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Die Autoren

Donald Voet erhielt 1960 seinen B.Sc. in Chemie am California Institute of Tech-
nology, 1966 den Ph.D. in Chemie an der Harvard University unter der Leitung
von William Lipscomb und forschte als Post-Doc am Biology Department des MIT
mit Alexander Rich. Nach Fertigstellung seiner Forschungsarbeiten im Jahr 1969
wurde er an die University of Pennsylvania berufen, wo er eine Vielzahl biochemi-
scher Kurse gab und auch allgemeine Chemie und Rontgenstrukturanalyse lehrte.
Dons Forschung beschiftigte sich vorzugsweise mit der Rontgenstrukturanalyse
von Biomolekiilen. Er war Gastdozent an der Oxford University, UK, der Univer-
sity of California in San Diego und am Weizmann Institute of Science in Israel.
Don ist Mitautor der vier Vorauflagen von Fundamentals of Biochemistry (die 1.
Auflage erschien 1999) sowie von Biochemistry, ein Lehrbuch fiir Fortgeschritte-
ne, dessen 1. Auflage 1990 publiziert wurde. Zusammen mit Judith G. Voet war
Don von 2000 bis 2014 Co-Chefredakteur der Zeitschrift Biochemistry and Mole-
cular Biology Education. Er war Mitglied des Education Committee of the Inter-
national Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) und ist weiterhin
Referent an zahlreichen nationalen und internationalen Veranstaltungsorten. Zu-
sammen mit Judith G. Voet erhielt er 2012 die Auszeichnung fiir Exemplary Con-
tributions to Education von der American Society for Biochemistry and Molecular
Biology (ASBMB). Seine Hobbys sind Rucksacktouren, Tauchen, Skifahren, Reisen,
Fotografieren und das Schreiben biochemischer Lehrbiicher.

Judith (,,Judy“) Voet wurde in 6ffentlichen Schulen von New York City ausgebildet,
erhielt ihren B.Sc. in Chemie am Antioch College und den Ph.D. in Biochemie an
der Brandeis University unter der Leitung von Robert H. Abeles. Sie arbeitete nach
der Promotion an der University of Pennsylvania, am Haverford College und am
Fox Chase Cancer Center. Zu Judys Hauptforschungsgebiet geh6ren enzymatische
Reaktionsmechanismen und enzymatische Hemmung. Sie lehrte Biochemie an der
University of Delaware, bevor sie an das Swarthmore College wechselte. Dort lehr-
te sie 26 Jahre lang Biochemie, Grundlagen der Chemie und Instrumentelle Me-
thoden. Sie erhielt die James H. Hammons Professur fiir Chemie und Biochemie
und wurde zweimal als Dekanin berufen, bevor sie ein ,,permanentes Forschungs-
freisemester antrat. Judy war Gastdozentin an der Oxford University, UK, an der
University of California in San Diego, an der University of Pennsylvania und am
Weizmann Institute of Science in Israel. Sie ist Mitautorin der vier Vorauflagen von
Fundamentals of Biochemistry sowie des Fortgeschrittenenlehrbuchs Biochemistry.
Judy war Co-Chefredakteurin der Zeitschrift Biochemistry and Molecular Biology
Education von 2000 bis 2014. Sie war National Councilor fiir die American Chemi-
cal Society (ACS) Biochemistry Division, Mitglied des Education and Professional
Development Committee der American Society for Biochemistry and Molecular
Biology (ASBMB) und Mitglied des Education Committee of the International Uni-
on of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). Zusammen mit Donald Voet
erhielt sie 2012 eine Auszeichnung fiir Exemplary Contributions to Education von
der ASBMB. Thre Hobbys umfassen Wandern, Rucksacktouren, Tauchen, Stepp-
tanz und Gyil (ein afrikanisches Xylophon) spielen.
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Die Autoren

Charlotte Pratt erhielt den B.Sc. in Biologie an der Universitdt von Notre Dame
und ihren Ph.D. in Biochemie an der Duke University unter der Leitung von Salva-
tore Pizzo. Obwohl sie urspriinglich vorhatte Meeresbiologin zu werden, entdeck-
te sie, dass die Biochemie die vielversprechendsten Antworten auf viele Fragen zu
biologischen Struktur-Wirkungs-Beziehungen und zu den molekularen Grundla-
gen von Gesundheit und Krankheiten beim Menschen bot. Nach der Promotion
forschte sie am Center for Thrombosis and Hemostasis an der University of North
Carolina in Chapel Hill. Sie lehrte an der University of Washington und lehrt und
betreut Studierende an der Seattle Pacific University. Der Entwicklung neuer Lehr-
materialien fiir den Schulunterricht und fiir Schiilerlabore gilt ihr besonderes Inter-
esse. Dartiber hinaus hat sie mehrere biochemische Lehrbiicher mitgestaltet. Sie ist
Mitautorin von Essential Biochemistry und von fritheren Auflagen von Fundamen-
tals of Biochemistry. Wenn sie nicht lehrt oder schreibt, genief3t sie das Wandern
und Gaértnern.

Zum Gedenken an Alexander Rich (1924-2015), einen bahnbrechenden
Molekularbiologen und Mentor zahlreicher herausragender Wissenschaftler.



Geleitwort

Die Vorziige des ,Voet” im Allgemeinen sind in vorangegangenen Vorworten oder
gleichartigen Stellungnahmen hervorgehoben worden. Sie sollen an dieser Stelle
nicht repetiert werden.

Fiir ,,unsere Ausgabe des deutschen Voet” haben wir viel Lob sowie positive und
unerwartet geringe negative Kritiken erhalten. Dafiir sind wir sehr dankbar. Ei-
nen Aspekt, der mehrfach im Gesprich mit Kolleginnen und Kollegen thematisiert
wurde, hatten wir im Vorwort zu ,unserer ersten Ausgabe“ selbst schon aufgewor-
fen und damit offensichtlich einen zentralen Diskussionspunkt angestof3en.

Besonders bei jiingeren Kolleginnen und Kollegen sieht man sich Unversténdnis
oder gar dem Vorwurf ausgesetzt, dafiir, dass man an der Ubersetzung eines engli-
schen Lehrbuches der Biochemie ins Deutsche beteiligt war. Man hort Argumente,
wie: ,Jeder spricht doch heute Englisch, wie sollte er sich sonst z. B. im Internet zu-
rechtfinden Oder: ,Englisch ist nun mal die Sprache der modernen Wissenschatft.
Im spéteren beruflichen Leben muss jeder Biochemiker oder Molekularbiologe so-
wieso Englisch beherrschen — man kann diese nicht frith genug ans Englische her-
anfiihren In einem Fall waren wir sogar ziemlich heftiger Kritik ausgesetzt.

Wir kénnen all diese Bedenken nachvollziehen, jedoch nicht gutheifien. Wir ha-
ben immer wieder Studierende getroffen, die geradezu dankbar waren, dass ihnen
ein aktuelles Lehrbuch der Biochemie auf Deutsch zur Verfiigung stand. Und das in
besonderem Mafe bei ,Nebenfiachlern“ wie Biologen, Chemikern, Pharmazeuten
und Medizinern jeglicher Couleur. Fiir Letztere ist die Biochemie gerade zu Be-
ginn ihres sehr lernintensiven Studiums nicht selten eine immense Hiirde, und auf
Deutsch sind dann komplexe Sachverhalte einfacher nachzuvollziehen.

In erster Linie wollen wir die Studierenden nicht Englisch lehren, sondern die
Biochemie nédherbringen, die ihnen hiufig ein ,Buch mit sieben Siegeln ist. Das
liegt mitunter in groflem Mafle daran, dass vielen Studierenden die Biochemie in
ungeeigneter, schwer verdaulicher Form préasentiert wird. Und hier zeigt sich der
Wert eines so toll aufgemachten Buches, wie es das vorliegende darstellt.

Beim Durchblittern oder naheren Studium des Buches wird einer Person, die die
Biochemie und Molekularbiologie liebt, das Herz aufgehen, hier nachvollziehen zu
konnen, wie wunderbar unsere Welt im Kleinen doch aufgebaut ist. Wenn man die
alteren Ausgaben kennt, kann man sogar miterleben, wie rasend schnell sich unser
Kenntnisstand auf diesem spannenden Gebiet erweitert hat beziehungsweise dies
quasi tagtédglich immer noch tut.

Fern jeglichen Anspruchs auf Vollstandigkeit seien nur einige an Bedeutung
gewinnende Phénomene und Methoden erwihnt wie CRISPR-Cas, Epigenetik,
Kryoelektronenmikroskopie, Massenspektrometrie, Next-Generation-Sequen-
cing, nichtcodierende RNA und die Bedeutung des Mikrobioms. Es gibt zahlreiche
neue sowie ,alte®, z. T. qualitativ signifikant verbesserte Abbildungen.

Man findet aber auch Altbekanntes und -bewdhrtes wie die von Irvin Geis ge-
zeichneten DNA- und Protein-Strukturen sowie Klonierungstechniken der ersten
Stunde und Proteinreinigungsmethoden, die heute — im Zeitalter von His-Tags
0. 4. — kaum jemand noch anwendet oder gelegentlich krampfhaft zu umgehen ver-
sucht. Auch erscheint die Gliederung noch tibersichtlicher.

Fazit: Wir sind tiberzeugt, ,der neue Voet” ist alles in allem kein ,Buch mit sie-
ben Siegeln®, sondern ein duflerst gelungenes Werk, um Anfangern die Biochemie
schmackhaft zu machen.

Leipzig und Hamburg im Februar 2019 Annette G. Beck-Sickinger
Ulrich Hahn



Vorwort

Die Biochemie ist kein spezielles Fachgebiet mehr, sondern ein zentraler Wissens-
bestandteil fiir jeden modernen Biologen und Chemiker geworden. Dartiber hin-
aus ist das Versténdnis der biochemischen Prinzipien zu einem immer wichtigeren
Bestandteil auch der medizinischen Ausbildung geworden. Bei der Uberarbeitung
dieses Lehrbuchs fragten wir uns: ,Wie konnen wir den Studierenden eine solide
Grundlage in der Biochemie vermitteln — am besten zusammen mit Féhigkeiten
zur Problemldsung, damit sie das, was sie wissen, auch anwenden zu konnen?“ Wir
kamen zu dem Schluss, dass es wichtiger denn je ist, den Erwartungen an einen ein-
heitlicher werdenden Lehrplan fiir Biochemie gerecht zu werden. AufSerdem woll-
ten wir die biologische Chemie mit ihren chemischen Wurzeln verkniipfen und
aufzeigen, wie die Biochemie menschliche Gesundheit und Krankheiten erklaren
kann. Wir wollten den Studierenden zudem die Moglichkeit vermitteln, praktische
Fahigkeiten zu entwickeln, damit sie den wissenschaftlichen und klinischen Her-
ausforderungen der Zukunft begegnen konnen. Diese iiberarbeitete Auflage von
Fundamentals of Biochemistry konzentriert sich wie bisher auf die Grundlagen und
Prinzipien und nutzt gleichzeitig neue Methoden, um das Verstidndnis der Studie-
renden zu fordern.

Da wir glauben, dass die Studierenden durch stindiges (Be-)Fragen lernen, bietet
diese Ausgabe einen erweiterten Fragenteil, zusétzliche Fragen im Text und ergén-
zende Online-Ressourcen. Wie in den vorangegangenen Auflagen haben wir uns
zum Ziel gesetzt, unseren Studierenden ein Lehrbuch zur Verfiigung zu stellen, das
vollsténdig, klar geschrieben und fiir ihr Studium relevant ist.

Neu in der flinften Auflage

Die fiinfte Auflage von Fundamentals of Biochemistry enthilt wichtige Anderungen
und Aktualisierungen in Bezug auf die Inhalte. Vor dem Hintergrund der enormen
Fortschritte in der Biochemie haben wir neue Informationen tiber Prionenerkran-
kungen, trans-Fettsduren, Transmembrantransporter, Signaltransduktionswege,
mitochondriale Atmungskomplexe, Photosynthese, Stickstofffixierung, Nucleo-
tidsynthese, Chromatinstruktur sowie die Maschinerie der DNA-Replikation,
Transkription und Proteinsynthese hinzugefiigt. Neue experimentelle Ansitze
fiir die Erforschung komplexer Systeme werden vorgestellt, darunter DNA-Se-
quenzierungstechniken der néchsten Generation, Kryoelektronenmikroskopie,
Metabolomik, Genom-Editierung mit dem CRISPR-Cas9-System und die Rolle
von nichtcodierenden RNAs bei der Genregulation. Die Hinweise auf eine Viel-
zahl von menschlichen Krankheiten und pharmakologischen Wirkstoffen wurden
erweitert, um den neuesten Forschungsergebnissen Rechnung zu tragen.

Didaktische Merkmale

Wie in den letzten vier Auflagen von Fundamentals of Biochemistry haben wir uns
intensiv mit der Didaktik beschaftigt und uns dabei auf die Feinabstimmung und
das Hinzuftigen neuer Elemente zur Erleichterung des Lernens der Studierenden
konzentriert. Zu den padagogischen Verbesserungen in dieser fiinften Auflage ge-
horen die folgenden Elemente.



Schliisselbegriffe. Kurze Definitionen bzw. Aussagen finden sich in der Randspal-
te, um einige der allgemeinen Begriffe und Konzepte zusammenzufassen, die der
modernen Biochemie zugrunde liegen, wie Evolution, Makromolekulare Struktur/
Funktion, Materie/Energie-Transformation und Homdoostase. Diese kurzen Texte
helfen den Studierenden, ein besseres Verstindnis zu entwickeln. Sie kénnen so
neue Informationen in den Kontext dessen stellen, was sie in anderen Lehrveran-
staltungen gelernt haben.

Neu gegliederte und erweiterte Aufgaben. Die Aufgaben am Ende jedes Kapitels
werden nun in zwei Kategorien eingeteilt, sodass Studierende und Dozenten den
Schwierigkeitsgrad besser beurteilen kénnen: Ubungen erméglichen es den Stu-
dierenden, ihr Grundverstdndnis zu tiberpriifen und bei einfachen Problemlésun-
gen anzuwenden. Anspruchsvolle Fragen erfordern fortgeschrittenere Fahigkeiten
und/oder die Fahigkeit, Verkniipfungen zwischen Themen herzustellen. Die fiinfte
Auflage enthalt rund 1000 Aufgaben, eine Steigerung von 26 % gegeniiber der vor-
herigen Auflage. Die meisten Aufgaben behandeln paarweise dieselben oder ver-
wandte Themen. Die vollstindigen Losungen fur alle Fragen finden sich im An-
hang.

Abbildungen. Die Fahigkeit der Studierenden, biochemische Diagramme, Illustra-
tionen und Prozesse zu verstehen und zu interpretieren, spielt eine wichtige Rol-
le fiir ihr Verstandnis der Biochemie — sowohl fiir das Gesamtbild als auch fiir
die Details. Neben der Zeichnung neuer Abbildungen und der Neugestaltung be-
stehender Illustrationen — mit dem Ziel von mehr Klarheit — haben wir uns auch
wie bisher um die Bediirfnisse der visuell Lernenden gekiimmert. Hierzu setzen
wir auf bewéhrte Merkmale, die den Studierenden helfen sollen, die Abbildungen
in Einklang mit dem Text zu bringen. So wurden zahlreiche Abbildungen durch
modernste Molekulargrafiken ersetzt. Die neuen Abbildungen sind detaillierter,
klarer und leichter zu interpretieren. Sie spiegeln in vielen Fallen auch die jiingsten
Verfeinerungen in der molekularen Darstellung wider, die zu hochauflésenden ma-
kromolekularen Modellen gefiihrt oder neue mechanistische Merkmale offenbart
haben.

Didaktische Elemente aus fritheren Auflagen dieses Lehrbuchs wurden beibehal-
ten. Zu diesen gehoren:

o+ Schliisselkonzepte am Anfang jedes Unterkapitels, die die wichtigen ,Take-
aways“ oder Konzepte des folgenden Abschnitts fiir die Studierenden zusam-
menfassen. Sie bilden das Gertist fiir das Verstdndnis der folgenden Inhalte.

o Verstindnisfragen erscheinen am Ende jedes Abschnitts in der Randspalte. Mit
diesen Fragen konnen die Studierenden tiberpriifen, ob sie die Schliisselkonzep-
te des Abschnitts beherrschen. Antworten auf die Fragen werden nicht gegeben,
was die Studierenden ermutigen soll, auf das Kapitel zuriickzublicken, um ihr
Verstandnis zu vertiefen. Dieser Prozess soll ihnen helfen, Selbstvertrauen und
selbsténdiges Lernen zu entwickeln.

o Kursiv gedruckte Schliisselsidtze dienen der schnellen visuellen Identifizierung
wichtiger Inhalte.

+ Grofle Ubersichtsabbildungen illustrieren viele der Stoffwechselvorginge.

o Detaillierte Darstellungen von Enzymmechanismen durchziehen das ganze
Buch.

o PDB-Identifikationsnummern in den Abbildungslegenden aller Molekiilstruk-
turen helfen den Studierenden, leicht online auf diese Strukturen zugreifen und
sie selbst erkunden zu konnen.

o Chemische Grundlagen wiederholen Prinzipien, die biochemischen Phino-
menen zugrunde liegen, wie Thermodynamik und Gleichgewichte, chemische
Kinetik und Redox-Reaktionen.

Vorwort

IX



X

Vorwort

o Rechenbeispiele zeigen, wie die Studierenden grundlegende Gleichungen mit
echten Daten selbst durchrechnen kénnen.

o Exkurse zu Themen, die die Studierenden mit Themen auferhalb der grundle-
genden Biochemie verbinden, z. B. Folgen der Ozeanversauerung (Exkurs 2.1),
Polyketidsynthese (Exkurs 20.3) und das Mikrobiom des Darms (Exkurs 22.1).
Das Buch bietet Exkurse tiber Medizinische Biochemie, die die Bedeutung der
Biochemie in der Medizin aufzeigen, indem sie sich auf die molekularen Me-
chanismen von Krankheiten und deren Behandlung konzentrieren. Die Exkurse
Biochemie im Fokus beinhalten Zusatzmaterial, das ansonsten den Lesefluss un-
terbrechen wiirde. Hier konnen die Studierenden experimentelle Methoden und
praktische Anwendungen der Biochemie kennenlernen. Beriilimte Biochemiker
stellen Pioniere aus verschiedenen Bereichen der Biochemie vor und geben den
Studierenden Einblicke in deren Personlichkeiten und in die wissenschaftlichen
Herausforderungen, die die moderne Biochemie geprigt haben.

» Zusammenfassungen am Ende der Kapitel, gegliedert nach Unterkapiteln, leiten
die Studierenden ein weiteres Mal an, sich auf die wichtigsten Punkte innerhalb
jedes Abschnitts zu konzentrieren.

o Noch mehr zum Erkunden am Ende jedes Kapitel besteht aus einer Reihe von
Fragen, die entweder den Kapitelstoft erweitern oder die Studierenden auffor-
dern, sich weiter zu informieren und neue Themen zu entdecken.

o Hervorhebungen kennzeichnen besonders wichtige Begriffe.

o Wichtige Begriffe, die in einem Kapitel erstmals definiert wurden, stehen als Lis-
te am Ende des jeweiligen Kapitels.

o Das Glossar erklart iiber 1200 Ausdriicke.

+ Die Literatur am Ende jedes Kapitels wurde nach ihrer Relevanz und Nutzer-
freundlichkeit ausgewdhlt.

Aufbau des Lehrbuchs

Wie in der vierten Auflage beginnt der Text mit zwei einleitenden Kapiteln, die den
Ursprung des Lebens, die Evolution, die Thermodynamik, die Eigenschaften von
Wasser und die Séure-Basen-Chemie behandeln. Nucleotide und Nucleinsauren
werden in Kapitel 3 behandelt, da ein Verstiandnis der Strukturen und Funktionen
dieser Molekiile die Grundlage fiir die nachfolgende Darstellung der Proteinent-
wicklung und des Stoffwechsels ist.

In den Kapiteln 4 bis 7 werden die Aminoséuren, Verfahren zur Analyse der Pro-
teinstruktur und -sequenz, sekundére bis quaternire Proteinstruktur, Proteinfal-
tung und -stabilitdt sowie Struktur-Funktionsbeziehungen in Hamoglobin, Mus-
kelproteinen und Antikorpern untersucht. Kapitel 8 (Kohlenhydrate), Kapitel 9 (Li-
pide) und Kapitel 10 (Membrantransport) runden die Abdeckung der Grundmole-
kiile des Lebens ab.

Die nichsten drei Kapitel untersuchen Proteine in Aktion, indem sie die Studie-
renden zundchst in die Enzymatische Katalyse einfithren (Kapitel 11) und ihr Ver-
stdndnis hiervon dann durch Diskussionen iiber Enzymkinetik, die Wirkung von
Inhibitoren und Enzymregulationen vertiefen (Kapitel 12). Diese Themen werden
in Kapitel 13 fortgesetzt, das die Komponenten von Signaltransduktionswegen be-
schreibt.

Der Stoftwechsel wird in einer Reihe von Kapiteln behandelt, beginnend mit ei-
nem einfithrenden Kapitel (Kapitel 14), das einen Uberblick iiber Stoffwechselwe-
ge, die Thermodynamik von ,energiereichen” Verbindungen und die Redox-Che-
mie gibt. Zentrale Stoffwechselwege werden detailliert dargestellt (z. B. Glykolyse,
Glykogenstoffwechsel und Citronensdurecyclus in den Kapiteln 15-17), damit die
Studierenden verstehen konnen, wie einzelne Enzyme Reaktionen katalysieren und
bei komplexen biochemischen Aufgaben gemeinsam arbeiten. Die Kapitel 18 (Elek-
tronentransport und oxidative Phosphorylierung) und 19 (Photosynthese) vervoll-



stdndigen eine Sequenz, die die energiegewinnenden Wege betont. Nicht alle We-
ge sind vollstindig beschrieben, insbesondere diejenigen, die mit Lipiden (Kapi-
tel 20), Aminoséduren (Kapitel 21) und Nucleotiden (Kapitel 23) zusammenhéngen.
Stattdessen werden wichtige enzymatische Reaktionen aufgrund ihrer interessan-
ten Chemie oder regulatorischen Bedeutung hervorgehoben. Kapitel 22 zur Inte-
gration des Stoffwechsels behandelt die Organspezialisierung und Stoffwechselre-
gulierung bei Sdugetieren.

Sechs Kapitel beschreiben die Biochemie der Nucleinséuren, beginnend mit ih-
rem Auf- und Abbau (Kapitel 23) sowie der Struktur der DNA und ihren Wechsel-
wirkungen mit Proteinen (Kapitel 24). Die Kapitel 25 bis 27 behandeln die Prozesse
der DNA-Replikation, Transkription und Translation und zeigen die Funktionen
der RNA und der Proteinmolekiile, die diese Prozesse ausfiithren. Kapitel 28 befasst
sich mit einer Vielzahl von Mechanismen zur Regulierung der Genexpression, ein-
schliefSlich des Histoncodes und der Rolle von Transkriptionsfaktoren und ihrer
Relevanz fiir Krebs und die Entwicklung der Organismen.

Vorwort

Xi
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Zusatzmaterial fur Studierende und Lehrkrafte
im Internet

Die Webseite zu diesem Buch www.wiley-vch.de/home/VoetBiochemieA3 verlinkt zur Student
Companion Site des amerikanischen Originaltitels Donald Voet, Judith G. Voet, Charlotte W.
Pratt: Fundamentals of Biochemistry, Life at the Molecular Level, 5th Edition. Dort finden sich
die nachfolgend aufgefithrten Zusatzmaterialien (in englischer Sprache), um das Lernen mit
dem Buch zu erleichtern. Die Materialien sind jeweils bestimmten Kapiteln zugeordnet und
im Buch noch einmal am Kapitelende, vor der Literatur, aufgelistet. Unter dem Motto ,Losen
Sie Aufgaben mit echten Daten und verwenden Sie die Analysewerkzeuge der Experten® gibt
es zwei Typen von Zusatzmaterialien:

Bioinformatik-Projekte — Eine Sammlung von 12 aktualisierten Ubungen von Paul Craig,
Rochester Institute of Technology, die den Inhalt und die Verwendung von Datenbanken im
Zusammenhang mit Nucleinsduren, Proteinsequenzen, Proteinstrukturen, Enzymhemmung
und anderen Themen behandeln. Die Ubungen verwenden reale Datensitze, stellen spezifi-
sche Fragen und fordern die Studierenden auf, Informationen aus Online-Datenbanken zu be-
schaffen und, zur Analyse dieser Daten, auf die dortigen Softwaretools zuzugreifen.

Fallbeispiele — Eine Reihe von 33 Fallstudien von Kathleen Cornely, Providence College, die
aufgabenbasiertes Lernen zum besseren Verstdndnis biochemischer Konzepte nutzen. Jeder
Fall préisentiert Daten aus der Literatur und stellt Fragen, die von den Studierenden verlangen,
von ihnen erkannte Prinzipien auf neuartige Situationen anzuwenden. Dabei werden oft The-
men aus mehreren Kapiteln im Lehrbuch miteinander verkniipft. Es sind dies im Einzelnen:

Kapitel 2 Wasser
Fallbeispiel — Case Study 1: Acute Aspirin Overdose: Relationship to the Blood Buffering

Kapitel 3 Nucleotide und Nucleinsauren

Bioinformatik — Project 1: Databases for the Storage and “Mining” of Genome Sequences

Kapitel 5 Proteine: Primarstruktur

Bioinformatik — Project 2: Using Databases to Compare and Identify Related Protein
Sequences
Fallbeispiel — Case Study 2: Histidine-Proline-rich Glycoprotein as a Plasma pH Sensor

Kapitel 6 Dreidimensionale Struktur von Proteinen

Bioinformatik — Project 3: Visualizing Three-Dimensional Protein Structures Using
the Molecular Visualization Programs Jmol and PyMOL

Bioinformatik — Project 4: Structural Alignment and Protein Folding

Fallbeispiel — Case Study 4: The Structure of Insulin

Fallbeispiel — Case Study 5: Characterization of Subtilisin from the Antarctic Psychrophile
BacillusTA41

Fallbeispiel — Case Study 6: A Collection of Collagen Cases

Kapitel 7 Proteinfunktion: Myoglobin und Hamoglobin, Muskel-
kontraktion und Antikorper

Fallbeispiel — Case Study 8: Hemoglobin, the Oxygen Carrier
Fallbeispiel — Case Study 9: Allosteric Interactions in Crocodile Hemoglobin
Fallbeispiel — Case Study 10: The Biological Roles of Nitric Oxide

Kapitel 8 Kohlenhydrate
Bioinformatik — Project 5: Glycomics and the HIN1 Flu

Kapitel 10 Membrantransport

Fallbeispiel — Case Study 3: Carbonic Anhydrase II Deficiency

Fallbeispiel — Case Study 14: Shavings from the Carpenter’s Bench: The Biological Role
of the Insulin C-Peptide

Fallbeispiel — Case Study 17: A Possible Mechanism for Blindness Associated with Diabetes:
Na*-Dependent Glucose Uptake by Retinal Cells


http://www.wiley-vch.de/home/VoetBiochemieA3

Zusatzmaterial fir Studierende und Lehrkrafte im Internet

Kapitel 11 Enzymatische Katalyse

Fallbeispiel — Case Study 11: Nonenzymatic Deamidization of Asparagine and Glutamine
Residues in Proteins

Kapitel 12 Enzymkinetik, Hemmung und Regulation

Bioinformatik — Project 6: Enzyme Inhibitors and Rational Drug Design

Bioinformatik — Project 7: Enzyme Commission Classes and Catalytic Site Alignments
with PyMOL

Fallbeispiel — Case Study 7: A Storage Protein from Seeds of Brassica nigra Is a Serine
Protease Inhibitor

Fallbeispiel — Case Study 12: Production of Methanol in Ripening Fruit

Fallbeispiel — Case Study 13: Inhibition of Alcohol Dehydrogenase

Fallbeispiel — Case Study 15: Site-Directed Mutagenesis of Creatine Kinease

Fallbeispiel — Case Study 19: Purification of Rat Kidney Sphingosine Kinease

Kapitel 14  Einfiihrung in den Stoffwechsel

Bioinformatik — Project 8: Metabolic Enzymes, Microarrays, and Proteomics
Bioinformatik — Project 9: Metabolomics Databases and Tools
Fallbeispiel — Case Study 16: Allosteric Regulation of ATCase

Kapitel 15  Glucose-Katabolismus

Fallbeispiel — Case Study 18: Purification of Phosphofructokinase 1-C

Fallbeispiel — Case Study 20: NAD*-dependent Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
from Thermoproteus tenax

Kapitel 16  Glykogenstoffwechsel und Gluconeogenese

Fallbeispiel — Case Study 22: Carrier-Mediated Uptake of Lactate in Rat Hepatocytes
Fallbeispiel — Case Study 26: The Role of Specific Amino Acids in the Peptide Hormone
Glucagon in Receptor Binding and Signal Transduction

Kapitel 17  Citratcyclus
Fallbeispiel — Case Study 21: Characterization of Pyruvate Carboxylase from
Methanobacterium thermoautotrophicum

Kapitel 18  Elektronentransport und oxidative Phosphorylierung

Fallbeispiel — Case Study 24: Uncoupling Proteins in Plants

Fallbeispiel — Case Study 27: Regulation of Sugar and Alcohol Metabolism in Saccharomyces
cerevisiae

Fallbeispiel — Case Study 33: Modification of Subunit ¢ from Bovine Mitochondrial ATPase

Kapitel 20  Lipidstoffwechsel

Bioinformatik — Project 10: Drug Design and Cholesterol Medications

Fallbeispiel — Case Study 23: The Role of Uncoupling Proteins in Obesity

Kapitel 22  Energiestoffwechsel der Sduger: Vernetzung und Regulation

Fallbeispiel — Case Study 25: Glycogen Storage Diseases

Fallbeispiel — Case Study 28: The Bacterium Helicobacter pylori and Peptic Ulcers

Fallbeispiel — Case Study 30: Phenylketonuria

Kapitel 24  Struktur von Nucleinsduren

Fallbeispiel — Case Study 31: Hyperactive Dnase I Variants: A Treatment for Cystic Fibrosis

Kapitel 25 DNA-Replikation, DNA-Reparatur und Rekombination
Fallbeispiel — Case Study 32: Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Activity and Cell Growth

Kapitel 27  Proteinbiosynthese
Fallbeispiel — Case Study 29: Pseudovitamin D Deficiency
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EinfUhrung



Die Strukturen, die diese Paramecium-Zelle
aufweist, und die Prozesse, die in ihr ablaufen,
konnen chemisch beschrieben werden. Alle
Zellen beinhalten dahnliche Arten von
Makromolekiilen und nutzen ahnliche
chemische Reaktionen, um Energie zu
gewinnen, zu wachsen, miteinander zu
kommunizieren und sich fortzupflanzen.
[Mit freundlicher Genehmigung von
M.l. Walker/Science Source Images.]



Einfuhrung in die Chemie
des Lebens

Die Biochemie ist, wortwortlich, die Lehre von der Chemie des Lebens. Obwohl
sie in andere Disziplinen wie Zellbiologie, Genetik, Immunologie, Mikrobiologie,
Pharmakologie und Physiologie hineinreicht, befasst sich Biochemie im Wesentli-
chen mit einer begrenzten Anzahl von Fragestellungen. Hierzu gehoren:

1. Wie sehen die chemischen und dreidimensionalen Strukturen von Biomolekiilen
aus?

. Wie reagieren Biomolekiile miteinander?

. Wie werden Biomolekiile durch die Zelle synthetisiert und abgebaut?

. Wie wird Energie durch die Zelle gespeichert und genutzt?

. Wie sehen die Mechanismen fiir die Organisation von Biomolekiilen und die
Koordination ihrer Aktivititen aus?

6. Wie wird genetische Information gespeichert, tibertragen und umgesetzt?

ek W N

Um die Struktur und Wirkung von Systemen aufzuzeigen, die den menschlichen
Sinnen nicht direkt zugénglich sind, greift die Biochemie, wie auch andere moderne
Wissenschaften, auf ausgekliigelte Forschungsinstrumente zuriick. Zusétzlich zum
Riistzeug des Chemikers fiir Trennung, quantitative Erfassung und andere Ana-
lysen biologischen Materials nutzen Biochemiker die einzigartigen biologischen
Aspekte ihres Forschungsgegenstandes, indem sie die Evolutionsgeschichte von
Organismen, von Stoffwechselwegen und auch einzelnen Molekiilen untersuchen.
Neben ihrer offenkundigen Bedeutung fiir die menschliche Gesundheit deckt die
Biochemie die Arbeitsweisen der Natur auf und erméglicht uns auf diese Weise, das
einzigartige und geheimnisvolle Phdnomen, das wir Leben nennen, zu verstehen
und zu schétzen. In diesem einfithrenden Kapitel wollen wir einige grundlegende
Prinzipien der Chemie und der Biologie betrachten, die sozusagen den Kontext fiir
die Biochemie liefern und eine Einfithrung in die Themen geben, die wir im weite-
ren Verlauf des Buches wiederholt antreffen werden. Dazu gehdren die Grundlagen
der Evolution, die verschiedenen Grundtypen lebender Zellen und die elementaren
Prinzipien der Thermodynamik.

1.1 Der Ursprung des Lebens

Schliisselkonzepte

-« Biomolekile werden aus einer begrenzten Anzahl von Elementen aufgebaut.

« Bestimmte funktionelle Gruppen und Verkniipfungen sind typisch fiir verschie-
dene Arten von Biomolekilen.

« Wahrend der Evolution haben sich einfache Verbindungen zu komplexeren
Molekiilen und Polymeren zusammengelagert.

+ Molekiile, die sich selbst reproduzieren kdnnen, unterliegen der naturlichen
Auslese.

Lehrbuch der Biochemie, 3. Auflage. Donald Voet, Judith G. Voet und Charlotte W. Pratt
© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Published 2019 by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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Tab. 1.1 Chemische Elemente im
menschlichen Kérper.?!

Element Trockenmasse (%)

C 61,7
N 11,0
O 9,3
H 5,7
Ca 5,0
P 3,3
K 1,3
S 1,0
Cl 0,7
Na 0,7
Mg 0,3

a) Berechnet nach Frieden, E. (1972). Sci. Am.
227 (1): 54-55.

Abb. 1.1 Mikrofossil filamentbildender
Bakterienzellen. Dieses Fossil (im unteren Teil
schematisch) stammt von einem etwa 3400
Millionen Jahre alten Felsen aus Westaustralien.
[Mit freundlicher Genehmigung von J. William
Schopf, University of California, Los Angeles
(UCLA).]

Alle Organismen weisen bestimmte gemeinsame biochemische Merkmale auf,
z.B. die Art und Weise, wie Erbinformationen verschliisselt sind und exprimiert
werden und auf welche Weise Biomolekiile synthetisiert oder zur Energiegewin-
nung abgebaut werden. Die zugrunde liegende genetische und biochemische Ein-
heitlichkeit heutiger Organismen bedeutet, dass sie von einem einzigen Vorlaufer
abstammen. Es wird wohl niemals moglich sein, den Ursprung des Lebens auf der
Erde mit letzter Gewissheit aufzuklaren. Dank paldontologischer Forschung und
experimentellen Erkenntnissen sind wir heute jedoch in der Lage, die Entstehung
des Lebens mit wissenschaftlichen Begriffen zu beschreiben.

1.1.1  Biomolekule entstehen aus unbelebter Materie

Lebende Materie besteht aus einer relativ kleinen Anzahl von Elementen (Tab. 1.1).
C, N, O, H, Ca, P, K und S umfassen ungefdhr 98 % der Trockenmasse von Lebe-
wesen (die meisten Organismen bestehen zu nahezu 70 % aus Wasser). Der Rest
besteht aus Elementen, die nur in Spuren vorhanden sind. Dazu gehoren B, F, Al
Si, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Br, Mo, Cd, I und W, wenn auch nicht alle
Organismen jedes dieser Elemente bendtigen.

Das élteste bekannte, fossile Beweisstiick fiir Leben ist ungefihr 3,5 Milliarden
Jahre alt (Abb. 1.1). Die vorangehende pribiotische Ara, die mit der Bildung der
Erde vor circa 4,6 Milliarden Jahren begann, hinterlief3 keine direkten Zeugnisse.
Aber Wissenschaftler konnen chemische Reaktionen der Art, die moglicherwei-
se in dieser Periode von einer Milliarde Jahren zu lebenden Organismen fiihrten,
experimentell nachvollziehen.

Die Atmosphiére der frithen Erde bestand wahrscheinlich aus H,O, N,, CO, und
kleineren Mengen an CH,, NH3, SO, sowie moglicherweise H,. In den 1920er-
Jahren stellten Alexander Oparin and J.B.S. Haldane unabhéngig voneinander die
These auf, dass Molekiile der Uratmosphire, verursacht durch die ultraviolette
Strahlung der Sonne oder durch Blitzentladungen, unter Bildung einfacher organi-
scher (kohlenstoffhaltiger) Verbindungen miteinander reagierten. Stanley Miller
und Harold Urey reproduzierten 1953 solch einen Reaktionsablauf, indem sie eine
Mischung von H,O, CH,, NH; und H, eine Woche lang elektrischen Entladungen
aussetzten. Die sich daraus ergebende Losung enthielt wasserlosliche organische
Verbindungen, darunter mehrere Aminosduren (die Bausteine der Proteine) und
andere biochemisch bedeutsame Substanzen.

Die Grundannahmen hinter dem Experiment von Miller und Urey, vor allem die
Zusammensetzung des von ihnen verwendeten Gasgemischs, wurden von ande-
ren Wissenschaftlern infrage gestellt, die den Ursprung des Lebens an einem ganz
anderen Ort vermuten, ndmlich im Dunkeln und unter Wasser. Hydrothermale
Quellen am Ozeanboden, die bis zu 400 °C heifse Losungen von Metallsulfiden aus-
stoflen (Abb. 1.2), konnten die richtigen Rahmenbedingungen fiir die Bildung von
Aminoséduren aus Bestandteilen des Meerwassers geliefert haben. Unabhéngig von
ihrem Ursprung waren diese frithen organischen Molekiile die Vorlaufer fiir die
enorme Vielfalt von Biomolekiilen, die es heute auf der Erde gibt.

Je nach ihrem Aufbau und ihrer chemischen Reaktivitit lassen sich diese Biomo-
lekiile in Bezug auf ihre funktionellen Gruppen (die reaktiven Stellen im Molekiil)
und ihre Bindungsarten klassifizieren. Dabei verwendet die Biochemie dieselben
Begriffe wie sie auch in der organischen Chemie gebréuchlich sind. Einige der héu-
fig vorkommenden funktionellen Gruppen und Bindungsarten sind in Tab. 1.2
dargestellt.

Abb. 1.2 Eine hydrothermale Quelle. takt mit dem sehr viel kélteren Seewasser
Solche Strukturen am Grund der Tiefsee wer- in Form dichter schwarzer Wolken prézipi-
den auch als Schwarze Raucher (engl.: black tiert. [Mit freundlicher Genehmigung von
smoker) bezeichnet, da das im austretenden OAR/National Undersea Research Program

heiBen Wasser geloste Metallsulfid beim Kon- (NURP), NOAA.]



Tab. 1.2 Funktionelle Gruppen und Bindungsarten in der Biochemie.

1.1 Der Ursprung des Lebens |5

Bezeichnung Struktur®

Funktionelle Gruppe oder Bindung

+
Amin® RNH, oder RNH;, —Ni oder —N— (Aminogruppe)
+
R,NH oder R,NH, |
+
R3N oder R;NH
Alkohol ROH —OH (Hydroxylgruppe)
Thiol RSH —SH (Thiolgruppe)®
Ether ROR —O- (Etherbindung)
() O
Aldehyd [ | (Carbonylgruppe)
R—C—H —C—
() O
Keton I | (Carbonylgruppe)
R—C—R —C—
() O
Carbonsiure® I oder I (Carboxylgruppe) oder
R—C—OH —C—OH
O O
| I (Carboxylatgruppe)
R—C—O" —C—0O"
O O
Ester I I (Esterbindung) oder
R—C—OR —C—
O
| (Acylgruppe)?
7C7
O O
Thioester I I (Thioesterbindung) oder
R—C—SR —C—S
O
Il (Acylgruppe)d)
I I i I
Amid I I (Amidogruppe) I (Acylgruppe)?d
R—C—NH, R—C—NHR R—C—NR, — —Ni BHUPP g evenee
+
Imin (Schiff’sche Base) R=N oder R=NN, >C —N— oder >C :i\]i (Iminogruppe)
+
R=NH oder R=NHR
Disulfid R-S-S-R —S-S— (Disulfidbindung)
i i
Phosphatester® R*O*l" —O" *I"* O~ (Phosphorylgruppe)
OH OH
P P
Diphosphatester® R*O*l" *O*I" — O *1" *O*I" — O~ (Phosphorsiureanhydridgruppe)
o OH O OH
i i
Phosphatdiester? —O—P —O— (Phosphodiesterbindung)

R*O*l"*O*R
o

|
o

a) R steht fiir eine beliebige kohlenstoffhaltige Gruppe. Enthilt ein
Molekiill mehrere Reste (R), so konnen diese gleich, aber auch von-
einander verschieden sein.

b) Diese Gruppen sind unter physiologischen Bedingungen ionisiert

und tragen eine positive oder negative Ladung.
¢) Im amerikanischen Sprachgebrauch auch Sulfhydrylgruppe.
d) Nur wenn nicht an ein Kohlenstoffatom gebunden.
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- Funktionelle Gruppen

Verschiedene Klassen von Biomolekiilen
sind durch jeweils fur sie charakteristische
Arten von funktionellen Gruppen und Bin-
dungen gekennzeichnet. Ein Biomolekiil
kann mehrere funktionelle Gruppen enthal-
ten.

