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Vorwort zur ersten Auflage

Das vorliegende Lehrbuch richtet sich in erster Linie an Studierende
der Ernihrungswissenschaften, Okotrophologie, Agrarwissenschaf-
ten, Umweltwissenschaften und Sportwissenschaften der Bachelor-
Studienginge. Es stellt eine Einfithrung in das Fach Biochemie dar
und soll den Studierenden auf dem untiberschaubar weiten Gebiet
der Biochemie eine erste fachliche Orientierung bieten und sie mit
den Grundlagen vertraut machen. Es behandelt den Stoff, den ich im
zweiten bzw. dritten Semester im Modul Biochemie I anbiete. Das
Modul soll die Voraussetzungen schaffen, um biochemische Fachlite-
ratur zu verstehen, und die Grundlage fiir weiterfiihrende biochemi-
sche Lehrveranstaltungen legen.

Das Fach Biochemie wird in vielen hervorragenden Lehrbiichern
dargestellt, hdufig allerdings mit einem medizinischen oder pflan-
zenbiochemischen Schwerpunkt. Ziel des vorliegenden Buches ist
es, diese Spezialisierung zu vermeiden und ein breites, erndhrungs-
wissenschaftlich orientiertes Wissen zu vermitteln. Es soll ermogli-
chen, Prinzipien biochemischer Prozesse zu begreifen und Analo-
gien zu erkennen. So werden beispielsweise Assimilation und Dissi-
milation nicht als Gegensdtze, sondern vielmehr als komplementéire
Prozesse dargestellt, die von Organismen unterschiedlichen Autotro-
phiegrades zur Gewinnung von metabolisch verwertbarer Energie
genutzt werden. Auf diese Weise wird die biochemische Grundlage
der Nahrungsmittelproduktion und der menschlichen Erndhrung in
mikrobielle, pflanzliche und humanphysiologische Prozesse einge-
bettet. Besonderer Wert wird auf die zelluldre Kompartimentierung
biochemischer Prozesse und die funktionelle Zuordnung der En-
zyme zu den sechs Hauptklassen gelegt.

Zur Vereinfachung werden Sduren in Strukturformeln in der
nicht dissoziierten Form dargestellt und, wie in der Biochemie {ib-
lich, mit ihrer Anionenform bezeichnet. Zur Erlduterung wird je-
weils bei der ersten Erwdhnung des organischen Anions auch die
Sdurebezeichnung genannt. In zwei Ausnahmen wird hiervon abge-
wichen: Im Kapitel 5.5 (pH-Regulation) wird die Bedeutung der Sdu-
redissoziation fiir die Pufferung beschrieben und daher die dissozi-
ierte Sdure dargestellt. Im Kapitel 8 (Lipide) werden die gebrduchli-
cheren Bezeichnungen der Fettsduren den jeweiligen Anionenbe-
zeichnungen vorgezogen. Zum besseren Verstdndnis wird auf die
Verwendung von Abkiirzungen weitgehend verzichtet.



Die Vorbereitung eines Lehrbuchs ist eine besondere Herausfor-
derung. Erneut habe ich mich auf bewihrte Hilfe verlassen kénnen.
Herrn Prof. Dr. Feng Yan schulde ich Dank fiir die fachlichen Hin-
weise zur Verbesserung des Manuskripts. Meiner Tochter Mareike
danke ich fiir die Prifung auf Verstindlichkeit und Christina Plachta
fiir die Erstellung der groRen Anzahl von Strukturformeln, die sie
mit viel Akribie digital konstruiert hat. Dem Verlag Eugen Ulmer
mochte ich fiir die Realisierung des Buches danken.

GieRen, im Mai 2008 Sven Schubert

Vorwort zur zweiten Auflage

Mehr als zehn Jahre sind seit dem Erscheinen der ersten Auflage
dieses Lehrbuchs vergangen. Selbst fiir ein Buch, das Grundlagen
vermitteln soll, eine lange Zeit, in der die Forschung wichtige neue
Erkenntnisse erarbeitet hat. Wahrend ich im Vorwort zur ersten Auf-
lage noch geschrieben hatte, dass besonderer Wert auf die funktio-
nelle Zuordnung der Enzyme zu den sechs Hauptklassen gelegt
wurde, erfolgte zwischenzeitlich die logische Erweiterung der En-
zymsystematik um die Klasse der Translokasen. In dhnlicher Weise
ergaben sich neue Befunde auf vielen biochemischen Gebieten. Ein
Grundlagenbuch kann nicht alle Einzelheiten aufgreifen. Daher
habe ich die bisherige Gliederung in die Hauptkapitel beibehalten.
Es wurden jedoch unzihlige Details modifiziert, und ich bin fiir
viele Anregungen meiner Studierenden und meiner Mitarbeiterin
Frau Dr. Johanna Krippner dankbar, die ich gerne aufgegriffen habe.
Zusdtzliche Info-Boxen, die einige Aspekte vertiefen oder in die For-
schung einfithren, habe ich eingefiigt. Dem Verlag Eugen Ulmer
danke ich fiir die bewdhrte Zusammenarbeit und die Ermoglichung
der zweiten Auflage.

GieRen, im Mirz 2021 Sven Schubert






1 Enzymatische Reaktionen

Als Grundlage biochemischer Reaktionen werden die beiden energetischen
Triebkréfte Enthalpie (Warmetonung) und Entropie (molekulare Unordnung) er-
klart, die Teile der Gibbschen Freien Energie sind. Enzyme als Biokatalysatoren
nutzen die Gibbsche Freie Energie aus, indem sie durch Verminderung der Akti-
vierungsenergie thermodynamisch mégliche Reaktionen beschleunigen. Eigen-
schaften von Enzymen werden vorgestellt und wesentliche Charakteristika an-
hand der Enzymsystematik beschrieben. AbschlieRend werden wichtige Para-
meter der Enzymaktivitdt eingefiihrt und die Beeinflussung der Enzyme durch
lonen erldutert.

