0)

H
Die Verbindung mit der Aminosaure sieht dann wie folgt aus:

i
C—O—CH@
|

H2N—C|3H
R
— Die Schutzgruppe Bzl Iasst sich in alkalischer Losung abspalten.

3.) Da die Reaktion zwischen zwei Aminosauren nicht ohne weiteres ab-
lauft, muss ein weiterer Stoff, Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), hinzuge-

geben werden:
O



Die Reaktion von DCC mit den beiden Aminosauren lautet dann:

2AS + QN:C:N@
N

R} I [
Sas o n AN -
@) Boc—lTl—CliH H R

H R

1. Schutzgruppe fur die Aminogruppe des Glycins:
H-Gly -OH+Boc —» Boc - Gly — OH

2. Schutzgruppe fur die Carboxylgruppe des Alanins:
H- Ala- OH+Bzl - H- Ala-Bzl

3. Aktivierung der Carboxylgruppe des Glycins:
Boc — Gly — OH + H - Ala —Bzl—2¢ 5 Boc — Gly — Ala — Bz

4. Abspaltung der Carboxylschutzgruppe:
Boc — Gly — Ala—-Bzl—>*—Boc — Gly — Ala— OH + Bzl

5. Abspaltung der Aminoschutzgruppe:
Boc — Gly — Ala—OH—"*2 sH - Gly — Ala— OH +Boc

Auch die Synthese von grolReren Peptiden erfolgt prinzipiell nach dem
gleichen Schema. Man unterscheidet allerdings zwischen klassischen
Synthesen in flussiger Phase und Festphasensynthesen an einem poly-
meren Trager.

Bei der klassischen Synthese werden samtliche Reaktionen in Losung
durchgefuhrt, die jeweiligen Reaktionsprodukte isoliert und ggf. gereinigt.
Dabei synthetisiert man in der Regel zunachst einzelne Fragmente des
Peptids und verknupft diese dann zum fertigen Peptid. Eine solche kon-
vergente Strategie hat gegenuber einer linearen Synthese unter ande-
rem den Vorteil einer groleren Gesamtausbeute. Die klassische Synthe-
se kommt dort zum Einsatz, wo kleine Peptide in groRen Mengen beno-
tigt werden.



Bei den Festphasensynthese dagegen wird die erste NH,-geschutze A-
minosaure des zu synthetisierenden Peptids Gber ihre Carboxylgruppe
kovalent an ein Polymer gebunden:

| J festes Polymer
Boc—N—AS;=C—-0 (Polysterol)

Nun wird die Aminoschutzgruppe entfernt:

H I
N—AS—C—0

/

H

Danach wird die nachste NH,-geschitzte Aminosaure angeknipft:

O
| I
BOC—ITI—ASZ—|C|)—N—AS1—C—O

N O

Die wachsende Peptidkette bleibt also wahrend der gesamten Synthese
am Polymer gebunden, es erfolgt keine Isolierung und Reinigung der
einzelnen Einzelstufen. Lediglich die verwendeten Reagenzien und u-
berschussigen geschutzten Aminosauren werden durch intensives Wa-
schen des Polymers nach jeder Reaktion entfernt. Zum Schluss wird
dann das fertige Produkt abgespalten. Vorteile diese Methode sind vor
allem die Schnelligkeit und Automatisierbarkeit, Nachteile die relativ klei-
nen Mengen, die man mit dieser Methode erhalt und die im Vergleich zur
klassischen Synthese oft geringe Reinheit des Endproduktes. Fur die
schnelle Synthese kleiner Mengen ist die Festphasensynthese die Me-
thode der Wahl.

Bestimmung der AS-Sequenz in Peptiden

1. Will man die Verhaltnisformel der Aminosauresequenz bestimmen, so
genugt es das Peptid in saurer Losung zu hydrolysieren:

H,N-AS,-AS, -AS, -...-OH+H,0" - AS, + AS, + AS, +...
Durch diese Fragmentierung erhalt man dann zum Beispiel eine Verhalt-

nisformel wie:
Cys, Phe, Ala, Val,



2. Bestimmung der N-terminalen Aminosaure durch den Edman-Abbau:
Phenylisothiocyanat (PIC) @)

I
NeC—S + Cl)—lTl—ASZ—AS;ASAf—...—OH
- HN—CH H

R
I
ITl C—ITJ—ASZ—AS?’—AST...—OH
QN ﬁ ITJ CH H
S H R
N—lCI
i
_C—-N—H
N\ﬁ(|: - + H—AS;~AS;-AS~..—OH
O H

Beim Edman-Abbau lasst man das Peptid mit Phenylisothiocyanat (PIC)
reagieren. Dieses bindet sich an die freie Aminogruppe und spaltet sich
bei der anschlieenden Behandlung mit Chlorwasserstoff in einem was-
serfreien Losungsmittel mit ihr zusammen vom Rest der Peptidkette ab.
Alle anderen Bindungen des restlichen Peptids werden nicht angegriffen.
Die Verbindung von PIC und der AS; wird durch vergleichende Chroma-
tographie identifiziert.