O
I H_
R—C—OH + _N—F
Kondensation Hydrolyse
H,0 H,0

o
I
R—C—NH—R

Abb. 1.3 Reaktion einer Carbonsaure mit
einem Amin. Wahrend der Kondensation wird
Wasser abgespalten. In der Rlickreaktion -
Hydrolyse - erfolgt unter Spaltung der Amid-
bindung eine Addition von Wasser. Konden-
sationsreaktionen sind in lebenden Systemen
nicht ohne Weiteres umkehrbar.

Makromolekdl

FH T

[
Aminogruppe *NH;

Carboxylat- O\ /O
?

C

Y
Makromolekdil

Abb. 1.4 Assoziation komplementarer
Molekiile. Die positiv geladene Aminogruppe
geht eine elektrostatische Wechselwirkung mit
der negativ geladenen Carboxylatgruppe ein.

1.1.2  Komplexe, sich selbst replizierende Systeme

entwickelten sich aus einfachen Molektlen

Selbst bei reichlich vorhandenem Ausgangsmaterial, das sich in Gezeitenprielen
oder flachen Seen angehéuft haben konnte, entstand Leben nicht unmittelbar.
Wihrend einer Periode chemischer Evolution, dem prébiotischen Zeitalter, kon-
densierten kleine Molekiile unter Bildung komplexerer Substanzen oder sie reagier-
ten linear zu Polymeren sich wiederholender Einheiten. In einer Kondensa-
tionsreaktion wird Wasser abgespalten. Die Geschwindigkeit, mit der einfache
Verbindungen kondensieren, um ein stabiles Polymer zu bilden, muss deshalb
grofSer sein als die Geschwindigkeit der Hydrolyse (Spaltung durch Addition von
Wasser; Abb. 1.3). In diesem pribiotischen Milieu kénnten Mineralien, wie z. B.
Tonerde, die Polymerisationsreaktionen katalysiert und die Reaktionsprodukte
von der wissrigen Phase getrennt haben. Bestimmend fiir Grofie und Zusam-
mensetzung der pribiotischen Makromolekiile diirften die Verfiigbarkeit der
niedermolekularen Ausgangsmaterialien, die Effizienz, mit der diese verkniipft
werden konnten, und die eigene Resistenz gegeniiber Abbau gewesen sein. Die
wichtigsten Biopolymere und die Einheiten (Monomere) aus denen sie aufgebaut
sind, sind in Tab. 1.3 aufgefiihrt.

Die Kombination verschiedener Monomere und ihrer unterschiedlichen funk-
tionellen Gruppen in einem einzigen grofSen Molekiil erhéoht offensichtlich die
chemische Vielseitigkeit dieses Molekiils, wodurch chemische Leistungen weit tiber
das Vermogen einfacherer Molekiile hinaus durchfithrbar werden. (Dieses Gesetz
von der Herausbildung neuer Qualitdten kann auch folgendermaflen formuliert
werden: ,Das Ganze ist mehr als die Summe seiner Teile“) Einzeln vorliegende
Makromolekiile mit komplementiren Anordnungen der funktionellen Gruppen
(wechselseitige Paarbildung) konnen miteinander assoziieren (Abb. 1.4), was zu
noch komplexeren molekularen Aggregaten mit einem noch gréfieren Spektrum
an funktionellen Fahigkeiten fiihrt.

Spezifische Paarungen zwischen komplementéren funktionellen Gruppen sor-
gen dafiir, dass der eine Partner des Paares die Art und Orientierung des anderen
Partners festlegen kann. Eine derartige Komplementaritit ermoglicht dem Ma-
kromolekiil, sich zu replizieren, d. h. sich selbst zu kopieren, indem es das Zusam-
menfiigen eines neuen Molekiils aus kleineren komplementdren Einheiten steuert.
Die Replikation eines einfachen Polymers mit intramolekularer Komplementaritat
ist in Abb. 1.5 veranschaulicht. Ein dhnliches Phdnomen ist fiir die Funktion der
DNA von zentraler Bedeutung. Dort legt die Basensequenz des einen Strangs (z. B.
A-C-G-T) absolut die Sequenz der Basen im anderen Strang, mit dem er gepaart
ist (T-G-C-A), fest. Bei Replikation der DNA trennen sich die beiden Strénge und
steuern jeweils die Synthese komplementirer Tochterstrainge. Komplementaritit
ist ebenfalls die Basis fiir die Transkription von DNA in RNA und fiir die Transla-
tion der RNA-Information bei der Proteinbiosynthese.

Ein kritischer Zeitpunkt in der chemischen Evolution war der Ubergang von Sys-
temen zufillig entstandener Molekiile zu Systemen, in welchen die Molekiile or-
ganisiert vorlagen und sich spezifisch replizierten. Sobald Makromolekiile die Fa-
higkeit zur Selbstvermehrung erwarben, wurden im Urmilieu diejenigen Molekiile
angereichert, die am besten geeignet waren zu tiberleben und sich zu vermehren.
Die ersten Replikationssysteme waren ohne Zweifel gegeniiber Tochtermolekiilen,

Tab. 1.3 Wichtigste Biopolymere und die Monomere, aus denen sie aufgebaut sind.

Polymer Monomer
Protein (Polypeptid) Aminosédure
Nucleinséure (Polynucleotid) Nucleotid

Polysaccharide (komplexe Kohlenhydrate) = Monosaccharide (einzelne Kohlenhydrate)
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die nur teilweise komplementdr zu ihren Eltern waren, etwas nachléssig. Mit der {%

Zeit wird die natiirliche Selektion — ein Vorgang, bei dem die besser Angepassten Polymer intramolekulare
einen Wettbewerbsvorteil bei der Fortpflanzung haben — aber diejenigen Molekiile Komplementaritat
begiinstigt haben, die genauere Kopien von sich produzierten. ¢
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/ot \
i Ja ] e
Schliisselkonzepte komplementire ¢

Molekdil
+ Raumliche Aufteilung in Kompartimente innerhalb der Zelle fordert die Leis- clexe

tungsfahigkeit durch die Aufrechterhaltung von ortlich hohen Konzentrationen m@
an Reaktionspartnern. m

« Zur Molekilsynthese und Energiegewinnung haben sich Stoffwechselwege ent-
wickelt.

- Die einfachsten Zellen sind Prokaryoten.

« Eukaryoten zeichnen sich durch zahlreiche, durch Membranen umschlossene
Organellen, einschlieBlich des Zellkerns, aus.

» Der phylogenetische Stammbaum des Lebens erstreckt sich tiber drei Bereiche: Abb.1.5 Replikation durch Komplementa-
Bakterien, Archaebakterien und Eukaryoten. ritat. In diesem einfachen Fall dient ein Polymer
- Die Evolution stellt eine natiirliche Auslese fiir zuféllig auftretende genetische als Matrize fiir das Zusammenfiigen eines kom-
Variationen in Individuen dar. plementdren Molekiils. Letzteres ist, bedingt
durch die intramolekulare Komplementaritat,
eine exakte Kopie des Originals.
Systeme von der Art, wie sie bisher beschrieben wurden, mussten mit all den ande-
ren Komponenten des ,,Urteiches” um die verfiigbaren Ressourcen kimpfen. Wech-

selnde Milieubedingungen werden ebenfalls das Uberleben eines sich selbst repli- Verstandnisfragen zu Abschnitt 1.1
zierenden Systems beeinflusst haben. Selektionsvorteile diirften einem System er- 1. Welche vier Elemente treten in nahezu
wachsen sein, das durch irgendeine Art von Begrenzung abgetrennt und geschiitzt allen Biomolekdlen auf?

2. Geben Sie einen Uberblick iiber die

wurde. Wie diese Begrenzungen erstmalig entstanden und auch aus welchem Ma- ; . )
Hauptstadien der chemischen Evolution.

terial sie gebildet wurden, ist unbekannt. Eine der Theorien besteht darin, dass sich 3. Uben Sie. eine ei i
X T . o . Uben Sie, eine einfache Kondensa
Membranvesikel (mit Fliissigkeit gefiillte Beutelchen) an selbstreplizierende Sys- tionsreaktion und Hydrolysereaktion
teme zundchst anlagerten und dann diese einschlossen. Diese Vesikel konnten die Zu zeichnen.
ersten Zellen geworden sein. 4. Erklaren Sie, warum die Komplemen-
taritat fir die Entwicklung sich selbst

vervielfdltigender Molekile notwendig
war.

1.2.1  Zellen fuihren Stoffwechselreaktionen aus

Die Vorteile einer Kompartimentierung sind vielfaltig. Zusétzlich zum Schutz vor
ungiinstigen Umwelteinwirkungen ist ein abgeschlossenes System in der Lage, ho-
he lokale Konzentrationen von Bestandteilen aufrechtzuerhalten, welche andern-
falls auseinander diffundieren wiirden. Hoher konzentrierte Stoffe konnen schnel-
ler miteinander reagieren, was zu einer erhohten Effizienz bei Polymerisationen
und anderen chemischen Reaktionen fiihrt.

Ein von Membranen umschlossenes Kompartiment, das seine Inhaltstoffe nach
auflen abschirmt, wird sich mit der Zeit in seiner Zusammensetzung immer mehr
von der Umgebung unterscheiden. Hochentwickelte Zellen enthalten in hohen
Konzentrationen Ionen, kleine Molekiile und grofie Molekiilaggregate, die aufler-
halb der Zelle — wenn tiberhaupt — nur in Spuren gefunden werden. Zum Beispiel
kommen in der Escherichia coli-Zelle (E. coli) Millionen von Molekiilen vor, die
etwa 3000 bis 6000 chemisch unterschiedliche Verbindungen umfassen (Abb. 1.6).
Eine typische tierische Zelle kann 100000 verschiedene Arten von Molekiilen
enthalten.

Die ersten Zellen waren bei der Versorgung mit Zellbausteinen vo6llig von der
Umgebung abhingig. Als die ,prabiotische Suppe” an einigen der essentiellen Ver-
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Abb. 1.6  Querschnitt durch eine E. coli-Zelle. Das Cytoplasma ist angefullt mit Makromole-
kilen. Bei dieser VergroBerung (circa 1 000 000 x) sind die Atome zu klein, um sie einzeln dar-
zustellen. Die griinen Strukturen auf der rechten Seite der Abbildung zeigen innere und duf3ere
Membranbestandteile zusammen mit einem Teil einer Geilel (Flagellum). Innerhalb der Zelle
sind verschiedene Proteine blau und Ribosomen violett dargestellt. Die goldgelben und orange-
farbenen Strukturen stellen jeweils DNA und DNA-bindende Proteine dar. In einer lebenden
Zelle ist der verbleibende Raum mit kleineren Molekiilen und Wasser ausgefiillt. [Nach einer
Zeichnung von Goodsell, D.S., The Machinery of Life, 2. Auflage, Springer (2009), abgedruckt mit
Erlaubnis.]

bindungen verarmte, begiinstigte die natiirliche Selektion Organismen, die Stoff-
wechselwege wie Mechanismen zur Synthese der erforderlichen Verbindungen aus
einfacheren, aber reichlicher vorhandenen Vorstufen entwickelt hatten. Die ersten
Stoffwechselreaktionen konnten Metalle oder Tonerde als Katalysatoren genutzt
haben (ein Katalysator ist ein Stoff, der eine chemische Reaktion beschleunigt, da-
bei allerdings unveréndert aus der Reaktion hervorgeht). In der Tat stehen Metall-
ionen auch in den jetzigen Zellen noch im Mittelpunkt vieler chemischer Reak-
tionen. Einige Katalysatoren konnten auch aus polymeren Molekiilen, welche die
geeigneten funktionellen Gruppen enthielten, entstanden sein.

Biosynthetische Reaktionen erfordern generell die Zufuhr von Energie. Folglich
bendtigten auch die ersten zellulédren Reaktionen eine Energiequelle. Die anzuneh-
mende Verarmung an bereits in der prabiotischen Umwelt vorhandenen energie-
reichen Stoffen diirfte die Entwicklung energieproduzierender Stoffwechselwege
begiinstigt haben. Zum Beispiel entwickelte sich die Photosynthese, welche eine
praktisch nicht versiegende Energiequelle — die Sonne — nutzt, relativ frith. Jedoch
stellte die Anreicherung von O,, das durch Photosynthese aus H, O freigesetzt wur-
de (die heutige Atmosphére besteht zu 21 % aus O,), auch eine zunehmende Bedro-
hung fiir die Organismen dar, die an eine sauerstoffarme Atmosphire angepasst



waren. Eine weitere Verfeinerung des Stoffwechsels konnte den Organismen letzt-
endlich nicht nur dabei geholfen haben, oxidative Schadigungen zu verhindern,
sondern O, sogar fiir einen oxidativen Stoffwechsel zu nutzen, der gegeniiber dem
anaeroben Metabolismus eine viel effizientere Form des Energiestoftwechsels dar-
stellt. Uberreste aus diesen uralten Lebensformen kénnen auch heute noch im an-
aeroben Stoffwechsel einiger jetzt lebender Organismen gefunden werden.
Urorganismen, die innerhalb eines geschiitzten Kompartiments metabolische
Strategien zur Synthese von Biomolekiilen, sowohl zur kontrollierten Speicherung
und Nutzung von Energie als auch zur Replikation entwickelten, waren in der Lage,
in immer mehr Lebensrdume vorzudringen. Eine Adaptation der Zellen an unter-
schiedliche duflere Bedingungen fiihrte letztendlich zu der heutigen Artenvielfalt.
Die Spezialisierung individueller Zellen machte es auch moglich, dass Gruppen
unterschiedlicher Zellen in mehrzelligen Organismen zusammenarbeiten.

1.2.2  Esgibt zwei Arten von Zellen:
Prokaryoten und Eukaryoten

Alle gegenwirtigen Organismen basieren auf der gleichen morphologischen Ein-
heit, der Zelle. Es gibt zwei Hauptklassen von Zellen: die Eukaryoten (griech.: e,
gut oder wahr und karyon, Kern oder Nuss), welche einen membranumgebenen
Zellkern aufweisen, in dem ihre DNA eingeschlossen ist, und die Prokaryoten
(griech.: pro, vor), welche keinen Zellkern haben. Prokaryoten umfassen verschiede-
ne Typen von Bakterien, haben relativ einfache Strukturen und sind ohne Ausnahme
Einzeller (wobei sie aber Filamente und Kolonien eigenstidndiger Zellen bilden kon-
nen). Eukaryoten, welche sowohl Viel- als auch Einzeller sein konnen, sind bedeu-
tend komplexer strukturiert als Prokaryoten. (Viren sind viel einfachere Einheiten
als Zellen und werden nicht zu den Lebewesen gezéhlt, weil ihnen der Stoffwech-
selapparat fiir eine Reproduktion auflerhalb ihrer Wirtszellen fehlt.)

Prokaryoten sind die zahlreichsten und am weitesten verbreiteten Organismen
auf der Erde. Wegen ihres variantenreichen und oft duflerst anpassungsféhigen
Stoffwechsels konnen sie vielfaltigste Habitate besiedeln. Prokaryoten haben eine
Grofle von 1 bis 10 um und kommen in einer von drei morphologischen Grundfor-
men vor (Abb. 1.7): kugelférmig (Coccen), stibchenférmig (Bacillen) und helical
gewunden (Spirillen). Abgesehen von der Zellmembran, welche in den meisten
Féllen von einer schiitzenden Zellwand umgeben ist, haben Prokaryoten keine
weiteren intrazellulairen Membranen. Dennoch ist das prokaryotische Cytoplas-
ma (Zellinhalt) keineswegs homogen. Unterschiedliche metabolische Funktionen
werden in unterschiedlichen Regionen des Cytoplasmas ausgefiihrt (Abb. 1.6). Der
am besten charakterisierte Prokaryot ist Escherichia coli, ein staibchenformiges
Bakterium von 2 pm X 1 pm, das den Séugerdickdarm besiedelt.

Eukaryotische Zellen haben iiblicherweise einen Durchmesser von 10 bis 100 pm
und somit ein tausend- bis millionenfach grofieres Volumen als typische Prokaryo-
ten. Aber es ist nicht die Grofle, sondern das Vorkommen membranumschlossener
Organellen, welches die eukaryotischen Zellen vor allem auszeichnet (Abb. 1.8).
Eukaryotische Zellen besitzen neben dem Zellkern ein endoplasmatisches Reti-
culum. Dieses ist ein Syntheseort fiir viele Zellkomponenten, von denen einige an-
schlieflend im Golgi-Apparat weiter modifiziert werden. In fast allen Eukaryoten
findet der oxidative Stoffwechsel in den Mitochondrien statt. Photosynthetisie-
rende Zellen enthalten Chloroplasten, welche die Energie der Sonnenstrahlen in
chemische Energie umwandeln. Andere Organellen, wie Lysosomen und Peroxi-
somen zeichnen sich durch noch stirker spezialisierte Funktionen aus. Vakuolen
haben im Allgemeinen Speicherfunktionen und kommen vor allem in Pflanzen-
zellen und weniger in tierischen Zellen vor. Das Cytosol (Cytoplasma ohne seine
mit Membranen umgebenen Organellen) wird durch das Cytoskelett strukturiert.

1.2 Zellulare Strukturen |9
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Abb. 1.7 MaBstabsgerechte Darstellung
verschiedener prokaryotischer Zellen.
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Kern-
membran

Nucleolus

Chromatin

Zellkern

! Golgi-Apparat

Abb. 1.8 Schematische Darstellung einer typischen tierischen Eine typische Pflanzenzelle unterscheidet sich vor allem durch die
Zelle sowie elektronenmikroskopische Aufnahmen ihrer Organellen. Existenz einer duf3eren Zellwand und das Vorhandensein von Chloro-
Zu den von Membranen umgebenen Organellen gehéren Zellkern, plasten im Cytosol. [Glattes endoplasmatisches Reticulum: © Dennis
endoplasmatisches Reticulum, Lysosom, Peroxisom (nicht dargestellt), Kunkel Microscopy, Inc., Phototake; raues endoplasmatisches Reticu-
Mitochondrion, Vakuole und Golgi-Apparat. Der Zellkern enthalt Chro- lum: © Pietro M. Motta & Tomonori Naguro, Photo Researchers, Inc.;
matin (ein Komplex aus DNA und Protein) und den Nucleolus (Synthese-  Zellkern: Tektoff-RM; CNRI, Photo Researchers, Inc.; Mitochondrion:
ort fur Ribosomen). Wahrend das raue endoplasmatische Reticulum © CNRI, Photo Researchers, Inc.; Golgi-Apparat: © Secchi-Lecaque/
mit Ribosomen libersat ist, enthalt das glatte keine davon. Die An- Roussel-UCLAF, CNRI, Photo Researchers; Lysosom: © Biophoto Asso-
ordnung des Cytoskeletts wird durch das Zentriolenpaar unterstiitzt. ciates, Photo Researchers.]

Dieses ist ein ausgedehntes Fasergeflecht und verleiht der Zelle ihre Gestalt sowie
die Fdhigkeit sich zu bewegen.

Die verschiedenen Organellen, durch welche eukaryotische Zellen in Kompar-
timente aufgeteilt werden, verkorpern ein Ausmaf} an Komplexitét, das prokaryo-
tischen Zellen weitgehend fehlt. Dennoch sind Prokaryoten in vielerlei Hinsicht
effizienter als Eukaryoten. Prokaryoten nutzen die Vorteile von Einfachheit und
Miniaturisierung. Thre hohen Wachstumsraten erlauben ihnen, auch 6kologische
Nischen zu besiedeln, in denen drastische Schwankungen an verfiigbaren Nahr-
stoffen vorkommen. Andererseits haben die Eukaryoten mit ihrer Komplexitét, auf-
grund derer sie zwar langsamer wachsen aber grofier werden als Prokaryoten, in
einer stabilen Umgebung und bei begrenzten Ressourcen ihrerseits Wettbewerbs-
vorteile. Insoweit wire es irrefithrend, Prokaryoten im Vergleich zu Eukaryoten als
entwicklungsgeschichtlich primitiv einzuschitzen. Beide Typen von Organismen
sind an ihre jeweiligen Daseinsformen gut angepasst.

1.2.3  Molekilanalysen offenbaren drei
Abstammungsdomanen von Organismen

Alle Prokaryoten aufgrund ihres fehlenden Zellkerns in einen einzigen Topf zu wer-
fen, verschleiert ihre metabolische Vielfalt und somit die Geschichte ihrer Evolu-
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Abb. 1.9 Phylogenetischer Stammbaum mit den drei Organismendomaénen. Die Verzwei-
gungen veranschaulichen die divergente Entwicklung ausgehend von einem gemeinsamen
Vorlaufer. Die Archaea sind Prokaryoten, dhnlich den Eubakterien, aber sie besitzen viele ge-
meinsame Merkmale mit Eukaryoten. [Nach Wheelis, M.L., Kandler, O. und Woese, C.R. (1992).
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2931.]

tion. Umgekehrt verdeckt die betrichtliche morphologische Diversitit eukaryoti-
scher Organismen (man denke nur an die anatomischen Unterschiede zwischen,
sagen wir einer Amobe, einer Eiche und dem Menschen) ihrerseits deren prinzipi-
elle Ahnlichkeit auf dem zelluliren Niveau. Traditionelle taxonomische Schemata
(Taxonomie ist die Wissenschaft von der biologischen Klassifikation), welche auf
einer makroskopischen Morphologie beruhen, haben sich fiir die Beschreibung der
tatsiachlichen Verwandtschaft zwischen Organismen, wie sie durch die Evolutions-
geschichte (Phylogenie) aufgedeckt wurde, als nicht adédquat erwiesen.

Biologische Klassifikationsschemata, die auf Reproduktions- oder Entwicklungs-
abldufen aufbauen, spiegeln die Evolutionsgeschichte viel genauer wider als sol-
che, die nur auf der Morphologie adulter Organismen beruhen. Am sichersten wer-
den phylogenetische Beziehungen jedoch durch den Vergleich polymerer Molekiile —
RNA, DNA oder Proteine — aus verschiedenen Organismen abgeleitet. Zum Beispiel
fithrten RNA-Analysen Carl Woese dazu, alle Organismen drei Doméanen zuzuord-
nen (Abb. 1.9). Die Archaea (auch als Archaebakterien bekannt) sind eine Gruppe
von Prokaryoten, die mit anderen Prokaryoten (den Bacteria, manchmal auch Eu-
bakterien genannt) nicht enger verwandt sind als beide Gruppen mit den Eukaryo-
ten (Eukarya). Zu den Archaea gehoren auch einige ungewohnliche Organismen:
die Methanogenen (produzieren CH,), die Halobakterien (iiberleben in konzen-
trierten Salzlaken) und bestimmte Thermophile (bevolkern heifle Quellen). Das
genetische Material, von dem einiges mehr Ahnlichkeit mit dem von Eukaryoten
als dem von Bakterien hat, beweist, dass die Archaea nicht einfach nur ungewohn-
liche Bakterien sind.

Die Divergenz der drei Organismentypen wird durch das Verzweigungsmuster in
Woeses Evolutionsschema deutlich angezeigt (jede Verzweigungsstelle stellt einen
jeweils gemeinsamen Vorldufer dar). Das Drei-Doménen-Schema zeigt auflerdem,
dass Tiere, Pflanzen und Pilze nur einen kleinen Teil aller Lebensformen ausma-
chen. Solche phylogenetischen Stammbéume ergénzen die fossilen Befunde, wel-
che nur ein liickenhaftes Zeugnis des Lebens vor ungefihr 600 Millionen Jahren
liefern (Vielzeller tauchten vor ungefidhr 700 bis 900 Millionen Jahren auf).

Es ist unwahrscheinlich, dass Eukaryoten von einem hoch entwickelten Proka-
ryoten abstammen, da zwischen Eubakterien, Archaea und Eukarya fundamentale
Unterschiede bestehen. Der erste Eukaryot scheint vielmehr das Ergebnis einer As-
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 1.2

1.

Erklaren Sie den Selektionsvorteil der
Kompartimentierung und von Stoff-
wechselwegen.

Diskutieren Sie die Unterschiede zwi-
schen Prokaryoten und Eukaryoten.

. Zahlen Sie die wichtigsten Organellen

von Eukaryoten und deren Funktionen
auf.

Erklaren Sie, warum eine Taxonomie,
die auf molekularen Sequenzanalysen
beruht, genauer ist als eine, die auf Mor-
phologie basiert.

. Welche der drei Domanen sind pro-

karyotisch? Welche Domane ist den
Eukaryoten am dhnlichsten?

Erklaren Sie, wie einzelne Variationen
den Prozess der Evolution ermdglichen.
Warum sind entwicklungsgeschichtliche
Veranderungen fir die Vergangenheit
belegt und unmaglich fiir die Zukunft
vorherzusagen?

soziation von archaebakteriellen und eubakteriellen Zellen zu sein. Das genetische
Material der Eukaryoten enthélt Strukturen, die vermutlich archaebakteriellen Ur-
sprungs sind. Zudem dhneln die Mitochondrien und Chloroplasten heutiger euka-
ryotischer Zellen in Gréf3e und Form Eubakterien, und beide Organellen verfiigen
iber ein eigenes Genom und eine eigene Proteinsynthese. Die wahrscheinlichste
Erklarung dafiir, ndmlich dass Mitochondrien und Chloroplasten das Resultat ei-
ner Symbiose (fiir jede Seite vorteilhaftes Zusammenleben) zwischen frei leben-
den Bakterien und primitiven Eukaryoten sind, wurde zuerst von Lynn Margulis
formuliert (Exkurs 1.1). In der Tat kennt man einige Eukaryoten ohne eigene Mito-
chondrien oder Chloroplasten, die permanent durch symbiontisch in ihnen leben-
de Bakterien besiedelt sind.

1.24  Organismen entwickeln sich weiter

Der Mechanismus der prébiotischen Evolution durch natiirliche Selektion setzt
sich bei der Evolution der Organismen fort. Richard Dawkins hat die Evolution
mit einem blinden Uhrmacher verglichen. Dieser ist in der Lage, rein zufillig ein
kompliziertes Produkt zustande zu bringen. Solch ein Bild kann aber nicht die rie-
sige Zeitspanne und die in kleinsten Schritten auf Basis von Versuch und Irrtum
ablaufenden Verfahren vermitteln, aus denen komplexe Organismen hervorgehen.
Geringfligige Mutationen (Verianderungen im genetischen Material eines Indivi-
duums) resultieren aus zufilligen physikalischen Schadigungen der DNA oder aus
zufilligen inhérenten Fehlern wahrend des DNA-Replikationsprozesses. Eine Mu-
tation, welche die Uberlebenschancen eines Individuums erhoht, verstérkt die Wahr-
scheinlichkeit, dass die Mutation an die ndchste Generation weitergegeben wird.
Wahrend vorteilhafte Mutationen dazu neigen, sich schnell in einer Population
auszubreiten, tendieren schéadliche Mutationen dazu, mit dem Organismus, der sie
trigt, auszusterben.

Obwohl bereits um 1860 Charles Darwin die natiirliche Selektion als Evolutions-
theorie formulierte, wurde sie erst in letzter Zeit experimentell nachvollzogen. Die
gemeinsame Betrachtung von experimentellen Ergebnissen, molekularer Informa-
tion und Fossilienfunden veranschaulicht wichtige — oft auch missverstandene —
Prinzipien der Evolution:

1. Evolution ist nicht auf ein bestimmtes Ziel gerichtet. Sie erfolgt durch zu-
fallige Verdnderungen, welche die Fahigkeit eines Organismus, sich unter den
vorherrschenden Bedingungen zu vermehren, beeinflussen konnen. Wenn sich
die Bedingungen dndern, kann es einem Organismus, der an seine Umgebung
gut angepasst ist, besser oder schlechter gehen.

2. Evolution benétigt ein gewisses Maf8 an inhirenter Ungenauigkeit, die es
Organismen erlaubt, sich an unvorhergesehene Verdnderungen anzupassen.
Dies ist ein Grund, warum genetisch homogene Populationen (z.B. gewisse
Getreidesorten) gegeniiber einem einzigen Schadling (z.B. einem Insekt) so
empfindlich sind. Eine starker heterogene Population hat mehr Moglichkeiten,
einer Bedrohung zu widerstehen und sich zu regenerieren.

3. Evolution ist durch ihre eigene Vorgeschichte determiniert. Neue Strukturen
und Stoftwechselfunktionen entstehen aus bereits bestehenden Elementen. Zum
Beispiel tauchten Insektenfliigel nicht plotzlich auf, sondern entwickelten sich
wahrscheinlich in abgestufter Weise aus kleinen wérmeaustauschenden Struk-
turen.

4. Evolution dauert an, obgleich nicht ausschliefllich in Richtung Komplexitit. Ei-
ne anthropozentrische Sicht stellt menschliche Wesen als den Gipfel eines evo-
lutionédren Plans dar. Aber ein kurzer Blick auf die Vielfalt des Lebens zeigt, dass
auch einfacher strukturierte Arten nicht ausgestorben sind und nicht aufgehort
haben, sich weiterzuentwickeln.



Exkurs 1.1 Beriihmte Biochemiker

Lynn Margulis und die Endosymbiontentheorie

R\
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Lynn Margulis (1938 bis 2011).

Lynn Margulis wuchs in Chicago auf. Mit 16 Jahren immatriku-
lierte sie sich an der Universitdt von Chicago und wollte Schrift-
stellerin werden. Ihr Interesse an der Biologie wurde durch ei-
ne obligate naturwissenschaftliche Lehrveranstaltung geweckt,
fur die sie Gregor Mendels Berichte Uber seine genetischen Ex-
perimente mit Erbsen las. Margulis setze ihr Studium an der Uni-
versitat von Wisconsin in Madison und der Universitdt von Kali-
fornien in Berkeley fort, wo sie im Jahre 1963 den Doktortitel
erhielt. Nach sorgfaltiger Betrachtung der Zellstrukturen stellte
sie die Hypothese auf, dass sich eukaryotische Zellen durch eine
Reihe von sogenannten endosymbiontischen Ereignissen ent-
wickelten, an denen verschiedene Prokaryoten beteiligt waren.
Der Begriff endo (griech.: innerhalb) zeigt an, dass eine Zelle in-
nerhalb einer anderen ,haust”. Damals (1967) wurde diese Vor-
stellung fiir unmaoglich gehalten, aber inzwischen sind viele von
Margulis’ Ideen allgemein akzeptiert.

Bereits 1927 hatte Ivan Wallin die Endosymbiose als Ursache
fur die Entstehung der Mitochondrien postuliert. Ihm war die
Ahnlichkeit zwischen Mitochondrien und Bakterien hinsichtlich
GroBe, Form und cytologischer Anfarbung aufgefallen. Wallins
Hypothese wurde als zu unwahrscheinlich abgetan und igno-
riert, bis Lynn Margulis sie wieder aufgriff. In den 1960er-Jah-
ren wusste man mittlerweile sehr viel mehr Giber Mitochondrien
(und Chloroplasten), so auch, dass sie DNA enthalten und sich
durch Teilung vermehren. Margulis konzentrierte sich nicht nur
auf den Ursprung einzelner Organellen, sondern war bestrebt,
den Ursprung der gesamten eukaryotischen Zelle zu erklaren,
zu der auch Zentriolen, ein weiterer bakterieller Uberrest, ge-
horen. Ihre Verdffentlichung ,On the origin of mitosing cells”
(.Uber den Ursprung sich teilender Zellen”) wurde zunéchst
von mehreren Fachzeitschriften abgelehnt, bevor sie schlief3-
lich vom Journal of Theoretical Biology angenommen wurde. Die
Vorstellung, dass eine komplexe eukaryotische Zelle aus einer
Vereinigung von gegenseitig abhangigen prokaryotischen Zel-
len entstanden sein kdnnte, war mit der vorherrschenden An-
sicht unvereinbar, dass die Evolution eine Reihe kleiner Schrit-
te darstellt. Die Evolutionstheorie jener Zeit hatte keinen Platz
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fir den Zusammenschluss von Zellen - und deren genetischem
Material - den Margulis postuliert hatte. Nichtsdestotrotz be-
harrte die forsche Lynn Margulis darauf, und als sie 1981 ihr
Buch ,Symbiosis in Cell Evolution” verdffentlichte, stand ein gro-
Ber Teil der Biologen hinter ihr.

Zwei wichtige Postulate aus Margulis’ Theorie sind inzwischen
nahezu allgemein akzeptiert: Mitochondrien sind Nachfah-
ren von sauerstoffverbrauchenden Bakterien, und Chloroplas-
ten waren urspriinglich photosynthesetreibende Bakterien. Die
Vorstellung, dass das eukaryotische Cytosol das Uberbleibsel
einer Archaeazelle ist, wird von manchen Biologen allerdings
noch infrage gestellt. Margulis war dabei, Beweise fir eine vier-
te Vorstellung zu sammeln, namlich die, dass Zilien und Flagel-
len (GeiBeln) und manche sensorischen Strukturen wie z. B. die
lichtempfindlichen Zellen des Auges die Nachfahren von frei
lebenden Bakterien, den Spirochéaten, sind. Margulis hatte ur-
spriinglich prophezeit, dass man Organellen, wie z. B. Mitochon-
drien, isolieren und kultivieren kdnne. Dies ist nicht eingetreten.
Es gibt jedoch hinreichende Beweise fiir den Transfer von gene-
tischem Material zwischen Organellen und dem Zellkern, was
mit Margulis’ Endosymbiontentheorie im Einklang steht. Heu-
tige Evolutionstheorien beriicksichtigen neben kleinen zufalli-
gen Mutationen als Ausloser fiir Veranderungen in der Tat die
Verschiebung von genetischem Material zwischen Organismen,
so wie es von Margulis vorhergesagt wurde.

Moglicherweise in Erweiterung ihrer Arbeit liber die bakteriel-
le Endosymbiose erkannte Margulis, dass die Wechselwirkun-
gen zwischen vielen verschiedenen Organismentypen sowie ih-
re Wechselwirkungen mit ihrer Umwelt ein einziges, sich selbst
regulierendes System bilden. Diese Vorstellung entspricht der
von James Lovelock vorgeschlagenen Gaia-Hypothese, welche
die gesamte Erde als eine lebende Einheit ansieht (Gaia war in
der griechischen Mythologie die Erde in Gottergestalt). Margu-
lis widerstrebte es jedoch, diese moderne Gaia zu mythologi-
sieren. Sie bestand darauf, allein wissenschaftliche Werkzeuge
und Beweisfiihrungen einzusetzen, um die Wahrheit herauszu-
finden und argerte sich Uber die allgemeine Ansicht, dass der
Mensch den Mittelpunkt des Lebens auf der Erde bildet. Margu-
lis war der Auffassung, dass das Uberleben der Menschheit von
unserem Miteinander mit Bakterien abhangt, die Abfalle wie-
derverwerten, Wasser reinigen und Sauerstoff erzeugen kon-
nen und mit denen wir uns tiber Milliarden von Jahren — manch-
mal endosymbiontisch — gemeinsam entwickelt haben.

[Sagan, L. (1967). On the origin of mitosing cells. J. Theor. Biol. 14:
255-2741]
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1.3 Thermodynamik

Schliisselkonzepte

- Die Energie bleibt erhalten, aber sie kann verschiedene Formen annehmen.
+ In den meisten biochemischen Systemen entspricht die Enthalpie Warme.

- Die Entropie ist ein MaB fiir die Unordnung eines Systems und hat das Bestreben
zuzunehmen.

- Die Freie Enthalpiednderung eines Prozesses ist bestimmt durch die Anderung
sowohl der Enthalpie als auch der Entropie.

+ Ein spontan ablaufender Prozess geht mit einer Abnahme der Freien Enthalpie
einher.

- Die Freie Enthalpiedanderung einer Reaktion kann mithilfe der Temperatur, den
Konzentrationen und der Stochiometrie der Reaktanten und Produkte berechnet
werden.

- Biochemiker definieren eine Temperatur von 25 °C, einen Druck von 101 325 Pa
(1 atm, vgl. Exkurs 1.2) und einen pH-Wert von 7,0 als Standardbedingungen.

« Organismen befinden sich im Nichtgleichgewichtszustand. Sie stellen offene
Systeme dar, die mit ihrer Umgebung Stoffe und Energie austauschen und da-
bei ein FlieBgleichgewicht aufrechterhalten (Homoostase).

« Enzyme erhéhen die Geschwindigkeit, mit der eine Reaktion den Gleichge-
wichtszustand erreicht.

Die Kennzeichen lebender Organismen — Bewegung, Wachstum, Vermehrung —
erfordern eine nahezu gleichbleibende Zufuhr von Energie. Selbst in Ruhe setzen
Organismen einen erheblichen Teil ihres biochemischen Apparates fiir die Gewin-
nung und den Verbrauch von Energie ein. Die Lehre von der Energie und ihrer
Wirkung auf die Materie sind Gegenstand der Thermodynamik (griech.: therme,
Warme; dynamis, Kraft). Obwohl lebende Systeme einige praktische Herausforde-
rungen an die thermodynamische Analyse mit sich bringen, folgt Leben den Ge-
setzen der Thermodynamik. Eine thermodynamische Betrachtung ist zum einen
wichtig fiir eine quantitative Beschreibung eines Prozesses (z. B. einer biochemi-
schen Reaktion), zum anderen fiir die Voraussage, ob der Prozess iiberhaupt spon-
tan ablaufen kann. Wir werden nun zunéchst die Hauptsétze der Thermodynamik
rekapitulieren. Dann wenden wir uns der Freien Enthalpie und ihrer Bedeutung
fiir die Beschreibung chemischer Reaktionen zu. Abschlief}end werden wir uns an-
sehen, wie lebende Systeme mit den thermodynamischen Gesetzmafligkeiten zu-
rechtkommen.

1.3.1  Der Erste Hauptsatz der Thermodynamik:
Die Energie bleibt erhalten

In der Thermodynamik wird ein System als der aktuell interessierende Teil des
Universums definiert, wie z. B. ein Reaktionsgefafs oder ein Organismus; der Rest
des Universums gilt als Umgebung. Der Erste Hauptsatz der Thermodynamik sagt
aus, dass Energie (U) erhalten bleibt; sie kann weder erschaffen noch vernichtet
werden. Die Energieédnderung eines Systems ist als Differenz zwischen der Wirme
(g), die von einem System aus der Umgebung aufgenommen wird, und der Arbeit
(w), die von dem System gegeniiber der Umgebung geleistet wird, definiert:

AU = uEnde - uAnfang =q-Ww (1'1)



mit dem griechischen Grofibuchstaben A (Delta) fiir Anderung. Wihrend Arbeit
(definiert als Kraft mal dem unter ihrer Einwirkung zurtickgelegten Weg) mit einer
zielgerichteten Bewegung verbunden ist, reflektiert Wérme eine ungeordnete mo-
lekulare Bewegung. Kraft kann viele unterschiedliche Formen annehmen. Hierzu
gehoren die von einer Masse auf eine andere ausgetibte Gravitationskraft, die Ex-
pansionskraft eines Gases, die von einer Feder oder einer Muskelfaser ausgeiibte
Torsionskraft, die elektrische Kraft zwischen Ladungen und die dissipativen Kréfte
bei Reibung und Viskositét. Energie kann auf verschiedene Weise dazu verwendet
werden, Arbeit zu verrichten. Je nach Art der geleisteten Arbeit spricht man daher
auch von mechanischer Energie, elektrischer Energie oder chemischer Energie. Al-
le diese Energieformen sind fiir biologische Systeme von Bedeutung.

Die meisten biologischen Vorgénge laufen bei konstantem Druck ab. Unter sol-
chen Bedingungen ist die Arbeit, die durch die Expansion eines Gases (Druck-Volu-
men-Arbeit) geleistet wird, PAV. Darauf aufbauend ist es vorteilhaft, eine neue
thermodynamische Grofie, die Enthalpie (griech.: enthalpein, erwarmen), mit dem
Symbol H, zu definieren:

H=U+PV (1.2)
Dann ist bei konstantem Druck die Enthalpieédnderung
AH = AU+ PAV = gqp—w+ PAV (1.3)

wobei gp als die Warme bei konstantem Druck definiert ist. Die Arbeit in diesem
System kennen wir bereits w = PAV (andere Arten von Arbeit sind bei chemischen
Reaktionen gewohnlich zu vernachlissigen), sodass sich fiir die Enthalpiednderung
ergibt:

AH = qp— PAV + PAV = qp (1.4)

Wie wir sehen, entspricht unter diesen Bedingungen (bei konstantem Druck) je-
de Enthalpiednderung einer Freisetzung, oder Aufnahme, von Warme. Dariiber
hinaus sind bei den meisten biochemischen Reaktionen die Volumenénderungen
(PAV = 0) unbedeutend, sodass die Unterschiede zwischen AU und AH zu ver-
nachléssigen sind und sich daraus ergibt, dass die Energiednderung eines solchen
Systems der Enthalpieinderung entspricht. Enthalpie wird dhnlich wie Energie,
Warme und Arbeit in der Einheit Joule angegeben (einige héufig verwendete Ein-
heiten, biochemische Konstanten und Umrechnungsfaktoren sind im Exkurs 1.2
wiedergegeben).