1.1  Uberblick

Chemische Reaktionen bilden die Grundlage des Lebens. Dies trifft bei-
spielsweise fiir so wichtige Prozesse wie Wachstum, Entwicklung,
Stoffwechsel, Bewegung und Fortpflanzung zu. Viele chemische Re-
aktionen laufen jedoch unter physiologischen Bedingungen, z.B. bei
einer Temperatur von 37 °C und bei normalem Luftdruck der Atmo-
sphére, nicht oder nur mit geringer Reaktionsgeschwindigkeit ab.
Ein ausreichender und geordneter Ablauf von Lebensvorgingen
setzt daher Beschleunigungs- und Steuerungsmoglichkeiten voraus.
Hiermit befasst sich die Biochemie, die die Besonderheiten chemi-
scher Reaktionen in Lebewesen untersucht. Dabei stehen vor allem
zwei Fragen im Vordergrund biochemischer Untersuchungen:

e Welche Krifte treiben die chemischen Reaktionen an?

e Wie werden die Abldufe kontrolliert?

Die erste Frage wird von einem Teilgebiet der Physik, der Thermo-
dynamik (Def. 1.1) behandelt, die zweite von einem typischen Teilge-
biet der Biochemie, der Enzymologie (Def. 1.2). Diese beiden Teilberei-
che sind Gegenstand des ersten Kapitels.

1.2 Biochemische Reaktionen

Viele chemische Reaktionen laufen unter normalen, physiologischen
Bedingungen nicht oder nur mit geringer Reaktionsgeschwindigkeit
ab. So reagiert Kohlenstoff mit Sauerstoff nur nach Erhitzen (Abb. 1.1).
Ein Streichholz entziindet sich beispielsweise erst nach Reiben an

Inhalt

Definition 1.1

Die Thermodynamik ist
die Warmelehre.

Definition 1.2

Die Enzymologie ist die
Lehre von den Enzymen.
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der Streichholzschachtel. Ist
der Brennvorgang jedoch ein-

C + O,

Reaktionspartner

— CO,

Reaktionsprodukt

Abb.1.1

Definition 1.3

Die Aktivierungsenergie
ist die Energie, die not-
wendig ist, um eine Reak-
tion zu starten.

Definition 1.4

Ein Katalysator ist eine
Substanz, die eine ther-
modynamisch mogliche
Reaktion beschleunigt, in-
dem sie die Aktivierungs-
energie herabsetzt.

mal in Gang gesetzt, kann er
ablaufen, bis der Kohlenstoff
zu einem groRRen Teil ver-
brannt ist und fast nur die Asche zurtickbleibt. Obwohl bei der Ver-
brennung Wirme freigesetzt wird, muss also zundchst Energie in
Form von Wirme zugefiihrt werden, um diese Reaktion zu starten,
bis sie dann von alleine weiter ablduft. Diese anfinglich zugefiihrte
Energie wird als Aktivierungsenergie (Def. 1.3) bezeichnet.

Hohe Temperaturen, wie sie fiir das Anziinden des Streichholzes
erforderlich sind, konnen die meisten Lebewesen jedoch nicht tole-
rieren, da Proteine schon ab etwa 45 °C denaturiert werden und da-
mit nicht mehr ihre Funktionen erfiillen kénnen (s.u.). Eine andere
Moglichkeit, die Reaktion auszuldsen, ist die Verminderung der not-
wendigen Aktivierungsenergie mithilfe eines Katalysators (Def. 1.4).

Ein Katalysator kann eine thermodynamisch mogliche Reaktion
beschleunigen, indem er die Aktivierungsenergie herabsetzt. Kata-
lysatoren werden beispielsweise in Auspuffsystemen von Kraftfahr-
Zeugen eingesetzt, um einen moglichst vollstindigen Abbau von
Schadstoffen zu erzielen. Ein Beispiel ist in Abbildung 1.2 dargestellt.
Tragt man die Energie in Abhingigkeit vom zeitlichen Verlauf einer
chemischen Reaktion auf, so ist zu sehen, dass die Energie zu Beginn

Reaktion von Kohlenstoff mit Sauerstoff zu Kohlen-
dioxid.

Reaktionspartner

Energie

Reaktionsprodukte

Reaktionsverlauf ——m ———>

Abb.1.2

Definition 1.5

In einer exergonen
Reaktion wird Energie
freigesetzt (AG < 0).

In einer endergonen
Reaktion wird Energie
verbraucht

(AG > 0).

Wirkungsprinzip eines Katalysators. A nicht katalysierte Reaktion, B katalysierte Reaktion.

der Reaktion groRer ist als am Ende der Reaktion. Es wird also Ener-
gie abgegeben. Man spricht von einer exergonen Reaktion (Def. 1.5).
Eine exergone Reaktion ist thermodynamisch mdglich, d.h. sie lauft
freiwillig (ohne Energiezufuhr) ab, wenn die Reaktion nach Uberwin-
den des Energiebergs durch Zufuhr von gentigend Aktivierungsener-
gie gestartet worden ist. Die freigesetzte Energie treibt die weitere
Reaktion an. Ein Katalysator vermindert die notwendige Aktivie-
rungsenergie (Abb. 1.2), nimmt aber keinen Einfluss auf die Nettofrei-
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setzung (oder den Nettoverbrauch)der AG = AH - TAS
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Energie. Die Verbrennung von Kohlen-
stoff zu Kohlendioxid ist thermodyna-
misch moéglich, da Energie freigesetzt
wird. Diese Energie wird als Gibbsche
Freie Energie (AG) bezeichnet (Abb.1.3).
Sie besteht aus zwei additiven Kompo-
nenten, der Enthalpie (Def. 1.6) und der Entropie (Def. 1.7).