3. Bestimmung der C-terminalen Aminosaure durch das Enzym Carbo-
xypeptidase:
HN-AS,-...-AS, -AS-0OH+ CPD

—>HN-AS,—...—AS_—OH+AS—OH+CPD



4. Fragmentierung durch spezifische Enzyme:

Verschiedene Enzyme spalten verschiedene Peptidbindungen. Das En-
zym Trypsin spaltet z.B. nur Peptidbindungen, deren COOH-Gruppen
von Lysin oder Arganin stammen:

H,N—Cys—Arg—Ala—Lys—Val—OH

Trypsin Trypsin
Die Bruchstucke sind:
H—Cys—Arg—OH + H—Ala—Lys—OH + H—Val—OH

Weitere Beispiele fur Proteasen sind Chymotrypsin (hinter Phe, Trp, Tyr)
und Pepsin (hinter Phe, Trp, Tyr, Asp, Glu).

Die Sequenzaufklarung erfolgt unter Verwendung verschiedener Enzy-
me: Die Peptidbruchstucke werden isoliert und wieder Uber Endgrup-
penbestimmung analysiert, so dass man durch passende Uberlagerung
der Fragmente die AS-Sequenz erhalt.

Chromatographie von Aminosauren

Auf der Dunnschichtchromatographieplatte wird mit einem Bleistift eine
Gerade Linie im Abstand von 1 cm zur Grundkante gezogen. Diese Linie
dient als Startlinie, auf der im Abstand von ca. 1,5 cm funf Punkte mar-
kiert werden.

Mit Hilfe einer Pipette wird jeweils eine der vier Aminosauren auf jeweils
einen der funf Punkte aufgetragen. Die Namen der Aminosauren werden
unter die Punkte geschrieben. An flnfter Stelle wird das Gemisch aufge-
tragen. Die Flecken sollten einen Durchmesser von 3-5 mm haben.
Nachdem die Aminosauren getrocknet sind, wird die Platte in die Chro-
matographiewanne gestellt, die vorher mit destilliertem Wasser gespult
worden ist. In dieser Wanne befinden sich ca. 25 ml eines FlieRmittels,
das n-Butanol, Eisessig und Wasser im Verhaltnis 4:1:1 enthalt. Wenn
sich die FlieBmittelfront ca. 2 cm unter dem oberen Rand befindet, wird
die Platte entnommen und die Fliemittelfront deutlich durch Einritzen in
die Kieselgelschicht markiert.

Nun wird die Platte im laufenden Abzug mit Ninhydrin bespriht. Danach
muss die Platte wieder trocknen.

Um die Chromatographie auszuwerten, mussen die blau-violetten Sub-
stanzflecken auf einem Bogen Transparenzpapier markiert werden. Die
FlieRmittelfront und die Startlinie missen ebenfalls Ubertragen werden.
Nun werden die Abstande der Substanzfleckmittelpunkte zur Startlinie
gemessen und der Re-Wert gebildet werden.



Der Re-Wert ist wie folgt definiert:

r__ Entfernung Startpunkt bis Fleckmittelpunkt _ ps,
" Entfernung Startpunkt bis FlieRmittelfront  d.

Experimentell bestimmte Re-Werte einiger AS:

Re(Ala) |0,246 |0,231 |0,266 | 0,262
Re(Tyr) | 0,492 |0,51 |051 |0,492
Re(Arg) |0,092 | 0,123 | 0,094 | 0,154
Re(Phe) | 0,538 | 0,538 | 0,546 | 0,51
Rr(Cys) |0,385 | 0,369 | 0,375 |0,4

— Re-Werte sind fur jede Aminosaure in bestimmten Laufmittel charakte-
ristisch.

Mit dem Re-Wert und der Platte werden jetzt die in dem Gemisch enthal-
tenen Aminosauren bestimmt:
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In diesem Fall enthalt das Gemisch die Aminosauren AS;.3, aber nicht
AS,.




Strukturen bei Proteinen

Primarstruktur:
Die Primarstruktur beschreibt die Sequenz der Aminosauren im Peptid.

HN-AS, - AS, —AS, —...— OH

Sekundarstruktur.

Die Sekundarstruktur sagt aus, ob das Peptid in der a-
Helix (maximale Anzahl von H-Bricken innerhalb der
Kette) oder im B-Faltblatt (kleiner Reste; maximale
Anzahl von H-Brlucken zwischen zwei Ketten) vorliegt.
Auch ein sogenanntes ,Zufallknauel® ist moglich.

Tertiarstruktur:

Die Tertiarstruktur beschreibt die raumliche Anordnung (Helix, Faltblatt,
Zufallsknauel) und die Bindungen (Disulfidbriicken, lonenbindung, H-
Bricken, Van-der-Vaals-Krafte im polaren Teil) innerhalb eines Proteins.

Quartarstruktur:

In der Quartarstruktur bilden mehrere Proteinketten mit Zentralionen
(Fe?*, Mg*, ...) ein Knéuel (globolére = kugelférmige Struktur) oder
Firbrillen.
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