Die Thermodynamik ist sehr niitzlich, um die Spontaneitit eines Vorgangs anzu-
zeigen. Ein spontaner Vorgang erfolgt ohne zusitzliche Energiezufuhr zum Sys-
tem von auflerhalb. Thermodynamische Spontaneitit hat hingegen nichts damit zu
tun, wie schnell ein Vorgang geschieht. Ob ein Prozess spontan verlduft, geht jedoch
nicht allein aus dem Ersten Hauptsatz der Thermodynamik hervor. Betrachten Sie
einen Vorgang, bei dem zwei Objekte unterschiedlicher Temperatur zusammenge-
bracht werden. Wirme flief3t spontan von dem wérmeren zu dem kithleren Objekt,
niemals umgekehrt. Jedoch wiirden beide Vorginge mit dem Ersten Hauptsatz der
Thermodynamik iibereinstimmen, da sich die Gesamtenergie der beiden Objekte
nicht dndert. Deshalb wird ein zusétzliches Kriterium fiir Spontaneitit benétigt.

1.3.2  Der Zweite Hauptsatz der Thermodynamik:
Die Entropie nimmt standig zu

Entsprechend dem Zweiten Hauptsatz der Thermodynamik sind spontane Vorgdnge
durch den Ubergang von Ordnung zu Unordnung gekennzeichnet. Unordnung ist in
diesem Zusammenhang als die Anzahl energetisch dquivalenter Moglichkeiten, W,

1.3 Thermodynamik |15
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Exkurs 1.2 Biochemie im Fokus

Biochemische Konventionen

Die moderne Biochemie verwendet fiir verschiedene thermo-
dynamische und andere Messungen generell das Internationale
Einheitensystem (Systéme International d'Unités, SI-Einheiten)
inklusive der Einheiten Meter (m), Kilogramm (kg) und Sekun-
de (s) sowie der daraus abgeleiteten Einheiten. Die folgenden
Tabellen fihren haufig verwendete biochemische Einheiten, ei-
nige niitzliche Konstanten und ein paar Umrechnungsfaktoren
auf.

In diesem Text werden die molekularen Massen von Parti-
keln durchgehend in der Einheit Dalton (Da), die als 1/12 der
Masse eines '?C-Atoms definiert ist, angegeben (1000Da =
1 Kilodalton, kDa). Biochemiker verwenden auch den Begriff
Molekulargewicht, eine dimensionslose Grof3e, die als das Ver-
haltnis der Partikelmasse zu 1/12 der Masse eines '2C-Atoms de-
finiert ist und mit dem Symbol M, (fiir relative Molmasse) be-

Préfixe von Maf3einheiten

Mega (M) 106

Kilo (k) 10°

Milli (m) 1073

Mikro (u) 1076

Nano (n) 107°

Pico (p) 10712

Femto (f) 1071°

Atto (a) 10718

Konstanten

Avogadro-Zahl (N) 6,0221 x 102 Molekiile-mol~!
Coulomb (C) 6,241 x 10'® Elektronenladungen

Faraday-Konstante (F)

96485 C - mol™" bzw.
96485J) -V~ . mol™!

zeichnet wird.

Einheiten
Energie, Warme, Arbeit  Joule (J)
Elektrisches Potential Volt (V) J.-C!

(b)

Abb. 1.10 Zufallsverteilung von Gasmolekii-
len. Bei (a) besetzt ein Gas nur den linken von
zwei gleich gro3en Kolben, und die Entropie

ist gering. Wenn der Hahn geoffnet wird (b),
nimmt die Entropie zu, da die Gasmolekiile
zwischen den Kolben hin und her diffundieren.
Letztendlich sind sie dann zwischen beiden
Kolben gleich verteilt.

kg-m?-s~2oderC-V

8,3145J) - K~ - mol™’
1,3807 X 10722 J - K~' (R/N)
6,6261 X 10734 ) - s

Allgemeine Gaskonstante (R)
Boltzmann-Konstante (ki)
Planck’sches Wirkungs-
quantum (h)

Umrechnungsfaktoren

Angstrom (A) 10-m

Kalorie (cal) 4,184)

Kelvin (K) Grad Celsius (°C) + 273,15

Pascal (Pa) 107> bar bzw. 9,869 23 X 107% atm

in der die Komponenten eines Systems angeordnet werden konnen, definiert. Da-
bei ist zu beachten, dass es mehr Moglichkeiten gibt, Komponenten in einem unge-
ordneten System als in einem geordneten System anzuordnen. Um dieses Konzept
zu veranschaulichen, soll ein System betrachtet werden, das aus zwei Kolben glei-
cher Volumina besteht, von denen der eine Molekiile eines idealen Gases enthalt
(Abb. 1.10). Wenn der die beiden Kolben verbindende Hahn offen ist, sind die Mo-
lekiile zufillig innerhalb des Kolbens, aber auf beide Kolben gleichmiflig verteilt
(jedes Gasmolekiil hat eine 50 %ige Wahrscheinlichkeit, sich im linken Kolben auf-
zuhalten. Daraus ergeben sich 2V gleichrangige Moglichkeiten, sie zufillig auf die
zwei Kolben zu verteilen, wobei N die Anzahl der Gasmolekiile ist; selbst wenn
N nur 100 betrigt, ist 2V eine astronomisch grofie Zahl!). Dass in jedem Kolben
die gleiche Anzahl von Gasmolekiilen vorkommt, ist nicht die Folge irgendeines,
die Fortbewegung bestimmenden Gesetzes, sondern beruht darauf, dass die Wahr-
scheinlichkeiten fiir alle anderen Arten der Molekiilverteilung tiber alle Maf3e ge-
ring sind. So ist die Wahrscheinlichkeit, dass alle Molekiile in diesem System von
allein in den linken Kolben stromen (die Ausgangssituation, bei der W = 1ist) null,
obwohl die Energie und Enthalpie dieser Anordnung genau die gleiche ist, wie die
der gleichméflig verteilten Molekiile.

Auf die gleiche Weise erwdrmt die mechanische Energie (Arbeit) eines Schwim-
mers, der in einen Swimmingpool fillt, das Wasser (erhoht die zufillige Bewegung
der Wassermolekiile). Aber der umgekehrte Prozess, dass ein Schwimmer durch
die geordnete Bewegung der ihn umgebenden Wassermolekiile aus dem Wasser
geworfen wird, wurde noch nie beobachtet, obwohl dieser Prozess gegen kein Be-
wegungsgesetz verstofit.



In der Regel ist W ungiinstig grof3, sodass man besser das Ausmaf} der Zufllig-
keit (Maf} fiir die Unordnung) eines Systems durch seine Entropie (griech.: en, in
und trope, Wendung), abgekiirzt S, angibt:

S=kglnW (1.5)

wobei kg die Boltzmann-Konstante ist. Die Entropie hat die Dimension ] - K~
(die absolute Temperatur, in Kelvin, tritt als Faktor auf, weil die Entropie mit der
Temperatur variiert; z. B. nimmt die Unordnung eines Systems mit dem Anstieg
seiner Temperatur zu). Die wahrscheinlichste Anordnung eines Systems ist dieje-
nige, die zu hochsten Werten von W und folglich von § fithrt. Somit muss, wenn
ein — wie in Abb. 1.10 gezeigter — spontaner Vorgang Gesamtinderungen der Ener-
gie und Enthalpie (AU und AH) von null hat, seine Entropiednderung (AS) grofier
als null sein. Dies bedeutet, dass die Zahl dquivalenter Anordnungsmoglichkeiten
des Endzustands grofier als die des Ausgangszustands sein muss. Weiterhin gilt, da

ASSystem + ASUmgebung = ASUniversum >0 (16)

dass alle ablaufenden Vorginge die Entropie — d. h. die Unordnung — des Univer-
sums erhohen.

Bei chemischen und biologischen Systemen ist es in der Praxis schwierig, wenn
nicht sogar unmdoglich, die Entropie eines Systems durch Auszdhlen aller dquiva-
lenten Anordnungsmaoglichkeiten seiner Komponenten zu bestimmen (W). Es gibt
jedoch fiir die bei biologischen Systemen typischen, unter konstanten Temperatur-
bedingungen ablaufenden, spontanen Vorginge fiir die Entropie eine dquivalente
Formel:

AS > % (1.7)

Nach dieser Formel kann die bei einem Vorgang auftretende Entropieinderung
durch Wiarme- und Temperaturmessungen experimentell bestimmt werden.

1.3.3  Die Freie Enthalpieanderung bestimmt
die Spontaneitat eines Prozesses

Allein die Kenntnis der Entropiednderung eines Systems reicht nicht aus, um die
Spontaneitit eines Vorgangs vorauszusagen. Zum Beispiel reagiert (explodiert)
eine Mischung von 2 mol H, und 1mol O,, wenn sie angeziindet werden, unter
Bildung von 2mol H,O. Zwei Wassermolekiile, bei denen jeweils drei Atome
zusammengelagert sind, haben aber einen hoheren Ordnungsgrad als die drei
zweiatomigen Molekiile, aus denen sie hervorgingen. Dieser spontane Prozess
geht somit mit der Abnahme der Entropie des Systems einher.

Was ist also das thermodynamische Kriterium fiir einen spontanen Vorgang? Die
Gln. (1.4) und (1.7) zeigen, dass bei konstantem Druck und Temperatur

q9p AH
AS > — = — 1.8
> L& (18)
Somit ist
AH—-TAS <0 (1.9)

Dies ist das wahre Kriterium fiir Spontaneitdt, wie es 1878 durch J. Willard Gibbs
formuliert wurde. Er definierte die Gibbs’sche Freie Energie (G, heute als Freie
Enthalpie definiert; im englischen Sprachgebrauch aber sehr oft als , Freie Energie®
bezeichnet) als

G=H-TS (1.10)

1.3 Thermodynamik |17
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Die Freie Enthalpiednderung eines Vorgangs ist AG. Folglich ist fiir spontane Vor-
gange bei konstanter Temperatur und konstantem Druck:

|AG=AH-TAS <0 (1.11)

Solche Vorginge, bei denen AG negativ ist, werden als exergon (griech.: ergon,
Arbeit) bezeichnet. Nicht spontane Vorgénge haben positive AG-Werte (AG > 0)
und werden endergon genannt. Ihnen muss Freie Enthalpie zugefiihrt werden, da-
mit sie ablaufen. Wenn ein Vorgang exergon ist, dann ist die Riickreaktion endergon
und umgekehrt. Das heif3t, der AG-Wert fiir einen Vorgang gibt an, ob der Vorgang
in der beschriebenen Richtung spontan ablaufen kann (siehe Rechenbeispiel 1.1).
Bei Vorgingen im Gleichgewicht, also solchen, bei denen Hin- und Riickreaktion
genau ausgeglichen sind, ist AG = 0. Vorgénge, die mit AG ~ 0 ablaufen, nennt
man reversibel. Vorginge, die mit AG # 0 ablaufen, nennt man irreversibel. Ein
irreversibler Vorgang mit AG < 0 ist energetisch giinstig oder lauft spontan ab,
wihrend ein irreversibler Vorgang mit AG > 0 als energetisch ungiinstig bezeich-
net wird.

Rechenbeispiel 1.1

Die Enthalpie und Entropie am Anfang und am Ende eines Reaktionssystems
sind in der Tabelle angegeben.

H(J -mol™) S -K! moll)
Anfangszustand (vor der Reaktion) 54000 22
Endzustand (nach der Reaktion) 66 000 43

a) Berechnen Sie die Anderung der Reaktionsenthalpie und der Reaktionsen-
tropie.

b) Berechnen Sie die Anderung der Freien Reaktionsenthalpie, wenn die Tem-
peratur 4 °C betragt. Lauft die Reaktion spontan ab?

¢) Lauft die Reaktion bei einer Temperatur von 37 °C spontan ab?

a) AH = Hgyg — Hapfang = 60000]-mol ™" — 54000]-mol ™" = 6000]-mol "
AS = Sgnde = Sanfang = 43J- K 1-mol ™! — 22]-K™!-mol ™!
=21J-K1-mol™!
b) Zuerst rechnet man die Temperaturen von Grad Celsius in Kelvin um: 4 +
273 K = 277 K. Dann setzt man in GI. (1.11) ein.
AG = AH — TAS
AG = (6000]J-mol™) — (277 K)(21J-K~!-mol™1)
= 6000]J-mol~! — 5820J-mol™! = 180]-mol~!

Der Wert von AG ist grofer null, damit ist die Reaktion bei 4 °C endergo-
nisch (nicht spontan).

c) Die Temperatur in Kelvin umrechnen, ergibt 37 + 273 K = 310K
AG = AH — TAS
AG = (6000]-mol™) — (310 K)(21J-K~!-mol™1)
= 6000]J-mol~! — 6510J-mol™! = —510]-mol~*

Der Wert von AG ist kleiner null, damit ist die Reaktion bei 37 °C exergo-
nisch (spontan).




Ein Vorgang, der mit einem Anstieg der Enthalpie (AH > 0) verbunden ist (was
dem Vorgang entgegenwirkt), kann dennoch spontan ablaufen, wenn die Entropie-
anderung ausreichend positiv ist (AS > 0; Tab. 1.4). Umgekehrt kann ein Vorgang,
der mit einer Abnahme der Entropie einhergeht (AS < 0), dann ablaufen, wenn die
Anderung seiner Enthalpie ausreichend negativ ist (AH < 0). Man sollte sich aber
immer dessen bewusst sein, dass ein stark negativer Wert von AG keine Gewdhr da-
fiir ist, dass ein Vorgang — wie z. B. eine chemische Reaktion — mit einer messbaren
Geschwindigkeit ablduft. Die Geschwindigkeit hingt vom genauen Mechanismus der
Reaktion ab, der in keiner Abhdngigkeit zu AG steht (Abschn. 11.2).

Freie Enthalpie wie auch Energie, Enthalpie und Entropie sind Zustandsfunk-
tionen. Mit anderen Worten, ihre Werte hingen nur von dem aktuellen Zustand
oder den Eigenschaften eines Systems ab, aber nicht davon, wie das System die-
sen Zustand erreicht hat. Deswegen konnen thermodynamische Messungen in einer
Weise durchgefiihrt werden, bei der nur die Ausgangs- und Endzustéinde beriick-
sichtigt werden und alle schrittweisen Anderungen von Enthalpie und Entropie, die
zwischendurch erfolgen, nicht mit einbezogen werden. Zum Beispiel ist es bei einem
lebenden Organismus (in vive) wegen zahlreicher anderer gleichzeitig ablaufen-
der, chemischer Reaktionen nicht méglich, die Anderung der Energie fiir die Reak-
tion von Glucose mit O, direkt zu messen. Da aber AG nur von den Anfangs- und
Endzustdnden abhingt, kann die Verbrennung der Glucose unter Verwendung der
gleichen Ausgangs- (Glucose und O,) und Endstoffe (CO, und H,O), die auch in
vivo erhalten werden, in jeder geeigneten Apparatur analysiert werden. In einem
System kann ein irreversibler cyclischer Prozess ablaufen, der zu dem Anfangszu-
stand zuriickkehrt und bei dem daher AG = 0 ist. Jedoch muss dieser Prozess mit
einer Zunahme der Entropie (Unordnung) der Umgebung einhergehen, sodass fiir
das Universum AG < 0 gilt.

Bei Warme (q) und Arbeit (w) handelt es sich nicht um Zustandsfunktionen. Wie
aus Gl. (1.1) hervorgeht, sind sie ineinander umwandelbare Formen von Energie.
Damit dndert sich mit Anderungen in den beiden Gréfien je nach eingeschlagenem
Reaktionsweg der Zustand des Systems. Daher macht es keinen Sinn, sich auf den
Wirmeinhalt oder den Arbeitsinhalt eines Systems zu beziehen (genauso wie es
unsinnig ist, das Geld auf dem Bankkonto nur als eine feste Anzahl von Cent- und
Euromiinzen anzugeben).

1.3.4 Freie Enthalpieanderungen kénnen aus den

Konzentrationen der Reaktanten und Produkte
berechnet werden

Die Entropie (Unordnung) einer Substanz steigt mit ihrem Volumen an. Zum Bei-
spiel erreicht eine Ansammlung von Gasmolekiilen ihren hochsten Entropiewert,
wenn diese allen verfiigbaren Raum belegen (die Anordnung mit der gréfiten Un-
ordnung einnehmen). In dhnlicher Weise werden geloste Molekiile gleichformigim
gesamten Volumen der Losung verteilt. So gesehen ist Entropie eine Funktion der
Konzentration.

Wenn die Entropie mit der Konzentration variiert, gilt dies auch fiir die Freie
Enthalpie. Damit hdngt die Freie Enthalpie einer chemischen Reaktion von der Kon-
zentration sowohl ihrer Reaktanten (reagierende Stoffe) als auch ihrer Produkte ab.
Dieses Phidnomen hat grofie Bedeutung, weil viele biochemische Reaktionen in Ab-
héngigkeit von den relativen Konzentrationen ihrer Reaktanten und Produkte in
beide Richtungen laufen.

Gleichgewichtskonstanten und AG stehen miteinander in Beziehung

In den meisten Fillen konnen fiir Freie Enthalpie, Enthalpie und Entropie nur die
Verénderungen (AG, AH und AS), aber nicht die Absolutwerte (G, H und S) ge-
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Tab. 1.4 Veranderung der Spontaneitat einer
Reaktion (Vorzeichen von AG) mit den Vorzei-
chen von AH und AS.

AH AS AG =AH-—-TAS

+

Die Reaktion ist sowohl seitens

der Enthalpie (exotherm) als auch
entropisch begiinstigt. Sie lduft

bei allen Temperaturen spontan
(exergon) ab.

Seitens der Enthalpie ist die Reak-
tion begiinstigt, die Entropie wirkt
aber dem entgegen. Sie lduft nur
bei Temperaturen niedriger als

T = AH/AS spontan ab.

Die Reaktion ist seitens der Enthal-
pie gehindert (endotherm), aber
entropisch begiinstigt. Sie lduft
nur bei Temperaturen oberhalb

T = AH/AS spontan ab.

Die Reaktion ist sowohl seitens
Enthalpie als auch Entropie gehin-
dert (endergon). Sie lduft bei keiner
Temperatur spontan ab.
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Rechenbeispiel 1.2

Die Anderung in der Freien Stan-
dardenthalpie fiir eine Reaktion
A — Bbetrigt —15k] - mol~L.
Welche Gleichgewichtskonstante
hat diese Reaktion bei 25 °C?

Da AG® bekannt ist, kann K, nach
GL. (1.17) berechnet werden. Setzen
wir als absolute Temperatur 25 +
273 K = 298K ein, so ergibt sich:

Koq = o—AG°/(RT)

___ —15000]-mol~!
[(eq — e 8314]J-K-1-mol-1-298K
Keq = b0
Keq =426

messen werden. Um diese Anderungen fiir unterschiedliche Substanzen verglei-
chen zu konnen, ist es notwendig, ihre Werte in Bezug zu einem Standardzustand
anzugeben (so wie wir auch die geografische Hohenangaben auf den Meeresspiegel
beziehen, der willkiirlich auf die Hohe null festgesetzt wurde). Wir kommen spéter
auf die Standardbedingungen zuriick.

Die Beziehung zwischen der Konzentration und der Freien Enthalpie einer Ver-
bindung A ist anndherungsweise

Gy = G5 + RTIn[A] (1.12)

wobei G A als die partielle molare Freie Enthalpie oder als chemisches Potential
von A bezeichnet wird (der Strich tiber dem G zeigt an, dass es sich um eine auf
1 Mol bezogene Grofe handelt). 6; ist die partielle molare Freie Enthalpie von A
im Standardzustand, R die allgemeine Gaskonstante und [A] die molare Konzen-
tration von A. Fiir die allgemeine Reaktion

aA +bB = cC+dD
ist die Anderung der Freien Enthalpie

AG = cGc +dGp — aG, — bGy (1.13)
und

AG® = cGY +dGy, — aG5 - bGy, (1.14)

Weil Freie Enthalpien additive Gréfen sind, stellen Anderungen der Freien Reakti-
onsenthalpie die Summe der Freien Enthalpien der Produkte abziiglich der Freien
Enthalphien der Ausgangsstoffe dar. Einsetzen dieser Beziehungin Gl. (1.12) ergibt:

mﬂmﬁ

1.15
[A]*[B]? (119

AG = AG° +RTln<

wobei AG® die Anderung der Freien Reaktionsenthalpie ist, wenn alle Ausgangs-
stoffe und Produkte im Standardzustand vorliegen. Die Gleichung fiir die Ande-
rung der Freien Reaktionsenthalpie besteht somit aus zwei Teilen: (1) Einem kon-
stanten Term, dessen Wert nur von der Art der ablaufenden Reaktion abhingt, und
(2) einem variablen Teil, der von den Konzentrationen der Reaktionspartner, der
Stochiometrie der Reaktion und der Temperatur abhingt.

Fiir eine Reaktion im Gleichgewicht, bei der es aufgrund gleicher Anderungen
der Freien Enthalpien von Hin- und Riickreaktion keine Nettodnderung gibt (die
Geschwindigkeiten der Hin- und Riickreaktion sind gleich), wird AG = 0 und aus
Gl. (1.15) wird:

AG° = —RT In K, (1.16)

K.q ist die allgemein bekannte Gleichgewichtskonstante der Reaktion:

[ClE, DI

K =—= e_AGO/(RT) (117)
Al [BIG,

Der Index ,eq“ gibt an, dass es sich um Konzentrationen der Reaktionspartner
im Gleichgewichtszustand handelt (dies geht meistens schon aus dem Kontext der
geschilderten Reaktion hervor, sodass Gleichgewichtskonzentrationen gewohnlich
ohne diesen Index angegeben werden). Die Gleichgewichtskonstante einer Reaktion
kann somit aus Werten der Freien Standardenthalpien berechnet werden und um-
gekehrt (siehe das Rechenbeispiel 1.2).



Die tatsichliche Anderung der Freien Reaktionsenthalpie kann aus den Freien
Standardenthalpien (AG®) und den tatsédchlichen Konzentrationen der Reaktanten
und Produkte berechnet werden (siehe das Rechenbeispiel 1.3).

Aus den Gleichungen (1.15) und (1.17) folgt, dass bei Konzentrationsiiberschuss
(gegentiiber der Gleichgewichtskonzentration) der Reaktanten die Reaktion insge-
samt in der Hinrichtung ablduft, solange bis die tiberschiissigen Reaktanten zu Pro-
dukten umgewandelt sind und ein Gleichgewicht erreicht ist. Umgekehrt, wenn die
Produkte im Uberschuss vorliegen, liuft die Reaktion insgesamt in Riickrichtung
ab — gemidf} dem Prinzip von Le Chatelier, das besagt, dass jede Abweichung vom
Gleichgewichtszustand zu einem Prozess fiihrt, der versucht, das Gleichgewicht
des Systems wieder herzustellen. In Zellen sind viele Stoffwechselwege reversibel
(AG = 0) und die Richtung der Reaktion kann sich verschieben, wenn Reaktan-
ten oder Produkte in die Zelle gelangen oder der Zelle entzogen werden. Jedoch
gibt es auch irreversible Stoffwechselwege. Sie laufen nur in einer Richtung ab (in
der AG < 0 ist). Das erlaubt der Zelle, die Konzentrationen der Reaktanten und
Produkte weit auflerhalb deren Gleichgewichtskonzentrationsbereich aufrechtzu-
erhalten.

K hangt von der Temperatur ab

Wie die Gleichgewichtskonstante sich mit der Temperatur dndert, ist durch Ein-
setzen von GI. (1.11) in GL. (1.15) und anschlieflendes Umformen ersichtlich:

InK.q =

ZAH? ( 1 ) AS? (1.18)

R T R

wobei H°® und S° Standardenthalpie und -entropie sind. Gl. (1.18) hat die Form
einer Geradengleichung: y = mx + b. Durch eine Auftragung nach van’t Hoff
von In K, gegen 1/7T konnen aus den Messungen von Gleichgewichtskonstanten
bei zwei (oder mehreren) unterschiedlichen Temperaturen die Werte von AH® und
AS° (und folglich von AG°) bestimmt werden. Diese Methode ist meistens leichter
durchfithrbar als die direkte kalorimetrische Messung von AH° und AS® (bei der
die Reaktionswirme, g, gemessen wird).

In der Biochemie Ubliche Festlegungen fiir Standardzustande

Nach der in der physikalischen Chemie verwendeten Festlegung befindet sich
ein geloster Stoff im Standardzustand, wenn die Temperatur 25°C, der Druck
101 325 Pa und seine Aktivitit 1 betragen (die Aktivitdt eines Stoffes ist eine korri-
gierte Konzentrationsangabe, die sein nicht ideales Verhalten bei Konzentrationen
hoher als die einer unendlichen Verdiinnung beriicksichtigt).

Gewohnlich sind bei den meisten biochemischen Reaktionen die Konzentratio-
nen der Reaktionspartner so niedrig (in der GrofSenordnung von millimolar oder
niedriger), dass ihre Aktivitaitswerte sehr nahe bei den Werten der molaren Kon-
zentrationen liegen. Da weiterhin biochemische Reaktionen bei nahezu neutralen
pH-Werten ablaufen, haben Biochemiker eine etwas verdnderte Festlegung fiir den
Standardzustand getroffen:

1. Der Aktivitat von reinem Wasser wird ein Wert von eins zugewiesen, obgleich
die Konzentration 55,5 M ist. Bei Reaktionen, die in verdiinnten Losungen mit
Wasser als einem Reaktionspartner ablaufen, vereinfacht dieses Vorgehen den
Ausdruck fiir die Freie Enthalpie, da der [H,O]-Term weggelassen werden kann.
Im Wesentlichen geht der [H,O]-Term in den Wert der Gleichgewichtskonstan-
ten mit ein.

2. Der Wasserstoffionen (H*)-Aktivitat wird ein Wert von eins zugewiesen, wenn
der physiologisch relevante pH-Wert von 7 vorliegt. Damit ist der biochemi-
sche Standardzustand durch einen pH-Wert von 7,0 charakterisiert (neutraler
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Rechenbeispiel 1.3

Wie grofs ist die Anderung der Frei-
en Enthalpie der Reaktion A — B
bei 37 °C, wenn [A] = 10,0 mM und
[B] = 0,100 mM? Verwenden Sie die
Angaben aus Rechenbeispiel 1.2.

Verwenden Sie GLI. (1.15) und denken
Sie daran, die einzusetzenden Einhei-
ten der Konzentration sind Mol pro
Liter.

0 [B]
AG =AG° +RTIn —
[A]

AG = —15000] - mol~*
+(8,314] - mol™! - K1)
- (37 + 273K)
-1n(0,0001/0,01)
=-15000] - mol~*
— 119007 - mol~!
=—-26900] - mol™*
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Die Richtung, in der eine Reaktion ablauft

Sowohl die Anderung der Freien Reaktions-
enthalpie, die von den Konzentrationen der
Reaktanten und Produkte abhangig ist, als
auch die Anderung der Freien Standard-
enthalpie fur diese Reaktion bestimmen,
ob die Reaktion in Hin- oder Rickrichtung
ablauft. Das Zufligen von Produkten oder
das Entfernen von Reaktanten kann dazu
fuhren, dass die Reaktion in die entgegen-
gesetzte Richtung ablauft.

pH-Wert, bei dem [H*] = 10=7 M) und nicht wie der physikochemische Stan-
dardzustand durch den pH-Wert 0 ([H*] = 1 M), bei dem viele biologische Sub-
stanzen nicht stabil sind.

3. Der Standardzustand einer Substanz, die ein Sdure-Base-Verhalten zeigt, ist als
Summe der Konzentrationen ihrer natiirlichen, bei pH 7 als Gemisch vorkom-
menden Arten von Ionen definiert. Im Gegensatz dazu beziehen sich physiko-
chemische Festlegungen auf reine Stoffe, unabhéngig davon, ob sie bei pH 0
wirklich vorkommen. Der Vorteil der biochemischen Festlegung ist, dass die Ge-
samtkonzentration einer Verbindung mit mehreren Ionisationszustédnden, wie
es auf die meisten Biomolekiile zutriftt, meistens leichter zu messen ist, als die
ihrer einzelnen Ionenspezies. Da die Ionenzusammensetzung einer Sdure oder
Base jedoch mit dem pH-Wert variiert, gelten die Freien Standardenthalpien, die
gemif der biochemischen Konvention berechnet werden, nur fir pH 7.

Nach der Biochemiekonvention werden die Anderungen der Freien Standardre-
aktionsenthalpien tiblicherweise durch AG® symbolisiert, um sie von den physi-
kochemischen Anderungen der Freien Standardenthalpie, AG®, zu unterscheiden.
Wenn bei einer Reaktion weder H,O, H*, noch eine ionisierbare Spezies beteiligt
sind, dann ist AG® = AG°.

1.3.5 Das Leben erreicht Homoostase, indem es
den Gesetzen der Thermodynamik gehorcht

Es gab eine Zeit, da glaubten Biologen, dass Leben, mit seiner ihm eigenen Kom-
plexitidt und Ordnung, sich den Gesetzen der Thermodynamik entzieht. Jedoch
bestdtigen sorgfiltige Messungen an lebenden Tieren die durch den Ersten Haupt-
satz vorausgesagte Erhaltung von Energie. Offensichtlich ist eine experimentelle
Beweisfiihrung fiir den Zweiten Hauptsatz praktisch nicht durchfiihrbar, da dies
eine Zerlegung eines Organismus in seine molekularen Komponenten erfordert,
was unweigerlich zu seinem Tod fithren wiirde. Dass die Entropie lebender Materie
geringer ist als die der Bestandteile, aus denen sie sich zusammensetzt, kann somit
nur behauptet werden. Leben ist deshalb maglich, weil ein System (ein lebender Or-
ganismus) fiir den Preis einer zunehmenden Unordnung seiner Umgebung in einen
Zustand grofSerer Ordnung tibergehen kann (Gl (1.6)). Mit anderen Worten, die
Gesamtentropie eines Systems und seiner Umgebung nimmt zu, wie es der zweite
Hauptsatz der Thermodynamik verlangt. Lebende Organismen bringen Ordnung
hervor, indem sie die Ordnung der von ihnen verbrauchten (abgebauten) Nahrstof-
fe erniedrigen. Damit ist der Entropiegehalt von Nahrung ebenso bedeutsam wie
ihr Enthalpiegehalt.

Lebende Organismen sind offene Systeme

Die klassische Thermodynamik lésst sich in erste Linie auf reversible Prozesse in
abgeschlossenen und geschlossenen Systemen anwenden. Erstere konnen weder
Materie noch Energie, letztere nur Energie mit der Umgebung austauschen. Ein iso-
liertes System néhert sich zwangslaufig einem Gleichgewichtszustand. Wenn z. B.
seine Reaktanten im Uberschuss vorliegen, wird die Hinreaktion so lange schnel-
ler als die Riickreaktion ablaufen, bis das Gleichgewicht erreicht ist (AG = 0). An
diesem Punkt halten sich Hin- und Riickreaktion genau die Waage. Im Gegensatz
dazu konnen offene Systeme, welche mit ihrer Umgebung sowohl Materie als auch
Energie austauschen, nie in einem solchen Gleichgewicht sein, solange dieser Aus-
tausch andauert.

Lebende Systeme, die Nahrung aufnehmen, Abfallprodukte ausscheiden, Arbeit
leisten und Weéirme erzeugen, sind offene Systeme und konnen daher nie im Gleich-
gewicht sein. Sie nehmen kontinuierlich Nahrstoffe hoher Enthalpie und niedriger



Entropie auf, die sie zu Abfallprodukten niedriger Enthalpie und hoher Entropie
umwandeln. Die bei diesen Prozessen freigesetzte Freie Enthalpie ermdglicht die
zelluldren Aktivitaten, die den fiir Leben charakteristischen hohen Ordnungszu-
stand herstellen und aufrechterhalten. Wird dieser Prozess unterbrochen, dann
geht das System letztendlich in ein Gleichgewicht iiber, das fiir Lebewesen den Tod
bedeutet. Ein Beispiel fiir den Energiefluss in einem offenen System ist in Abb. 1.11
bildlich dargestellt. Durch Photosynthese wandeln Pflanzen Strahlungsenergie der
Sonne, der priméren Energiequelle fiir das Leben auf der Erde, in die chemische
Energie von Kohlenhydraten und anderen organischen Stoffen um. Die Pflanzen
oder die Tiere, die diese fressen, metabolisieren diese Substanzen, um damit Ener-
gie fiir Leistungen wie die Synthese von Biomolekiilen, zelluldre Bewegungsvorgin-
ge und die Aufrechterhaltung intrazelluldrer Ionenkonzentrationen bereitzustellen.

Lebewesen halten ein FlieBgleichgewicht aufrecht

Auch in einem System, das sich nicht im Gleichgewicht befindet, unterliegt der
Fluss von Materie und Energie den Gesetzen der Thermodynamik. Zum Beispiel
bewegen sich Stoffe von Stellen hoher zu denen niedriger Konzentration. Auf diese
Weise nimmt Blut in den Lungen O, auf — das dort ausreichend vorhanden ist —
und setzt es in den Geweben frei. Dort ist O, nur in geringen Konzentrationen
vorhanden.

Lebende Systeme sind dadurch charakterisiert, dass sie sich in einem Flief3-
gleichgewicht (engl.: steady state) befinden. Dies bedeutet, dass alle Fliisse in dem
System konstant sind, sodass das System die Homgostase erreicht (sich nicht mit
der Zeit dndert). Ein Beispiel fiir Stoffwechselhomoostase bei Sdugetieren ist die
hormonelle Steuerung des Blutglucosespiegels innerhalb fester Grenzen sowohl
bei Hungerszeiten als auch bei tippigen Mahlzeiten (Abschn. 22.2). Der Energie-
fluss in der Biosphire (Abb. 1.11) stellt ein Beispiel fiir solch ein offenes System
im Fliefigleichgewichtszustand dar. Geringe Storungen des Fliefigleichgewichtes
verursachen Verdnderungen bei den Flissen, die das Flief3gleichgewicht dann

Strahlungsenergie

Warmeabgabe
der Sonne 9

Kohlenhydrate

Abb. 1.11 Energiefluss in der Biosphare. Pflanzen verwenden die Strahlungsenergie der Son-
ne, um aus der Reaktion von CO, und H,O Kohlenhydrate zu synthetisieren. Pflanzen oder die
Tiere, die sich von diesen erndhren, machen letztendlich beim Stoffwechsel der Kohlenhydrate
die in ihnen gespeicherte Freie Enthalpie verfigbar, wobei CO, und H,0 wieder an die Umge-
bung abgegeben werden.
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 1.3

1.

10.

Fassen Sie die Beziehung zwischen
Energie (U), Warme (g) und Arbeit (w)
zusammen.

Nennen Sie den Ersten und Zweiten
Hauptsatz der Thermodynamik. Ver-
wenden Sie die Analogie zu einem
Geschirrschrank, um ein System mit
geringer und hoher Entropie zu be-
schreiben.

Erklaren Sie, wieso Anderungen der
Enthalpie (AH) und Entropie (AS) die
Spontaneitat eines Vorgangs bestim-
men.

Wie hdngen die Geschwindigkeit eines
Prozesses und seine thermodynamische
Spontaneitdt zusammen?

Was ist die Freie Reaktionsenthalpie im
Gleichgewicht?

Schreiben Sie die Gleichung fiir die
Beziehung von AG® mit K.

Schreiben Sie die Gleichung fir die
Beziehung von AG und AG® mit den
Konzentrationen der Reaktionspartner
und Produkte.

Erklaren Sie, wie Biochemiker den Stan-
dardzustand eines geldsten Stoffes
festlegen.

Erklaren Sie, wie Organismen einen
Gleichgewichtszustand vermeiden,
wahrend sie einen FlieBgleichgewichts-
zustand aufrechterhalten.

Wie beeinflussen Enzyme die Geschwin-
digkeit einer Reaktion und die Freie
Reaktionsenthalpiedanderung?

wieder herstellen (die globale Erwérmung konnte die Homoostase der Biosphire
verdndern). In allen lebenden Systemen ist der Energiefluss ausschliefSlich ,bergab“
gerichtet (AG < 0). Hinzu kommt, dass natiirlichen Vorgidngen ein dissipativer
(energieaufnehmend) Charakter innewohnt, sodass die Ausbeute an Freier Enthal-
pie bei einem biochemischen Vorgang nie dem maximalen Wert entspricht und
somit immer etwas Energie an die Umgebung verloren geht.

Biochemische Reaktionen werden durch Enzyme katalysiert

Potentiell konnen nahezu alle molekularen Komponenten eines Organismus mit-
einander reagieren. Viele dieser Reaktionen sind thermodynamisch begiinstigt
(spontan). Doch tatsichlich laufen nur ein Bruchteil aller méglichen Reaktionen in
einem Organismus in wahrnehmbarem Ausmafd ab. Wie wir noch sehen werden
(Abschn. 11.2), hingt die Geschwindigkeit einer einzelnen Reaktion nicht nur
von der Differenz der Freien Enthalpie zwischen Ausgangs- und Endzustand ab,
sondern auch von dem konkreten Reaktionsablauf, durch den die Reaktanten in
Produkte umgewandelt werden. Lebende Organismen nutzen dabei Katalysa-
toren, d. h. Substanzen, welche die Geschwindigkeit erhchen, mit der sich eine
Reaktion dem Gleichgewicht ndhert, ohne dass das AG der Reaktion beeinflusst
wird und ohne dass der Katalysator nach der Reaktion veréndert vorliegt. Biolo-
gische Katalysatoren werden als Enzyme, die in den meisten Fillen Proteine sind,
bezeichnet (RNA-Katalysatoren nennt man auch Ribozyme).

Enzyme beschleunigen biochemische Reaktionen durch physische Wechselwirkung
mit den Reaktanten und Produkten und fiihren dadurch zu einem giinstigeren Re-
aktionsweg fiir deren gegenseitige Umwandlung. Indem Enzyme die Wahrschein-
lichkeit erh6hen, dass die Reaktanten miteinander produktive Wechselwirkungen
eingehen, beschleunigen sie die Reaktionen. Reaktionen mit positiven AG-Werten
konnen auch durch Enzyme nicht ermoglicht werden.

Der Energiefluss wird in jeder Zelle durch eine Fiille von Enzymen vermittelt.
Wenn Enthalpie aufgenommen, gespeichert oder auch zur Durchfithrung zellula-
rer Arbeit verwendet wird, kann sie dabei auf andere Molekiile ibertragen werden.
Von daher ist man geneigt, Freie Enthalpie als etwas anzusehen, das in einer che-
mischen Bindung konserviert ist. Aber chemische Energie kann entsprechend dem
Bedarf der Organismen und in Abhéngigkeit von der biochemischen Maschinerie,
mit der sie durch die Evolution ausgestattet wurden, auch in Wérme, elektrische
Arbeit, osmotische Arbeit oder in mechanische Arbeit transformiert werden.

Zusammenfassung

1.1 Der Ursprung des Lebens

Zum Ursprung des Lebens wird ein Modell vorgeschlagen, nach dem Organismen
letztendlich aus einfachen organischen Molekiilen hervorgingen. Durch Polyme-
risation bildeten diese komplexere Molekiile, die in der Lage waren, sich selbst zu
replizieren.

1.2 Zellulare Strukturen

» Kompartimentierung fithrte zu Zellen, die Stoffwechselreaktionen zur Synthese
von Biomolekiilen und zur Bereitstellung von Energie entwickelten.

o+ Zellen sind durchweg entweder prokaryotischer oder eukaryotischer Natur. Eu-
karyotische Zellen enthalten eine Vielfalt membranumschlossener Organellen.

» Auf der Basis phylogenetischer Beweisfithrung werden Organismen in drei gro-
e Dominen eingeteilt: Archaea, Bacteria (Eubakterien) und Eukarya.

» Die Evolution der Arten erfolgt durch nattirliche Auslese.
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1.3 Thermodynamik

+ Der Erste Hauptsatz der Thermodynamik (Energie bleibt erhalten) und der
Zweite Hauptsatz (spontane Vorgénge steigern die Unordnung des Universums)
gelten auch fiir biochemische Prozesse. Die Spontaneitit eines Vorgangs wird
durch die Anderung der Freien Enthalpie (AG = AH — TAS) bestimmt: Bei
spontanen Reaktionen ist AG < 0 und bei nicht spontanen ist AG > 0.

+ Die Gleichgewichtskonstante und die Anderung der Freien Standardenthalpie
eines Prozesses stehen miteinander in Beziehung.

» Lebende Organismen sind offene Systeme, die ein Fliefigleichgewicht aufrecht-
erhalten (Homoostase).