Eine Reaktion kann exergon sein, wenn entweder gentigend
Wairme freigesetzt wird (AH ist negativ) oder wenn die molekulare
Unordnung zunimmt (AS ist positiv). Die Verbrennung von Kohlen-
stoff ist deswegen exergon, weil Wirme freigesetzt wird (Abb. 1.4).
Man spricht von einer exothermen Reaktion (Def. 1.8). Die molekulare
Unordnung nimmt jedoch mit der Bildung von Kohlendioxid ab: Das
Reaktionsprodukt CO, ist komplexer aufgebaut als die Reaktions-
partner C und O,. Die Reaktion ist nur deswegen exergon, weil die
Wairmeabgabe grofRer ist als die Abnahme der molekularen Unord-
nung. Betrachtet man nicht die Verbrennung von Kohlenstoff, son-

Die Gibbsche Freie Energie (AG) setzt
sich aus der Enthalpie (H = Warme-
ténung) und der Entropie (S = moleku-
lare Unordnung) zusammen (T = abso-
lute Temperatur).

C+0, — CO,

AG<O

Energie

Reaktionsverlauf ————

Abb.1.3

Definition 1.6

Die Enthalpie ist die
Waérmeténung.

Definition 1.7

Die Entropie ist ein MaR
fiir die molekulare Unord-
nung.

Definition 1.8

In einer exothermen
Reaktion wird Warme
freigesetzt (AH < 0). In
einer endothermen
Reaktion wird Warme
verbraucht (AH > 0).

Beispiel fir eine exergone Reaktion. Die Reaktion verlduft freiwillig, weil die Freisetzung von
Wérme die Abnahme der molekularen Unordnung iibersteigt. Die Aktivierungsenergie bleibt in
der Darstellung unberiicksichtigt.

dern die Verbrennung des Streichholzes, so trdgt auch die Zunahme
der Unordnung zum Antrieb der Reaktion bei: Holz besteht aus kom-
plexen Polymeren wie Cellulose, Hemicellulose, Lignin etc., deren
Verbrennung zu CO, zu grofderer molekularer Unordnung fiihrt.

Es gibt auch Beispiele, wo Widrme verbraucht wird und die Reak-
tion dennoch thermodynamisch moglich ist. In diesem Fall wird
Energie freigesetzt, weil die Zunahme der molekularen Unordnung groRer
ist als der Warmeverbrauch. Setzt man im Winter auf der StraRe
Streusalz ein, um Eis aufzutauen, so wird beim Schmelzen von Eis
Widrme verbraucht. Sowohl die Salzkristalle als auch die Eiskristalle,
die beide ein hohes Maf$ an Ordnung besitzen, werden zerstort, so-
dass die molekulare Unordnung stark zunimmt. Die Reaktion ist da-

Abb.1.4
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n Glucose —» Starke

Energie —

Reaktionsverlauf ——

Abb.1.5

Definition 1.9

Enzyme sind Biokatalysa-
toren.

Beispiel fiir eine endergone Reaktion. Die Reaktion kann nurablaufen, wenn metabolische Energie zu-
geflihrt wird, da die Abnahme der molekularen Unordnung die Freisetzung von Warme iiberwiegt;
n = Anzahl der Glucosemolekiile.

her exergon und thermodynamisch moglich, obwohl Wirme ver-
braucht wird.

Lebende Systeme sind dadurch charakterisiert, dass sie stindig be-
strebt sind, ein hoheres MaR an molekularer Ordnung zu schaffen.
Dieses Ziel konnen sie nur erreichen, wenn sie Energie aus ihrer
Umgebung aufnehmen. So nehmen Pflanzen Lichtenergie auf, Men-
schen energiereiche Nahrungsmittel. Fiir viele chemische Reaktio-
nen reicht es namlich nicht aus, die Aktivierungsenergie mithilfe
von Katalysatoren abzusenken, da es sich hiufig (aber nicht immer!)
um endergone Reaktionen handelt (Def. 1.5). Ein solches Beispiel ist in
Abbildung 1.5 dargestellt. Pflanzen bauen aus einfachen Zuckerbau-
steinen (Glucose) ein komplizierteres Speichermolekiil, die Stérke,
auf, die dem Menschen als Nahrungsmittel dient. Die Synthese der
Stirke fiihrt zu einer Zunahme der molekularen Ordnung (die Entro-
pie nimmt ab), ohne dass bei der Reaktion eine ausreichende Wair-
mefreisetzung erfolgt. Damit diese endergone Reaktion moglich
wird, muss Energie in geeigneter Form bereitgestellt werden (s.u.).

1.3 Enzymeigenschaften

Lebende Systeme haben ein weiteres Problem zu meistern. Techni-
sche Katalysatoren sind hdufig nur dazu geeignet, chemische Reaktio-
nen unter Extrembedingungen zu beschleunigen (hohe Temperatur,
hoher Druck). Wie bereits angesprochen sind solche unphysiologi-
schen Bedingungen fiir die meisten Lebewesen nicht tolerierbar. Aus
diesem Grund haben biologische Systeme sehr effiziente Katalysato-
ren entwickelt, die Enzyme (Def.1.9). Sie konnen die Reaktionsge-
schwindigkeit teilweise um einen Faktor > 10° (millionenfach) er-
hohen.
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Ein solches Enzym ist beispielsweise die Carboanhydrase (Abb. 1.6).
Beim Abbau von Kohlenhydraten in unserem Organismus entsteht
Kohlendioxid, das tiber die Blutbahn in die Lunge transportiert und
von dort ausgeatmet wird. Beim Ubergang von Kohlendioxid in das
Blut muss das Kohlendioxid zu-
ndchst in Form von Kohlensdure
gebunden werden. Dieser Vor-

CO, + H,0 = H,CO,

Carboanhydrase
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gang verlduft zwar spontan, aber
zu langsam. Die Carboanhydrase
unterstiitzt den Prozess, indem je-
des einzelne Enzym pro Sekunde
10° Molekiile Kohlendioxid zu Kohlensiure hydratisiert. Beim Uber-
tritt des Kohlendioxids in die Atemluft sorgt das Enzym andererseits
dafiir, dass gentigend CO,-Molekiile aus Kohlensdure nachgeliefert
werden, und wir das Kohlendioxid mit ausreichend hoher Rate aus-
atmen koénnen.

Durch die Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit mit-
hilfe eines Enzyms kann ein Lebewesen seinen Stoffwechsel auch in
eine bestimmte Richtung lenken. Je nachdem, ob das Enzym vor-
handen ist oder nicht, ergeben sich unterschiedliche Reaktionsab-
laufe. Da Enzyme eine hohe Spezifitat fiir bestimmte Reaktionen auf-
weisen, ldsst sich durch die Synthese eines bestimmten Enzyms die
Reaktionsabfolge im Stoffwechsel festlegen. Die Spezifitit eines En-
zyms beruht darauf, dass sich das Substrat fiir Bruchteile von Sekun-
den an sein Enzym (Def. 1.10) anlagert und auf diese Weise eine Um-
wandlung des Substrats zum Produkt bewirkt. Diese Bindung tritt nur
fiir Femto- bis Nanosekunden auf (Tab. 1.1).

Die Spezifitit eines Enzyms ldsst sich mit der rdumlichen Struk-
tur seines katalytischen Zentrums (Def.1.11) erkldren, in das sich das
Substrat dhnlich wie ein Schliissel in ein Schloss einpasst (Abb. 1.7).
Allerdings darf man sich das Enzym und sein Substrat nicht als
starre Strukturen vorstellen. Enzym und Substrat sind in stindiger
Bewegung (Vibration) und stellen so die Passgenauigkeit her. Man
kann den Vorgang mit dem Bemiithen vergleichen, einen schlecht
passenden Schliissel durch Riitteln in ein Schloss zu schieben. Wih-

Das Enzym Carboanhydrase katalysiert die
reversible Reaktion von Kohlendioxid mit
Wasser zu Kohlensaure.

Abb.1.6

Definition 1.10

Substrate sind die Reak-
tionspartner von Enzy-
men. Sie werden zu Pro-
dukten umgewandelt.

Definition 1.11

Das katalytische Zent-
rum eines Enzyms ist der
raumliche Bereich, in dem
sich das Substrat bindet
und zum Produkt umge-
wandelt wird.

Die Femtochemie untersucht chemische Reaktionen in extrem kurzen Zeitraumen.

Sekunde 1s 10%s
Millisekunde 1ms 103
Mikrosekunde 1ys 10®s
Nanosekunde 1ns 107
Pikosekunde 1ps 10125
Femtosekunde 1fs 1015

Tab.1.1
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D90

Substrat + Enzym Substrat-Enzym-Komplex Produkt + Enzym

Abb.1.7  Schliissel-Schloss-Prinzip einer enzymatischen Reaktion.

O\

prosthetische
Gruppe

Apoenzym

Abb.1.8  Komponenten eines Enzyms.

rend der enzymatischen Reaktion wird das Substrat zu einem Pro-
dukt umgewandelt, wihrend das Enzym am Ende der Reaktion wie-
der in seiner urspriinglichen Form vorliegt und fiir die nichste Re-
aktion bereitsteht.

Die wichtigste Komponente eines Enzyms ist ein Protein. Komple-
xere Enzyme konnen auch aus mehreren Proteinen aufgebaut sein
(s.u.). Nur sehr einfache Enzyme, z.B. manche Hydrolasen, bestehen
lediglich aus Protein. Viele Enzyme enthalten neben dem Protein
auch eine Nichtproteinkomponente (Abb.1.8). Den Proteinteil be-
zeichnet man als Apoenzym. Es kann mit einer (oder mehreren) prosthe-

tischen Gruppe oder einem (oder

Coenzym + Enzym + Substrat mehreren) Coenzym zusammen
arbeiten. Wiahrend die prosthe-

tische Gruppe fest, meistens

Coenzym-Enzym-Substrat tber kovalente Bindungen, mit
dem Apoenzym verbunden ist,
wird das Coenzym nur kurzzei-
+ Enzym + Produkt tig, dhnlich wie das Substrat,

>

>

— — an das Enzym gebunden
Abb.1.9  ZusammenarbeiteinesEnzymsmiteinemCoenzym. Abb Im U hied
Unterschiedliche Farben im Laufe der Reaktion ( -1.9). Im Unterschied zum

reprasentieren Veranderungen. Apoenzym koénnen Coenzym



ENZYMSYSTEMATIK

und prosthetische Gruppe nach der Reaktion verdndert sein, sodass
sie vor einer erneuten Reaktion zundchst regeneriert werden miis-
sen.

1.4 Enzymsystematik

Nach ihrer Wirkungsweise werden Enzyme dhnlich wie in der bio-
logischen Systematik hierarchisch verschiedenen Gruppen zugeord-
net. Insgesamt unterscheidet die Internationale Union fiir Bioche-
mie und Molekularbiologie vier hierarchische Ebenen:

e Klasse

e Gruppe

e Untergruppe

e individuelles Enzym

So wird ein vierstelliger Code (EC-Nummer) definiert, der ein Enzym
eindeutig bezeichnet. Die zuvor angesprochene Carboanhydrase hat
beispielsweise den Code 4.2.1.1. Damit wird sie als Enzym aus der
Klasse der Lyasen ausgewiesen. Insgesamt unterscheidet man sieben
Klassen (Tab.1.2).