Wichtige Begriffe

prébiotisches Zeitalter Vakuole S

organische Verbindung Cytosol kg

funktionelle Gruppe Cytoskelett G

Bindung Taxonomie exergon

Polymer Phylogenie endergon
Kondensationsreaktion Archaea Gleichgewicht

Hydrolyse Bacteria (Eubakterien) reversible Reaktion
Monomer Eukarya irreversible Reaktion
natiirliche Auslese Methanogene energetisch giinstige Reaktionen
Replikation Halobakterien energetisch ungiinstige Reaktionen
Vesikel Thermophile Zustandsfunktion
Kompartimentierung Symbiose in vivo

Stoffwechselwege Mutation Standardzustand

Vorstufe Thermodynamik Gy

Katalysator System EZ

Eukaryot Umgebung Gleichgewichtskonstante
Zellkern u Prinzip von Le Chatelier
Prokaryot q Auftragung nach van't Hoff
Virus w Aktivitat

Organelle H abgeschlossenes System
endoplasmatisches Reticulum qp geschlossenes System
Golgi-Apparat Da offenes System
Mitochondrion kDa Flief3gleichgewicht
Chloroplast Molekulargewicht, M, Homoostase

Lysosom spontaner Vorgang Enzym

Peroxisom w Ribozym
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Aufgaben

Ubungen

1.1  Welche der funktionellen Gruppen in Tab. 1.3 verleihen
einem Molekiil eine positive Ladung? Welche verleihen einem
Molekiil eine negative Ladung?

1.2 Identifizieren Sie die eingekreisten funktionellen Grup-
pen und Bindungen im abgebildeten Molekiil.

?H?Hg
1+—T CH,CH,

1.3 Welche Reaktionen sind eher durch eine Zunahme der
Entropie gekennzeichnet: Kondensationsreaktionen oder Hy-
drolysereaktionen?

1.4 Das Bakterium Thiomargarita namibiensis (Durchmes-
ser 0,1 bis 0,3 mm) ist fir das menschliche Auge sichtbar. Wie
verhilt sich seine Grofle zu der Grofie von typischen Proka-
ryotenzellen? Wie ist seine Grofle im Verhéltnis zu einer typi-
schen Eukaryotenzelle?

1.5 Welcher Gruppe von Prokaryoten sind Eukaryoten né-
her verwandt, wenn man Molekiilsequenzanalysen zugrunde
legt?

1.6

a) Hatbei 0 °C fliissiges Wasser oder Eis die grofiere Entropie?

b) Wie unterscheidet sich, wenn tiberhaupt, die Entropie von
Eis bei -5 °C von der bei -50 °C?

1.7 Nimmt die Entropie bei den folgenden Prozessen zu oder
ab?
a) N, + 3H, — 2NH,
b) ?l)

HzN —C— NH2 +

Hzo _— C02 + 2NH3

Harnstoff

<) = =
1 M NaCl— — I —o5MNacl
d) ?oof ?oof
HC —OH —>  HC—OPO}"
H,C —OPO3~ H,C —OH

3-Phosphoglycerat 2-Phosphoglycerat

1.8 Kann eine Reaktion ablaufen, wenn die Entropie des Sys-
tems abnimmt und die Enthalpie zunimmt?

1.9 Sind die folgenden Aussagen wahr oder falsch?

a) Eine Reaktion wird spontan genannt, wenn sie sowohl vor-
wiirts als auch riickwérts ablaufen kann.

b) Eine spontane Reaktion verlauft immer sehr rasch.

¢) Eine nicht spontane Reaktion verlduft in der umgekehrten
Richtung spontan.

d) Ein spontaner Vorgang kann mit einem Verlust an Entropie
einhergehen.

1.10 Betrachten Sie eine Reaktion mit AH = 15kJund AS =
507 - K=1. Verlauft die Reaktion spontan:

a) bei 10°C,

b) bei 80°C?

1.11 Fir eine Reaktion A — B tritt eine Enthalpieén-
derung von —7kJ-mol™! und eine Entropieinderung von
—25] - K~! - mol~! auf. Wird diese Reaktion bei 298 K spontan
ablaufen? Falls nein, muss die Temperatur erhoht oder ernied-
rigt werden, damit die Reaktion ablaufen kann?

1.12 Wenn sich die Reaktion A + B = C im Gleichgewicht
befindet, betragen die Konzentrationen der Reaktanten und
Produkte [A] = 2mM, [B] = 3mM und [C] = 9mM. Wie
grof} ist die Anderung der Freien Standardreaktionsenthalpie?

1.13 Berechnen Sie AG® fiir die Reaktion A+B = C+D
bei 25°C. Die Gleichgewichtskonzentrationen sind [A] =
10 uM, [B] = 15 uM, [C] = 3 uM und [D] = 5 uM. Ist die Re-
aktion bei Standardbedingungen exergon oder endergon?

1.14 Berechnen Sie die Gleichgewichtskonstante fiir die Re-
aktion: Glucose-1-Phosphat + H,O — Glucose + H,PO,~ bei
pH 7,0 und 25°C (AG®' = —20,9k] - mol~1).

1.15 Fiir die Isomerisierungsreaktion Glucose-1-Phosphat
(G1P) = Glucose-6-phosphat (G6P) ist AG®’=—7,1 kJ-mol~!.
Berechnen Sie das Verhiltnis von [G1P] zu [G6P] fur das
Gleichgewicht bei 25 °C.



Anspruchsvolle Aufgaben

1.16 Warum stellt die Zellmembran keine absolute Barriere
zwischen Cytoplasma und dufSerer Umgebung dar?

1.17 Der grofite Teil des Zellvolumens von T. namibiensis
(sieche Aufgabe 1.4) wird von einer grofien zentralen Vakuole
eingenommen. Warum iiberraschte Forscher die Entdeckung,
dass eine Bakterienzelle eine Vakuole enthalt?

1.18 Ein kugelformiges Bakterium mit einem Durchmesser
von 1 um enthdlt zwei Molekiile eines bestimmten Proteins.
Wie hoch ist die molare Konzentration dieses Proteins?

1.19 Wie viele Glucosemolekiile enthélt die in Aufgabe 1.18
beschriebene Zelle bei einer intrazelluliren Glucosekonzen-
tration von 1,0 mM?

1.20 Fiir die Umsetzung des Reaktanten A zum Produkt
B betrigt die Enthalpieinderung 7 kJ - mol~! und die Entro-
pieanderung 20] - K=! - mol~!. Oberhalb welcher Temperatur
verlduft die Reaktion spontan?

1.21 Die Gleichgewichtskonstante fiir die Reaktion Q — R

betragt 25.

a) In welche Richtung verlduft die Reaktion, wenn 50 uM von
Q mit 50 uM von R gemischt werden? Entsteht mehr Q oder
mehr R?

b) Berechnen Sie die Gleichgewichtskonzentrationen von Q
und R.
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1.22  Bei 10°C ist K, einer Reaktion 100. Bei 30°C ist K q
10. Nimmt die Enthalpie wihrend der Reaktion zu oder ab?

1.23 Zwei biochemische Reaktionen besitzen bei T| =
298 K die gleiche Gleichgewichtskonstante Koq = 5 x 108, Fiir
die erste Reaktion ist AH® = —28kJ - mol~}, fiir die zwei-
te Reaktion ist AH® = +28k] - mol~!. Die zwei Reaktionen
verwenden dieselben Reaktanten. Ein Laborkollege empfiehlt,
dass mehr Reaktanten durch Absenken der Temperatur bei
Reaktion 2 reagieren als bei Reaktion 1. Hat er recht? Warum
bzw. warum nicht? Wie tief muss die Temperatur gesenkt bzw.
wie hoch erhoht werden, um den Wert von K, /K; von 1 auf
10 zu steigern?

Noch mehr zum Erkunden

Schlagen Sie die Begriffe Methanogene (Methanbildner) und
methanotrophe Bakterien nach. Wo kommen solche Organis-
men vor? Fassen Sie zusammen, wie sie Stoffe und Energie aus
ihrer Umgebung aufnehmen. Zeichnen Sie ein Diagramm, um
die Stoffwechselabhingigkeiten von Methanogenen und me-
thanotrophen Bakterien zu verdeutlichen.
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Auf der Oberflache eines Blattes bilden sich
aufgrund der Kohdsion der Wassermolekiile, die
sich durch Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Wassermolekiilen ergibt, kleine
Wassertropfchen. Solche schwachen
Wechselwirkungen spielen auch eine
wichtige Rolle bei der Struktur und Funktion
von Biomolekiilen.

[Mit freundlicher Genehmigung von
Kuttelvaserova Stuchelova/Shutterstock.]



Wasser

Jede Betrachtung der Chemie des Lebens muss auch eine Betrachtung des Wassers
einschliefien. Biomolekiile und deren Reaktionen konnen am besten im Zusam-
menhang mit ihrer wissrigen Umgebung verstanden werden. Einerseits bestehen
die meisten Organismen hauptsachlich aus Wasser (ca. 70 % der Masse des mensch-
lichen Korpers ist Wasser), andererseits sind sie auf diesem ,,blauen Planeten” tiber-
all von Wasser umgeben. Abgesehen von seinem riesigen Uberfluss spielt Wasser
in der Biochemie aus mehreren Griinden eine zentrale Rolle:

1. Beinahe alle Biomolekiile bilden ihre Form (und damit ihre Funktion) nur in
Bezug auf die physikalischen und chemischen Eigenschaften des umgebenden
Wassers aus.

2. Das Medium fiir die Mehrheit der biochemischen Reaktionen ist Wasser. Reak-
tanten und Produkte von metabolischen Reaktionen sowie Néhr- und Abfallstof-
fe sind auf Wasser angewiesen, um innerhalb und zwischen den Zellen transpor-
tiert werden zu konnen.

3. Wasser selbst nimmt aktiv an vielen lebenswichtigen, chemischen Reaktionen
teil. Oftmals sind die ionischen Komponenten des Wassers, die H*- und OH™ -
Ionen, die eigentlichen Reaktanten. Tatséchlich hangt die Reaktivitét vieler funk-
tioneller Gruppen in Biomolekiilen von der relativen H*- und OH™-Konzentra-
tion im umgebenden Medium ab.

Alle Organismen, von Seelebewesen, welche ihr gesamtes Leben in einer wassri-
gen Umgebung verbringen, bis zu den Landorganismen, welche ihr wéssriges In-
neres durch eine schiitzende Haut sichern miissen, benétigen Wasser. Daher ist
es kaum iiberraschend, dass man Leben tiberall da findet, wo es fliissiges Wasser
gibt — in bis zu 105 °C heiflen Quellen oder in felsigen Rissen und Spalten mehrere
Hundert Meter unter der Erdoberfliche. Organismen, die eine Austrocknung tiber-
leben konnen, vermogen dies lediglich in Form eines besonderen Ruhezustandes,
beispielsweise als Samen oder Sporen.

Eine Untersuchung des Wassers von einem biochemischen Standpunkt aus erfor-
dert auch eine Betrachtung der physikalischen Eigenschaften des Wassers, seiner
Eigenschaften als Losungsmittel und seines chemischen Verhaltens, d. h. des We-
sens von wassrigen Sauren und Basen.

2.1 Physikalische Eigenschaften von Wasser

Schliisselkonzepte
«  Wassermolekiile sind polar und kdnnen Wasserstoffbriickenbindungen mit an-
deren Molekiilen ausbilden.

+ Im Eis sind die Wassermolekile aufgrund der Wasserstoffbriickenbindungen in
einem kristallinen Bereich angeordnet, aber im fliissigen Zustand kdnnen sich

Lehrbuch der Biochemie, 3. Auflage. Donald Voet, Judith G. Voet und Charlotte W. Pratt
© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Published 2019 by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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konvalenter O —H
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Abb. 2.1 Struktur des Wassermolekiils.

(a) Der schattierte Umriss stellt die van-der-
Waals-Hiille dar, die effektive ,Oberflache” des
Molekiils. (b) Die sp3-Orbitale des Sauerstoffs
sind tetraedrisch angeordnet. Zwei dieser Or-
bitale enthalten nicht bindende (freie) Elektro-
nenpaare.

die Wasserstoffbriickenbindungen schnell 16sen und sich neu in ungeordneter
Weise bilden.

- DieinBiomolekilen auftretenden Anziehungskréfte umfassen ionische Wechsel-
wirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Krafte.

« Polare und ionische Stoffe I6sen sich in Wasser.

» Der hydrophobe Effekt erkldrt den Ausschluss apolarer Gruppen durch die Maxi-
mierung der Entropie der Wassermolekiile.

- Amphiphile Stoffe bilden Micellen oder Doppelschichten, die ihre hydrophoben
Gruppen im Inneren verstecken, wahrend sie ihre hydrophilen Gruppen dem
Wasser zuwenden.

» Molekiile diffundieren durch Membranen, die fiir sie durchldssig sind, von der
Seite mit der hoheren Konzentration zur Seite mit der niedrigeren Konzentration.

- Wahrend der Dialyse diffundieren geloste Stoffe durch eine semipermeable
Membran von der Seite mit der héheren Konzentration zur Seite mit der nied-
rigeren Konzentration.

Die farb-, geruchs- und geschmacksneutrale Erscheinung des Wassers tduscht
leicht iiber seine grundlegende Bedeutung fiir alle Lebewesen hinweg. Trotz seines
unscheinbaren AufSeren ist Wasser alles andere als inert. Seine physikalischen Ei-
genschaften, die es von vergleichbaren Molekiilen dhnlicher Grofe unterscheiden,
machen aus dem Wasser ein wirkungsvolles Losungsmittel, und dennoch haben
die Grenzen seiner Losungsmitteleigenschaften wichtige Auswirkungen auf die
Struktur und Funktion von Biomolekiilen.

2.1.1  Wasser ist ein polares Molekdil

Ein Wassermolekiil besteht aus zwei Wasserstoffatomen, welche an ein Sauerstoft-
atom kovalent gebunden sind. Die O—H-Bindungslinge betrigt 95,8 pm (1 pm =
1072 m), und der Winkel zwischen den drei Atomen betrigt 104,5° (Abb. 2.1). Die
Wasserstoffatome sind nicht linear angeordnet, denn die vier sp3-Hybridorbitale
des Sauerstoffes erstrecken sich annéhernd in die Ecken eines Tetraeders. Wasser-
stoffatome besetzen zwei Ecken dieses Tetraeders, und die nicht bindenden Elek-
tronenpaare des Sauerstoffatoms besetzen die anderen zwei Ecken (in einem voll-
kommen tetraedrischen Molekiil wie beispielsweise dem Methan, CH,, betragen
die Bindungswinkel 109,5°). Die Abweichung beim Bindungswinkel im Wasser vom
exakten Tetraederwinkel beruht auf der grofleren gegenseitigen AbstofSung der bei-
den freien Elektronenpaare in den Orbitalen des Sauerstoffs im Vergleich zu den
weniger stark gebundenen Elektronenpaaren, die die C—H-Bindungen im Methan
bilden.

Wassermolekile bilden Wasserstoffbriickenbindungen

Die gewinkelte Geometrie des Wassermolekiils hat wichtige Folgen fiir lebende
Systeme. Wasser ist ein polares Molekiil: Das Sauerstoffatom mit seinen freien
Elektronen tragt eine negative Partialladung (8—) von —0,66e, und die Wasser-
stoffatome tragen je eine positive Partialladung (84) von 40,33e, wobei e die La-
dung eines Elektrons ist. Die elektrostatischen Anziehungen zwischen den Dipolen
von Wassermolekiilen sind duflerst wichtig fiir die Eigenschaften von Wasser selbst
und fiir seine Rolle als biochemisches Losungsmittel. Benachbarte Wassermolekiile
richten sich meist so aus, dass die O—H-Bindung eines Wassermolekiils (das posi-
tive Ende) in Richtung eines der Elektronenpaare eines anderen Wassermolekiils



(dem negativen Ende) zeigt. Das Ergebnis dieser gerichteten intermolekularen As-
soziation nennt man Wasserstoffbriickenbindung (Abb. 2.2).

Allgemein kann eine Wasserstoffbriickenbindung als D—H---A dargestellt werden,
wobei D—H eine schwach saure Donatorgruppe wie O—H, N—H oder manchmal
S—H ist, wihrend A ein schwach basisches, ein freies elektronenpaartragendes Ak-
zeptoratom ist wie O, N oder gelegentlich S. Wasserstoffbriickenbindungen sind
strukturell durch einen H---A-Abstand charakterisiert, der mindestens um 50 pm
kiirzer ist als der berechnete van-der-Waals-Abstand (Distanz der engsten An-
naherung zwischen zwei nicht gebundenen Atomen). In Wasser beispielsweise be-
tragt der Abstand der H:--O-Wasserstoftbriickenbindung ca. 180 pm, wohingegen
der entsprechende van-der-Waals-Abstand 260 pm betragen wiirde. Die meisten
C-H-Gruppen beteiligen sich nicht an Wasserstoffbriickenbindungen, da sie nicht
polar sind (C und H haben anndhernd die gleichen Elektronegativitéten).

Ein einzelnes Wassermolekiil enthilt zwei Wasserstoffatome, die ,abgegeben®
werden konnen, und zwei freie Elektronenpaare, die als Akzeptoren fungieren kon-
nen, demnach kann jedes Molekiil maximal vier Wasserstoffbriickenbindungen zu
anderen Wassermolekiilen ausbilden. Obwohl fiir das Aufbrechen einer einzelnen
Wasserstoffbriickenbindung (ca. 20k]J - mol~?!) relativ wenig Energie notwendig
ist (im Vergleich dazu betriagt die Energie zum Aufbrechen einer kovalenten
O-H-Bindung 460k] - mol~!), ist die grofle Anzahl an Wasserstoffbriickenbin-
dungen innerhalb einer Ansammlung von Wassermolekiilen der Schliissel zu den
bemerkenswerten Eigenschaften des Wassers.

Eis ist ein Kristall aus Uber Wasserstoffbriicken
gebundenen Wassermolekiilen

Die Struktur von Eis zeigt eindrucksvoll die kumulative Starke von vielen Wasser-
stoftbriickenbindungen. Rontgen- und Neutronenbeugungsstudien haben gezeigt,
dass die Wassermolekiile im Eis in einer ungewo6hnlich offenen Struktur angeord-
net sind. Jedes Wassermolekiil ist tetraedrisch von vier Nachbarn umgeben, mit de-
nen es Wasserstoftbriickenbindungen eingeht (Abb. 2.3). Als Folge seiner offenen
Struktur ist Wasser eine der wenigen Substanzen, die sich beim Gefrieren ausdehnt
(flissiges Wasser hat bei 0°C eine Dichte von 1,00 g - mL~!, wohingegen Eis eine
Dichte von 0,92 g - mL~! aufweist).

Das Ausdehnen von Wasser beim Gefrieren hat bedeutende Konsequenzen fiir
das Leben auf der Erde. Einmal angenommen, das Wasser wiirde sich beim Ge-
frieren zusammenziehen, wiirde also dichter werden anstatt lockerer. Dann wiirde
das Eis in Seen und Ozeanen auf dem Grund liegen, anstatt zu schwimmen. Die-
ses Eis wiirde von der Sonne abgeschirmt, und somit wiren die Ozeane permanent
gefroren, abgesehen von einer diinnen fliissigen Wasserschicht in warmen Zonen
(die Wassertemperatur in grofien Tiefen, auch in tropischen Gewdssern, liegt bei
circa 4°C, dies ist die Temperatur bei der das Wasser die hochste Dichte aufweist).
Dann wire die Erde in einer ewigen Eiszeit gefangen und Leben wire kaum moglich
gewesen.

Das Schmelzen des Eises stellt den Zerfall der tetraedrischen Anordnung der
wasserstoffbriickengebundenen Wassermolekiile dar, obwohl Wasserstoffbriicken
zwischen den Wassermolekiilen im fliissigen Zustand erhalten bleiben. Tatsdchlich
sind im fliissigen Wasser lediglich ca. 15 % weniger Briicken ausgebildet als im Eis
bei 0°C.1)

1) Die Enthalpie der Wassersublimation (AH fiir die Umwandlung des Aggregatszustands von fest zu gas-
férmig) betrigt 47 k] - mol~!, wovon nur ~ 6k]J - mol~! der kinetischen Energie der Wasserdampfmole-
kiile (Gas) zuzuschreiben sind. Die Schmelzenthalpie (AH fiir die Umwandlung des Aggregatszustands
von fest zu fliissig) von Wasser betrigt 6 k] - mol~, das sind 15 % der Energie, die benétigt wird, um alle
zwischen den Wassermolekiilen (intermolekular) bestehenden Wasserstoffbriickenbindungen (Wasser-
dampfmolekiile sind bei 1 atm zu weit voneinander entfernt, sodass sie keine signifikanten intermole-
kularen Wechselwirkungen eingehen) aufzubrechen: (6 x 100)/(47 — 6) = 15 %.
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Abb. 2.2 Eine Wasserstoffbriickenbindung
zwischen zwei Wassermolekiilen. Die gepunk-
tete Linie stellt die Wasserstoffbriickenbindung
dar. Die Stérke dieser Interaktion ist maximal,
wenn die kovalente O-H-Bindung des einen
Molekadils direkt auf ein freies Elektronenpaar
des anderen Molekiils ausgerichtet ist.

Abb. 2.3 Die Struktur von Eis. Jedes Wasser-
molekdil interagiert tetraedrisch mit vier ande-
ren Wassermolekdlen. Sauerstoffatome sind
rot und Wasserstoffatome weil8 dargestellt, die
gestrichelten Linien markieren die Wasserstoff-
briickenbindungen. [Nach Pauling, L. (1960).
The Nature of the Chemical Bond, 3. Aufl., Cornell
University Press, S. 465.]
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Verhalten von Molekiilen

Wenn wir die Eigenschaften eines Stoffes,
wie Wasser oder andere Molekiile, beschrei-
ben, beschreiben wir das durchschnittliche
Verhalten einer groBen Menge von Moleku-
len. Die meisten biochemischen Methoden
konnen nicht das Verhalten eines einzelnen
Molekiils untersuchen.

o
-

Abb. 2.4 Ringe aus Wassermolekiilen. Die-
se Modelle mit drei, vier oder fiinf Molekiilen
basieren auf theoretischen Vorhersagen und
spektroskopischen Daten. [Nach Liu, K., Cruzan,
J.D., Saykally, R.J. (1996). Science 271: 929.]
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Allerdings ist der Siedepunkt von Wasser (100 °C) um 264 °C hoher als derjenige
von Methan (-164 °C). CH, besitzt beinahe dieselbe molekulare Masse wie H,O,
kann jedoch keine Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden (Substanzen mit &hnli-
chen intermolekularen Assoziationen und gleichen Molekularmassen sollten &hnli-
che Siedepunkte aufweisen). Dieses und andere Phinomene, wie die hohe Oberfli-
chenspannung des Wassers, spiegeln den auflergewohnlich grofien Zusammenhalt
von fliissigem Wasser wider, der aus der Ausbildung intermolekularer Wasserstoff-
briickenbindungen resultiert.

Die Struktur von fliissigem Wasser ist ungeordnet

Da sich im Durchschnitt jedes Wassermolekiil in fliissigem Wasser alle 10712 s um-
orientiert, gibt es nur wenige experimentelle Techniken, die die wahre Anordnung
der Wassermolekiile erfassen konnen. Theoretische Uberlegungen und spektro-
skopische Nachweise zeigen, dass die Molekiile im fliissigen Wasser durchschnitt-
lich mit je 3,4 Nachbarn Wasserstoftbriickenbindungen eingehen und damit eine
dem Eis analoge Struktur ausbilden. Diese Wasserstoftbriickenbindungen sind je-
doch verdreht, sodass die Netzwerke der verbundenen Molekiile variieren und un-
regelmiflig sind. Beispielsweise treten in fliissigem Wasser drei- bis siebenglied-
rige Ringe von wasserstoffbriickengebundenen Molekiilen auf (Abb. 2.4), wohin-
gegen der sechsgliedrige Ring charakteristisch fiir Eis ist (Abb. 2.3). Zudem bre-
chen diese Netzwerke in einem Zeitintervall von 2 x 107! s permanent auf und
bilden sich neu. Fliissiges Wasser besteht demnach aus einem schnell fluktuieren-
den, dreidimensionalen Netzwerk (Cluster) aus iiber Wasserstoffbriicken gebunde-
nen H,0-Molekiilen. Da AH sowohl fiir das Schmelzen als auch das Sublimieren
von Eis positive Werte besitzt und AG = AH — T'AS fiir einen spontanen Vorgang
negativ sein muss (Abschn. 1.3.3), ist es die Zunahme von AS — also die Unordnung
der Wassermolekiile — die diese Vorgénge antreibt

Wasserstoffbriickenbindungen und andere schwache Wechselwirkungen
zwischen Biomolekulen beeinflussen Biomolekiile

Biochemiker beschiftigen sich nicht nur mit den stabilen kovalenten Bindungen,
welche die chemische Struktur definieren, sondern auch mit schwécheren Wech-
selwirkungen, welche unter relativ milden physikalischen Bedingungen zum Tra-
gen kommen. Die Strukturen der meisten Biomolekiile werden durch das Zusam-
menwirken mehrerer an und fiir sich schwacher nicht kovalenter Interaktionen
bestimmt. Fiir die Biochemiker sind vor allem schwache elektrostatische Krifte
von Bedeutung, beispielsweise ionische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken-
bindungen und van-der-Waals-Krifte.

Die Energie der Anziehungskraft zweier elektrischer Ladungen ¢; und ¢g,, die in
ein Medium mit der Dielektrizitdtskonstanten D eingetaucht und im Abstand r
voneinander getrennt sind, wird durch das Coulomb’sche Gesetz beschrieben:

k
U= 91492

Dr (2.1)

mit k = 9,0x10°] - m - C2 als Proportionalititskonstante. Die Dielektrizititskon-
stante héngt von der Polaritdt des Mediums ab. Im Vakuum betrégt sie per defini-
tionem 1. In Kohlenwasserstoffen liegt sie im Bereich von 1,5 bis 3 und in Wasser
(fliissiger Zustand) betrégt sie 78,5.

Im Allgemeinen ist die Energie der Wechselwirkung zweier geladener Gruppen
(d. h. die notwendige Energie zu ihrer vollstindigen Trennung im entsprechenden
Medium) geringer als die Energie einer kovalenten Bindung, jedoch grofier als die
Energie einer Wasserstoffbriickenbindung (Tab. 2.1).

Die nicht kovalenten Wechselwirkungen zwischen neutralen Molekiilen, soge-
nannte van-der-Waals-Krifte, resultieren aus elektrostatischen Wechselwirkun-
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Tab.2.1  Bindungsenergien in Biomolekiilen. Wechselwirkungen zwischen permanenten Dipolen

Bindungstyp Beispiel Typische Bindungsenergie + ~ - + ~ -
(kJ - mol™")
Kovalent O-H 460
C-H 414
Cc-C 348
(a)

Nicht kovalent

Ionische Wechselwirkung —COO~—*H,;N- 86 Dipolinduzierte Dipolwechselwirkungen
Wasserstoffbriickenbindung —O—H- - O/ 20 + d - + ﬁ _
~
van-der-Waals-Krafte:
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen ~>c—_0.>c=0 9,3
~ ~
London-Dispersionskrifte H H 0,3
| | (b)
I!I Il-I London-Dispersionskréfte
b— o —,
gen zwischen permanenten oder induzierten Dipolen. Auch die Wasserstoftbrii-
ckenbindung ist eine spezielle Art von dipolarer Wechselwirkung. Interaktionen
zwischen permanenten Dipolen wie Carbonylgruppen (Abb. 2.5a) sind viel schwi-
@

cher als ionische Interaktionen. Ihre Energien verandern sich mir 7~3, d. h., sie neh-

men schnell mit dem Abstand ab. Ein permanenter Dipol induziert zudem ein Di-  Abb.2.5 Dipol-Dipol-Wechselwirkungen.

polmoment in einer benachbarten Gruppe, indem er deren Elektronenverteilung  Die Stérke der jeweiligen Dipole ist durch die

verschiebt (Abb. 2.5b). Solche Wechselwirkungen induzierter Dipole sind iiblicher- ~ Dicke der Pfeile angegeben. (a) Wechselwirkun-

weise schwicher als die zwischen permanenten Dipolen. gedn Z‘,N'SCh;,n p:erma}:werlwte.nlepole.n; (bz d'z()l_
Unpolare Molekiile besitzen standig ein kleines, zufillig orientiertes Dipolmo- I[;i S;Zg;i Sllg?t\gec selwirkungen; (c) London-

ment, das aus der Fluktuation der Elektronendichte resultiert. Dieses voriiber-

gehende Dipolmoment polarisiert die Elektronen in einer benachbarten Gruppe

(Abb. 2.5¢), sodass zwischen beiden Gruppen eine elektrostatische Anziehung

auftritt. Diese sogenannten London-Dispersionskrifte sind extrem schwach

und nehmen mit zunehmendem Abstand (r~°) rasch ab, sodass sie nur bei eng

benachbarten Gruppen zum Tragen kommen. Nichtsdestoweniger sind sie sehr

wichtig zur Ausbildung der Struktur in Biomolekiilen, da sich in deren Innerem

viele eng gepackte Gruppen befinden.?

2.1.2  Hydrophile Stoffe |6sen sich in Wasser

Die Loslichkeit hangt von der Fahigkeit eines Losungsmittels ab, mit der gelosten
Substanz besser zu interagieren, als es die gelosten Partikel mit sich selbst tun. Dem
Wasser wird nachgesagt, ein ,universelles Losungsmittel“ zu sein. Obwohl diese

Aussage nicht wortlich zu verstehen ist, vermag Wasser sicherlich ein breiteres Schliisselbegriff -

Spektrum an Substanzen und diese jeweils in grofierer Menge zu l6sen als jedes an- Intermolekulare Wechselwirkungen

dere Losungsmittel. Insbesondere die polaren Eigenschaften des Wassers machen In biologischen Systemen halten kovalente
es zu einem ausgezeichneten Losungsmittel fiir polare und ionische Substanzen, die Bindungen die Atome in Molekiilen zu-

als hydrophil (griech.: rydro, Wasser; philos, liebend) bezeichnet werden. Dagegen sammen. Aber nicht kovalente Wechselwir-
sind apolare Substanzen quasi unléslich in Wasser (,0l und Wasser mische nicht!*) kungen - wie ionische Wechselwirkungen,
und werden dementsprechend als hydrophob (griech.: phobos, Angst) bezeichnet. Wasserstoffbriickenbindungen und andere

van-der-Waals-Krafte — bestimmen, wie die-
se Molekiile sich gegenseitig erkennen oder
miteinander wechselwirken kénnen.

Apolare (oder unpolare) Substanzen sind jedoch in apolaren Losungsmitteln wie
CCl, und Hexan 16slich. Dies kann man mit dem Grundsatz ,Gleiches 16st sich in
Gleichem” zusammenfassen.

2) London-Dispersionskrifte konnen zwischen allen Atomen auftreten — im Gegensatz zu den anderen
Arten der nicht kovalenten Wechselwirkungen, die nur zwischen den Atomen auftreten, die sich in
ihren Elektronegativititen unterscheiden.
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Abb. 2.6 Solvatisierung von lonen. Die Di-
pole der umgebenden Wassermolekiile sind
gemal der Ladung des lons angeordnet. Nur
eine Schicht der Hydrathille ist gezeigt. Aller-
dings ist die Darstellung eine Ubertreibung.
Die schnelle Fluktuation der Wassermolekiile
in der Lo6sung bewirkt, dass es nur partiell zur
Ordnung um die assoziierten lonen kommt.
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Abb. 2.7 Wasserstoffbriickenbindung tiber
funktionelle Gruppen. Wasser bildet Wasser-
stoffbriicken mit (a) Hydroxylgruppen, (b) Keto-
gruppen, (c) Carboxylationen und (d) Ammoni-
umionen aus.

Wieso 10sen sich Salze in Wasser? Polare Losungsmittel wie Wasser, die hohe Di-
elektrizitatskonstanten aufweisen, schirmen die Anziehungskrafte zwischen entge-
gengesetzt geladenen Ionen (wie Na* und Cl™) ab und dadurch konnen die Ionen
voneinander getrennt werden (dagegen ziehen sich in apolaren Losungsmitteln, die
eine geringe Dielektrizitatskonstante aufweisen, entgegengesetzt geladene Ionen so
stark an, dass sie sich zu einem Festkorper vereinigen). Ein in einem polaren Lo-
sungsmittel gelostes Ion zieht die jeweils entgegengesetzt geladenen Pole der Lo-
sungsmitteldipole an (Abb. 2.6). Dadurch wird das geldste Ion von mehreren kon-
zentrisch angeordneten Hiillen aus gerichteten Losungsmittelmolekiilen umgeben,
wodurch die ionische Ladung tiber ein viel grof3eres Volumen verteilt wird. Solche
Ionen nennt man solvatisiert oder, wenn Wasser als Losungsmittel fungiert, hy-
dratisiert.

Die Wassermolekiile der Hydrathiille sind verglichen mit den Wassermolekiilen
in der reinen Wasserphase weniger mobil. In der Wasserphase (engl.: bulk) ist die
fiir das Losen einer Wasserstoftbriicke bendtigte Energie verschwindend gering, da
sich meist gleichzeitig eine neue Wasserstoftbriicke ausbildet. Die benétigte Ener-
gie fiir die starker geordneten Wassermolekiile der Hydrathiille ist grofier. Die Sol-
vatisierungsenergie kann auch bei chemischen Reaktionen eine Rolle spielen, denn
eine reagierende Gruppe muss zundchst das sie umgebende Hydratationswasser
(die Molekiile in der Hydratationshiille) abstreifen, um nahe genug an den Reakti-
onspartner heranzukommen.

Ungeladene polare Molekiile konnen aufgrund ihrer Bindungsdipole ebenso in
wissrigen Losungen 16slich sein wie ionische Substanzen. Die Loslichkeit von po-
laren und ionischen Substanzen wird durch funktionelle Gruppen erh6ht, wie bei-
spielsweise Hydroxyl- (OH) und Carbonylgruppen (C=0), Carboxylat- (COO~)
und Ammoniumionen (NH;’), welche, wie in Abb. 2.7 dargestellt, Wasserstoftbrii-
ckenbindungen ausbilden konnen. Tatsachlich enthalten wasserldsliche Biomole-
kiile wie Proteine, Nucleinsduren und Zucker eine grofie Zahl solcher funktioneller
Gruppen. Dagegen fehlen solche Wasserstoffbriickendonatoren und -akzeptoren
in apolaren Substanzen wie Methan oder Kohlenwasserstoffen.

2.1.3  Der hydrophobe Effekt lasst apolare Stoffe
in Wasser aggregieren

Bei Zugabe einer apolaren Substanz zu einer wissrigen Losung wird diese vom
Wasser nicht geldst, sondern vielmehr ausgeschlossen. Das Bestreben des Wassers,
seinen Kontakt mit hydrophoben Molekiilen so gering wie moglich zu halten, nennt
man den hydrophoben Effekt. Wie wir noch sehen werden, bilden viele grofie Mo-
lekiile und molekulare Verbande wie Proteine, Nucleinsduren und Membranen ihre
Form zumindest teilweise aufgrund dieses hydrophoben Effekts aus.

Betrachten wir einmal die Thermodynamik des Transfers von apolaren Molekii-
len von einem wissrigen in ein apolares Losungsmittel. Die Anderung der Freien
Enthalpie ist stets negativ, was zeigt, dass ein solcher Transfer ein spontaner Prozess
ist (Tab. 2.2). Interessanterweise sind diese Prozesse entweder endotherm (AH ist
positiv) oder athermisch (AH = 0), d. h,, es ist vom Standpunkt der Enthalpie aus
gesehen nahezu gleich giinstig, apolare Molekiile in Wasser oder in einem apola-
ren Medium zu lésen. Jedoch ist die Anderung in der Entropie (ausgedriickt durch
—TAS) stets grofd und negativ. Deshalb ist der Transfer eines Kohlenwasserstoffs
aus einem wiéssrigen in ein apolares Medium durch die Entropie getrieben, d.h.,
die Anderung der Freien Enthalpie wird hauptsichlich durch die Entropieinderung
bewirkt.

Entropie oder ,Unordnung” ist ein Mafd fiir die Ordnung eines Systems (Ab-
schn. 1.3.2). Wenn die Entropie beim Verlassen eines apolaren Molekiils aus dem
Wasser zunimmt, muss umgekehrt die Entropie abnehmen, wenn das Molekiil ins



Tab.2.2 Thermodynamische Anderungen beim Transfer von Kohlenwasserstoffen aus Wasser
in apolare Lésungsmittel bei 25 °C.

Prozess AH (k) -mol~")  —TAS(kJ-mol™") AG (kJ - mol™")
CH, in H,0 = CH, in Benzol 11,7 -22,6 -10,9
CH, in H,0 = CH, in CCl, 10,5 -22,6 -12,1
C,H, in H,O = C,H, in Benzol 9,2 -25,1 -15,9
C,H, in H,0 = C,H, in Benzol 6,7 -18,8 -12,1
C,H, in H,0 = C,H, in Benzol 0,8 -8,8 -8,0
Benzol in H,O = fliissiges Benzol® 0,0 -17,2 -17,2
Toluol in H,O = fliissiges Toluol? 0,0 -20,0 -20,0

a) Gemessen bei 18 °C.
Anm.: Die IUPAC empfiehlt fiir Toluol den Trivialnamen Toluen und fiir Benzol den Trivial-
namen Benzen. [Kauzmann, W. (1959). Adv. Protein Chem. 14: 39.]

Wasser eintritt. Diese Entropieabnahme bei der Solvatisierung eines apolaren Mo-
lekiils in Wasser ist eine experimentelle Beobachtung, keine theoretische Schluss-
folgerung. Die auftretenden Entropieénderungen sind allerdings zu grof3, als dass
sie lediglich die Konformationsédnderungen der Kohlenwasserstoffe widerspiegeln
konnten. Daher miissen die Entropieénderungen mafigeblich durch eine Umorien-
tierung des Wassers bewirkt werden. Was ist die Triebfeder fiir diese Umorientie-
rung?

Das komplexe Netzwerk aus Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Mo-
lekiilen in fliissigem Wasser wird durch das Eindringen einer apolaren Gruppe
gestort. Da eine apolare Gruppe weder als Donator noch als Akzeptor an Was-
serstoffbriickenbindungen teilnehmen kann, konnen die Wassermolekiile an der
Grenzschicht zur apolaren Gruppe keine normalen Wasserstoffbriickenbindungen
zu anderen Molekiilen ausbilden. Um die Fahigkeit, Wasserstoffbriickenbindungen
ausbilden zu kénnen, voll auszunutzen, orientieren sich die Wassermolekiile an
der Grenzfliche so, dass sie ein Netzwerk aus Wasserstoffbriicken bilden, welches
das hydrophobe Volumen ausschliefit (Abb. 2.8). Diese Umorientierung stellt
eine groflere Ordnung der Wasserstruktur dar, denn die Anzahl der moglichen
Wasserstoftbriickenbindungen um eine apolare Gruppe herum ist geringer als
wenn nur freie Wassermolekiile vorhanden wiéren. Die Wassermolekiile konnen
immer noch die gleiche Anzahl an Wasserstoftbriickenbindungen ausbilden, aber
sie miissen Einschrankungen in der freien Rotation und Translation hinnehmen,
um sie bilden zu kénnen.

Ungliicklicherweise hat bislang die sich stindig verandernde Grundstruktur von
fliissigem Wasser eine detaillierte Beschreibung dieser Umorientierung nicht zu-
gelassen. Ein Modell schlédgt vor, dass Wasser eine Art Kéfig aus Wasserstoftbrii-
ckenbindungen um die apolaren Gruppen voriibergehend bildet, éhnlich wie in der
Struktur des Eises und wie in Abb. 2.8 dargestellt. Die Wassermolekiile der Kafige
sind tetraedrisch durch Wasserstoffbriickenbindungen an andere Wassermolekiile
gebunden, sodass sich diese Umorientierung der Molekiile in mehreren Schichten
tiber die erste Hydratationshiille des apolaren geldsten Stoffes hinaus erstreckt.

Die ungiinstige Freie Hydratationsenthalpie einer apolaren Substanz, welche
durch die Umorientierung der umgebenden Wassermolekiile verursacht wird,
hat letztendlich den Effekt, dass die apolare Substanz aus der wissrigen Phase
ausgeschlossen wird. Das rithrt daher, dass die Oberflache einer Kavitat mit meh-
reren apolaren Molekiilen geringer ist als die Gesamtoberfldche der Kavitéten, die
einzeln vorliegende Molekiile erzeugen wiirden (Abb. 2.9). Die Aggregation von
apolaren Gruppen in Wasser minimiert die Oberfldche der entstehenden Kavitdt
und maximiert damit auch die Entropie des ganzen Systems. Die apolaren Gruppen
werden quasi aus der wissrigen Phase herausgedrangt.
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. apolarer

geloster Stoff O
Abb.2.8 Orientierung von Wassermolekii-
len rings um eine geldste apolare Substanz.
Um die Anzahl an Wasserstoffbriickenbindun-
gen zu maximieren, bilden Wassermolekiile
einen Kafig um die gel6ste Substanz. Gepunkte-
te Linien zeigen Wasserstoffbriickenbindungen
an.