15

Enzymhauptklassen mit Beispielen einzelner Enzyme.

Hauptklasse Beispiel Code

1. Oxidoreduktasen Succinat-Dehydrogenase 13.5.1
2. Transferasen 6-Phosphofructo-Kinase 27111
3. Hydrolasen Saccharosephosphat-Phosphatase 31324
4. Lyasen Fructosebisphosphat-Aldolase 41213
5.1somerasen Triosephosphat-lsomerase 5311
6. Ligasen Glutamin-Synthetase 6.3.1.2
7. Translokasen Na*/K*-ATPase 7.2.2.13

Die erste Klasse bilden die Oxidoreduktasen, die Redoxreaktionen
(Def. 1.12) katalysieren. Je nachdem, welche funktionellen Gruppen
am Substrat und welche Coenzyme und prosthetischen Gruppen be-
teiligt sind, erfolgt eine Unterteilung in Gruppen und Untergruppen.
Die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase tridgt den Code 1.3.5.1.
Es handelt sich um ein Enzym, das H-Atome (2 e + 2 H*) von Succinat
aufnimmt und auf seine prosthetische Gruppe FAD (Flavin-Adenin-
Dinucleotid, s.u.) Gibertrdgt (Abb. 1.10).

In der zweiten Klasse sind die Transferasen zusammengefasst. Wie
der Name andeutet, werden von diesen Enzymen Atomgruppen von
einem Molekiil auf ein anderes (intermolekular) tibertragen. Spezi-

Tab.1.2

Definition 1.12

Eine Redoxreaktion be-
steht aus einer Reduktion
und einer Oxidation. Re-
duktion ist die Aufnahme
von Elektronen, Oxidation
ist die Abgabe von Elek-
tronen.
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(IJOOH COOH
1
H-C-H FAD FADH, C-H
1 n
wew N\ A e
COOH i COOH
Succinat-Dehydrogenase
Succinat (Oxidoreduktase) Fumarat
Abb.1.10  Redoxreaktion: Ubertragungvon H-Atomenvon Succinat auf FAD durch das Enzym Succinat-Dehydro-
genase.
(o} o
n n
HO-IID . HO-II’-OH
OH OH
Phosphoryl Orthophosphorséure (P,,)
Abb.1.11  PhosphorylistdasRadikal der Phosphorséure. Inder Biochemie werden die Sauren meistens als undis-

Definition 1.13

Radikale sind Teilchen
mit ungepaartem Elek-
tron. Sie sind sehr reaktiv.

Definition 1.14

Synthasen sind Enzyme
aus der Hauptklasse der
Transferasen. Syntheta-
sen sind Enzyme aus der
Hauptklasse der Ligasen.

Definition 1.15

Eine hydrolytische Spal-
tung erfolgt unter Anlage-
rung von Wasser.

soziierte Sauren dargestellt, aber in ihrer Anionenform bezeichnet. Anorganisches Phosphat (P,,)
entspricht daher der Orthophosphorsaure.

fisch ist aullerdem, dass es sich bei den tibertragenen Gruppen um
Radikale (Def.1.13) handelt. Typische Transferasen sind die Kinasen.
Sie tUbertragen das Radikal der Phosphorsdure, das Phosphoryl
(Abb.1.11) und substituieren dabei ein H-Atom (das einfachste Radi-
kal). Sie konnen so die Aktivitit anderer Enzyme und die Reaktivitit
von Substraten beeinflussen (Abb. 1.12). Auch die Gruppe der Syn-
thasen zihlt zu den Transferasen (Def. 1.14).

Hydrolasen stellen die dritte Klasse. Es sind Enzyme, die durch Anlage-
rung von Wasser eine Verbindung spalten konnen (Def. 1.15). Phos-
phatasen sind Enzyme, die auf diese Weise ein Phosphat abspalten
koénnen (Abb. 1.13). Phosphatasen arbeiten den Kinasen entgegenge-
richtet und kénnen so ebenfalls auf die Aktivitit von Enzymen und
die Reaktivitdt von Substraten Einfluss nehmen.

In die vierte Klasse sind die Lyasen eingeordnet. Es sind Enzyme,
die Verbindungen spalten oder zusammenlagern konnen. Im Unter-
schied zu den Hydrolasen spalten sie ohne Anlagerung von Wasser.
Von den Transferasen unterscheiden sie sich ebenfalls eindeutig,

ATP ADP
OH N~ . (®-ocH,, O oH
6-Phospho-
HO fructo-Kinase HO

CH,OH
OH (Transferase) OH

(P)-0-CH,
CH,-0-(P)

Fructose-6-phosphat Fructose-1,6-Bisphosphat

Abb.1.12

Transferase-Reaktion: Ubertragung desPhosphoryl-Radikals von ATPauf Fructosephosphat durch das
Enzym 6-Phosphofructo-Kinase.
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CH,0OH CH,0OH
(0} o
OH OH
HO H-O-H P, HO
o Saccharosephosphat- o
Phosphatase o
®.o.(;|-|2 (o} H-O-CH,
(Hydrolase)
HO HO
CH,OH CH,OH
HO OH
Saccharosephosphat Saccharose
Hydrolase-Reaktion: Abspaltung eines Phosphats von Saccharosephosphat mittels Wasseranlage- Abb.1.13
rung durch das Enzym Saccharosephosphat-Phosphatase.
CH2'0'®
CH2'0'® 9=0
é=0 CH,-OH
HO-(I:-H _)E DHAP
H-C-OH FBP-Aldolase
H-(IZ-OH H ,0
CH2-0-® (Lyase) N c 7
H-C-OH
FBP !
CH,-0-(®)
PGA
Lyase-Reaktion: Die Spaltung von Fructose-1,6-Bisphosphat (FBP) in die Triosephosphate Phosphogly-  Abb. 1.14

cerinaldehyd (PGA) und Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) durch das Enzym Aldolase ist reversibel.

weil sie keine Radikale, sondern vollstindige Molekiile anlagern.
Manche Lyasen arbeiten reversibel und kénnen so Verbindungen
spalten und zusammensetzen. Ein Beispiel zeigt die Abbildung 1.14
mit der Fructosebisphosphat-Aldolase: Sie kann Fructose-1,6-Bis-
phosphat in Triosephosphate spalten oder aus diesen Bausteinen zu-
sammensetzen.

Die Enzyme der flinften Klasse sind die Isomerasen. Sie bauen Ver-
bindungen um, indem sie innerhalb eines Molekiils (intramolekular)
Gruppen verschieben. Dabei geht kein Atom verloren, und es kommt
auch keines hinzu. Als Beispiel ist in Abbildung 1.15 die Isomerisie-
rung des Zuckers Phosphoglycerinaldehyd zu Dihydroxyacetonphos-
phat dargestellt.

Die Enzyme der sechsten Klasse, die Ligasen, verkniipfen zwei Mo-
lekiile unter ATP-Verbrauch. Mit dieser Eigenschaft sind sie eindeu-
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H (0]
N7
(:) S —_ CIIHZ-OH
H-C-OH Triosephosphat- ¢=0
CH2-0-® Isomerase c|-|2.o.®
PGA DHAP
Abb.1.15  Isomerase-Reaktion: Reversibleintramolekulare Umwandlungvon Phosphoglycerinaldehyd (PGA) zu
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) mit dem Enzym Triosephosphat-lsomerase.
COOH COOH
HzN'Q'H ATP ADP +P_, H2N-(:2-H
CH, %_L, CH,
CH, CH,
(';,0 NH, é,O
N ~N
OH Glutamin-Synthetase NH,
Glutamat (Ligase) Glutamin
Abb.1.16  Ligase-Reaktion: Verkniipfung von Glutamat mit Ammoniak unter Spaltung von ATP mit dem Enzym

Glutamin-Synthetase.

tig sowohl von den Transferasen als auch von den Lyasen zu unter-
scheiden. Eine typische Gruppe dieser Klasse sind die Synthetasen
(Def. 1.14). Die Glutamin-Synthetase verkniipft unter hydrolytischer
Spaltung von ATP Glutamat mit Ammoniak (Abb. 1.16).

Als weitere Klasse wurden zuletzt mit der siebten Hauptklasse die
Translokasen eingefiihrt. Grund hierfiir war einerseits, dass sie sich z.
T. aufgrund ihrer Eigenschaften als Hydrolasen, z. T. aber auch als
Transferasen einstufen lassen. Dariiber hinaus haben sie als Ionen-
pumpen (s.u.) nicht nur biochemische, sondern auch biophysikali-
sche Eigenschaften, da sie Membrantransporte ermoglichen. Zu die-
ser Klasse gehoren beispielsweise die F,F;-ATPasen, die an der chemi-
osmotischen ATP-Synthese (s.u.) beteiligt sind, aber auch Ionenpum-
pen wie die Na*/K*-ATPase, die durch hydrolytische Spaltung von
ATP Energie gewinnen und so einen lonengradienten an der Memb-
ran aufbauen (Abb.1.17).

1.5 Enzymkinetik

Mit der Enzymkinetik versucht man, die Eigenschaften eines isolierten
Enzyms unter definierten Bedingungen zu beschreiben. Dabei wer-
den fiir die Enzymaktivitdt so wichtige Faktoren, wie z.B. Tempera-
tur, pH-Wert, Ionenaktivitit und Enzymkonzentration, konstant ge-
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Translokase-Reaktion: Die hydrolytische Spaltung von ATP in ADP und P, setzt Energie frei, die fiir
den aktiven Membrantransport von 3 Na* (aus der Zelle heraus) und 2 K* (in die Zelle hinein)
genutzt wird.

halten. Man misst den Verbrauch an Substrat oder die Bildung des
Produkts pro Zeiteinheit und wertet die Daten anschlieRend mathe-
matisch aus. Auf diese Weise lésst sich eine Vielzahl von Informatio-
nen ableiten, die das Enzym in vitro (Def. 1.16) charakterisieren. Dabei
darf man nicht vergessen, dass die Bedingungen in vivo (Def. 1.16) von
den Versuchsbedingungen erheblich abweichen kénnen, sodass sich
die Enzymaktivitdt im lebenden System deutlich von den gewdhlten
Standardbedingungen unterscheiden kann.

Ein wichtiger Ansatz zur Charakterisierung eines Enzyms in vitro
ist die Messung der Reaktionsgeschwindigkeit bei unterschiedlicher
Substratkonzentration. In verschiedenen Varianten bietet man dem
Enzym unterschiedliche Substratkonzentrationen an und bestimmt
die Menge an Produkt, die pro Zeiteinheit gebildet wird. Dabei ist es
wichtig, dass die Substratkonzentrationen der Varianten wahrend
der gesamten Messdauer konstant bleiben. Dies ist besonders im
niedrigen Konzentrationsbereich manchmal problematisch, sodass
man Puffer oder Reaktionen einsetzen muss, die das Substrat konti-
nuierlich nachliefern.

Steigert man im Enzymtest die Konzentration des Substrats, so
nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit zu. Trigt man die so gemes-
sene Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration
auf, erhdlt man im einfachsten Fall eine Sittigungskurve (Abb. 1.18).
Nach den Urhebern der zugrunde liegenden Gleichung wird diese

Abb.1.17

Definition 1.16

In vitro bedeutet im Rea-
genzglas. In vivo bedeu-
tetim lebenden System.
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Abb.1.18

Die Michaelis-Menten-Kinetik; c = Substratkonzentration, v= Reaktionsgeschwindigkeit, V,,,,, = maxi-
male Reaktionsgeschwindigkeit, k, = Michaelis-Konstante.