O

Abb.2.9 Aggregation unpolarer Molekiile
in Wasser. (a) Die Hydratation dispers verteilter
unpolarer Molekdle (braun) verringert die En-
tropie des Systems, denn die Wassermolekiile
in der Hydrathdlle (dunkelblau) stehen nur ein-
geschrankt im Vergleich zur Abwesenheit von
apolaren Stoffen fiir die Bildung von Wasser-
stoffbriicken mit anderen Wassermolekdilen zur
Verfligung. (b) Nach Aggregation der unpolaren
Molekule erhoht sich die Entropie, denn fiir die
Hydrathiille des Aggregats sind weniger Was-
sermolekile nétig als fur die Hydrathillen der
Einzelmolekdle. Dieser Entropiegewinn ist der
Grund fur die spontane Aggregation unpolarer
Substanzen in Wasser.
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Amphiphile Verbindungen bilden Micellen und Doppelschichten aus

Die meisten Biomolekiile haben sowohl polare (oder geladene) als auch apolare Be-
reiche. Sie sind damit hydrophil und hydrophob zugleich. Solche Molekiile, wie z. B.
Fettsduren (Seifen; Abb. 2.10), werden als amphiphil oder amphipathisch bezeich-
net (griech.: amphi, beides; pathos, Leiden, Leidenschaft). Wie treten amphiphile
Substanzen mit Wasser in Wechselwirkung? Wasser ist bestrebt, die hydrophilen
Anteile eines Amphiphils zu hydratisieren, es versucht jedoch gleichzeitig, die hy-
drophoben Regionen des gelosten Molekiils zu meiden. Aus diesem Grund bilden
Amphiphile bevorzugt geordnete Aggregate. Solche Aggregate konnen die Form
von Micellen (kugelformige Gebilde aus mehreren Tausend amphiphilen Molekii-
len) einnehmen. Dabei sind die hydrophilen Gruppen an der Oberfliche der Kugel
angeordnet, wo sie mit dem wéssrigen Losungsmittel interagieren konnen. Die hy-
drophoben Gruppen hingegen fiillen das Kugelinnere aus, wo sie das Losungsmittel
moglichst meiden konnen (Abb. 2.11a). Das in Abb. 2.11a dargestellte Modell ist al-
lerdings stark vereinfacht. Im Inneren der idealisiert dargestellten Micelle wire gar
nicht genug Platz fiir alle hydrophoben Gruppen. In der Realitét sind die Micellen
sehr viel weniger geordnet, wobei die unpolaren Gruppen iiberwiegend verborgen
sind, wihrend die polaren Gruppen freiliegen (Abb. 2.12).

o)
|
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, —C — O~

Palmitat (C;5;H;;COO™)
H H (@)
CH;CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, — é = le —CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, — !? —0~
Oleat (C;;H33;COO™)

Abb.2.10 Fettsdaureanionen (Seifen). Palmitat und Oleat sind amphiphile Verbindungen.
Sie tragen sowohl eine polare Carboxylatgruppe als auch eine lange apolare Kohlenwasser-
stoffkette.

Alternativ konnen sich Amphiphile auch in Form von Doppelschichten (engl.: bi-
layer) oder Vesikeln anordnen, in denen sich die polaren Gruppen in Richtung auf
die wissrige Phase ausrichten (Abb. 2.11b). In beiden Fillen (Micelle und Doppel-
schicht) werden die Aggregate durch den hydrophoben Effekt, d. h. das Bestreben
des Wassers, hydrophobe Gruppen auszuschliefien, stabilisiert.

Die Auswirkungen des hydrophoben Effekts werden oft als hydrophobe Kréfte
oder hydrophobe ,Bindungen® bezeichnet. Der Begriff ,,Bindung” impliziert jedoch
eine diskrete und gerichtete Beziehung zwischen zwei Partnern. Der hydrophobe
Effekt wirkt indirekt und ungerichtet auf apolare Gruppen. Obwohl man bei einer
Ansammlung von apolaren Molekiilen, die aus dem Wasser ausgeschlossen sind,
von einer gegenseitigen Anziehung sprechen konnte, ist deren Ausschluss aus der
wissrigen Phase in erster Linie durch die Entropie der umgebenden Wassermole-
kiile bedingt und nicht durch ,hydrophobe Krifte“ zwischen den apolaren Mole-
kiilen. Es treten zwar Dispersionskrifte (London-Kréfte) zwischen den unpolaren
Gruppen auf, diese sind jedoch vergleichsweise gering.

Abb.2.11  Strukturen von Micellen und Schwaénze durch den Ausschluss aus dem
Lipiddoppelschichten. In wassriger Losung Wasser aggregieren. Eine Micelle (a) ist ein
sind die polaren Kopfgruppen amphiphiler kugelartiges Aggregat, eine Doppelschicht (b)

Molekile hydratisiert, wahrend die apolaren ist ein ausgestrecktes planares Aggregat.



Abb.2.12 Modell einer Micelle. Gezeigt
ist ein raumfullendes, am Computer berech-
netes Modell einer Micelle aus 20 Molekiilen
Octylglucosid (eine unpolare Kette aus acht
Kohlenstoffen mit einem Zucker als polare
Kopfgruppe). Die polaren Sauerstoffatome
der Glucosidgruppen sind rot dargestellt, die
Kohlenstoffatome sind grau. Der Ubersicht-
lichkeit halber sind die Wasserstoffatome
nicht dargestellt. Aus Computersimulatio-

nen weifl man, dass solche Micellen eine un-
regelmaBige Struktur besitzen, die zudem
einer raschen Fluktuation unterliegt (ganz
anders als das idealisierte, vollig symmetri-
sche Modell in Abb. 2.11a.), sodass Teile der
hydrophoben ,Schwénze” zeitweilig auf der
Micellenoberflache zuganglich sind. [Mit
freundlicher Genehmigung von Michael Ga-
ravito und Shelagh Ferguson-Miller, Michigan
State University.]

2.1.4 Wasser bewegt sich durch Osmose und geldste Stoffe

bewegen sich durch Diffusion

Die Fliissigkeit in den Zellen und die umgebende Fliissigkeit in vielzelligen Orga-
nismen ist voller geloster Substanzen, angefangen von kleinen anorganischen Io-
nen bis hin zu grofien molekularen Aggregaten. Die Konzentration dieser gelosten
Stoffe beeinflusst die kolligativen Eigenschaften des Wassers.

Das sind physikalische Eigenschaften, die mafigeblich von der Konzentration und
nicht von den chemischen Eigenschaften der gelosten Substanzen abhéngen. Bei-
spielsweise bewirken geloste Stoffe eine Gefrierpunktserniedrigung, indem sie die
Kristallisation von Wassermolekiilen als Eis erschweren, oder sie bewirken eine Sie-
depunktserhéhung, indem sie dem Ubertritt der Molekiile von der Lésung in die
Gasphase entgegenwirken.

Der osmotische Druck z&hlt ebenfalls zu den kolligativen Eigenschaften. Wenn
eine Losung und reines Wasser durch eine semipermeable Membran (die den
Durchgang von Wassermolekiilen, aber nicht von gelosten Stoffen erlaubt) ge-
trennt sind, so fliefSt das Wasser auf die Seite der Losung aufgrund seiner Tendenz,
die Konzentration des geldsten Stoffes auf beiden Seiten der Membran auszuglei-
chen. Osmose ist die Nettolosungsmittelbewegung vom Ort hoher Konzentration
(in diesem Falle vom reinen Wasser) durch die Membran zum Ort niedrigerer
Konzentration (Wasser mit gelostem Stoff). Der osmotische Druck einer Losung
ist derjenige Druck, der aufgewendet werden muss, um das FliefSen des Wassers
durch die Membran in beide Richtungen auszugleichen (der zugefiigte Druck
zwingt mehr Wasser von der Losung durch die Membran). Er ist der Konzentra-
tion des gelosten Stoffes proportional (Abb. 2.13). Fiir eine 1 M Losung betragt
der osmotische Druck 2270 kPa. Wie wirkt sich der osmotische Druck auf lebende
Zellen aus, die im Prinzip lediglich semipermeable Beutel mit wéssrigen Losungen
sind? Viele tierische Zellen minimieren den osmotischen Zufluss von Wasser, der
die relativ schwache Zellmembran zum Platzen bringen wiirde, indem sie sich mit
einer Losung dhnlichen osmotischen Druckes umgeben, sodass kein Nettofluss
von Wasser stattfindet. Die meisten Pflanzen und Bakterien hingegen umgeben
ihre Zellen mit einer starren Zellwand, die dem innerhalb der Zelle erzeugten
osmotischen Druck standhalten kann.

Wenn eine wiéssrige Losung und reines Wasser durch eine Membran getrennt
sind, welche permeabel fiir Wasser und den gelsten Stoff ist, dann tritt geloster
Stoff aus der Losung aus, wahrend Wasser einflief3t. Die Molekiile bewegen sich
dabei ungerichtet, sie diffundieren so lange, bis die Konzentration des gelosten
Stoffes auf beiden Seiten der Membran die gleiche ist. Zu diesem Zeitpunkt hat
sich ein Gleichgewicht eingestellt, es tritt kein Nettofluss mehr von Wasser oder
gelostem Stoff auf (d. h., die einzelnen Molekiile bewegen sich nach wie vor durch
die Membran hindurch, aber mit der gleichen Geschwindigkeit in beide Richtun-
gen). Das Bestreben von gelosten Substanzen, von einem Ort hoher Konzentration
zu einem mit niedriger Konzentration (d. h. entlang eines Konzentrationsgefilles)

2.1 Physikalische Eigenschaften von Wasser

37




38

2 Wasser

Druck

F [ [ —

konzentrierte —__|
Lésung

Wasser
\

wasserdurch-
ldssige Membran

(a)

Abb.2.13 Osmotischer Druck. (a) Eine dringt, steigt der Pegel im Rohr. (c) Der Druck,
wasserdurchldssige Membran trennt eine mit der notwendig ist, um den Influx zu verhin-
konzentrierter Losung gefiillte Réhre von rei- dern, entspricht dem osmotischen Druck. Er
nem Wasser. (b) Da Wasser durch Osmose ein- betragt fur eine 1 M Lésung 2270 kPa.

Beginn der Dialyse Im Gleichgewichtszustand

Dialyse-
membran

Lésungs- —— |
mittel

konzentrierte — |

Losung
@)
Abb.2.14 Dialyse. (a) Eine konzentrierte dieren. (b) Im Gleichgewichtszustand ist die
Losung wird durch eine Dialysemembran Konzentration an kleinen Molekilen innen
(dargestellt als Schlauch, der an beiden Ende und aul3en dieselbe, wohingegen samtliche
verknotet ist) von einem groBen Losungsmit- grofBen Molekiile innerhalb der Membran
telvolumen getrennt. Nur kleine Molekiile verbleiben.

konnen durch die Poren der Membran diffun-

zu diffundieren, entspricht dem Nettotransport von Gasmolekiilen von einem Ort
mit hohem Druck zu einem Ort mit niedrigem Druck (Abb. 1.10). Beide Prozesse
sind thermodynamisch giinstig, da sie zu einer Zunahme der Entropie fithren.

Diffusion von geldsten Substanzen kommt bei der Technik der Dialyse zur An-
wendung. Dabei wird ausgenutzt, dass geloste Stoffe, die kleiner als die Porengrofe
der Dialysemembran sind, frei zwischen der Probe und dem Vorratsgefif$ permeie-
ren konnen, bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat (Abb. 2.14). Die grof3eren
Molekiile jedoch kénnen die Membran nicht passieren und bleiben wo sie sind. Die
Dialyse ist vor allem niitzlich, um grofie Molekiile wie Proteine und Nucleinsduren
von kleineren Molekiilen abzutrennen. Da die kleinen, 16slichen Partikel (und Was-
ser) frei zwischen der Probe und dem umgebenden Medium diffundieren konnen,
kann die Dialyse mehrmals wiederholt werden, um z. B. das Probenmedium durch
eine andere Losung zu ersetzen.



Patienten mit Nierenversagen konnen durch Dialyse, bei der das Blut durch eine
Maschine gepumpt wird, die eine semipermeable Membran enthilt, iiberleben. Das
Blut flief3t an der einen Seite der Membran entlang, wihrend eine Fliissigkeit, die als
Dialysat bezeichnet wird, auf der anderen Seite der Membran in entgegengesetzter
Richtung fliefit. Dieses Gegenstromprinzip maximiert den Konzentrationsunter-
schied zwischen den beiden Losungen, sodass die Abfallstoffe wie Harnstoff und
Creatinin (liegen in hoher Konzentration im Blut vor) effizient durch die Membran
in das Dialysat diffundieren (worin ihre Konzentrationen gering sind). Uberschiis-
siges Wasser kann ebenfalls entfernt werden, da es mittels Osmose in das Dialysat
tibertritt. Das , gereinigte” Blut fliefit dann wieder in den Patienten. Einige Heraus-
forderungen der klinischen Dialyse sind ultrareines Wasser, das fiir die Herstellung
des Dialysates benétigt wird, und die Kontrolle des Salz- und Wasserhaushalts des
Patienten iiber die lange Laufzeit.

2.2 Chemische Eigenschaften von Wasser

Schliisselkonzepte

« Ein Wassermolekiil dissoziiert in H"- und OH™-lonen mit einer Dissoziationskon-
stanten von 10714,

» Mithilfe des pH-Werts gibt man den sauren (oder basischen) Charakter (auch
als Aciditdt bezeichnet) einer Losung an. Der pH-Wert ist definiert als pH =
—log[H*].

- Eine Saure ist eine Verbindung, die ein Proton abgeben kann, wahrend eine Base
eine Verbindung ist, die ein Proton aufnehmen kann.

- Die Dissoziationskonstante ist abhangig von der Starke einer Sdure.

- Die Henderson-Hasselbalch-Gleichung verkniipft den pH-Wert einer Losung ei-
ner schwachen Saure mit deren pK-Wert und den Konzentrationen der Saure und
ihrer konjugierten Base.

« Aus einer Titrationskurve kann man erkennen, dass bei dhnlichen Konzentratio-
nen von Saure und ihrer konjugierten Base, die Lésung gegen Anderungen des
pH-Werts durch Zugabe einer Sdure oder Base gepuffert ist.

- Viele Biomolekile enthalten ionisierbare Gruppen, sodass sie empfindlich ge-
geniiber Anderungen des pH-Werts sind.

Wiasser ist nicht nur eine passive Komponente der Zelle oder der extrazelluldren
Umgebung. Wasser bestimmt aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften die
Léslichkeiten anderer Substanzen. Ahnlich bestimmen die chemischen Eigenschaf-
ten des Wassers das Verhalten anderer Molekiile in Losung.

2.2.1  Wasser dissoziiert in H*- und OH™-lonen
Wasser ist ein neutrales Molekil mit einer leichten Tendenz zur Ionisation. Ge-
wohnlich wird diese Ionisation als

H,0 = H* + OH~

ausgedriickt. In Wahrheit existiert aber kein freies Proton (H*) in Lésung. Das Pro-
ton ist vielmehr mit einem Wassermolekiil zu einem Hydroniumion (H;O%) asso-
zijert. Die Assoziation von einem Proton mit einer Gruppe von Wassermolekiilen
fihrt auch zu Strukturen mit den Formeln H, 0'2", H, O'B" usw. Der Einfachheit hal-
ber werden wir diese Ionen alle als H darstellen. Das zweite Produkt der Ionisie-
rung von Wasser ist das Hydroxidion, OH™.
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 2.1

1.

Skizzieren Sie ein Wassermolekiil. Wo
tragt es positive und negative Partial-
ladungen?

Vergleichen Sie die Anzahl und die
Geometrie von Wasserstoffbriickenbin-
dungen in Eis und in flissigem Wasser.
Welche der funktionellen Gruppen, die
in Tab. 1.2 aufgelistet sind, kdnnen als
Donatoren von Wasserstoffbriicken-
bindungen bzw. welche als Akzeptoren
fungieren?

Beschreiben Sie die chemische Natur
und relative Starke von kovalenten Bin-
dungen, ionischen Wechselwirkungen
Wasserstoffbriickenbindungen und
van-der-Waals-Krdften (Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen und London-Disper-
sionskraften).

Welche Beziehung besteht zwischen
Polaritat und Hydrophobizitat?
Erklaren Sie, warum sich polare Sub-
stanzen im Gegensatz zu apolaren in
Wasser l6sen.

Beschreiben Sie den Beitrag der Entro-
pie beim hydrophoben Effekt.

Wieso bilden Amphiphile im Wasser
Micellen oder Doppelschichten aus?
Wie unterscheidet sich Osmose von
Diffusion? Welcher dieser Prozesse tritt
bei der Dialyse auf?

. Beschreiben Sie die osmotischen Pro-

bleme einer Zelle, die sich in einer Um-
gebung mit reinem Wasser oder in einer
L6ésung mit einem hohen Salzgehalt
befindet.
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Abb.2.15 Protonenspriinge. Protonensprin-
ge finden sehr viel schneller statt als andere
molekulare Bewegungen, wodurch die beob-
achtete hohe Mobilitdt von Hydroniumionen
(und Hydroxidionen) in wassriger Losung zu-
stande kommt.

Rechenbeispiel 2.1

Welcher pH-Wert stellt sich ein,
wenn 1,0 X 10~* Mol H* (in der Form
von HCI) zu 1L reinen Wassers da-
zugegeben werden?

Reines Wasser hat einen pH-Wert
von 7,0; d. h., seine Protonenkonzen-
tration [H*] betrdgt 1,0 x 10~/ M.
Die Konzentration der zugefiigten
H*-Tonen betrigt 1,0 X 10~* M; die
Konzentration der im Wasser vor-
handenen H*-Ionen ist demgegen-
tiber vernachlassigbar.

Die Protonenkonzentration der Lo-
sung betrigt demnach 10~* M. Der
pH-Wert ist der negative dekadi-
sche Logarithmus der Protonenkon-
zentration, also pH = —log[H'] =
—log(1,0 x 107%) = 4.

Das Proton eines einzelnen Hydroniumions kann schnell von einem Wassermo-
lekiil zum néchsten springen (Abb. 2.15). Deshalb ist die Beweglichkeit von H* - und
OH™-Ionen sehr viel grofier als die anderer Ionen, da diese sich durch das Wasser
mit ihrem Hydratationswasser im Schlepptau bewegen miissen. Protonenspriinge
sind auch die Ursache dafiir, dass Sdure-Base-Reaktionen zu den schnellsten Reak-
tionen in wdssrigen Losungen zdhlen.

Die Ionisation (Dissoziation) von Wasser wird durch eine Gleichgewichtsglei-
chung ausgedriickt, in der die Konzentration der Ausgangssubstanz in den Nenner
und die Konzentrationen der dissoziierten Produkte in den Zéhler gesetzt werden:

[H*][OH"]

K=
[H,0]

(2.2)
K ist die Dissoziationskonstante (hier und generell in diesem Buch werden eckige
Klammern dazu verwendet, die molare Konzentration anzugeben. Die Unterschie-
de zwischen der molaren Konzentration einer Substanz und ihrer Aktivitat sind in
vielen Fallen vernachléssigbar gering, Abschn. 1.3.4). Da die Konzentration von un-
dissoziiertem H,O ([H,O]) sehr viel grofer ist als die seiner Dissoziationsproduk-
te, kann erstere als konstant angesehen ([H,O] = 1000g - L=1/18,015g - mol~! =
55,5 M) und mit K zusammengefasst werden. Dann kann die Ionisation von Wasser
folgendermafen beschrieben werden:

K, = [HT][OH™] (2.3)

K,,, die Ionisationskonstante von Wasser, betrigt bei 25 °C 1074 M2.

Da die Konzentration von H* und OH~ in reinem Wasser gleich sein muss, folgt
[Hf]=[OH™] = (Kw)l/2 = 10"7 M. Gemif} GL. (2.3) sind [H*] und [OH~] reziprok
miteinander verkniipft. Wenn [H*] grofler als 10~/ M ist, muss [OH~] dementspre-
chend kleiner sein und umgekehrt. Losungen mit [H*] = 10~7 M werden als neu-
tral, solche mit [H*] > 1077 M als sauer und jene mit [H*] < 10~7 M als basisch
bezeichnet. Die meisten physiologischen Losungen haben Hydroniumkonzentra-
tionen nahe dem Neutralwert. So ist menschliches Blut mit [H*] von 4,0 x 10~ M
schwach basisch.

Die Werte fir [H*] sind in den meisten Fliissigkeiten sehr niedrig und somit
schwer zu vergleichen. Eine wesentlich praktischere Grofie wurde im Jahre 1909
durch Seren Serensen mit dem Begriff des pH-Wertes eingefiihrt:

pH = —log[H"] = log (2.4)

(H*]

Je grofer der pH-Wert ist, umso kleiner ist die H*-Konzentration und umgekehrt
(Abb. 2.16). Der pH-Wert von reinem Wasser liegt bei 7,0, wihrend saure Losungen
durch einen pH-Wert < 7,0 und basische Losungen durch einen pH-Wert > 7,0
gekennzeichnet sind (siehe das Rechenbeispiel 2.1). Man beachte, dass sich Losun-
gen, die um eine pH-Einheit differieren, in [H*] um den Faktor 10 unterscheiden.
Die pH-Werte einiger bekannter Fliissigkeiten sind in Tab. 2.3 aufgelistet.

Tab.2.3 pH-Werte einiger

Substanz pH
bekannter Flissigkeiten.
1M NaOH 14
Haushaltsammoniak 12
Meerwasser 8
Blut 7,4
Milch 7
Speichel 6,6
Tomatensaft 4,4
Essig 3
Magensaft 1,5

1M HCI 0
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2.2.2  Sauren und Basen verandern den pH-Wert

Die von Wasser abgeleiteten H*- und OH™-Ionen sind elementar fiir die bioche-
mischen Reaktionen, die wir im spiteren Verlauf in diesem Buch antreffen wer-
den. Biomolekiile wie Proteine und Nucleinsduren tragen eine Vielzahl funktionel-
ler Gruppen wie Carboxyl- oder Aminogruppen, die als Sdure oder Base reagieren
konnen. Diese Molekiile beeinflussen den pH-Wert der umgebenden wissrigen L6-
sung. Im Gegenzug beeinflusst der pH-Wert der Umgebung ihre Strukturen und
Reaktivitdten. Ein Verstindnis der Sdure-Base-Chemie ist deshalb essentiell, um
die Funktionen vieler Biomolekiile zu verstehen. Exkurs 2.1 beschreibt den mogli-
chen Effekt der Ozeanversauerung auf das Leben im Meer.

Eine Saure kann ein Proton abgeben

Gemif3 einer Definition, die 1923 von Johannes Brgnsted und Thomas Lowry for-
muliert wurde, vermag eine Sdure ein Proton abzugeben und eine Base ein Proton
aufzunehmen. Eine Sdure-Base-Reaktion kann nach der Brgnsted-Lowry-Definiti-
on geschrieben werden als

HA + H,0 = H;0" + A~

Eine Saure (HA) reagiert mit einer Base (H,O) unter Bildung der zur Sdure konju-
gierten Base (A™) und der zur Base konjugierten Siaure (H;O"). Demnach ist das
Acetation (CH;COO™) die konjugierte Base der Essigsdure (CH; COOH) und das
Ammoniumion (NHZ) die konjugierte Sdure des Ammoniaks (NH;). Die Séure-
Base-Reaktion wird in der Regel mit HA = H* + A~ abgekiirzt, womit die Beteili-
gung von Wasser stillschweigend eingeschlossen wird. Fiir eine basische Substanz
schreibt man analog HB* = H* + B.

Die Starke einer Saure wird durch ihre Dissoziationskonstante bestimmt

Die Gleichgewichtskonstante fiir eine Saure-Base-Reaktion wird durch eine Dis-
soziationskonstante ausgedriickt, bei der die Konzentrationen der ,Reaktanten in
den Nenner und die Konzentrationen der ,Produkte” in den Zahler gesetzt werden:

[H3O*][AT]
[HA][H,O]

K= (2.5)
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Abb.2.16 Beziehung zwischen dem pH-
Wert und der Konzentration von H*- bzw.
OH™-lonen in Wasser. Da das Produkt von [H*]
und [OH"] konstant ist (107'% M?), verhalten sich
beide zueinander reziprok. Losungen mit einem
Uberschuss an H*-lonen sind sauer (pH < 7),
solche mit einem Uberschuss an OH™-lonen ba-
sisch (pH > 7). Wenn [H*] = [OH™] = 1077 M, ist
die L6sung neutral (pH = 7). Man beachte die
logarithmische Skala der lonenkonzentration.

- Saure-Base-Chemie

Eine Saure kann nur als Saure (Protonen-
donator) in Anwesenheit einer Base (Proto-
nenakzeptor) wirken und umgekehrt. Die
Sdure muss eine konjugierte Base und die
Base eine konjugierte Saure haben. Wenn
es den Anschein hat, dass ein Reaktions-
partner in der Gleichgewichtsbeschreibung
fehlt, kann man davon ausgehen, dass es
sich um Wasser oder die konjugierten lonen
H,0* oder OH™ handelt.
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Exkurs 2.1 Biochemie im Fokus

Folgen der Ozeanversauerung

Die von Menschen verursachte Zunahme von Kohlendioxid in
der Atmosphére, die zum Klimawandel durch Erderwdrmung
beitragt, betrifft auch die Chemie der Ozeane. CO, aus der At-
mosphare [6st sich in Wasser und reagiert damit unter Bildung
von Kohlensdure (eine schwache Saure), die wiederum schnell
in Protonen und Hydrogencarbonat dissoziiert.

CO, + H,0 = H,CO; = H* 4+ HCO;

Die Einbringung von Protonen durch die Kohlensdure fiihrt
zu einer Erniedrigung des pH-Wertes. Zurzeit sind die Ozea-
ne leicht basisch, mit einem pH-Wert von ungefahr 8,0. Es gibt
Schatzungen, dass in den nachsten 100 Jahren der pH-Wert der
Meere auf 7,8 sinken konnte. Obwohl die Meere als ,Senkgru-
be” dem Anstieg von CO, in der Atmosphére entgegenwirken,
stellt die Zunahme der Aciditdt im Lebensraum Meer die dort le-
benden Organismen vor groBe Herausforderungen, sich an die
neuen Bedingungen anzupassen.

Eine Vielzahl von Seelebewesen, zu denen Mollusken (Weich-
tiere), viele Korallen und einige Arten des Planktons zahlen, ver-
wendet geldste Carbonationen, um ihre schiitzende Schale aus
Calciumcarbonat (CaCO;) aufzubauen. Jedoch kénnen Carbo-
nationen mit H* zu Hydrogencarbonat reagieren:

CO3™ +H* = HCOy

Folglich konnte die Zunahme der Aciditat der Meere die Verfiig-
barkeit von Carbonat verringern und somit das Wachstum von
schalenbildenden Organismen verlangsamen. Unter sauren Be-
dingungen konnte in Experimenten gezeigt werden, dass die
Calcifizierung in Organismen wie Seeigeln und Korallen redu-
ziert ist. Es ware auch maoglich, dass die Ozeanversauerung be-
stehende aus Carbonaten aufgebaute Korallenriffe, die ein ar-
tenreiches Okosystem darstellen und ein wichtiger Bestandteil
der Nahrungskette im Meer sind, auflost.

CaCO, + H" = HCO; + Ca®*

Interessanterweise reagieren nicht alle schalenbildenden Orga-
nismen auf hohe Konzentrationen von CO, auf die gleiche Wei-
se. Experimente mit Kalkflagellaten (einzellige Eukaryoten, die
von Calciumcarbonatpldttchen umschlossen sind, siehe Foto)
zeigen, dass zumindest unter bestimmten Bedingungen erh6h-
tes CO, zu vermehrtem Hydrogencarbonat und damit tatsach-
lich zu einer vermehrten Calcifizierung fihrt:

Ca’* + 2HCO; — CaCO; + CO, + H,0

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Auswirkung von
vermehrtem CO, auf Organismen in Ozeanen nicht einfach nur
ein erniedrigter pH-Wert, sondern vielleicht eine komplexere
Funktion der relativen Mengen aller Kohlenstoffspezies, zu de-
nen geléstes CO,, HCO; und CO3~ zéhlen, ist.

[Mit freundlicher Genehmigung von
Steve Gscheissner/Science Photo Library.]

In verdiinnten Losungen ist die Wasserkonzentration im Wesentlichen immer
gleich und liegt bei [H,O] = 55,5M. Daher bezieht man tiblicherweise diesen
Wert als Konstante in die Dissoziationskonstante ein und erhalt:

[HzO*][AT]

Ky = KIH,0] = =

(2.6)
Der Einfachheit halber soll im weiteren Verlauf der Index ,a“ jedoch weggelassen
werden.

Dissoziationskonstanten einiger gebrauchlicher Séuren sind in Tab. 2.4 aufgelis-
tet. Da die Sauredissoziationskonstanten, ahnlich wie die [H*]-Werte, sehr um-
stiandlich sind, werden sie analog zu Gl. (2.4) in pK-Werte umgerechnet:

pK = —logK (2.7)



Tab. 2.4 Dissoziationskonstanten und pK-Werte einiger Sauren bei 25 °C.

Saure K pK
Oxalsdure 5,37 x 1072 1,27 (pKy)
H,PO, 7,08x 1073 2,15 (pK,)
Ameisensédure 1,78 x 10™* 3,75
Bernsteinsiure 6,17 x 10~ 4,21 (pK;)
Oxalat 5,37 x 107 4,27 (pK,)
Essigsiure 1,74 x 107> 4,76
Succinat 2,29 x 107° 5,64 (pK,)
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES) 8,13x 1077 6,09
H,CO, 4,47x 107 6,35 (pK;)?
Piperazin-N,N’-bis(2-ethansulfonsiure) (PIPES) 1,74 x 1077 6,76
H,PO; 1,51 x 1077 6,82 (pK,)
3-(N-Morpholino)propansulfonsidure (MOPS) 7,08 x 1078 7,15
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsidure (HEPES) 3,39 x 1078 7,47
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) 8,32x 107 8,08
Borséure 5,75x 10710 9,24

NH} 562x1071° 9,25
Glycin 1,66x 10710 9,78
HCO; 4,68 x 10711 10,33 (pK,)
Piperidin 7,58x 10712 11,12
HPO?" 4,17 x 10713 12,38 (pK,)

a) fiir die Gesamtreaktion CO, + H,O = H,CO; = H* + HCOj, vgl. Exkurs 2.2

[Dawson, R.M.C., Elliott, D.C., Elliott, W.H. und Jones, K.M. (1986). Data for Biochemical
Research, 3. Aufl., S. 424—425, Oxford Science Publications; Good, N.E., Winget, G.D., Winter,
W., Connolly, T.N., Izawa, S. und Singh, R.M.M. (1966). Biochemistry 5: 467.]

Séuren lassen sich anhand ihrer relativen Stérke klassifizieren, d. h. aufgrund ihrer
Fahigkeit, Protonen auf Wassermolekiile zu tibertragen. Die Sduren aus Tab. 2.4
werden als schwache Sdauren bezeichnet, da sie in wissriger Losung nur teilwei-
se ionisiert vorliegen (K < 1). Viele der sogenannten Mineralsduren, beispielswei-
se HCIO,, HNO; und HCI, werden dagegen als starke Sdauren bezeichnet (K >
1). Da starke Séuren ihre Protonen umgehend auf H,O iibertragen, ist H;O" die
stdrkste Sdure, die in wdssriger Losung stabil ist. Entsprechend kann es in wdssri-
gen Systemen auch keine stirkere Base als OH~ geben. Praktisch alle Reaktionen in
biologischen Systemen laufen unter Mitwirkung von H;O" (bzw. OH™) und schwa-
chen Sduren (bzw. deren konjugierten Basen) ab.

Die relativen Konzentrationen von Sauren und Basen
bestimmen den pH-Wert einer Losung

Die Beziehung zwischen dem pH-Wert einer Losung und der Konzentration einer
Séure und ihrer konjugierten Base kann durch die Umformulierung von Gl. (2.6)
abgeleitet werden:
[HA]
[H;0%] = K— (2.8)
’ [A-]
Nimmt man den negativen dekadischen Logarithmus beider Terme (und setzt
pH = —log[H*] bzw. —log[H;07"]; GL. (2.4)), erhdlt man
[A7]
H = —logK + log —— 2.9
p og K +log i (2.9)

Ersetzt man —log K durch pK (Gl (2.7)), ergibt sich

pH = pK + log % (2.10)

2.2 Chemische Eigenschaften von Wasser
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Rechenbeispiel 2.2

Berechnen Sie den pH-Wert einer
Losung von 2 L Gesamtvolumen,
die 10 mL einer 5 M Essigsdure und
10mL einer 1 M Natriumacetatlo-
sung enthalt.

Berechnen Sie zunéchst die Kon-
zentrationen der Sdure und die der
konjugierten Base in Mol pro Liter.

Essigsaure:
(0,01L)(5M)/(2L) =0,025M
Natriumacetat:
(0,01L)(1M)/(2L) = 0,005M

Setzen Sie nun die Konzentration
der Saure und die der konjugierten
Base in die Henderson-Hasselbalch-
Gleichung ein. Den pK-Wert fiir Es-
sigsdure entnimmt man Tab. 2.4.

[Acetat]
H = pK +log ————
P P 8 [Essigséaure]
[0,005]
H = 4,76 + log ———
5 8 10,025]
pH =4,76 - 0,7
pH = 4,06

Diese Beziehung wird Henderson-Hasselbalch-Gleichung genannt. Sind die
molaren Konzentrationen einer Sdure (HA) und ihrer konjugierten Base (A~) gleich,
so ist log([A™1/[HA]) = logl = 0, und der pH-Wert der Losung entspricht dem
pK-Wert der Siure. Die Henderson-Hasselbalch-Gleichung ist beispielsweise sehr
hilfreich, um den pH-Wert einer Losung auszurechnen, wenn die Mengen an
schwacher Saure und ihrer konjugierten Base bekannt sind (siehe das Rechen-
beispiel 2.2). Die Gleichung ist jedoch nicht anwendbar bei starken Sauren und
Basen, da sie nicht direkt das Ionisationsgleichgewicht des Wassers ausdriickt.
Beispielsweise hat eine 1 M Losung einer starken Sdure [H'] = 1M und daher
einen pH-Wert von 0. Eine 1M Losung einer starken Base hat [OH™] = 1M,
sodass [H*] = [OH™]/K,, = 1 X 1071* M, und die Lésung besitzt einen pH-Wert
von 14.

Wendepunkt
Start- (pH = pK) End-
punkt [HA]=[A"] punkt

: : :

14
<~— [HA]>[AT] —>|<— [HAI<[AT] ——
13 F
12 F

1 r

10

pH

I I I I I I I I
0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Dissoziierte H*-lonen/Molekil

Abb.2.17 Titrationskurven von Essigsaure, Phosphat und Ammoniak.
Am Startpunkt dominiert die Sdureform. Bei Zugabe einer starken Base

(z. B. NaOH) wird die Saure zur konjugierten Base. Am Wendepunkt der
Titration, fir den die Bedingung pH = pK gilt, sind die Konzentrationen von
Saure und konjugierter Base gleich. Im Bereich des Titrationsendpunktes,
an dem die Aquivalente an zugesetzter starker Base jenen an vorgelegter
Saure entsprechen (Aquivalenzpunkt), herrscht ein groBer Uberschuss an
konjugierter Base. Die farbig unterlegten Flachen zeigen die pH-Bereiche
an, in denen die jeweiligen Losungen effektive Pufferwirkung besitzen.



2.2.3  Puffer kbnnen Anderungen des pH-Werts verhindern
Bei Zugabe von 0,01 mL 1 M Salzsdure zu 1 L reinem Wasser fillt der pH-Wert von
7 auf 5, d. h., die Konzentration von H*-Ionen steigt um das 100-Fache. Solch ein
grofSer pH-Sprung wire fiir die meisten biologischen Systeme kritisch, da schon
eine geringe Anderung des pH-Werts Struktur und Funktion biologischer Molekiile
dramatisch beeinflussen kann. Die Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Werts
ist damit essentiell fiir lebende Systeme. Um die hierfiir von der Natur entwickelten
Mechanismen verstandlich zu machen, soll zunéchst die Titration einer schwachen
Saure mit einer starken Base betrachtet werden.

In Abb. 2.17 sind die Anderungen der pH-Werte von Essigsiure, Dihydrogen-
phosphat- (HZPOZ) und Ammoniumion (NHI) bei der Titration mit OH™ Ionen
wiedergegeben. Solche Titrationskurven konnen experimentell oder rechnerisch
anhand der Henderson-Hasselbalch-Gleichung erstellt werden (siehe das Rechen-
beispiel 2.3). Wenn OH™ mit HA reagiert, entstehen A~ und Wasser: HA+OH™ =
A~ + H,O0.

Folgende Einzelheiten der Titrationskurven in Abb. 2.17 sind zu beachten:

1. Alle Kurven zeigen einen éhnlichen Verlauf, sind jedoch entlang der pH-Achse
in der Vertikalen verschoben.

2. Der pH-Wert am Wendepunkt jeder Titrationskurve hat die gleiche Grofie wie
der pK-Wert der entsprechenden Saure. An diesem Punkt gilt [HA] = [A™].

3. Die Steigung aller Kurven verlduft in der Nahe der Wendepunkte wesentlich fla-
cher als im Anfangs- und Endbereich der Titration. Dementsprechend ist der

Start-
punkt

3. Aquivalenz-
punkt
3. Wendepunkt
[HPO ]1=[PO]

!

2. Aquivalenz-
punkt

1. Aquivalenz-
punkt

12

10 2. Wendepunkt
i [H,PO;]=[HPOZ ]

i

pH

- 1. Wendepunkt
[H;PO,]1=[H,PO;]

i

0 | | |
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Dissoziierte H*-lonen/Molekdl

Abb.2.18 Titrationskurve einer mehrpro-
tonigen Saure. Die Aquivalenzpunkte fiir die
ersten beiden Dissoziationsstufen befinden

sich jeweils im steilsten Teil der Titrationskur-

ve von H;P0O,. Der pH-Wert am Wendepunkt
jeder Stufe entspricht dem pK-Wert der ent-
sprechenden lonisation.
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Rechenbeispiel 2.3

Berechnen Sie den pH-Wertin 1L
einer Losung, die 0,1 M Ameisensau-
re und 0,1 M Formiat enthilt, jeweils
vor und nach Zugabe von 1 mL einer
5M NaOH-Losung. Wie grof$ wire
demgegeniiber die Verédnderung des
pH-Werts bei Zugabe der Natronlau-
ge zu 1 L reinen Wassers?

Nach Tab. 2.4 betrdgt der pK-Wert
von Ameisensdure 3,75. Da
[Ameisensdure] = [Formiat], redu-
ziert sich der Term log([A~]/[HA])
in der Henderson-Hasselbalch-
Gleichung auf null. Daher gilt:

pH = pK = 3,75. Da die Volu-
mendnderung nach Zugabe von

1 mL Natronlauge vernachléssig-
bar ist, errechnet sich [NaOH] als
(0,001 L)(5M)/(1L) = 0,005 M.

Als starke Base dissoziiert NaOH
vollstandig in Losung, und [OH™] =
[NaOH] = 0,005 M. Die OH™ -Ionen
reagieren mit Ameisenséure und bil-
den Formiat und Wasser. Dadurch
verringert sich die Konzentration der
Ameisensdaure um 0,005 M, wihrend
die des Formiats um denselben Be-
trag steigt.

Die Konzentration der Ameisensdure
betrégt also nun 0,1 M — 0,005 M =
0,095 M; die des Formiats betrégt
0,1M + 0,005 M = 0,105 M. Setzt
man diese Werte in die Henderson-
Hasselbalch-Gleichung ein, so ergibt
sich:

pH = pK + log et

pH = 3,75 + 10og(0,105/0,095)
pH = 3,75+ 0,04
pH = 3,79
Ohne die Pufferung durch die Amei-
sensdure wird der neue pH-Wert

allein durch das Dissoziationsgleich-
gewicht des Wassers bestimmt:

K, = [HT][OH] = 10714

—14 —14
(= 1o _ 10
[OH™] 0,005
=2x107?M
pH = —log[H"]

=—log(2x 10712) = 11,7
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pH-Wert der Losung fiir die Bedingung [HA] ~ [A~] vergleichsweise unempfind-
lich gegeniiber der Zugabe starker Sduren oder Basen. Ein solches, allgemein als
Saure-Base-Puffer bezeichnetes System, hilt den pH-Wert dadurch konstant,
dass kleine Zugaben von H* - oder OH™-Ionen jeweils durch A~ oder HA abge-
fangen werden, ohne dass es im Bereich der Pufferwirkung zu grofien Anderun-
gen des Wertes fiir log([A~]/[HA]) kommt.

Verbindungen, die mehr als ein Proton abgeben kénnen oder mehr als einmal io-
nisiert werden konnen, wie z. B. H;PO, und H,COj;, nennt man mehrprotoni-
ge Sduren. Die Titrationskurven solcher Verbindungen — die Titrationskurve fiir
H3PO, ist in Abb. 2.18 gezeigt — sind komplexer als diejenigen der einprotonigen
Séduren, wie beispielsweise Essigsdure. Eine mehrprotonige Saure besitzt mehrere
pK-Werte, jeweils einen fiir jeden Ionisierungsschritt. H;PO, besitzt drei unter-
schiedliche Dissoziationskonstanten, da die ionische Ladung, welche aus der Ab-
gabe des ersten Protons resultiert, eine weitere Protonendissoziation inhibiert. Da-
durch erhohen sich die pK-Werte fiir die Abgabe des zweiten und dritten Protons.
Entsprechend besitzen Molekiile mit mehreren ionisierbaren Gruppen jeweils un-
terschiedliche pK-Werte fiir jede Gruppe. Deshalb besitzt die Titrationskurve eines
Biomolekiils mit zahlreichen ionisierbaren Gruppen und pK-Werten in der Regel
keine deutlichen Plateaus.