Beziehung als Michaelis-Menten-Kinetik bezeichnet. Mit ihrer Hilfe las-
sen sich zwei wichtige Parameter ableiten, die die Eigenschaften
eines Enzyms grundlegend beschreiben:

e maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vy;.x)

e Michaelis-Konstante (k)

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (V,,,) beschreibt den maximalen
Umsatz pro Zeiteinheit, bezogen auf eine definierte Menge an En-
zym. Die Reaktionsgeschwindigkeit ldsst sich mit einer weiteren
Steigerung der Substratkonzentration nicht weiter erhéhen. Der
Grund hierfiir ist, dass sich jedes Enzym an sein Substrat binden
muss, um es zum Produkt umzuformen. Da die Anzahl der Bin-
dungsstellen begrenzt ist, sind ab einer bestimmten Substratkon-
zentration alle Bindungsstellen besetzt. V,,,, stellt damit eine Kapa-
zitdtsgrofRe dar.

Die Michaelis-Konstante k,, bezeichnet die Substratkonzentration,
bei der die halbe maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vi,.,/2) er-
reicht wird. Damit charakterisiert k;;, die Affinitit des Enzyms zu
seinem Substrat. Besitzt ein Enzym einen kleinen k,-Wert, so weist
es eine grofRe Affinitdt zu seinem Substrat auf. Dies bedeutet, dass
das Enzym bereits bei geringen Substratkonzentrationen relativ
stark aktiv ist. Umgekehrt erfordert ein Enzym mit hohem k.,-Wert
in vivo hohe Substratkonzentrationen, damit es eine hohe Reaktions-
geschwindigkeit erreichen kann. Bei unterschiedlichen Umweltbe-
dingungen konnen Lebewesen die Eigenschaften ihrer Enzyme an
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Die Lineweaver-Burk-Beziehung stellt die doppeltreziproke Auftragung der Substratkonzentration
(c) gegen die Reaktionsgeschwindigkeit (v) dar.

den Bedarf anpassen. Besonders Pflanzen sind in dieser Hinsicht
sehr flexibel (Info-Box 1.1).

Durch mathematische Umformungen lassen sich die Beziehun-
gen auf unterschiedliche Art und Weise auswerten. Mit der Linewea-
ver-Burk-Beziehung lésst sich z.B. testen, ob tatsdchlich eine Michaelis-
Menten-Beziehung vorliegt (Abb. 1.19). Tragt man den Kehrwert der
Reaktionsgeschwindigkeit gegen den Kehrwert der Substratkonzen-
tration auf, so muss sich bei Vorliegen einer Michaelis-Menten-Bezie-
hung eine Gerade ergeben. Dabei lédsst sich der Kehrwert von V.
als Schnittpunkt mit der Ordinate und der Kehrwert von k., als
Schnittpunkt mit der Abszisse ermitteln. Liegt keine Gerade vor, so
handelt es sich nicht um eine Michaelis-Menten-Beziehung. Dies
muss bei der Auswertung der Daten berticksichtigt werden.

Eine sigmoide Kinetik (Abb. 1.24) anstelle einer Sattigungskinetik
kann auf eine allosterische Wirkung des Substrates auf das Enzym
hindeuten. Dabei bindet ein Effektor (z.B. das Substrat) an eine Stelle
des Enzyms, die nicht identisch ist mit dem katalytischen Zentrum
(Abb. 1.25). Die allosterische Bindung des Effektors an das Enzym
fiihrt zu einer Konformationsanderung des Enzyms (Def. 1.19), wodurch
seine Aktivitdt vermindert wird. Mit steigender Substratkonzentra-
tion lédsst sich daher zundchst eine verhaltene Steigerung der Reak-
tionsgeschwindigkeit beobachten. Erst wenn die Substratkonzentra-
tion weiter erh6ht wird, ergibt sich ein exponenzieller Anstieg, der
schlieRlich in die Sittigung tibergeht. Dies ist ein Beispiel, wie die
Enzymaktivitit durch die Konzentration seines Substrats modifiziert
und damit reguliert werden kann.

Abb.1.19

Definition 1.17

Der pH-Wert ist der nega-
tive dekadische Logarith-

mus der freien Protonen-

konzentration (Protonen-

aktivitat).

Definition 1.18

Das Plasmalemma ist die
Membran, die den Proto-
plasten einer Zelle um-
schlieft.

Definition 1.19

Unter Konformations-
dnderung eines Enzyms
versteht man die Verande-
rung seiner raumlichen
Proteinstruktur. Sie ist
normalerweise mit einer
Veranderung der Enzym-
aktivitat verbunden.
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_ InfoBox1l

v

Proteoidwurzeln: Anpassung der WeiRen Lupine an Phosphormangel

Wahrend Phosphor fiir den Menschen ein Mikrondhrstoff ist, stellt er fiir Pflanzen einen
Makronahrstoff dar, den sie sich als Phosphat aus dem Boden aneignen missen. Manche
Bdden enthalten zwar viel Phosphat, das aber von den Bodenteilchen stark gebunden wird
und deshalb fir die Pflanzen schlecht verfiigbar ist. Solche Bdden finden sich verbreitet in
Australien, sodass dort Pflanzen aus der Familie der Proteaceen besondere Anpassungs-
strategien entwickelt haben. Sie bilden sogenannte Proteoidwurzeln aus, die verschiedene
Substanzen abscheiden, mit denen Phosphate mobilisiert werden kénnen.