Biologische Fliissigkeiten, seien sie nun intra- oder extrazelluldr, sind stark gepuf-
fert. So wird z. B. der pH-Wert des Blutes eines gesunden Menschen auf einem Wert

Exkurs 2.2 Medizinische Biochemie

Das Puffersystem im Blut

Hydrogencarbonat (auch als Bicarbonat bezeichnet) ist das
wichtigste Puffersystem im menschlichen Blut. Andere Puffer-
substanzen, wie Proteine und organische Sauren, sind dagegen
in weit geringerer Konzentration vorhanden. Die Pufferkapazi-
tatim Bluthangtim Wesentlichen von zwei Gleichgewichten ab:
(1) dem Gleichgewicht zwischen im Blut geléstem CO, und der
nach folgendem Reaktionsschema entstehenden Kohlensdure

CO, + H,0 = H,CO,

und (2) dem Gleichgewicht zwischen Kohlensaure und Bicarbo-
nat, welches durch die Abspaltung von einem H*-lon entsteht:

H,CO; = H + HCO3

Der Gesamt-pK-Wert flir beide Reaktionen betragt 6,35 (die wei-
tere Dissoziation von HCO3 zu CO§‘, pK = 10,33, ist bei physio-
logischem pH-Wert irrelevant).

Wenn der pH-Wert des Blutes aufgrund metabolischer H*-Pro-
duktion sinkt, verschiebt sich das Hydrogencarbonat-Kohlen-
saure-Gleichgewicht in Richtung zu mehr Kohlensaure. Gleich-
zeitig zerféllt die Kohlensdure in Wasser und (gelostes) CO,,
welches dann in den Lungen als gasféormiges CO, abgeatmet
wird. Im Gegensatz dazu entsteht mehr HCOZ, wenn der pH-
Wert des Blutes steigt. Die Atmung wird so reguliert, dass ver-
mehrt CO, durch die Lungen ins Blut eingefiihrt und zu Koh-
lensaure umgewandelt werden kann. Auf diese Weise kann eine
annahernd konstante Protonenkonzentration aufrechterhalten

werden. Auch die Nieren spielen eine Rolle im Saure-Base-Haus-
halt, indem sie HCO3 und NHI ausscheiden.

Stérungen dieses Blutpuffersystems kénnen zur sogenannten
Acidose, bei der der pH-Wert bis auf 7,1 absinken kann, oder
zur Alkalose fiihren, bei der der pH-Wert bis auf 7,6 steigen
kann. Beide Fille kdnnen im Extremfall zum Tod fiihren. Ande-
rungen von 0,05 pH-Einheiten um den ,normalen” Wert von
7,4 sind jedoch problemlos. Obstruktive Lungenerkrankungen
konnen beispielsweise eine sogenannte respiratorische Acido-
se verursachen, da das CO, nicht mehr effizient abgeatmet wer-
den kann. Eine Hyperventilation dagegen beschleunigt dessen
Abatmen und eine respiratorische Alkalose ist die Folge. Eine
metabolische Acidose kann durch eine Uberproduktion von or-
ganischen Sauren aus Nahrungsvorstufen, durch einen plétzli-
chen Anstieg der Milchsaurekonzentration beim Sport oder ei-
ne nicht eingestellte Diabetes-Erkrankung (Abschn. 22.4.2) ent-
stehen.

Stérungen im Saure-Base-Haushalt werden am besten durch
Bekdampfen der verantwortlichen physiologischen Probleme
behandelt. Bei einer Acidose wird zur kurzfristigen Abhilfe meis-
tens NaHCO; intravends verabreicht. Eine Alkalose ist jedoch
etwas schwieriger zu behandeln. Metabolische Alkalosen spre-
chen manchmal auf KCl oder NaCl an, da die zusatzlichen
Cl~-lonen die H*-Sekretion der Nieren vermindert. Respiratori-
sche Alkalosen kénnen durch Einatmen von mit CO, angerei-
cherter Luft behandelt werden.



nahe bei 7,4 + 0,05 gehalten (vgl. Exkurs 2.2). Eine besondere Rolle spielen dabei in
den meisten biologischen Fliissigkeiten Phosphat- und Hydrogencarbonationen, da
deren pK-Werte in diesem Bereich liegen (Tab. 2.4). Weiterhin tragen viele Biomo-
lekiile, wie Proteine und einige Lipide ebenso wie zahlreiche kleine organische Mo-
lekiile, eine Vielzahl von Sdure-Base-Gruppen, die im Bereich des physiologischen
pH-Wertes wirksame Puffereigenschaften haben. Vor dem 20. Jahrhundert wurde
der Tatsache wenig Rechnung getragen, dass sich die Eigenschaften biologischer
Molekiile durch den pH-Wert des umgebenden Mediums stark dndern. Viele der
frithen biochemischen Experimente wurden ohne Kontrolle des pH-Werts durch-
gefiithrt, weshalb die Reproduzierbarkeit oft zu wiinschen iibrig lief}. Heutzutage
werden biochemische Préparationen standardméflig gepuffert, um sie den natiir-
lichen Bedingungen weitgehend anzundhern. Viele synthetische Pufferverbindun-
gen wurden entwickelt. Tab. 2.4 zeigt einige davon. Die Pufferkapazitit (Fahig-
keit zur Konstanthaltung des pH-Wertes bei Zugabe von Séuren oder Basen) dieser
schwachen Séuren ist jeweils maximal, wenn pH = pK. In der Praxis bedeutet das,
dass eine schwache Séure eine relativ gute Pufferkapazitat innerhalb einer pH-Ein-
heit um ihren pK-Wert aufweist. Dieser Bereich ist in Abb. 2.17 farbig unterlegt.
Oberhalb dieses Bereiches, wenn das Verhéltnis [A™]/[HA] > 10 ist, dndert sich
der pH-Wert der Losung bei Zugabe einer starken Base sehr rasch. Ebenso geht
die Pufferwirkung verloren, wenn der pH-Wert den pK-Wert durch Zugabe einer
starken Sdure um mebhr als eine Einheit unterschreitet.

In der Laborpraxis wahlt man die passenden Puffersubstanzen anhand des ge-
wilnschten pH-Wertes der Losung aus. Typischerweise wird zunéchst die freie Séu-
re und ein leicht 16sliches Salz der Séure etwa dquimolar in Losung gebracht, und
anschlieflend wird der pH-Wert durch Titration mit einer starken Sdure oder Base
eingestellt, wahrend der pH-Wert mithilfe eines pH-Meters tiberpriift wird (siehe
Rechenbeispiel 2.4).

Rechenbeispiel 2.4

Wie viel Milliliter einer 2,0 M Borsdurel6sung muss man zu 600 mL einer
10 mM Natriumboratlésung hinzufiigen, damit der pH-Wert 9,45 betragt?

Formen Sie die Henderson-Hasselbalch-Gleichung um, sodass Sie nach
[A7]/[HA] aufl6sen kénnen:

_ [A7]
pH = pK + log [HA]
Al
o m =pH - pK
[A7] = log®PH—PK)
[HA]

Den bekannten pK- (aus Tab. 2.4) und den gewiinschten pH-Wert einsetzen

AT

[HA]
=10%%1 = 1,62

10(9,45—9,24)

Die Ausgangslosung enthalt (0,6 L)(0,01 mol - L~!) = 0,006 mol Borat (A™).
Die benétigte Menge an Borsédure (HA) ist 0,006/1,62 = 0,0037 mol. Da die
Borsaureausgangslosung 2,0 M enthélt, berechnet sich das zuzugebende Vo-
lumen an Borsiureldsung (0,0037 mol)/(2,0 mol - L™!) = 0,0019 L oder in
Millilitern ausgedriickt 1,9 mL.

2.2 Chemische Eigenschaften von Wasser

Verstandnisfragen zu Abschnitt 2.2

1.

Was entsteht bei der Dissoziation von
Wasser? Wie stehen die Konzentrationen
miteinander in Beziehung?

. Geben Sie den pH-Wert einer Probe mit

Wasser an, wenn der K,,-Wert 107'° bzw.
1072 betragt.

. Beschreiben Sie, wie man den pH-Wert

aus der Konzentration der H*- oder
OH~-lonen berechnen kann.

. Definieren Sie die Begriffe Sdure und

Base.

. Welche Abhéngigkeit besteht zwi-

schen der Starke einer Saure und ihrem
pK-Wert?

. Erklaren Sie, warum die Berechnung des

pH-Werts einer L6sung einer schwachen
Sdure bzw. schwachen Base komplizier-
ter ist als die Berechnung des pH-Werts
einer Losung einer starken Saure bzw.
starken Base.

. Zeichnen und beschriften Sie eine Titra-

tionskurve fir eine ein- und eine mehr-
protonige Saure.

. Welche Merkmale muss eine Pufferlo-

sung haben, damit sich der pH-Wert der
L6sung nach Zugabe einer Saure oder
Base nicht dndert?

. Warum ist es wichtig, Biomolekiile in

gepufferten Lésungen aufzubewahren?

47
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Wichtige Begriffe

Zusammenfassung

2.1 Physikalische Eigenschaften von Wasser

.

.

Wasser ist essentiell fiir alle lebenden Organismen.

Wassermolekiile konnen jeweils vier Wasserstoffbriicken mit anderen Molekii-
len ausbilden. Dabei konnen die zwei Wasserstoffatome als Donatoren und die
zwei ungepaarten Elektronenpaare als Akzeptoren fungieren.

Fliissiges Wasser stellt ein unregelméfliges Netzwerk aus Wassermolekiilen dar,
wobei jedes Molekiil bis zu vier Wasserstoftbriickenbindungen zu benachbarten
Wassermolekiilen ausbildet.

Hydrophile Substanzen wie Ionen und polare Molekiile l6sen sich leicht in
Wasser.

Der hydrophobe Effekt ist das von der Entropie gesteuerte Bestreben des Was-
sers, seinen Kontakt zu apolaren Verbindungen zu minimieren.
Wassermolekiile wandern durch semipermeable Membranen von der Seite ho-
her zu der Seite niedriger Konzentration durch Osmose. Geldste Substanzen
wandern von Orten hoher zu Orten niedriger Konzentration durch Diffusion.

2.2 Chemische Eigenschaften von Wasser

.

.

Wasser ionisiert zu H* (Hydroniumion, H;0") und OH".

Die Konzentration an H*-Ionen in einer Lésung wird durch den pH-Wert ausge-
driickt; in sauren Losungen ist pH < 7, in basischen ist pH > 7 und in neutralen
istpH=7.

Séuren konnen Protonen abgeben und Basen Protonen aufnehmen. Die Starke
einer Séure wird durch ihren pK-Wert ausgedriickt. Je starker die Sdure desto
kleiner der pK-Wert.

Die Henderson-Hasselbalch-Gleichung setzt den pH-Wert einer Losung in Be-
zug zum pK-Wert und den Konzentrationen an geldster Sdure und ihrer konju-
gierten Base.

Pufferlésungen konnen Anderungen des pH-Werts ungefihr innerhalb einer
pH-Einheit um den pK-Wert der Komponenten abpuffern.

polar
Wasserstoftbriickenbindung
van-der-Waals-Abstand
van-der-Waals-Krafte
London-Dispersionskrifte
hydrophil

hydrophob

Solvatation

Hydratation
Hydratationswasser
hydrophober Effekt
amphiphil

amphipathisch

Micelle

Doppelschicht

kolligative Eigenschaften Base

Osmose

konjugierte Séure

osmotischer Druck konjugierte Base
Diffusion pK-Wert

Dialyse schwache Séure
Hydroniumion starke Saure
Hydroxidion Henderson-Hasselbalch-Gleichung
Protonensprung Titrationskurve
Dissoziationskonstante Puffer

Ky mehrprotonige Saure
neutrale Losung Acidose

saure Losung Alkalose

basische Losung Pufferkapazitit
pH-Wert

Séure
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Ubungen

2.1 Benennen Sie die moglichen Wasserstoftbriickendona-
toren und -akzeptoren in den folgenden Molekiilen:

o) NH, lcoo*
HO ¢ N = H—C—CH,—OH
Ny si 7\ 3 5 |
R /R
all o 2 6
X3 N o 1
H,N N H N
H
(a) (b) (0

2.2 Ordnen Sie folgenden Verbindungen in der Reihenfolge
ihrer Wasserloslichkeit:

(@ HsC—CH,—O—CH,
0
(b) HgkfggNHz
o)
(© beglngﬁz
(d) H;C—CH,—CH,
o}
(e) ngfCH,—gﬂ

2.3 Wie viele Wassermolekiile sind ungefihr in einem Lof-
fel Wasser unter der Annahme, dass das Loffelvolumen 18 mL
betragt?

24 Eine E. coli-Zelle enthilt 2,6 X 10® Ionen, die 1% der
Masse der Zelle ausmachen. Die durchschnittliche molekulare
Masse eines Ions betrigt 40 g - mol™!.

a) Wie grof3 ist die ungefihre Masse einer Zelle?

b) Dieselbe Zelle enthilt 2 x 108 Kohlenhydratmolekiile, die
eine durchschnittliche molekulare Masse von 150 g - mol~!
haben. Wie hoch ist der prozentuale Anteil der Kohlenhy-
drate an der Masse der Zelle?

¢) Die durchschnittliche molekulare Masse der E. coli-DNA
betrigt 5,6 X 10° g - mol~!. Das sind 0,6 % der Zellmasse.
Wie viele DNA-Molekiile enthilt eine Zelle?

2.5 Wo wiirden sich die folgenden Substanzen verteilen, in
Wasser oder in Micellen aus Palmitinsédure?

a) TH;N-CH,—-COO~

b) *H3N—(CH,);;—COO~

2.6 Wo wirden sich die folgenden Substanzen verteilen, in
Wasser oder in Micellen aus Palmitinsaure?

a) H3C—(CH,);;—COO~

b) H;C—(CH,);; — CH;4

2.7 Was geschieht, wenn ein Dialyseschlauch mit reinem
Wasser in einen Becher mit Salzwasser gehdngt wird? Was
wiirde passieren, wenn die Dialysemembran fiir Wasser, aber
nicht fiir geloste Substanzen durchléssig wire?

2.8 Der Salzgehalt in einer roten Blutzelle betrigt ca.
150 mM. Nun wird die Zelle in ein Becherglas mit einer Salz-
konzentration von 500 mM gebracht.

a) Beschreiben Sie, was unter der Annahme, dass die Zell-
membran fiir Wasser, aber nicht fiir Ionen durchléssig ist,
bei der Osmose passieren wird.

b) In welche Richtung wiirden geloste Stoffe diffundieren,
wenn die Membran fiir Ionen durchléssig wére: in die Zelle
hinein oder aus der Zelle heraus?

2.9 Zeichnen Sie die Strukturen der konjugierten Basen der
folgenden Sauren:

COO™ COOH
éH H—é—H
Hg LH?
(a) éOOH (b)

2.10 Zeichnen Sie die Strukturen der konjugierten Basen der
folgenden Sauren:

$oo— $oo—
H—?—H H—$—ay—amﬂ
(a) NH} (b) NHY

2.11 Geben Sie fiir Ammoniak diejenige ionische Form an,
welche jeweils bei pH = 4, 8 und 11 vorherrscht.

2.12 Geben Sie fiir Phosphorsdure diejenige ionische Form
an, welche jeweils bei pH = 4, 8 und 11 vorherrscht.

2.13 Berechnen Sie den pH-Wert einer Losung aus 200 mL
Wasser und 50 mL 1 mM HCL

2.14 Berechnen Sie den pH-Wert von 1L einer Losung mit

folgender Zusammensetzung:

a) 10mL 5M NaOH,

b) 10 mL 100 mM Glycin und 20 mL 5 M HCI,

¢) 10 mL 2 M Essigsédure und 5 g Natriumacetat (Molgewicht
82 g - mol}).

2.15 50mL 2,0M K,HPO, und 25mL 2,0 M KH,PO, wer-
den mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 200 mL verdiinnt.
Welchen pH-Wert besitzt diese Losung?
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2.16 Berechnen Sie den pK-Wert einer schwachen Saure
HA, ausgehend von der Beobachtung, dass eine Losung mit
0,1 M HA und 0,2 M A~ einen pH-Wert von 6,5 aufweist.

217

a) Wie viele Wassermolekiile liegen bei pH = 7 in 1L reinen
Wassers ionisiert vor?

b) Driicken Sie diese Zahl in Prozent der gesamten Wasser-
molekiile aus.

2.18

a) Wire Phosphor- oder Bernsteinsidure der bessere Puffer bei
pH=5?

b) Wire Ammoniak oder Piperidin der bessere Puffer bei
pH =097

¢) Wire HEPES oder Tris der bessere Puffer bei pH = 7,5?

Anspruchsvolle Aufgaben

2.19 Verwenden Sie das Coulomb’sche Gesetz (Gl. (2.1)), um
zu erkldren, wieso ein Salzkristall, z. B. NaCl, in Benzol (nach
IUPAC auch im Deutschen als Benzen bezeichnet, CHy) in-
takt bleibt, wahrend er in Wasser in Ionen dissoziiert.

2.20 Berechnen Sie die Anderung in der Freien Standarden-
thalpie bei der Dissoziation von HEPES.

2.21 Manche C-H-Gruppen kénnen schwache Wasserstoft-
briicken ausbilden. Warum sind solche Gruppen eher Wasser-
stoffbriickendonatoren, wenn das C-Atom ein benachbartes
N-Atom hat?

2.22 Erkldren Sie, warum die Wassertropfen auf dem Lack
eines frisch gewaschenen und gewachsten Autos nahezu idea-
le Kugelform besitzen. Warum bilden sich solche perlformigen
Wassertropfchen auf der Windschutzscheibe nicht?

2.23 Viele Nahrungsmittel miissen gekiihlt werden, um sie
vor dem Verderben (durch mikrobielles Wachstum) zu schiit-
zen. Erkldren Sie, warum Honig (dessen Kohlenhydratanteil
ca. 82 Gew.-% betragt) sogar bei Raumtemperatur mikrobiel-
les Wachstum unterdriickt.

2.24 Eine Proteinprobe von 5 mL liegt in einer 0,5 M NaCl-
Losung vor. Die Protein-Salz-Probe wird in einen Dialyse-
schlauch gefiillt (siehe Abb. 2.14), der in ein grofSes Becher-
glas mit destilliertem Wasser gehidngt wird. Sie mochten so viel
NaCl wie moglich aus der Proteinprobe entfernen. Welches ist
die sinnvollere Vorgehensweise? (1) Sie héingen den Dialyse-
schlauch fiir 12 h in ein mit 4 L destilliertem Wasser gefiilltes
Becherglas, oder (2) Sie hingen den Dialyseschlauch fir 6 h
in ein mit 1L destilliertem Wasser gefiilltes Becherglas, tau-
schen danach das Wasser gegen frisches Wasser (wieder 1L
destilliertes Wasser) und dialysieren erneut 6 h.

2.25 DPatienten mit Nierenversagen entwickeln hédufig eine
metabolische Acidose. Wenn solche Patienten zur Dialyse ge-
hen, beinhaltet das Dialysat Natriumhydrogencarbonat in ei-

ner Konzentration, die hoher als die im Blut ist. Erklaren Sie,
wieso das zum Wohl des Patienten ist.

2.26 Ammoniak aus dem Blut wird tiber die Niere ausge-
schieden. Welche molekulare Form von Ammoniak wird im
Blut iiberwiegen? Beriicksichtigen Sie fiir die Antwort den
pK-Wert von Ammoniak. Kénnte dieses Molekiil leicht durch
eine hydrophobe Lipidmembran der Nierenzelle diffundieren?
Erklédren Sie.

2.27 Marmor besteht hauptsichlich aus Calciumcarbonat
(CaCOg). Tomatenketchup, der auf eine Marmorsteinplatte
kleckert, atzt die Oberflaiche des Marmors an (16st ihn auf).
Erklédren Sie, was chemisch passiert.

2.28 Schnell wachsende Burkholderia-Bakterien produzie-
ren normalerweise Ammoniak als Abfallprodukt. Die Anhdu-
fung von Ammoniak totet Mutanten dieser Bakterien, die
nicht in der Lage sind, zusatzlich Oxalsdure zu bilden, ab. Er-
klaren Sie, wie die normalen Burkholderia-Zellen tiberleben
konnen.

2.29 Wie viel Gramm Natriumsuccinat (Molgewicht 140 g -
mol~!) und Dinatriumsuccinat (Molgewicht 162 g - mol™!)
missen zu 1L Wasser gegeben werden, um einen pH-Wert
von 6,0 und eine Konzentration von 50 mM zu erhalten?

2.30 Schitzen Sie das Volumen an 5M NaOH ab, das zu
100 mL einer 100 mM Phosphorsédure gegeben werden muss,
um den pH-Wert von 4 auf 9 zu bringen.

2.31 Fir die Proteinaufreinigung bei 4 °C wird eine Puffer-
l6sung mit einem pH-Wert von 7,5 bendétigt. Sie haben sich
fiir einen Tris-Puffer (pK = 8,08, AH® = 50k] - mol™!) ent-
schieden und eine 0,01 M Pufferl6sung angesetzt, die bei 25 °C
den gewiinschten pH-Wert von 7,5 aufweist. Nachdem Sie den
Puffer fiir die Proteinreinigung auf 4 °C abgekiihlt haben, prii-
fen Sie nochmals den pH-Wert. Der pH-Wert hat sich beim
Abkiihlen jedoch auf 8,1 erhoht. Was ist die Erklarung fiir die-
se Anderung des pH-Werts? Wie konnen Sie sie vermeiden?

2.32 Glycinhydrochlorid (CI"H;N*TCH,COOH) ist eine di-
protonige Saure mit einer Carboxyl- und einer Ammonium-
gruppe. Diese zu den Aminoséduren gehorende Substanz wird
héaufig fiir biochemische Pufferlosungen verwendet.

a) Welches Proton dissoziiert bei niedrigem pH-Wert, das
Proton der Carboxyl- oder das der Ammoniumgruppe?

b) Schreiben Sie die Gleichgewichtsreaktionen fiir die Disso-
ziation des ersten und zweiten Protons von Glycinhydro-
chlorid auf.

¢) Eine Losung mit 0,01 M undissoziiertem Glycinhydrochlo-
rid und 0,02 M der einfach dissoziierten Form hat einen pH-
Wert von 2,65. Berechnen Sie den pK-Wert fiir diese Dis-
soziation.

d) Zeichnen Sie analog zu Abb. 2.18 die Titrationskurve von
Glycinhydrochlorid.
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Case Study 1: Acute Aspirin Overdose: Relationship to
the Blood Buffering System
The response of the carbonic acid/bicarbonate buffering
system to an overdose of aspirin is examined.
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Noch mehr zum Erkunden

Stellen Sie die Strategien zur Ausscheidung des Abfallstick-
stoffs (als Ammoniak) und zur Ausscheidung der Kohlenséu-
re der (a) Landséugetiere, (b) der Siifiwasserfische und (c) der
Salzwasserfische gegeniiber. Beriicksichtigen Sie sowohl os-
motische Effekte als auch das Sdure-Base-Gleichgewicht.

Finney, J.L. (2004). Water? What’s so special about it? Philos. Trans.
R. Soc. B. 29: 1145-1163. [Enthilt eine Diskussion iiber die Struk-
tur des Wassermolekiils, Wasserstoffbriicken, Strukturen von Eis
und flissigem Wasser und welche Bedeutung diese fiir biologische
Systeme besitzen.]

Gerstein, M. und Levitt, M. (1998). Simulating water and the mole-
cules of life. Sci. Am. 279 (11): 101-105. [Eine Beschreibung der
Wasserstruktur und der Wechselwirkung von Wasser mit anderen
Molekiilen.]

Good, N.E., Winget, G.D., Winter, W., Connolly, T.N., Izaa, S. und
Singh, R.M.M. (1966). Hydrogen ion buffers for biological research.
Biochemistry 5: 467—477. [Eine klassische Beschreibung der Ver-
wendung von Pufferlésungen.]

Halperin, M.L., Goldstein, M.B. und Kamel, K. (2010). Fluid, Elec-
trolyte, and Acid—Base Physiology: A Problem-Based Approach,
4. Aufl,, Saunders-Elsevier. [Umfasst sowohl grundlegende Erldute-

rungen als auch klinische Aspekte bei Storungen des Sdure-Base-
Gleichgewichts.]

Jeffrey, G.A. und Saenger, W. (1994). Hydrogen Bonding in Biological
Structures, Kap. 1, 2 und 21, Springer. [Eine Ubersicht zur Chemie
der Wasserstoftbriicken und ihrer Bedeutung fiir die Molekiilstruk-
tur.]

Lynden-Bell, R.M., Morris, S.C., Barrow, ].D., Finney, J.L. und Harper
Jr., C.L., (2010). Water and Life: The Unique Properties of H,O, CRC
Press.

Segel, I.H. (1976). Biochemical Calculations, 2. Aufl., Kap. 1, Wiley.
[Eine Beschreibung von Siure-Base-Gleichgewichten auf Master-
Niveau, mit Ubungsaufgaben.]

Tanford, C. (1980). The Hydrophobic Effect: Formation of Micelles and
Biological Membranes, 2. Aufl., Kap. 5 und 6, Wiley-Interscience.
[Beschreibt die Strukturen von Wasser und von Micellen.]
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Genfamilien, die von flinf verschiedenen

Getreidearten geteilt werden, sind durch

Uberlappende Formen dargestellt. Durch

Identifizierung der Gene in DNA-Proben konnen
die Forscher ihr Augenmerk auf genetische
Merkmale richten, die einem gemeinsamen
Zweck dienen oder fiir einen Organismus eine
einzigartige Funktion erfillen.

[Jizeng Jia et al. (2013) Nature. 496: 91-95,

https://doi.org/10.10138/nature/2028, mit
freundlicher Genehmigung.]
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Nucleotide, Nucleinsauren
und genetische Information

Trotz offensichtlicher Unterschiede in der Lebensweise und in ihrem makroskopi-
schen Aussehen gibt es auf der molekularen Ebene erstaunliche Gemeinsamkeiten
zwischen den Organismen. Zelluldre Strukturen und Stoffwechselvorginge greifen
auf ein gemeinsames Repertoire aus Molekiilen zurtick. Dazu zéhlen Aminoséuren,
Kohlenhydrate, Lipide, Nucleotide und deren polymere Formen. Wir beginnen un-
sere Betrachtung der Biomolekiile mit den Nucleotiden und ihren polymeren For-
men, den Nucleinsduren.

Nucleotide spielen eine zentrale Rolle bei nahezu allen Aspekten des zelluldren
Lebens. Sie kommen speziell bei Redoxreaktionen, beim Energietransfer, in bioche-
mischen Signalwegen und als Partner in Biosynthesereaktionen zum Einsatz. Die
Nucleinséuren sind fiir das Speichern und Ablesen von genetischer Information
notwendig. Nucleotide und Nucleinsduren haben auflerdem strukturbildende und
katalytische Eigenschaften. Keine andere Stoftklasse liefert eine solche Vielfalt an
Funktionen, die essentiell fiir das Leben sind.

Es wird zunehmend klarer, dass erst das Auftreten von Nucleotiden die Evolution
von Organismen ermoglicht hat, die in der Lage waren, Energie aus ihrer Umwelt
aufzunehmen und zu speichern, und die sich zudem selbst vervielfiltigen konnten.
Obwohl das Wissen tiber die chemischen und biologischen Details der frithen Le-
bensformen Gegenstand von Spekulationen ist, so ist doch unbestritten, dass das
Leben, wie wir es kennen, unzertrennlich mit der Chemie der Nucleinsduren ver-
bunden ist.

Im Rahmen dieses Kapitels soll zunichst die Struktur der Nucleotide und der Nu-
cleinsduren, RNA und DNA, untersucht werden. Wir werden sehen, wie genetische
Information, in Form einer Sequenz von Nucleotiden, in den DNA-Molekiilen ge-
speichert, abgelesen und schlieflich in Protein iibersetzt wird. Da die Struktur und
Funktion von Zellen letztlich von ihrer genetischen Information abhéngen, kann
die Nucleotidsequenz wichtige Erkenntnisse tiber Evolution, Stoffwechsel oder die
Entstehung von Krankheiten liefern. AbschliefSend werden wir einige der Techni-
ken kennenlernen, mit denen man DNA im Labor manipulieren kann. In spiteren
Kapiteln wird die Rolle von Nucleotiden und Nucleinséduren bei Stoffwechselvor-
gangen noch eingehender dargestellt werden. In Kapitel 24 finden sich weitere In-
formationen zur Nucleinsdurestruktur, zur DNA-Protein-Wechselwirkung und der
»Verpackung” der DNA in den Zellen, als Vorspiel fiir einige andere Kapitel, in de-
nen dann die Funktionen von Nucleinséuren bei der Speicherung und Expression
genetischer Information behandelt werden.

Lehrbuch der Biochemie, 3. Auflage. Donald Voet, Judith G. Voet und Charlotte W. Pratt
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5 Base

~20,,O—CH, O
K
H 3" 2 H

OH OH

(a) 5’-Ribonucleotid

0,0 H
(b)  3’-Desoxyribonucleotid

Abb.3.1 Chemische Strukturen von Nu-
cleotiden. (a) Ein 5’-Ribonucleotid und (b) ein
3’-Desoxyribonucleotid. Die Purin- oder Py-
rimidinbase ist an das C1’-Atom der Pentose
gebunden, welche mindestens eine Phosphat-
gruppe (rot) tragt. Ein Nucleosid besteht nur aus
einer Base und einer Pentose.

3.1 Nucleotide

Schliisselkonzepte

- Die Stickstoffbasen der Nucleotide umfassen zwei Purin- und drei Pyrimidinarten.

- Ein Nucleotid besteht aus einer Stickstoffbase, einer Ribose oder Desoxyribose
und einer oder mehreren Phosphatgruppen.

«  DNA enthalt Adenin-, Guanin-, Cytosin- und Thymin-Desoxyribonucleotide. RNA
dagegen Adenin-, Guanin-, Cytosin und Uracil-Ribonucleotide.

Nucleotide sind ubiquitire Molekiile mit einer betrachtlichen strukturellen Viel-
falt. Es gibt acht iibliche Nucleotide vor; jedes besteht aus einer Stickstoffbase, die
N-glykosidisch an einen Zucker gebunden ist, welcher zudem mindestens eine Phos-
phatgruppe trégt. Die Stickstoffbasen der Nucleotide sind heterocyclische, planare,
aromatische Verbindungen: Derivate von Purin oder von Pyrimidin (obwohl sie
in vivo nicht ausgehend von diesen Verbindungen synthetisiert werden).

6 4
N
2 4| 98 2 6|
N3 N N

N \ N

H

Purin Pyrimidin

Die wichtigsten Purinbasen sind Adenin (A) und Guanin (G), bei den Pyrimidin-
basen sind es Cytosin (C), Uracil (U) und Thymin (T). Die Purinbasen binden
iiber das N9-Atom an das C1’-Atom eines Zuckers, der fiinf Kohlenstoffatome be-
sitzt (eine Pentose); bei den Pyrimidinbasen erfolgt die Bindung iiber das N1-Atom
(Tab. 3.1).

In Ribonucleotiden ist die Pentose Ribose, in Desoxyribonucleotiden (kurz
Desoxynucleotiden), den Bausteinen der DNA, 2’-Desoxyribose (dem Kohlenstoff
an der 2/-Position fehlt die Hydroxylgruppe).

Beachten Sie: Apostrophierte Ziffern stehen fiir Atome des Riboserestes, nicht
apostrophierte Ziffern beziehen sich auf die Atome der Stickstoffbase.

CH2 (:H2
% m % m
OH OH OH H

Ribose Desoxyribose

In einem Ribonucleotid oder Desoxyribonucleotid kann die Phosphatgruppe an
das C3’- oder an das C5’-Atom einer Pentose gebunden sein und so ihr 3’-Nucleo-
tid bzw. das 5’-Nucleotid bilden (Abb. 3.1). Fehlt die Phosphatgruppe, bezeichnet
man die Verbindung als Nucleosid. Ein 5’-Nucleotid kann man daher auch als
Nucleosid-5’-phosphat bezeichnen. Die am hiufigsten vorkommenden Nucleoti-
de tragen eine bis drei Phosphatgruppen an der C5’-Position und werden entspre-
chend als Nucleosidmonophosphate, -diphosphate und -triphosphate bezeichnet.

Die Strukturen, Namen und Abkiirzungen der bekannten Basen, Nucleosiden
und Nucleotiden sind in Tab. 3.1 angegeben. Ribonucleotide sind Bestandteile der
Ribonucleinsdure (RNA), Desoxynucleotide die der Desoxyribonucleinsédure
(DNA). Adenin, Guanin und Cytosin kommen sowohl als Ribonucleotide als auch
als Desoxyribonucleotide vor (das sind sechs der wichtigsten Nucleotide). Uracil
hingegen liegt ausschliefllich als Ribonucleotid und Thymin hauptsichlich als



Tab.3.1 Namen und Abkiirzungen von Nucleinsaurebasen, Nucleosiden und Nucleotiden.

Formel der Base Base Nucleosid Nucleotid®
(X=H) (X =Ribose?) (X = Ribosephosphat?)
NH, Adenin Adenosin Adenylsdure
N | N\> Ade Ado Adenosinmonophosphat
KN ITI A A AMP
X
Guanin Guanosin Guanylsédure
H__ N )
N | \> Gua Guo Guanosinmonophosphat
)\ N’
H,N N | G G GMP
X
NH, Cytosin Cytidin Cytidylsdure
j\/ | Cyt Cyd Cytidinmonophosphat
(@) ITI C C CMP
X
O Uracil Uridin Uridylséure
H N
j\ | Ura Urd Uridinmonophosphat
(@) ITT 8] U UMP
X
¢} Thymin Desoxythymidin =~ Desoxythymidylséure
H CH;
SN | Thy dThd Desoxythymidinmonophosphat
O)\ ITI T dT dTMP
dX

a) Das Vorkommen einer 2'-Desoxyribose anstelle einer Ribose, wie in der DNA, wird durch
die Prifixe ,Desoxy“ oder ,,d“ angegeben. So ist z. B. das Desoxyadenosin oder dA das Des-
oxynucleosid von Adenin. Bei thyminhaltigen Resten, die in RNA nur selten vorkommen,
ist dieses Préfix iiberfliissig und kann wegfallen. Die Anwesenheit einer Riboseeinheit kann
durch das Prifix ,Ribo*“ hervorgehoben werden. Das Ribonucleotid des Thymins ist dem-
nach Ribothymidin oder rT.

b) Die Position der Phosphatgruppe in einem Nucleotid kann noch genauer angegeben wer-
den, z.B. als 3’-AMP und 5 -GMP.

Desoxyribonucleotid vor. Freie Nucleotide sind als anionische Verbindungen in
Zellen meist mit Mg?* als Gegenion assoziiert.

Nucleotide haben eine wichtige Funktion im Stoffwechsel

Der grofite Anteil an Nucleotiden in einer Zelle liegt in polymerer Form vor, ent-
weder als DNA oder als RNA, deren primire Funktionen das Speichern und der
Transfer von genetischer Information sind. Dartiber hinaus nehmen freie Nucleo-
tide und ihre Derivate aber auch an einer Vielzahl von metabolischen Prozessen
teil, die nicht zu Ablaufen des genetischen Apparates gehoren.

Das vielleicht bekannteste Nucleotid ist Adenosintriphosphat (ATP), bestehend
aus Adenin, Ribose und einer Triphosphatgruppe. ATP wird oft irrtiimlicherwei-
se als Energiespeichermolekiil beschrieben. Bezeichnungen wie Energietrager oder

3.1 Nucleotide |57
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Adenosindiphosphat (ADP)

Verstandnisfragen zu Abschnitt 3.1

1. Bestimmen Sie die Purine und Pyrimi-
dine, die gewohnlich in Nucleinsauren
vorkommen!

2. Trainieren Sie das Zeichnen der Adenin-,
Adenosin- und Adenylatstrukturen!

3. Beschreiben Sie die chemischen Unter-
schiede zwischen einem Ribonucleosid-
triphosphat und einem Desoxyribonu-
cleosidmonophosphat!

Energietibermittler sind fiir diese Verbindung préziser. Die Photosynthese oder der
Abbau (Katabolismus) von Nahrungsstoften, wie z. B. Kohlenhydraten und Fettséu-
ren, fithrt zur Synthese von ATP aus Adenosindiphosphat (ADP):

Adenosin
A

NH,

—o—lr—O—P—o—P—o—CHz o + H,0
H H o~ o~ o~ H H

H H H H
OH OH OH OH

4

Adenosintriphosphat (ATP)

ATP diffundiert durch die Zelle, um Energie fiir andere Zellarbeiten, fiir Biosyn-
thesen, den Ionentransport und die Zellbewegung bereitzustellen. Die chemische
potentielle Energie von ATP wird dadurch genutzt, dass eine Phosphatgruppe (oder
alle beide) auf ein anderes Molekiil iibertragen wird. Dieser Prozess ist am Beispiel
der Riickreaktion oben gezeigt; es handelt sich dort um die Hydrolyse von ATP zu
ADP. (Wir werden in spiteren Kapiteln sehen, dass die Umwandlung von ATP und
ADP nicht ohne Weiteres reversibel ist und dass eine freie Phosphatgruppe selten
direkt von ATP abgegeben wird.) Der Grad der Beteiligung von ATP an den zel-
luldren Aktivititen wird aus Berechnungen deutlich, diese zeigen, dass trotz einer
vergleichsweise geringen intrazelluldren ATP-Konzentration (ca. 5 mM), die Men-
ge des durchschnittlich pro Tag umgesetzten ATP beim Menschen dem eigenen
Koérpergewicht entspricht.

Nucleotidderivate spielen bei vielen verschiedenen biochemischen Prozessen ei-
ne Rolle. Zum Beispiel erfolgt die Synthese von Stérke in Pflanzen durch eine wie-
derholte Addition von Glucoseresten, die von ADP-Glucosemolekiilen bereitge-
stellt werden (Abb. 3.2). Andere Nucleotidderivate tragen funktionelle Gruppen,
die an Redoxreaktionen beteiligt sind. Beispiele dafiir werden wir in spéteren Ka-
piteln antreffen. Die funktionelle Gruppe bzw. das zu iibertragende Molekill ist in
der Regel iiber eine Mono- oder Diphosphatgruppe mit dem Nucleosid verbunden.

Glucose ADP
r A N A A
NH,
CH,OH NT N
H © H k\ | >
H 0 0 N N
OH H [ |

Abb.3.2 ADP-Glucose. Bei die- HO 0—P—0—P—0—CH, g
sem Nucleotidderivat ist die Glucose \ \

(blau) tiber zwei Phosphatgrup- H  OH o~ o~ H H
pen (rot) an Adenosin (schwarz) H H
gebunden. HO OH



3.2  Einfdhrung in die Nucleinsaurestruktur

Schliisselkonzepte

«  Phosphodiesterbindungen verbinden Nucleotidreste in der DNA und RNA.

» Inder DNA-Doppelhelix winden sich zwei antiparallele Polynucleotidstrange um-
einander und wechselwirken Gber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Ba-
sen der entgegengesetzten Strange.

+ RNA-Molekiile sind in der Regel einzelstrangig und kénnen intramolekulare Ba-
senpaare bilden.

Nucleotide konnen zu linearen Polymeren verkniipft sein, die uns als RNA und
DNA bekannt sind. Im Folgenden werden die grundlegenden Eigenschaften dieser
Nucleinsduren beschrieben. Die Strukturen von Nucleinsduren werden noch ein-
mal detailliert in Kapitel 24 behandelt.

3.2.1  Nucleinsauren sind Polymere aus Nucleotiden

Die Nucleinsiduren bestehen aus Ketten von Nucleotiden, deren Phosphatres-
te die 3’- und 5’-Position der aufeinanderfolgenden Riboseeinheiten verbinden
(Abb. 3.3). Die Phosphatgruppen der Polynucleotide sind Diester der Phosphor-
sdure und liegen demnach bei physiologischem pH-Wert als Polyanionen vor.
Die Bindung zwischen einzelnen Nucleotiden ist als Phosphodiesterbindung
bekannt und wird deshalb so bezeichnet, weil die Phosphatgruppe mit zwei Ribo-
seeinheiten verestert ist. Jedes Nucleotid, das in ein Polynucleotid eingebaut ist,
wird als Nucleotidrest bezeichnet. Der endstindige Rest, dessen C5’-Atom nicht
an ein weiteres Nucleotid gebunden ist, wird 5’-Ende genannt. Den endstindigen
Rest, dessen C3’-Atom nicht an ein weiteres Nucleotid gebunden ist, nennt man
3’-Ende. Man ist iibereingekommen, beim Aufschreiben einer Nucleotidsequenz
immer am 3’-Ende zu beginnen.

Die Eigenschaften solch eines Polymers, wie z. B. einer Nucleinsdure, konnen sich
sehr von den Eigenschaften einzelner Segmente oder den Monomeren vor der Po-
lymerisierung unterscheiden. So wie die Grof3e des Polymers in der Reihenfolge Di-
mer, Trimer, Tetramer usw. bis hin zu sogenannten Oligomeren (griech.: oligos,
wenig) zunimmt, konnen sich die physikalischen Eigenschaften, wie die Ladung
und die Loslichkeit, déndern. Zusdtzlich besitzt ein Polymer, das aus nicht identi-
schen Resten besteht, Eigenschaften, die seine Monomere nicht haben, denn es tréigt
Information in Form der Sequenz seiner Bausteine.

Chargaff-Regeln beschreiben die Basenzusammensetzung der DNA

Obwohl es fiir RNA-Molekiile offenbar keine Regeln gibt, welche die typische Nu-
cleotidzusammensetzung bestimmen, besitzt die DNA immer eine gleiche Anzahl
an Adenin- und Thyminresten (A =T) sowie eine gleiche Anzahl an Guanin- und
Cytosinresten (G = C). Diese Beziehungen, die als Chargaff-Regeln bekannt sind,
wurden in den spéten 1940er-Jahren von Erwin Chargaff entdeckt, der die ersten
aussagekraftigen Methoden fiir die Analyse des DNA-Aufbaues entwickelte.

Die Basenzusammensetzung der DNA unterscheidet sich sehr zwischen den ver-
schiedenen Organismen. Sie reicht von ca. 25 bis 75 Mol-% (G+C)-Gehalt in un-
terschiedlichen Arten von Bakterien. Dennoch ist sie mehr oder weniger konstant
zwischen verwandten Arten. In Sdugetieren reicht der (G+C)-Gehalt z. B. von 39
bis 46 %. Die grundlegende Bedeutung der Chargaft-Regeln wurde damals nicht
sofort erkannt, aber wir wissen heute, dass die doppelstrangige Form der DNA die
strukturelle Basis fiir diese Regeln ist.

3.2 Einfuhrung in die Nucleinsaurestruktur
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Abb.3.3 Chemische Struktur einer Nucleinsaure.

(a) Das Tetranucleotid Adenyl-3',5"-uridyl-3’,5'-cytidyl-3’,5’-guanyl-
3/-phosphat. Die Nummerierung der Zuckeratome erfolgt mit dem
Strichindex, um sie von den Atompositionen der Stickstoffbasen

zu unterscheiden. Konventionsgemaf werden Polynucleotidse-
guenzen mit ihrem 5’-Ende nach links und ihrem 3’-Ende nach
rechts geschrieben. Wenn man sie also von links nach rechts liest,
bedeutet dies, dass die Phosphodiesterbindung benachbarte Ri-
bosereste in 5 — 3/-Richtung verbindet. Die obige Sequenz kann
folgendermalBen abgekiirzt werden: ApUpCpGp oder nur AUCGp
(wobei ein ,p” am rechten Ende eines Nucleosidsymboles eine
3’-Phosphorylgruppe anzeigt). Das entsprechende Desoxyte-
tranucleotid, bei dem die 2’-OH-Gruppe durch H und Uracil (U)
durch Thymin (T) ersetzt ist, lautet abgekiirzt d(ApTpCpGp) oder
d(ATCGp). (b) Schematische Darstellung von AUCGp. Eine verti-
kale Linie bedeutet hier einen Riboserest, die angehangte Base
wird durch den jeweiligen Einbuchstabencode angedeutet und die
diagonale Verbindung (wahlweise mit einem ,p*“) stellt die Phos-
phodiesterbindung dar. Die Nummerierung der Ribosereste, die
hier angedeutet ist, wird normalerweise weggelassen. Die gleich-
wertige Darstellung des Desoxynucleotides wiirde sich lediglich
durch das Fehlen der 2’-OH-Gruppen und den Ersatzvon U durch T
unterscheiden.

A U G
G
2’ — OH 2’ — OH 2’ — OH 2’ — OH
5
3’ 3’ 3’ 3’ — OH
& %
P P P P
HO OH
3’-Ende (b) 5’ 5’ 5’ 5’

3.2.2 DNA bildet eine Doppelhelix

Die Bestimmung der DNA-Struktur durch James Watson und Francis Crick im Jah-
re 1953 wird oft als Grundstein der modernen Molekularbiologie bezeichnet. Die
Watson-Crick-Struktur der DNA lieferte nicht nur ein Modell fiir das zentrale
Molekiil des Lebens, es klarte zusétzlich den molekularen Mechanismus der Ver-
erbung auf. Watsons und Cricks Ausfithrungen, die zu den grofiten wissenschaft-
lichen Errungenschaften zéhlen, basierten teilweise auf zwei Hinweisen zusétzlich
zu den Chargaff-Regeln: den korrekten tautomeren Formen der Basen und den ers-
ten Hinweisen darauf, dass die DNA ein helicales Molekiil ist.

Die Purin- und Pyrimidinbasen der Nucleinsduren konnen in verschiedenen tau-
tomeren Formen vorliegen (Tautomere sind Isomere, die sich nur in der Position
der Wasserstoffatome unterscheiden; Abb. 3.4). Die Rontgenkristallstruktur (engl.:
X-ray structure) und die Kernspinresonanz (NMR) sowie weitere spektroskopische
Untersuchungen haben inzwischen eindeutig bestétigt, dass die Nucleinsaurebasen
tiberwiegend in der keto-tautomeren Form vorliegen (Abb. 3.3). Dies entsprach je-
doch im Jahre 1953 nicht der allgemeinen Lehrmeinung. Die Erkenntnisse iiber die
vorherrschenden tautomeren Formen stammten von Jerry Donohue, einem Kol-
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legen von Watson und Crick, der zudem ein Experte fiir Rontgenstrukturanalytik
kleiner organischer Molekiile war.

Der Beweis, dass die DNA ein helicales Molekiil bildet, wurde anhand eines von
Rosalind Franklin aufgenommenen Rontgenbeugungsbildes einer DNA-Faser er-
bracht (Abb. 3.5). Dieses Foto ermoglichte es dem ausgebildeten Rontgenkristallo-
graphen Crick, Folgendes herzuleiten: (a) DNA ist ein helicales Molekiil und (b) ih-
re planaren, aromatischen Basen bilden Stapel, die parallel zur Helixachse verlau-
fen.

Die wenigen strukturellen Informationen boten zusammen mit den Chargaft-Re-
geln nur eine ungefihre Vorstellung von der DNA-Struktur. Watsons und Cricks
Modell ergab sich hauptsichlich aus ihren Uberlegungen und Modellbaustudien.
Als das Watson-Crick-Modell schliefllich veroffentlicht worden war, wurde es we-
gen seiner verbliiffenden Einfachheit — verbunden mit seiner offensichtlichen bio-
logischen Relevanz — rasch von der Fachwelt akzeptiert. Spétere Forschungsarbei-
ten haben die prinzipielle Richtigkeit des Watson-Crick-Modelles bestétigt, wenn-
gleich es in einigen Details korrigiert wurde.

Mot
i‘u‘l

-

Abb. 3.5 Rontgenbeugungsbild einer vertikal orientierten DNA-Faser. Das Foto wurde von
Rosalind Franklin aufgenommen und war der Schlissel zur Aufklarung der Watson-Crick-Struk-
tur. Die zentrale X-férmige Struktur zeigt an, dass es sich um eine Helix handelt, wohingegen die
dunklen Bogen am oberen und unteren Bildrand den Abstand der gestapelten Basen angeben
(340 pm). [Mit freundlicher Genehmigung von Maurice Wilkins, King's College, London.]
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Abb.3.4 Tautomere Formen von Nuclein-
saurebasen. Hier sind einige der moglichen
tautomeren Formen von (a) Thymin und

(b) Guanin dargestellt. Bei Cytosin und Adenin
kdnnen dhnliche Verschiebungen von Wasser-
stoffatomen vorliegen.
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Abb. 3.6 Dreidimensionale Struktur der
DNA. Die sich wiederholende Helix basiert auf
der Struktur des selbstkomplementaren Do-
decameres d(CGCGAATTCGCG), welche von
Richard Dickerson und Horace Drew bestimmt
wurde. Die Blickrichtung auf dieses Kugel-Stab-
Modell verlduft senkrecht zur Helixachse. Das
gewundene Zuckerphosphatriickgrat (blau und
griin) bildet die AuBenhdille des Molekdils. Die
Basen (rot) formen Uber Wasserstoffbriicken-
bindungen verbundene Basenpaare, die sich
im Innern befinden. Wasserstoffatome wurden
in der Abbildung, der Ubersicht zuliebe, weg-
gelassen. Beide Strange verlaufen in einander
entgegengesetzten Richtungen. [lllustration
von Irving Geis, © The Irving Geis Collection/
Howard Hughes Medical Institute, mit freundli-
cher Genehmigung.]
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Abb. 3.7  Abbildung von links- und rechts-
gangigen Helices. Wenn der Daumen die Rich-
tung anzeigt, in welcher die Helix ansteigt, be-
schreibt die Krimmung der Finger in jedem Fall
die Drehrichtung, mit der sich die Helix windet.
Es ist zu beachten, dass die Handigkeit erhal-
ten bleibt, selbst wenn die Helices auf den Kopf
gestellt werden.

\ V. 4

Furche

Das Watson-Crick-Modell besitzt folgende bedeutende Eigenschaften (Abb. 3.6):

. Zwei Polynucleotidketten winden sich um eine gemeinsame Achse und bilden

eine Doppelhelix aus.

. Die beiden Stringe der DNA sind antiparallel (sie verlaufen in entgegengesetz-

ten Richtungen), und jeder Strang bildet eine rechtsgingige Helix. (Der Unter-
schied zwischen einer rechts- und linksgiangigen Helix ist in Abb. 3.7 erklért.)

. Die Basen liegen im Inneren der Helix, und das Zucker-Phosphat-Geriist ver-

lauft an der Peripherie. Somit wird die Abstoflung zwischen den geladenen Phos-
phatgruppen minimiert. Auf der Oberflache der Doppelhelix befinden sich zwei
Arten von Furchen mit unterschiedlicher Ausdehnung: die grofie und die kleine
Furche.



Zuckerphosphat- Komplementare Zuckerphosphat-
Ruckgrat Basenpaarung Ruckgrat

P
Desoxyribose ~___

O/ N—H---0 N
P ESS (o)
~ oY
_/ O \ ~b
¢ /CHz ---n-N. G N J So
H P >:N ) /O
CH 0--- H—N H H
H \
O/ 2 H H
H
Oxo/ {
P N N—H----0Q CH, H

4. Jede Base ist tiber Wasserstoffbriickenbindungen mit einer Base im gegeniiber-
liegenden Strang verbunden und bildet ein planares Basenpaar. In der Watson-
Crick-Struktur konnen nur zwei unterschiedliche Arten von Basenpaaren auf-
treten. Jeder Adeninrest muss mit einem Thyminrest gepaart sein und umge-
kehrt, und ebenfalls muss jeder Guaninrest mit einem Cytosinrest gepaart sein
und umgekehrt (Abb. 3.8). Aufgrund dieser Wechselwirkungen tiber Wasser-
stoftbriickenbindungen, einem Phénomen, das als komplementire Basenpaa-
rung bezeichnet wird, ergibt sich die spezifische Assoziation der zwei Ketten zur
Doppelhelix.

Die Watson-Crick-Struktur kann jede beliebige Basensequenz in einem Polynu-
cleotidstrang beinhalten, solange der gegeniiberliegende Strang die dazu kom-
plementére Basensequenz besitzt. Dies entspricht ganz klar den Chargaff-Regeln.
Aber wichtiger noch ist Folgendes: Sie legt nahe, dass jeder DNA-Strang als Vorlage
(Matrize) fiir die Synthese seines komplementdren Stranges dienen kann und zeigt
damit, dass die Erbinformation in der Basensequenz jedes Stranges codiert ist.
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Abb. 3.8 Komplementédre Basenpaarung in
der DNA. Adenin A in einem Strang paart mit
Thymin T im anderen Strang durch Bildung von
spezifischen Wasserstoffbriicken (gestrichelte Li-
nien). Entsprechend paart Guanin G mit Cytosin
C. Diese Basenpaarung zwischen Polynucleo-
tidketten ist fur die Doppelstrangnatur der DNA
verantwortlich.

Schliisselbegriff —
Nichtkovalente Wechselwirkungen

Die Nucleotidsequenz wird in einer Polynu-
cleotidkette durch kovalente Bindungen
bestimmt, aber Wasserstoffbriicken, die
sehr viel schwacher sind, erlauben einer
Kette (iber Basenpaarung mit einer anderen
zu interagieren.
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 3.2

1.

Zeichnen Sie mithilfe von Abb. 3.3a als
Anleitung die vollstandige Struktur eines
Nucleosidtriphosphats vor und nach sei-
nem Einbau in eine Polynucleotidkette.
Zeichnen Sie die Struktur, die sich erge-
ben wiirde, wenn die neu gebildeten
Phosphodiesterbindungen hydrolysiert
wirden.

Erklaren Sie die strukturelle Basis der
Chargaff-Regeln!

Identifizieren Sie mithilfe eines drei-
dimensionalen Computermodells des
DNA-Molekails jede der folgenden Ei-
genschaften: das 3’- und 5’-Ende jedes
Stranges, die Atome, die das Zucker-
Phosphat-Riickgrat aufbauen, die groRe
und die kleine Furche, die Basen in eini-
gen Basenpaaren und die Atome, die an
der Wasserstoffbriickenbindung in A « T-
und G « C-Basenpaaren teilnehmen.
Listen Sie die Strukturunterschiede zwi-
schen DNA und RNA auf!

Abb. 3.9 Bildung einer Haarnadelstruktur.
Die Basenpaarung zwischen zwei komplemen-
taren Sequenzen innerhalb eines RNA-Stranges

erlaubt dem Polynucleotid eine intramolekulare

Schleifenbildung.

Die meisten DNA-Molekiile sind grof3

Die meisten DNA-Molekiile sind aufgrund ihrer Funktion als Speicher der ge-
netischen Information einer Zelle relativ grof8. Natiirlich kann das Genom eines
Organismus, d.h. die gesamte DNA darin, auf mehrere Chromosomen (griech.:
chromos, Farbe; soma, Korper) verteilt sein, von denen jedes aus einem einzelnen
DNA-Molekiil besteht. Dabei ist zu beachten, dass viele Lebewesen diploid sind;
das bedeutet, dass sie zwei dquivalente Sitze an Chromosomen enthalten, von
jedem Elternteil einen. Der einfache (haploide) Chromosomensatz entspricht also
lediglich der Hilfte der Gesamt-DNA. Der Mensch besitzt beispielsweise 46 Chro-
mosomen pro Zelle, entsprechend einem haploiden Chromosomensatz von 23.

Wegen ihrer grofien Langen werden DNA-Molekiile durch die Anzahl ihrer Ba-
senpaare (bp) oder Tausenden von Basenpaaren (Kilobasenpaare oder kb) be-
schrieben. Obwohl einzelne DNA-Molekiile lang und relativ starr sind, sind sie
nicht vollig rigide. Wir werden in Kapitel 24 sehen, dass die DNA-Doppelhelix
Verdrillungen (engl.: coils) und Schlaufen (engl.: loops) bildet, wenn sie in Zellen
verpackt ist. Dariiber hinaus kann die DNA in Abhingigkeit von ihrer Nucleotid-
sequenz leicht unterschiedliche helicale Konformationen annehmen. Schliefllich
kann sich die DNA in Gegenwart von anderen zelluldren Bestandteilen stark ver-
drehen oder die beiden Stringe konnen sich teilweise entwinden.

3.2.3 RNA st eine einzelstrangige Nucleinsaure

Einzelstrangige DNA ist selten und kommt meistens als Erbmaterial bei bestimm-
ten Viren vor. Im Gegensatz dazu liegt RNA, die iiblicherweise eher kompakte
Strukturen ausbildet, als lange und lose Ketten, tiberwiegend in Einzelstréingen
vor (doppelstriangige RNA ist das Erbmaterial bestimmter Viren). Ein RNA-Strang,
welcher mit einem DNA-Strang bis auf die Anwesenheit der 2’-OH-Gruppe und die
Substitution von Thymin durch Uracil identisch ist, kann Basenpaare mit komple-
mentéren RNA- oder DNA-Stringen ausbilden. Wie erwartet, paart A mit U (oder
T in DNA) und G mit C. Die Basenpaarung geschieht oft intramolekular und fiithrt
so zu Stamm-Schleifen-Strukturen oder Haarnadelstrukturen (engl.: stem-and-
loop structures; Abb. 3.9). Komplexere Strukturen entstehen, wenn die Schlaufen
miteinander in Wechselwirkung treten.

Die moglichen Strukturen, die von einzelstrangiger RNA eingenommen werden
konnen, liefern einen zusétzlichen Beweis dafiir, dass die RNA mehr Funktionen
besitzt als nur das Speichern und Weitergeben von genetischer Information. Zahl-
reiche Untersuchungen haben ergeben, dass bestimmte RNA-Molekiile kleine or-
ganische Molekiile spezifisch binden und dass sie Reaktionen katalysieren konnen,
in welche diese Molekiile involviert sind. Diese Erkenntnisse stiitzen grundsétz-
lich die verschiedenen Theorien, dass urspriinglich, d. h. in der sogenannten RNA-
Welt, viele Prozesse, die fiir das Leben essentiell sind, durch die chemische Vielseitig-
keit von kleinen Polynucleotiden ermoglicht wurden. Wir werden die Struktur und
Funktion von RNA in Abschn. 24.2.3 noch eingehender kennenlernen.

3.3  Ubersicht tiber die Nucleinsdurefunktion

Schliisselkonzepte

- DNA tragt genetische Information in Form ihrer Nucleotidsequenz.

- Die Nucleotidsequenz der DNA wird in die Nucleotidsequenz der Messenger-
RNA umgeschrieben, die dann in ein Protein — eine Aminosduresequenz — trans-
latiert wird.



DNA ist in Zellen und vielen Viren der Tréger der genetischen Information. Es ver-
gingen 75 Jahre von dem Zeitpunkt an, zu dem Gregor Mendel seine Vererbungs-
gesetze entdeckt hatte, bis zu dem Augenblick, zu dem die biologische Bedeutung
der DNA aufgekldrt wurde. Auch heute sind viele Details hinsichtlich der Expres-
sion der genetischen Information und deren Weitergabe an folgende Generationen
noch nicht geklért.

Mendel kam durch seine Arbeiten mit Erbsenpflanzen zu dem Schluss, dass eine
individuelle Pflanze ein Paar an Faktoren enthélt (die heute Gene genannt werden),
von dem jeweils die Hélfte von jedem Elternteil vererbt wird. Mendels Vererbungs-
lehre, die 1866 veroffentlicht wurde, wurde von den damaligen Wissenschaftlern
tiberhaupt nicht beachtet, da ihr Wissen iiber Anatomie und Physiologie hierfiir
keine Basis bot. Letztendlich wurde dann doch angenommen, dass Gene Teile der
Chromosomen sind und der Fortschritt in der Genforschung beschleunigte sich
enorm.

3.3.1 DNA st Trager der genetischen Information

Bis in die 1940er-Jahre wurde allgemein angenommen, dass Gene aus einem Prote-
in bestehen, weil bis dahin Proteine die einzigen biochemischen Einheiten waren,
die komplex genug dafiir erschienen, um als Erbmaterial zu dienen. Von Nuclein-
sduren, die zuerst 1869 von Friedrich Miescher isoliert worden waren, nahm man
an, dass sie aus sich monoton wiederholenden Nucleotidsequenzen bestehen und
demnach keine geeigneten Kandidaten fiir Molekiile seien, die genetische Informa-
tion weitergeben konnen.

Erst durch die Ergebnisse von Oswald Avery, Colin MacLeod und Maclyn Mc-
Carty konnte gezeigt werden, dass DNA genetische Information trégt. Ihre Experi-
mente, die sie 1944 abschlossen, zeigten, dass DNA — und nicht etwa ein Protein —,
die aus einem virulenten (pathogenen) Stamm des Bakteriums Diplococcus pneu-
moniae isoliert worden war, einen nicht pathogenen Stamm des Organismus in ei-
nen virulenten Stamm transformierte (bleibend verdnderte). Averys Entdeckung
wurde anfinglich mit Skepsis betrachtet, aber sie beeinflusste Erwin Chargaff, des-
sen Regeln schliefllich zu neuartigen Struktur- und Funktionsmodellen der DNA
fiihrten (Abschn. 3.2.1).

Der Aufbau der DNA als Doppelstrang bzw. Duplex ermoglicht ihre Replikation.
Wenn sich eine Zelle teilt, dient jeder DNA-Strang als Vorlage fiir den Aufbau sei-
nes komplementéren Stranges (Abb. 3.10). Damit ist gewéhrleistet, dass jede Toch-
terzelle ein vollstindiges DNA-Molekill erhilt (oder einen Satz an DNA-Molekii-
len in Organismen, deren Genom aus mehr als einem Chromosom besteht). Jedes
DNA-Molekiil besteht aus einem elterlichen Strang und einem Tochterstrang. Die
Tochterstringe werden durch stufenweise Polymerisierung von Nucleotiden syn-
thetisiert, die spezifisch mit den Basen des elterlichen Stranges paaren. Der Mecha-
nismus der Replikation in der Zelle ist, obwohl er schnell ablduft, dufSerst komplex.
Wie wir in Kapitel 25 sehen werden, ist eine Vielzahl von Enzymen nétig, um eine
grofSe Genauigkeit und hohe Effizienz zu gewéhrleisten.

3.3.2 Gene steuern die Proteinsynthese

Es dauerte einige Zeit, um die Frage zu beantworten, wie die Nucleotidsequenzen
die Eigenschaften eines Organismus kontrollieren. Durch Experimente mit dem
Schimmelpilz Neurospora crassa in den 1940er-Jahren fanden George Beadle und
Edward Tatum, dass es einen spezifischen Zusammenhang zwischen Genen und En-
zymen gibt, die sogenannte Ein-Gen-Ein-Enzym-Theorie. Beadle und Tatum zeig-
ten, dass mutierte Arten von Neurospora, die durch Bestrahlung mit Rontgenstrah-
len entstanden, fiir ihr Wachstum zusétzliche Nahrstoffe benétigten. Mutmafilich
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Abb.3.10 Replikation der DNA. Jeder elter-
liche Strang der DNA (grau) dient als Vorlage
flr die Synthese des komplementaren Toch-
terstranges (rot). Dadurch sind die resultieren-
den doppelstrangigen Molekdile identisch.
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Abb. 3.11 Transkription und Translation.
Ein DNA-Strang steuert die Synthese der
Messenger-RNA (mRNA). Die Basensequenz
der transkribierten RNA ist zur Sequenz des
DNA-Stranges komplementar. Die Nachricht
wird Ubersetzt (translatiert), wenn Transfer-
RNA(tRNA)-Molekiile sich an der mRNA durch
komplementéare Basenpaarung zwischen Ab-
schnitten aus drei Nucleotiden — den Codons -
ausrichten. Jede tRNA trdgt eine spezifische
Aminosdure. Diese Aminosduren werden ko-
valent verknuipft und bilden ein Protein. Somit
spezifiziert die Basensequenz in der DNA die
Aminosdurensequenz in einem Protein.

In diesem Diagramm symbolisieren die durch-
gezogenen Pfeile den Fluss der genetischen
Information: DNA steuert ihre eigene Replika-
tion, um neue DNA-Molekiile zu produzieren;
die DNA wird in RNA transkribiert; RNA wird in
Protein translatiert.

Replikation

Transkription Translation
DNA RNA Protein

5 3’
A G A GGTGOCT
DNA
T C T € C A CGA
3 5
Transkriptionl
Codon Codon Codon
5’ 3’
mRNA A G AGGWUGCWU
U CcCuUu c Cc A CGA
tRNAs
Translationl

fehlten den Abkommlingen der strahlungsgeschédigten Zellen bestimmte Enzyme,
die zur Synthese dieser Néahrstoffe notig waren.

Das Bindeglied zwischen DNA und Enzymen (von denen fast alle Proteine sind)

ist die RNA. DNA steuert ihre eigene Replikation sowie die Transkription, um RNA
mit komplementdrer Sequenz zu bilden. Die Basensequenz der RNA wird dann in
die korrespondierende Sequenz von Aminosiuren translatiert, um ein Protein zu
bilden (Abb. 3.11). Diese Ubertragungen der biologischen Information sind im so-
genannten zentralen Dogma der Molekularbiologie im Jahr 1958 von Crick erst-
mals formuliert.
So wie die Tochterstringe der DNA aus freien Desoxynucleotiden synthetisiert
werden, die mit den Basen der elterlichen DNA paaren, werden die RNA-Strénge
aus freien Ribonucleotiden synthetisiert, die mit den komplementéren Basen des
DNA-Stranges eines Gens paaren. (Die Transkription wird in Kapitel 26 ausfiihr-
licher beschrieben.) Die RNA, die zu einem proteincodierenden Gen gehort, wird
als Messenger-RNA (engl.: fiir Boten-RNA) oder mRNA bezeichnet. Sie wandert
zum Ribosom, einer Zellorganelle, die selbst grofitenteils aus RNA aufgebaut ist
(ribosomale RNA oder rRNA). Am Ribosom paart jedes Triplett der mRNA mit
drei komplementiren Nucleotiden in einem kleinen RNA-Molekiil, der Transfer-
RNA oder tRNA (Abb. 3.12). An jedes tRNA-Molekill ist eine bestimmte Amino-
sdure gebunden. Das Ribosom katalysiert die Verkntipfung der Aminosauren, wel-
che die monomeren Einheiten der Proteine sind. (Die Synthese von Proteinen wird
in Kapitel 27 detailliert beschrieben.) Die Aminosduren werden an die wachsen-
de Proteinkette entsprechend der Reihenfolge angefiigt, in der das tRNA-Molekiil
an die mRNA bindet. Da die Nucleotidsequenz der mRNA wiederum die Nucleo-
tidsequenz des Gens widerspiegelt, dirigiert die DNA die Synthese von Proteinen.
Folglich konnen sich auch Verédnderungen (Mutationen) des genetischen Mate-
rials eines Organismus in Proteinen mit verdanderten Strukturen und Funktionen
widerspiegeln.
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wachsende Proteinkette NH; Abb.3.12 Translation. tRNA-Molekdle, die
\ NH} Aminosiure- mit ihrer entsprechenden Aminosaure beladen
Transfer- OH Rest sind, binden an Trinucleotideinheiten (Codons)
RNA NH} der mRNA. Ribosomen ermdglichen die Anla-
/‘ gerung von tRNA an mRNA und katalysieren
die Verknilpfung von Aminosduren, um eine
Transfer- Polypeptidkette zu synthetisieren. Wenn eine
RNA neue Aminosaure hinzugefugt wird, wird das
vorhergehende tRNA-Molekil entfernt, und das
Ribosom bewegt sich entlang der mRNA weiter.
- e

5’ 3
Boten-RNA Ribosom - Das zentrale Dogma
> Obwohl wir manchmal den Zellkern als

Richtung der Ribosomenbewegung entlang der mRNA eine Art Kommandozentrale betrachten,

sendet er keine Information an den Rest
der Zelle. Wie uns das zentrale Dogma in

Mithilfe der in den folgenden Abschnitten beschriebenen Techniken kann die Erinnerung ruft, ist die genetische Informa-
Gesamtheit aller in der DNA codierten Erbinformation fiir einen bestimmten Or- tpn I Form el DNA relativ |.nerF und wird
. . . einfach kopiert — mittels Replikation und
ganismus, sein Genom, zusammengetragen werden. Die Untersuchung des Ge- Transkription
noms, seiner Grofe, Organisation und der darin enthaltenen Gene, wird auch als
Genomik bezeichnet. In Analogie dazu nennt man die Untersuchung der Genex-
pression auch Transkriptomik. Ihr Forschungsgegenstand ist die Gesamtheit der

mRNA-Molekiile (auch als Transkriptom bezeichnet), die unter den jeweiligen Verstandnisfragen zu Abschnitt 3.3
Bedingungen von der DNA transkribiert werden. Entsprechend bezeichnet Pro- 1. Erklaren Sie, warum die Doppelstrang-
teomik die Untersuchung der Gesamtheit der Proteine eines Organismus, seines natur der DNA fiir die Kopierung und
Proteoms. Zwar verédndert sich das Genom eines Organismus im Laufe des Lebens Ubertragung der genetischen Informa-

tion von Bedeutung ist, wenn sich eine
Zelle teilt.

2. Fassen Sie die Schritte des zentralen
Dogmas zusammen. Welche Rolle spielt
dabei jeweils die RNA?

im Grunde nicht, jedoch kénnen sich seine Transkriptome und Proteome in Ab-
héngigkeit von untersuchtem Gewebe, Entwicklungszustand oder dufierer Umwelt
wesentlich unterscheiden.

3.4  Nucleinsauresequenzierung

Schliisselkonzepte

- Im Laboratorium kdnnen Nucleinsduren von Restriktionsenzymen an spezifi-
schen Sequenzen geschnitten werden.

« Mithilfe der Elektrophorese werden Nucleinsduren der GroRe nach aufgetrennt.

- BeiderKettenabbruchmethode erzeugt die DNA-Polymerase zuféllig lange DNA-
Bruchstiicke. Die Identitdt der End- oder Terminatornucleotide aufeinanderfol-
gender Bruchstiicke verrat die urspriingliche DNA-Sequenz.

» Das Humangenom enthalt ca. 21 000 Gene, was etwa 1,2 % seiner drei Milliarden
Nucleotide entspricht.

- Sequenzunterschiede verraten evolutionare Veranderungen.

Vieles vom gegenwirtigen Verstiandnis beziiglich der Struktur und Funktion von
Proteinen stammt aus Informationen, die nicht direkt aus Proteinen selbst, sondern
indirekt aus ihren Genen erhalten wurden. Die Fihigkeit, die Nucleotidsequenz von
Nucleinsduren zu bestimmen, hat es ermaglicht, die Aminosduresequenz der codier-
ten Proteine sowie auch in einem gewissen Umfang deren Strukturen und Funktionen
abzuleiten. Die Sequenzierung von Nucleinsduren ergab aufSerdem Informationen
beziiglich der Regulation von Genen. Teile von Genen, die aber nicht in RNA tran-
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GCACUUGA
Schlangengift-
Phosphodiesterase

GCACUUGA
GCACUUG
GCACUU

GCACU

GCAC

GCA

GC  + Mononucleotide

Abb.3.13 Bestimmung der Sequenz eines
Oligonucleotides mithilfe unspezifischer En-
zyme. Das Oligonucleotid wurde teilweise mit
Phosphodiesterase aus Schlangengift gespal-
ten, welche die Phosphodiesterbindungen
zwischen den Nucleotiden spaltet. Das Enzym
beginnt mit der Spaltung am 3’-Ende des Oli-
gonucleotides. Es entsteht eine Mischung aus
Fragmenten aller Lingen, die dann getrennt
werden kénnen. Der Vergleich der Basenzu-
sammensetzung von Paaren, die sich nur um
ein Nucleotid unterscheiden, ermdglicht die
Identifizierung des 3’-terminalen Nucleotids
des jeweils groBBeren Fragmentes. Die Analyse
jedes Fragmentpaares ergibt die Sequenz des
urspriinglichen Oligonucleotides.

skribiert werden, konnen trotzdem einen Einfluss darauf haben, wie oft ein Gen
exprimiert, d. h. transkribiert und translatiert wird. Dariiber hinaus haben Bemii-
hungen, Sequenzen in bisher nicht kartierten Bereichen der DNA aufzuklédren, zu
der Entdeckung neuer Gene und neuer regulatorischer Elemente gefiithrt. Hélt man
eine Nucleinsduresequenz erst einmal in Hénden, kann sie vervielfiltigt, modifiziert
und exprimiert werden. Dies ermoglicht die Untersuchung von Proteinen, die sonst
nicht in ausreichenden Mengen erhalten werden konnen. In diesem Abschnitt wird
beschrieben, wie Nucleinsiduren sequenziert werden und welche Informationen die
Sequenzen liefern konnen. Im darauf folgenden Abschnitt wird die Manipulation
von isolierten Nucleinsduresequenzen fiir vielfiltige Anwendungen diskutiert.
Die generelle Strategie fiir die Sequenzierung eines Polymers aus nicht identischen
Einheiten ist Folgende:

1. Spaltung des Polymers in bestimmte Fragmente, die klein genug sind, um voll-
standig sequenziert zu werden.

2. Bestimmung der Bausteinsequenz in jedem Fragment.

3. Bestimmung der Reihenfolge der Fragmente im urspriinglichen Polymer durch
Abgleichen der Fragmente, die tiberlappende Sequenzen enthalten.

Bei den ersten Bemithungen, RNA zu sequenzieren, wurden unspezifische Enzyme
eingesetzt, um relativ kleine Fragmente zu generieren, deren Nucleotidzusammen-
setzung dann durch eine partielle Spaltung mit einem Enzym bestimmt wurde, das
selektiv Nucleotide von einem der beiden Enden entfernte (Abb. 3.13). Die Sequen-
zierung der RNA auf diese Art und Weise war mithsam und zeitraubend. Robert
Holley bendtigte sieben Jahre, bis er mit diesen Methoden die Sequenz eines tRNA-
Molekiils aus 76 Resten bestimmt hatte.

Nach 1975 wurde ein deutlicher Fortschritt in der Technik der Nucleinsdurese-
quenzierung gemacht. Dies wurde durch die Entdeckung von Enzymen erreicht,
die DNA an spezifischen Stellen spalten konnen, und durch die Entwicklung
schneller Sequenzierungstechniken fiir DNA. Weil die meisten spezifischen
DNA-Sequenzen in einem Genom normalerweise nur als Einzelkopie vorliegen,
ziehen die meisten Sequenzierungsprojekte einen Nutzen aus Methoden, die
DNA-Segmente durch Klonierung oder Kopieren vervielfiltigen (Abschn. 3.5).

3.4.1 Restriktionsendonucleasen schneiden

die DNA an spezifischen Sequenzen

Viele Bakterien konnen der Infektion durch Bakteriophagen (Viren, die spezifisch
Bakterien infizieren) widerstehen, weil sie ein wirksames Restriktions-Modifika-
tions-System besitzen. Ein Bakterium modifiziert bestimmte Nucleinsduren in de-
finierten Bereichen seiner eigenen DNA durch den Einbau einer Methylgruppe
(—CHjy). Diese Reaktion wird durch eine Modifikationsmethyltransferase kata-
lysiert. Eine Restriktionsendonuclease, welche die gleiche Nucleotidsequenz er-
kennt wie die Methyltransferase, spaltet jede DNA, die nicht an mindestens einem
der beiden Strédnge modifiziert wurde. (Eine Endonuclease spaltet eine Nuclein-
sdure innerhalb eines Polynucleotidstranges, eine Exonuclease spaltet eine Nu-
cleinsdure, indem sie einen der terminalen Reste entfernt.) Das Restriktionssystem
zerstort fremde (Phagen-) DNA, die eine Erkennungsstelle besitzt, welche nicht
durch Methylierung modifiziert wurde. Die Wirts-DNA ist immer mindestens zur
Halfte methyliert, denn auch wenn ein Tochterstrang bis kurz nach Beendigung sei-
ner Synthese nicht methyliert vorliegt, ist doch der Elternstrang, mit dem er paart,
schon modifiziert und schiitzt somit beide Stréinge der DNA vor der Spaltung durch
Restriktionsenzyme.

Typ-1I-Restriktionsendonucleasen sind hilfreiche molekularbiologische Werk-
zeuge. Diese Enzyme schneiden DNA innerhalb einer Sequenz von vier bis acht



Tab.3.2 Erkennungs- und Restriktionsschnittstellen.

Enzym Erkennungssequenz? Mikroorganismus

Alul AG|C*T Arthrobacter luteus

BamHI GlGATC*C Bacillus amyloliquefaciens H
Bglll A|GATCT Bacillus globigii

EcoRI G|AA*TTC Escherichia coli RY13
EcoRII iCC*(?)GG Escherichia coli R245

EcoRV GA*T|ATC Escherichia coli ]62 pLG74
Haell RGCGClY Haemophilus aegyptius
Haelll GGlC*C Haemophilus aegyptius
HindIII A*|AGCTT Haemophilus influenzae Ry
Hpall ClC*GG Haemophilus parainfluenzae
Mspl C*|CGG Moraxella-Spezies

Pstl CTGCA*|G Providencia stuartii 164
Pvull CAGIC*TG Proteus vulgaris

Sall G|TCGAC Streptomyces albus G

Taql T]CGA* Thermus aquaticus

Xhol C|ITCGAG Xanthomonas holcicola

a) Die Erkennungssequenz ist abgekiirzt; nur ein Strang, in 5 — 3’-Richtung gelesen, ist ange-
geben. Die Schnittstelle ist durch einen Pfeil (]) gekennzeichnet, und die modifizierte Base,
soweit bekannt, ist mit einem Sternchen markiert (A* steht fiir NG-Methyladenin und C*
fiir 5-Methylcytosin). R, Y und N stehen entsprechend entweder fiir ein Purinnucleotid, ein
Pyrimidinnucleotid oder jedes beliebige Nucleotid.

[Roberts, R.J. und Macelis, D., REBASE-the restriction enzyme database, rebase.neb.com.]

Basen, die durch die dazugehorige Modifikationsmethyltransferase erkannt wird
(Typ-I- und Typ-IlI-Restriktionsendonucleasen schneiden DNA nicht direkt
innerhalb ihrer Erkennungssequenzen). Mittlerweile sind tber 11000 Typ-II-
Restriktionsenzyme mit mehr als 270 verschiedenen Erkennungssequenzen cha-
rakterisiert worden. Einige der am héufigsten verwendeten Restriktionsenzyme
sind in Tab. 3.2 aufgelistet. Ein bakterielles Restriktionsenzym wird folgenderma-
en benannt: Der erste Buchstabe ist der Anfangsbuchstabe des Gattungsnamens,
darauf folgen die beiden ersten Buchstaben der Art und dann der Serotyp oder
die Stammbezeichnung. Falls das Bakterium mehr als einen Typ an Restriktions-
enzymen besitzt, wird dem Namen zusétzlich eine romische Ziffer angefiigt. Zum
Beispiel findet man EcoRI in dem E. coli-Stamm RY13.

Interessanterweise erkennen und spalten die meisten Typ-II-Restriktionsen-
donucleasen an palindromischen DNA-Sequenzen. Ein Palindrom ist ein Wort
oder eine Phrase, die sich vorwirts wie riickwérts gleich lesen lasst. Zwei Beispiele
sind ,,Otto“ und ,Ein Esel lese nie“. In einem palindromischen DNA-Abschnitt ist
die Nucleotidsequenz in jedem Strang gleich und das Segment besitzt eine zwei-
zdhlige Symmetrieachse (Abb. 3.14). Die meisten Restriktionsenzyme schneiden
beide Strange der DNA versetzt und erzeugen so DNA-Fragmente mit komple-
mentéren Einzelstrangiiberhdngen. Restriktionsfragmente mit solchen klebrigen
Enden (engl.: sticky ends) konnen sich durch Basenpaarung mit anderen Frag-
menten assoziieren, die durch dasselbe Restriktionsenzym entstanden sind. Einige
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Abb.3.14 Restriktionsschnittstellen. Die
Erkennungssequenzen fir Typ-lI-Restriktions-
endonucleasen sind palindromische Sequen-
zen mit einer zweizahligen Symmetrieachse.

(a) Erkennungssequenz fiir EcoRI, das DNA-
Fragmente mit ,klebrigen” Enden (engl.: sticky
ends) liefert. (b) Erkennungssequenz fiir ECORY,
das Fragmente mit ,glatten” Enden (engl.: blunt
ends) liefert.


rebase.neb.com

70| 3 Nucleotide, Nucleinsduren und genetische Information

Abb.3.15 Gelelektrophoreseapparatur.
Die Proben werden in Taschen oben im Gel

aufgetragen und wandern wéhrend der Elek- =
. - Probe
trophorese in parallelen Bahnen. Negativ ge- Kathode Proben-
ladene Molekiile wie DNA wandern infolge kammern
eines angelegten elektrischen Feldes durch \._)ﬁ
die Gelmatrix zur Anode. Weil sich kleine Mo- |j Puffer ‘
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Restriktionsendonucleasen spalten die beiden DNA-Striange an der Symmetrie-
achse und produzieren dadurch Fragmente mit komplett basengepaarten glatten
Enden (engl.: blunt ends).
34.2 Die Elektrophorese trennt Nucleinsauren
ABCDEFGH.I entsprechend ihrer Grol3e

Die Inkubation einer DNA mit einer Restriktionsendonuclease ergibt eine Reihe
von Fragmenten, die ihrer Grofie nach getrennt werden konnen. Fiir eine solche
Trennung wird tiblicherweise die Gelelektrophorese angewendet. Das Prinzip be-
ruht dabei darauf, dass sich ein geladenes Molekiil in einem elektrischen Feld be-
wegt und zwar mit einer Geschwindigkeit, die proportional zu seiner Gesamtla-
dungsdichte, GrofSe und Form ist. Fiir Molekiile einer relativ homogenen Zusam-
mensetzung (wie Nucleinsduren) sind die Form und die Ladungsdichte konstant,
sodass die Geschwindigkeit vor allem von der Grofle abhéngt. Die Elektrophore-
se wird in einer gelartigen Matrix durchgefiihrt. Diese besteht meist aus Agarose
(Kohlenhydratpolymere, die ein loses Maschenwerk bilden) oder aus Polyacryl-
amid (ein etwas starreres, quervernetztes synthetisches Polymer). Das Gel wird
im Allgemeinen zwischen zwei Glas- oder Kunststoffplatten gegossen (Abb. 3.15),
oder es wird als diinne Schicht auf eine ebene Fldche aufgebracht. Die Proben mit
den zu trennenden Molekiilen werden an einem Ende des Geles aufgetragen und
bewegen sich dann, unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes, durch die Poren
der Matrix. Kleinere Molekiile bewegen sich schneller durch das Gel und legen
deshalb in einer bestimmten Zeit eine groflere Strecke zuriick.