Als einzige unserer Kulturpflanzen weist auch die WeiRe Lupine Proteoidwurzeln auf, die
besonders bei Phosphormangel stark ausgebildet werden (Abb. 1.20). Es handelt sich dabei
um Seitenwurzeln zweiter Ordnung mit determiniertem (begrenztem) Wachstum, die bi-
schelartig angelegt werden. Dadurch entsteht im Wurzelraum ein Mikrokompartiment, in
dem Wurzelsekrete (Protonen, organische Anionen, Phenole, Saure Phosphatase) angerei-
chert werden kdnnen. Je nach Bindungsform der Phosphate, kénnen diese in unterschied-
lichem MaRe von diesen Sekreten mobilisiert und fiir die Aufnahme verfiigbar gemacht
werden. Ein zentraler Mechanismus stellt dabei die Absenkung des pH-Wertes (Def. 1.17)
durch Protonenabgabe dar. Biochemische und physiologische Untersuchungen zeigen, dass
hierfiir ein Enzym im Plasmalemma (Def. 1.18) der Wurzelzellen verantwortlich ist, das fiir
das Herauspumpen von Protonen aus den Zellen sorgt (Abb. 1.21). Bei Phosphormangel

kommt es zu einer erhGhten Aktivitat dieser Protonenpumpe (H*-ATPase).

Abb.1.20

Ausbildung von Proteoidwurzeln der WeiRen Lupine bei Phosphormangel (Yan et al. 2002).



Mittels Ultrazentrifugation lassen
sich Fragmente des Plasmalemmas
aus den Wurzelzellen isolieren, sodass
eine direkte Untersuchung des En-
zyms moglich ist. Diese Membran-
fragmente bilden spontan Membran-
vesikel (Abb. 1.22), die durch ge-
schickte Prdparation so orientiert
werden kdnnen, dass das katalytische
Zentrum der H*-ATPase nach auRen
zeigt, sodass das Substrat ATP ange-
boten werden kann (Abb. 1.23).

Die hydrolytische Spaltung von ATP
liefert die Energie fir den Pumpvor-
gang und lasst Protonen in den Vesi-
keln anreichern. Die biochemischen
Eigenschaften der Protonenpumpe
lassen sich kinetisch anhand der Frei-
setzung von anorganischem Phos-
phat (P,,) untersuchen. Kinetische
Untersuchungen der Aktivitdt der
Protonenpumpe haben gezeigt, dass
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Eine Protonenpumpe (H*-ATPase) ist in pflanzlichen
Zellen fir den H*-Export verantwortlich; ATP = Sub-
strat, P, = Produkt.

Abb.1.21

Elektronenmikroskopische Aufnahme von isolierten Abb. 1.22
bei Anpassung an den Phosphorman-  Plasmamembranvesikeln () aus Wurzeln (Foto:
gel der Vi, Wert der H*-ATPase er- Kramer).
hoht ist (Tab. 1.3). Da die Aktivie-
rungsenergie unverandert ist, deutet
Vinax als Kapazitatsparameter darauf ATP + H,0
hin, dass bei Phosphormangel mehr
U ADP + P,,
H*-ATPase-Molekiile in die Membran
eingebaut werden. Dariiber hinaus
spricht die Erhohung des k.,-Wertes - —
. o B} Messung der hydrolytischen Aktivitat der Protonen- Abb.1.23
auch fir qualitative Veranderungen pumpe an umgekehrten (sogenannten inside out)
des Enzyms (Yan et al. 2002). Vesikeln aus pflanzlichen Zellen.
Einfluss der Anpassung von Wurzeln der Weien Lupine an Phosphormangel auf die maxi- ~ Tab.1.3

male Reaktionsgeschwindigkeit (V,,,,), die Michaelis-Konstante (k) und die Aktivierungs-
energie (E,) der Protonenpumpe im Plasmalemma der Wurzelzellen (Yan et al. 2002).

Parameter +P =[y
Vinax (Mol mg? min) 0,74 ( 0,05) 2,00 (£0,18)
Ky (MM) 0,69 (+ 0,03) 0,91 (+ 0,05)
E, (k) mol?) 92 92
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Reaktionsgeschwindigkeit (v) —>

Substratkonzentration [c] —

Abb.1.24  Enzymkinetik bei allosterischer Wirkung des Substrats.
katalytisches .
Zentrum allosterisches
/ Zentrum
Enzym ohne Enzym mit Enzym mit
Substrat geringer hoher
Substratkonzentration Substratkonzentration
Abb.1.25  Allosterische Hemmung der Enzymaktivitat durch das Substrat. Die Affinitat des allosterischen

Definition 1.20

Eine Saure ist eine
Substanz, die Protonen
abgibt.

Definition 1.21

Eine Base ist eine
Substanz, die Protonen
anlagert.

Zentrums zum Substrat ist in diesem Beispiel groRer als die Affinitat des katalytischen Zentrums.

1.6  Enzymaktivitat in unterschiedlichen Milieus

Grundkorper von Enzymen sind Proteine. Sie sind aus verschiede-
nen Aminosduren aufgebaut (s.u.), die aufgrund von Seitengruppen
bestimmte Eigenschaften aufweisen, die die katalytischen Eigen-
schaften eines Enzyms bestimmen (Tab. 1.4). Mit der lipophilen Me-
thylgruppe kann sich ein Protein in eine Biomembran integrieren und
als membrangebundenes Enzym wirken. Die Sulfhydrylgruppe ist sehr
reaktionsfreudig und stellt eine wichtige Komponente im katalyti-
schen Zentrum von Oxidoreduktasen dar. Besondere Bedeutung fiir
die Beeinflussung von Enzymen durch Ionen besitzen die saure
(Def. 1.20) Carboxylgruppe und die basische (Def. 1.21) Aminogruppe.