Nach der Elektrophorese konnen die getrennten Molekiile im Gel durch geeig-

Abb.3.16 Elektropherogramm einer Restrik-

tionsspaltung. Das Plasmid pAgK84 wurde mit nete Techniken sichtbar gemacht werden, beispielsweise durch einen Farbstoff,
(A) BamHl, (B) Pstl, (C) Bglll, (D) Haelll, (E) Hincll, der spezifisch an die DNA bindet, oder mittels radioaktiver Markierung. Je nach
(F) Sacl, (G) Xbal und (H) Hpal gespalten. Bahn Grof3e und Farbemethode des Geles konnen mittels der Gelelektrophorese Proben
I'enthdlt DNA des Bakteriophagen A, die mit getrennt und detektiert werden, die weniger als 1 ng Material enthalten. AufSerdem

HindlIl gespalten wurde und als Standard dient,

konnen verschiedene Proben gleichzeitig in einem Elektrophoreselauf analysiert
da die GroRe dieser Fragmente bekannt ist. Die

- h werden. Zum Beispiel konnen die Fragmente, die durch die Spaltung einer DNA-
Restriktionsfragmente in jeder Bahn wurden vor Prob . hied R ikti hal d benei d
einem dunklen Hintergrund durch Fluoreszenz robe mit verschiedenen Restri (tlonsen?ymeg. erhalten wur len, nebeneinander
sichtbar gemacht. [Slota, J.E. und Farrand, S.F. sichtbar gemacht werden (Abb. 3.16). Die Grofle der verschiedenen Fragmente
(1982). Plasmid 8: 180. © 1982 Academic Press, kann dann durch den Vergleich ihrer elektrophoretischen Mobilitdt mit der von
mit freundlicher Genehmigung.] Fragmenten bekannter Grofle bestimmt werden.



343 Die klassische Sequenzierung verwendet
die Kettenabbruchmethode

Die bis vor wenigen Jahren am héufigsten eingesetzte Technik der DNA-Sequen-
zierung war die von Frederick Sanger entwickelte Kettenabbruchmethode. In ei-
nem ersten Schritt miissen dazu einzelne Polynucleotidstriange in der Probe er-
zeugt werden. Komplementére Strange konnen durch Erhitzen getrennt werden,
wobei die Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Basen aufgebrochen wer-
den. Als Néchstes werden Polynucleotidfragmente gebildet, welche an Positionen
abbrechen, die jeweils einem der vier Nucleotide entsprechen. Die Fragmente wer-
den schliefSlich getrennt und bestimmt.

Die DNA-Polymerase kopiert einen Matritzenstrang

Bei der Kettenabbruchmethode (auch Didesoxymethode genannt) verwendet
man ein E. coli-Enzym, um komplementére Kopien der zu sequenzierenden Ein-
zelstrang-DNA herzustellen. Das Enzym ist ein Fragment der DNA-Polymerase I,
eines der Enzyme, die an der Replikation der bakteriellen DNA (Abschn. 25.2.1)
beteiligt sind. Indem sie einen einzelnen DNA-Strang als Vorlage (Matrize) ver-
wendet, baut die DNA-Polymerase in 5’ — 3/-Richtung die vier Nucleosidtriphos-
phate (ANTPs), dATP, dCTP, dGTP und dTTP so ein, dass eine komplementire
Polynucleotidkette entsteht (Abb. 3.17).

Die DNA-Polymerase I kann aufeinanderfolgende Desoxynucleotide nur an
das 3/-Ende der Polynucleotidkette addieren. Das bedeutet, dass die Replikati-
on durch die Anwesenheit eines kurzen Polynucleotids (eines Primers) initiiert
werden muss, der komplementir zum 3’-Ende der Matrizen-DNA ist und das
5’-Ende des neuen Stranges bildet. Der Primer lagert sich iiber Basenpaarung an
den Vorlagestrang an und die Nucleotide werden nacheinander an das 3’-Ende
des Primers addiert. In den meisten Fillen ist die zu sequenzierende DNA ein
Restriktionsfragment, d. h., sie beginnt und sie endet mit einer Restriktionsschnitt-
stelle. Der Primer kann dann ein kurzes DNA-Segment mit der Sequenz dieser
Restriktionsschnittstelle sein.

Matrize

3 P
p\{\p\{\p\{\l)\{\p\{\l)\{\p |
cC A G T G A A T

: : : : K/\ DNA-Polymerase I :
G T C A C T w > G
PP,
OH + OH + -OH + etc.
P p p PPP PPP
5’ Primer 3’ dCTP dTTP

Abb.3.17 Funktionsweise der DNA-Polymerase I. Mit dem Einzelstrang als Vorlage verlén-
gert das Enzym den Primer durch schrittweise Addition komplementarer Nucleotide. Dazukom-
mende Nucleotide paaren mit den Basen des Vorlagestranges und werden in 5 — 3’-Richtung
dem wachsenden Polynucleotidstrang hinzugeftigt. Die polymerasekatalysierte Reaktion erfor-
dert, dass am wachsenden Strang eine freie 3’-OH-Gruppe vorhanden ist. Bei jeder Nucleotid-

addition wird ein Molekil Pyrophosphat (PZO‘;‘, PP;) freigesetzt.
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Abb.3.18 Automatisierte DNA-Sequenzie-
rung durch die Kettenabbruchmethode. Das
Reaktionsgemisch beinhaltet die einzelstran-
gige, zu synthetisierende DNA (die Matrize),
einen Primer, die vier Desoxynucleotidtriphos-
phate (durch dATP usw. wiedergegeben) und
kleine Mengen der vier fluoreszenzmarkierten
Didesoxynucleotidtriphosphate (ddATP usw.).
Die DNA-Polymerase verlangert den Primer, bis
ein kettenabbrechendes Didesoxynucleotid
angefligt wird; auf diese Weise wird eine Reihe
von DNA-Bruchstiicken erzeugt, die sich um ein
Nucleotid unterscheiden. Die Mischung wird in
einem Kapillarrohrchen einer Gelelektrophorese
unterzogen, welche die Bruchsttlicke nach ihrer
GroRe auftrennt. Wahrend jedes Polynucleotid
den Detektor passiert, wird sein 3’-terminales
Nucleotid entsprechend seiner laserstimulierten
Fluoreszenz identifiziert.

Matrize: 3 — —— CCGGTAGCAACT ——— 5’
Primer: 5 ———— GG 3

dATP + dCTP + dGTP + dTTP +
ddATP —@ + ddCTP —@ +
ddGTP —O + ddTTP —@

DNA-
Polymerase

GGCCATCGTTGA —@
GGCCATCGTTG —O

GGCCATCGTT —@

GGCCATCGT —@

GGCCATCG —O farbstoffmarkierte
GGCCATC @ DNA-Abschnitte
GGCCAT @

GGCCA—@

GGCC—@

GGC—@
DNA- farbstoffmarkierte DNA-Abschnitte
werden in einem Kapillargel der
Wanderung
ll Elektrophorese unterzogen

=

Laser l Detektor

Die DNA-Synthese bricht nach bestimmten Basen ab

Bei der Kettenabbruchtechnik (Abb. 3.18) wird die zu sequenzierende DNA mit
DNA-Polymerase I, einem geeigneten Primer und den vier dNTP-Substraten fiir
die Polymerisierungsreaktion inkubiert.

Die Schliisselkomponente der Reaktionsmischung ist eine kleine Menge 2/,3'-
Didesoxynucleosidtriphosphat (ddNTP)

B
®—@®—@—ocH, 0 e
<
H H
H H

2',3’-Didesoxynucleosid-
triphosphat

dem die 3'-OH-Gruppe der Desoxynucleotide fehlt. Wenn das Didesoxyanalogon
anstelle des normalen Nucleotids in das wachsende Polynucleotid eingebaut wird,
ist die Kettenverlingerung beendet, weil die Addition des néchsten Nucleotids eine
freie 3'-OH-Gruppe erfordert.

Mit einer nur geringen Menge an ddNTPs wird eine Reihe von verkiirzten Ket-
ten gebildet, von denen jede mit einem Didesoxyanalogon an einer der Positionen
endet, die von der entsprechenden Base eingenommen wird.

Bei Sequenzierungen im Labormafistab erzeugt man vier Reaktionsmischungen,
jede mit einem anderen ddNTP, und trennt die Reaktionsprodukte mittels Gel-
elektrophorese auf parallelen Bahnen. Die Lange der entstandenen vorzeitig ab-
brechenden Ketten zeigt die Position an, an der das Didesoxynucleotid eingebaut
wurde. Jedes ddANTP hat ein unterschiedliches Fluoreszenz-,Etikett”, sodass die
Produkte der Polymerasereaktion leicht aufgespiirt werden konnen. Die Gelelek-
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Abb.3.19 DNA-Sequenz-Daten. Jeder der vier farbigen Kurvenver- Fluoreszenz seiner Bande auf dem Gel identifiziert und durch einen ein-
ldufe gibt das Elektrophoresemuster der Fragmente wieder, die eines zelnen Buchstaben angezeigt (A, T, G oder C). Dieser Teil des Computer-
der Didesoxynucleotide enthalten. Griin, rot, schwarz und blau entspre- ausdruckes entspricht den Nucleotiden 100 bis 290 des sequenzierten
chen den Fragmenten, die mit ddATP bzw. ddTTP, ddGTP und ddCTP DNA-Segmentes. [Mit freundlicher Genehmigung von Mark Adams, J.
enden. Die terminale 3’-Base jedes Oligonucleotides wird durch die Craig Venter Institute, Rockville, Maryland.]

trophorese trennt die neu synthetisierten DNA-Abschnitte, die sich in nur einem
Nucleotid unterscheiden.

Auf diese Weise kann die Sequenz des replizierten Stranges direkt vom Gel ab-
gelesen werden.

Es ist zu beachten, dass die Sequenz, die man mit der Kettenabbruchmethode
erhilt, komplementér zu dem DNA-Strang ist, der sequenziert wird.

Die am weitesten fortgeschrittenen Sequenzierungsgerite, die die Kettenab-
bruchmethode verwenden, identifizieren jedes DNA-Fragment, wenn es den
Boden eines Kapillarelektrophoreserohrchens verlisst; die Sequenzdaten haben
somit die Form einer Reihe von Spitzen (Abb. 3.19). Probenvorbereitung und Da-
tenanalyse sind vollautomatisiert, und die Sequenzen der DNA-Abschnitte (engl.
reads genannt) von bis zu 1000 Nucleotiden konnen aus einer einzelnen Reakti-
onsmischung erhalten werden, bevor sich anhdufende Fehler das Vertrauen in die
Identifizierung auf ein nicht mehr akzeptables Mafd reduzieren. Zudem besitzen
diese Anordnungen bis zu 384 Kapillarrohrchen und konnen damit gleichzeitig
384 DNA-Segmente sequenzieren.

Die vielen sequenzierten reads miissen korrekt zu einem weitaus lingeren DNA-
Strang zusammengesetzt werden als dem, von dem sie abstammen. Dies wird durch
den Vergleich von reads mit sich iiberlappenden Sequenzen bewerkstelligt, wie in
Abb. 3.20 schematisch gezeigt ist. Die sich iiberlappenden Sétze von DNA-Frag-
menten erzeugt man, indem die DNA getrennt mit mindestens zwei Restriktions-
endonucleasen geschnitten wird, die unterschiedliche Sequenzspezifititen besit-
zen. Alternativ kann man Fragmente herstellen, indem man eine Losung der stei-
fen doppelstrangigen DNA hochfrequenten Schallwellen aussetzt, ein Vorgang, der
Beschallung (engl.: sonication) genannt wird; dabei wird die DNA an zufilligen
Stellen mechanisch aufgebrochen (geschert). Selbst bei relativ kleinen Chromoso-
men (das E. coli-Genom hat 4600 kb; ein durchschnittliches menschliches Chro-
mosom ca. 125000 kb) ist das Zusammensetzen ein hochintensiver Rechenprozess.

Intakte DNA
5'-ACTCGGAGTAACGCTATGAAGCATTCGCATTTGTCGAGTCT-3’

ACTCGGAGTAACG Fragment 1
TAACGCTATGAAGCATT Fragment 2
AGCATTCGCATTTG Fragment 3
ATTCGCATTTGTCGAGTCT Fragment 4

Abb.3.20 Man bestimmt die Reihenfolge
der sequenzierten Bruchstiicke in ihrer ur-
spriinglichen DNA, indem man die Sequenzen
der lGiberlappenden Fragmentsatze einander
zuordnet. Damit ist das 3’-Ende von Fragment 1
identisch mit dem 5’-Ende von Fragment 2, des-
sen 3’-Ende mit dem 5’-Ende von Fragment 3
identisch ist usw.
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Zusitzlich hat die Kettenabbruchmethode eine Fehlerrate von ca. 0,1 % (was bei ei-
nem 125 000-kb-Chromosom zu etwa 125000 Fehlern fithren wiirde). Um diese
Fehler zu minimieren, muss die DNA vielmals unabhéngig voneinander sequen-
ziert werden — normalerweise zumindest mit zehnfacher Redundanz.

344 Sequenzierungstechniken der nachsten
Generation sind massiv parallel

Der Wert der DNA-Sequenzinformation, insbesondere die enormen Datensiitze,
die man aus der Sequenzierung ganzer Genome erhilt, haben die Entwicklung
sogenannter Sequenzierungstechniken der néchsten Generation unterstiitzt; diese
bieten zahlreiche Kosten-Nutzen-Abwigungen zwischen den Kosten, der Ge-
schwindigkeit und der Genauigkeit. Wie die Kettenabbruchmethode, so ziehen
auch viele der neueren Methoden einen Nutzen aus der Fahigkeit des DNA-
Matrizenstranges, die Synthese seiner komplementidren Kopie zu steuern (ein
Vorgang, der Sequenzierung durch Synthese genannt wird). Aber zusitzlich
konnen diese Methoden gleichzeitig Hunderttausende Milliarden verschiedener
reads bestimmen; d.h., sie fithren massiv parallele Sequenzierungsreaktionen
aus. Zwei von mehreren verwendeten DNA-Sequenzierungstechniken sind unten
beschrieben.

Bei der Pyrosequenzierung (die Instrumente verwendet, die von 454 Life Sci-
ences, Inc. hergestellt werden und deshalb auch 454-Sequenzierung genannt
wird) werden die zu sequenzierenden DNA-Abschnitte auf der Oberfliche von
mikroskopisch kleinen Plastikperlen immobilisiert, und zwar unter solchen Ver-
diinnungsbedingungen, dass auf einer Perle nicht mehr als ein DNA-Molekiil
angeheftet ist. Die DNA auf jeder Perle wird dann mithilfe einer Variante des im
Abschn. 3.5.3 beschriebenen Vorgangs mehrfach repliziert (vervielfiltigt), und die
Perlen werden dann in einer Vertiefung (well) eines faseroptischen Objektrigers
deponiert, der pro well nur eine Perle halten kann. Nun werden ein Primer und
eine DNA-Polymerase zugesetzt und anschliefiend ein ANTP hinzugefiigt. Wenn
die DNA-Polymerase an dem wachsenden DNA-Strang ein Nucleotid anhéngt,
wird Pyrophosphat (PPa) freigesetzt und erfahrt eine chemische Reaktionsfolge,
an der das Enzym Luciferase des Leuchtkafers beteiligt ist, wodurch ein Lichtblitz
entsteht. Uber die immobilisierte DNA-Matrize werden hintereinander Losungen
mit jeweils einem der vier ANTPs gewaschen, und ein Detektor zeichnet auf, ob
in Gegenwart eines bestimmten dNTPs Licht erzeugt wird. Durch mehrfaches
Wiederholen dieses Vorganges lésst sich die Nucleotidsequenz ableiten, die zum
Matrizenstrang komplementér ist. Die Pyrosequenzierung kann reads mit bis zu
700 Nucleotiden exakt bestimmen, etwas kiirzere reads als die mit der Kettenab-
bruchsequenzierung bestimmten reads. Jeder faseroptische Objekttrager enthélt
zahlreiche Vertiefungen, sodass ca. eine Million Matrizen gleichzeitig sequen-
ziert werden konnen. Folglich ist das Pyrosequenzierungssystem etwa 1000-mal
schneller als die fortschrittlichsten Kettenabbruchsequenziersysteme.

Bei der Illumina-Sequenzierung (die von der Fa. [llumina produzierte Instru-
mente verwendet), die ebenfalls eine Sequenzierung-durch-Synthese-Methode
ist, werden zahlreiche DNA-Abschnitte an eine Glasplatte geheftet und an Ort
und Stelle vervielfaltigt, sodass Cluster mit Millionen identischer DNA-Molekiile
entstehen. Um deren Sequenzen zu bestimmen, wird eine Losung mit den vier
dNTPs, an die jeweils eine andere fluoreszierende Gruppe gekoppelt ist und die
an ihren 3/-Positionen chemisch blockiert sind, so iiber die Platte gegossen, dass
von der DNA-Polymerase jedem Strang nur ein einzelnes Nucleotid hinzugefiigt
wird. Die dNTPs, die nicht reagiert haben, werden dann weggewaschen, und
die fluoreszierenden Gruppen, die mit den Primer-Stringen verbunden sind,
werden durch einen Laser angeregt und von einer Digitalkamera entsprechend
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Zyklus 1 Zyklus 2 Zyklus 3 Zyklus 4 Zyklus 5 Abb.3.21 Schemazeichnung von sechs auf-
einanderfolgenden Zyklen eines lllumina-
Sequenzierungsgerats. Die verschiedenen Nu-
cleotidabkdmmlinge (C, A, T und G) fluoreszie-
ren jeweils mit einer anderen Farbe. [Nachdruck
mit freundlicher Genehmigung von Macmillan
Publishers Ltd.: Nat. Rev. Genet. 11 (1): 32-46,
Copyright 2009.]

Oben: CATCGT
TO G Unten: TCAGCT

ihrer Fluoreszenzfarbe identifiziert (Abb. 3.21). Dann werden die fluoreszierenden
und 3’-blockierten Gruppen chemisch entfernt und der Zyklus aus Synthese und
Identifizierung wird wiederholt. Das Illumina-System kann reads von 30 bis 300
Nucleotiden exakt bestimmen, bedeutend kiirzere reads als die Kettenabbruch-
und die Pyrosequenzierungsmethode, aber es kann bis zu drei Milliarden reads
pro Lauf bestimmen.

Es sind noch mehrere andere Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierungstechnologi-
en im Einsatz oder in der Entwicklung. Die vielleicht ausgekliigeltste Methode ist
jene, bei der ein DNA-Einzelstrang elektrophoretisch durch eine Nanopore (ei-
ne Pore von molekularer Grofe) in eine Membran getrieben und deren Sequenz
durch winzige Anderungen der elektrischen Eigenschaften der Pore preisgegeben
wird, wenn verschiedene Basen sie passieren. Eine solche Einzelmolekiiltechnik
konnte, wenn sie ausreichend verlésslich gemacht wiirde, innerhalb von Sekun-
den oder Minuten (anstatt Stunden oder Tage wie die vorangegangenen Metho-
den) die Sequenz eines DNA-Stranges verraten und hétte reads von unbegrenzter
Léange. Zudem miisste die DNA vor der Sequenzierung nicht vervielfiltigt werden,
die Verwendung teurer Enzyme und Reagenzien wire tiberfliissig und die langen
reads wiirden den Rechenaufwand erheblich reduzieren, der erforderlich ist, um
die reads in Chromosomen zusammenzusetzen.

Nucleotidsequenzen sind in Datenbanken gespeichert

Die Ergebnisse der grofien und kleinen Sequenzierungsprojekte werden iblicher-
weise in Onlinedatenbanken hinterlegt, wie z. B. bei GenBank (siehe Bioinformatics
Projekt 1). Bis Mitte 2015 wurden auf diese Weise ca. 1,2 Billionen Nucleotide in
mehr als 450 Millionen Sequenzen aufgezeichnet; das sind Zahlen, die sich etwa
alle 18 Monate verdoppeln.

Die Nucleinsduresequenzierung wurde derart zur Routine, dass die direkte
Bestimmung der Aminosauresequenz eines Proteins (Abschn. 5.3) weit mehr Zeit
in Anspruch nimmt als die Ermittlung der Basensequenz seines entsprechenden
Gens. Die Sequenzierung von Nucleinsduren ist in der Tat von unschétzba-
rem Wert fiir die Untersuchung von Genen, deren Produkte bislang noch nicht
identifiziert wurden. Wenn das Gen sequenziert werden kann, lasst sich die vor-
aussichtliche Funktion des Genprodukts (z.B. Protein) vorhersagen, wenn die
Produkte von Genen dhnlicher Sequenzen bereits beschrieben sind (Exkurs 3.1).

34.5 Eswurden vollstandige Genome sequenziert

Die Moglichkeit von Basensequenzierung im grofien Mafistab hat den Traum von
der Sequenzierung ganzer Genome wahr werden lassen. Die hauptséchliche tech-
nische Hiirde bei der Sequenzierung der gesamten genomischen DNA eines Lebe-
wesens ist jedoch nicht die eigentliche Sequenzierung. Die Schwierigkeit ist viel-
mebhr, die vielen einzelnen sequenzierten Abschnitte (je nach Genomgrofie einige
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Tab. 3.3 Einige sequenzierte Genome.

Organismus Genomgrofe Anzahl der
(kb) Chromosomen

Mycoplasma genitalium (Parasit beim Menschen) 580 1

Rickettsia prowazekii (vermutlich mit Mitochondrien 1112 1

verwandt)

Haemophilus influenzae (Krankheitserreger beim 1830 1

Menschen)

Escherichia coli (menschlicher Symbiont) 4639 1

Saccharomyces cerevisiae (Biackerhefe) 12070 16

Plasmodium falciparum (einzelliger Parasit, Erreger 23000 14

der Malaria)

Caenorhabditis elegans (Nematode) 97 000 6

Arabidopsis thaliana (zweikeimblattrige Pflanze) 119 200

Drosophila melanogaster (Taufliege) 180000 4

Oryza sativa (Reis) 389 000 12

Danio rerio (Zebrafisch) 1700000 25

Gallus gallus (Huhn) 1200000 40

Mus musculus (Maus) 2500000 20

Homo sapiens 3038000 23

Zehntausend bis einige Millionen) zu zusammenhéngenden Blocken zusammen-
zusetzen und ihnen auf den Chromosomen die richtigen Positionen zuzuweisen.
Um dies zu bewerkstelligen, war die Entwicklung automatisierter Sequenzierpro-
tokolle und mathematisch hochkomplexer Computeralgorithmen erforderlich.

Die erste vollstidndig bestimmte Genomsequenz war die des Bakteriums Haemo-
Philus influenzae, die 1995 Craig Venter vermeldete. Bis Mitte 2015 waren die Se-
quenzen von iiber 33 000 Genomen aus Prokaryoten (und viele weitere werden ge-
rade bestimmt) und von 2200 Eukaryoten bekannt, einschliefdlich des Humange-
noms, der Genome von Tieren, Pflanzen, Pilzen, menschlichen Krankheitserregern
und Labororganismen (Tab. 3.3). Die Genome einiger ausgestorbener Lebewesen
wurden sequenziert, darunter das des Neandertalers, unseres nidchsten Verwand-
ten, und das des Wollmammuts.

Bei der Metagenomsequenzierung werden die DNA-Sequenzen vieler Organis-
men als Einzeldatensatz analysiert. Dieser Ansatz wird gewahlt, um komplexe, mit-
einander zusammenhingende Mikrobengemeinschaften zu charakterisieren, wie
etwa solche im Meeresmilieu, in Boden und im Verdauungstrakt von Tieren. Vie-
le Arten in diesen Gemeinschaften konnen nicht einzeln kultiviert und sequen-
ziert werden (man schétzt, dass nur ca. 1 % der existierenden Mikroorganismen im
Laboratorium kultiviert wurde). Metagenomsequenzdaten verraten die Gesamt-
genzahl und geben eine Schitzung der kollektiven Stoffwechselfdhigkeiten der Ge-
meinschaft. Es wurden beispielsweise iiber drei Millionen Gene in Metagenom-
analysen von Mikroorganismen identifiziert, die den menschlichen Darm bewoh-
nen, was bis zu 1000 Bakterienarten représentiert. Dieses sogenannte Mikrobiom,
das typischerweise aus ca. 100 Billionen Zellen besteht (weit mehr Zellen als der
menschliche Korper hat), hilft insofern bei der Verdauung, als dass es bestimm-
te Kohlenhydrate abbaut, die der Mensch andernfalls nicht verdauen konnte, es
liefert bestimmte Vitamine und fordert die Entwicklung des Immunsystems. Wah-
rend die meisten Menschen einen gemeinsamen Kernsatz von etwa 60 Darmmikro-
organismen haben, scheinen signifikante Unterschiede mit Stoffwechselvariablen
wie der Korpermasse zu korrelieren. Untypische Darmmikrobiome sind auch mit
bestimmten Krankheiten vergesellschaftet, wie die entziindlichen Darmerkran-
kungen.
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Das menschliche Genom enthalt relativ wenige Gene

Die Bestimmung der rund 3,2 Milliarden Nucleotide des menschlichen Genoms
war ein gewaltiges Unternehmen, an dem Hunderte von Wissenschaftlern beteiligt
waren. Diese arbeiteten in zwei Gruppen, von denen eine von Venter, die ande-
re von Francis Collins (Exkurs 3.1), Eric Lander und John Sulston geleitet wurde.
Nach mehr als zehn Jahren intensiver Bemithungen wurde Anfang 2001 der ,Roh-

Exkurs 3.1 Berliihmte Biochemiker

Francis Collins und das Gen fiir cystische Fibrose

Francis S. Collins (¥*1950).

In der Mitte des 20. Jahrhunderts hat man die molekularen
Grundlagen mehrerer menschlicher Krankheiten verstanden.
So stellte sich beispielsweise heraus, dass die Sichelzellanamie
(Abschn. 7.1.5) durch ein anomales Protein, das Sichelzellhamo-
globin, verursacht wird. Untersuchungen des Sichelzellhamo-
globins offenbarten schlie3lich den zugrunde liegenden gene-
tischen Defekt, eine Mutation in einem Hdmoglobin-Gen. Dem-
zufolge schien es moglich zu sein, auch andere Krankheiten
auf defekte Gene zuriickzufiihren. Aber bei vielen genetischen
Krankheiten - sogar bei denjenigen, deren Symptome gut be-
schrieben waren - hatte man bislang kein fehlerhaftes Prote-
in identifiziert. Eine derartige Krankheit war die cystische Fi-
brose, die hauptsachlich durch die Absonderung eines dicken
Schleims charakterisiert ist, der die Atemwege verstopft und
Bakterien ein ideales Wachstumsmillieu bietet. Cystische Fibro-
se ist die haufigste Erbkrankheit bei Nord- und Mitteleuropa-
ern;in Deutschland ist eines von 2500 Neugeborenen davon be-
troffen. Die Krankheit fiihrt meist im frihen Erwachsenenalter
zum Tod, weil die Lunge irreversibel geschadigt wird. Man hoff-
te, wenn man den molekularen Defekt der cystischen Fibrose
herausfinden wiirde, dann lie3e sich die Krankheit besser ver-
stehen und man kénnte auch wirksamere Therapien entwerfen.
Dies war die Ausgangslage fir Francis Collins, der seine Lauf-
bahn mit einer Promotion in physikalischer Chemie begann,
sich aber dann an der medizinischen Fakultdt immatrikulier-
te, um an der molekularbiologischen Revolution teilhaben zu
konnen. Als Mediziner entwickelte Collins Methoden, um gro-
Be DNA-Stlicke zu analysieren und sich an die darin enthalte-
nen Gene heranzutasten. Dazu gehorte auch das Gen, dessen
Mutation die cystische Fibrose verursacht. Collins analysierte
die DNA von Personen, die an der Krankheit litten (sie besaen
zwei Kopien des defekten Gens) und von Familienangehorigen,

die symptomlos waren (mit einem normalen und einem defek-
ten Exemplar des Gens). So konnten er und seine Mitarbeiter
den Gendefekt, der cystische Fibrose verursacht, auf dem lan-
gen Arm von Chromosom 7 lokalisieren. Sie grenzten allmahlich
einen DNA-Abschnitt ein, der bei einer Reihe von Sdugetieren
vorzukommen schien, was vermuten lie, dass ein lebenswich-
tiges Gen darin enthalten war. 1989 wurde das defekte Gen fur
cystische Fibrose schlieBlich identifiziert. Collins hatte gezeigt,
dass es moglich ist, einen Gendefekt selbst in Abwesenheit an-
derer molekularer Informationen zu identifizieren.

Als man das defekte Gen fiir cystische Fibrose gewissermafen in
Handen hielt, war es ein relativ einfacher Vorgang, die mutmag-
liche Struktur und Funktion des davon codierten Proteins her-
zuleiten. Dieses erwies sich als ein ATP-regulierter Chloridkanal
der Zellmembran (siehe Abschn. 10.3.3). Bei normaler Funktion
tragt dieses Protein dazu bei, die lonenzusammensetzung und
Viskositat der extrazelluldaren Sekrete zu regulieren. Diese Ent-
deckung ermdglichte es nicht zuletzt, Tests zu entwickeln, mit
denen man Trager des Gendefektes, der zu cystischer Fibrose
fuhrt, ermitteln kann, sodass diese sich einer genetischen Bera-
tung unterziehen kénnen.

Parallel zu seiner Suche nach dem Gen fiir cystische Fibrose
und weiteren Krankheitsgenen, wie denen fir Neurofibroma-
tose und Morbus Huntington, machte sich Collins stets Gedan-
ken Uber die ethische Bewertung dieser neuen Wissenschaft
der Molekulargenetik. Collins warimmer ein strenger Verfechter
des Schutzes genetischer Daten. Gleichzeitig erkannte er den
moglichen therapeutischen Nutzen derartiger Informationen.
In seiner Amtszeit als Direktor des Humangenomprojektes sorg-
te er dafir, dass alle Ergebnisse frei fur alle und unverziglich
zuganglich gemacht wurden, sowohl fiir die Forscher als auch
fur die Patienten, die von neuen molekulargenetisch inspirier-
ten Therapien profitieren kénnten. Augenblicklich ist er Direk-
tor der National Institutes of Health (NIH).

[Riordan, J.R., Rommens, J.M. Kerem, B.-S., Alon, N., Rozmahel, R., Grzel-
czak, Z., Zielensky, J., Lok, S., Plavsic, N., Chou, J.-L. Drumm, M.L., lan-
nuzzi, M.C., Collins, F.S. und Tsui, L.-C. (1989). Identification of the cystic
fibrosis gene: Cloning and characterization of complementary DNA. Sci-
ence 245: 1066-1073.]
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entwurf der menschlichen Genomsequenz veroffentlicht. Die ,endgiiltige” Fer-
tigstellung wurde Mitte 2003 verkiindet. Diese tiberwéltigende Leistung verspricht
sowohl das Verstdandnis wie auch die Arbeitsweise der Biochemie und der Medizin
grundlegend zu verdndern, auch wenn wahrscheinlich noch viele Jahre weiterer
Anstrengungen erforderlich sein werden, bevor die ganze Tragweite dieses Infor-
mationszuwachses verstanden ist. Nichtsdestotrotz lassen sich zahlreiche wichtige
Schliisse bereits jetzt ziehen. Dazu gehoren:

1. Etwa die Hélfte des menschlichen Genoms besteht aus repetitiven (sich wieder-
holenden) Sequenzen verschiedener Art.

2. Mindestens 80 % des Genoms wird in RNA transkribiert.

3. Nur ca. 1,2 % des Genoms codieren Proteine.

4. Das menschliche Genom scheint nur etwa 21 000 proteincodierende Gene zu
enthalten (auch als offene Leseraster, ORFs, von engl. open reading frames), be-
zeichnet. Urspriinglich waren 35000 bis 140 000 proteincodierende Gene vor-
hergesagt worden. Zum Vergleich: Die Hefe hat rund 6000 ORFs, Drosophila et-
wa 13000, C. elegans ungefihr 19 000 und Arabidopsis rund 26 000 — obgleich
sich diese Zahlen hochst wahrscheinlich dndern werden, wenn sich unsere Fa-
higkeit, ORFs zu erkennen, verbessert.

5. Nur ein kleiner Bruchteil der menschlichen Proteine ist fiir Wirbeltiere einzigar-
tig; die meisten kommen auch bei anderen, wenn nicht sogar allen Lebensformen
Vor.

6. Zwei zufillig ausgewihlte menschliche Genome weisen im Durchschnitt einen
Unterschied je 1000 Nucleotide auf; d. h., zwei beliebige Menschen sind zu tiber
99,9 % genetisch identisch.

Die offensichtlich hohere Komplexitdt von Menschen (Wirbeltieren) im Vergleich
zu Wirbellosen geht wahrscheinlich nicht auf die unwesentlich grofiere Anzahl an
OREFs bei den Wirbeltieren zuriick. Vielmehr scheint es so zu sein, dass die Prote-
ine der Wirbeltiere an sich komplexer sind als jene der Wirbellosen. Vertebraten-
Proteine haben mehr Doménen (Module) als Evertebraten-Proteine. Diese Modu-
le werden haufiger durch alternatives Genspleifien selektiv exprimiert (ein Phé-
nomen, bei dem ein bestimmtes Gentranskript auf verschiedene Weise bearbeitet
werden kann, sodass sich bei der Translation unterschiedliche Proteine ergeben;
Abschn. 26.3.1). Somit codieren viele Wirbeltiergene mehrere in der Tat verschie-
dene, aber dennoch &hnliche Proteine.

34.6 Evolution ergibt sich durch Sequenzmutationen

Das vielleicht wertvollste Ergebnis der Nucleinsduresequenzierungstechnologie ist
die Information, die sie itber Mechanismen der Evolution liefert. Aufgrund der che-
mischen und physikalischen Eigenschaften der DNA, wie ihrer reguldren dreidi-
mensionalen Form und des eleganten Replikationsvorganges, kann der Eindruck
entstehen, dass die genetische Information relativ statisch ist. Tatsdchlich ist die
DNA ein dynamisches Molekiil, das Verdnderungen unterliegt, die wiederum die
genetische Information verdndern. Zum Beispiel entstehen durch falsche Basenpaa-
rungen (engl.: mismatches) wahrend der DNA-Replikation Fehler in den Tochter-
striangen, die als Punktmutationen bezeichnet werden. Mutationen ergeben sich
auch aufgrund von Schéadigungen der DNA durch Chemikalien oder durch Strah-
lung. Noch ausgedehntere Verdnderungen der genetischen Information werden
durch fehlerhafte Rekombination (Austausch der DNA zwischen Chromosomen)
oder einer Transposition von Genen von einem Chromosom auf ein anderes ver-
ursacht. In einigen Féllen kann ein Gen auch von einem Organismus auf einen an-
deren libertragen werden. All diese Verdnderungen der DNA liefern das Rohma-
terial fiir die natiirliche Selektion. Wenn ein mutiertes Gen transkribiert und die
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Boten-RNA anschliefiend translatiert wird, kann das dabei entstehende Protein Ei-
genschaften haben, die dem Individuum den einen oder anderen Vorteil bringen.
Da eine niitzliche Verédnderung von Generation zu Generation weitergegeben wird,
wird sie ein Teil des artenspezifischen Genoms. Wihrend sich eine Art entwickelt,
ereignen sich selbstverstandlich viele Verdnderungen, nicht alle vollziehen sich ein-
fach und schrittweise.

Phylogenetische Beziehungen konnen durch den Sequenzvergleich von gleichen
Genen in verschiedenen Organismen erhalten werden. Die Anzahl der Unterschie-
de in der Nucleotidsequenz zweier gleichartiger Gene stimmt ungefihr mit dem
Grad der evolutionédren Divergenz ihrer Tréger {iberein. Die Neueinteilung von
Prokaryoten in Archaea und Bakterien (Abschn. 1.2CA) aufgrund des Vergleiches
von rRNA-Sequenzen, die in allen Organismen vorkommen, illustriert die grofie
Bedeutung der Sequenzanalyse.

Die Nucleinsduresequenzierung zeigt zudem, dass Arten mit grofien Unterschie-
den im Phénotyp (d. h. der dufleren Erscheinung) auf molekularer Ebene sehr na-
he verwandt sein konnen. Beispielsweise besitzen Mensch und Schimpanse eine
zu 98 bis 99 % identische DNA-Sequenz. Auch die Studien iiber Mais und seinen
Vorlaufer Teosint haben gezeigt, dass sich die Pflanzen nur in einer Handvoll Ge-
nen unterscheiden, die fiir die Entwicklung des Samenkornes verantwortlich sind
(Teosintkorner sind von einer ungeniefSbaren Schale umbhiillt; Abb. 3.22).

Kleine Mutationen der DNA sind wahrscheinlich fiir relativ grofle evolutiona-
re Spriinge verantwortlich. Das erscheint nicht so iiberraschend, wenn man die
Struktur der genetischen Information betrachtet. Eine Mutation in einem Gen-
abschnitt, der eine RNA codiert, kann die Bindung zelluldrer Faktoren beeinflus-
sen, welche die Effizienz der Translation steuern. Auch eine minimale Anderung
der Gene konnte einen kompletten Entwicklungsprozess unterbrechen, was zum
Auftreten einer neuen Art fithrt. Ungeachtet der hohen Wahrscheinlichkeit, dass
die meisten Verédnderungen zu einer verminderten individuellen Vitalitit oder zu
Verénderungen der Fortpflanzungsfihigkeit fithren, ist die Anzahl der plétzlichen
Verdnderungen genetischer Information im Einklang mit fossilen Funden. Es wa-
ren ironischerweise die Diskontinuitdten in den fossilen Funden, die wahrschein-
lich teilweise auf rasche genetische Verdnderungen zuriickzufithren sind, auf die
sich die Annahmen von Charles Darwins Theorie der Evolution durch natiirliche
Selektion stiitzten.

Sequenzvariationen kdnnen mit menschlichen
Krankheiten verbunden sein

Mehr als 5000 Mutationen wurden mit verschiedenen Krankheiten in Verbin-
dung gebracht, obgleich monogenische Krankheiten wie die cystische Fibrose
(s. Exkurs 3.1) relativ selten sind. Die meisten Krankheiten sind das Ergebnis von
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Abb.3.22 Mais und Teosint. Trotz der gro-
Ben Unterschiede im Phanotyp — Mais (unten)
besitzt Hunderte leicht zu kauender Korner,
Teosint (oben) dagegen nur ein paar harte, un-
genieBbare — unterscheiden sich die Pflanzen
nur in ein paar Genen. Der Vorldufer von Mais
ist vermutlich eine mutierte Form des Teosintes,
bei der die Korner exponierter angeordnet wa-
ren. [(oben) Mit freundlicher Genehmigung von
John Doebly, University of Wisconsin; (unten)
Pissanu/Adobe Stock.]
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Tab.3.4 Einige Erbkrankheiten mit Tragerscreeningtests

Krankheit Symptome

Ataxia telangiectasia Verlust der motorischen Kontrolle,
Immunschwiche, erhohtes Krebsrisiko

B-Thalassamie Schwere Anémie, langsames Wachstum
Galactosédmie Geistige Behinderung, Organschaden
Niemann-Pick-Krankheit Verlust der intellektuellen und motorischen

Fertigkeiten, Lipidanhéufung

Tay-Sachs-Krankheit Verlust der intellektuellen und motorischen
Fertigkeiten, Tod im Alter von drei Jahren

Usher-Syndrom Taubheit und fortschreitender Sehverlust

Brust-, Eierstock- und Prostatakrebs  Unkontrolliertes Wachstum von Krebszellen

Wechselwirkungen vieler Gene und Umweltfaktoren. Nichtsdestotrotz fiithren
Fortschritte in der Genomik eindeutig zu einem besseren Verstandnis dartiber, wie
genetische Information auf die menschliche Gesundheit und Krankheitsanfllig-
keit Einfluss nimmt. Zwei Bereiche mit nennenswertem Erfolg sind das Screening
Neugeborener nach behandelbaren genetischen Krankheiten und die Identifizie-
rung Erwachsener, die Tréger einer rezessiven genetischen Krankheit sind, d. h.,
sie haben einen normalen Phénotyp, tragen aber eine Kopie des defekten Gens, die
moglicherweise an ihre Kinder weitergegeben wird. Es stehen klinische Tests zur
Verfiigung, um mehrere Hundert solcher Einzelgendefekte aufzuspiiren (Tab. 3.4).
Vorlaufige Ergebnisse legen nahe, dass in dem Maf3e, in dem Eltern bewusst wird,
dass sie einen Tragerstatus haben, weniger Kinder mit der Krankheit geboren
werden.

Sequenzierungstechnologien der nidchsten Generation haben es moglich ge-
macht, ein vollstindiges Humangenom innerhalb weniger Tage mit Kosten von
etwa 800 € zu sequenzieren — Betrige, von denen zu erwarten ist, dass sie wihrend
der néchsten paar Jahre bedeutend weniger werden. Aber die 50- bis 300-Nucleo-
tid-reads, die mithilfe des Illumina-Sequenzierungssystems erzeugt werden, sind
zu kurz, um sie in grofien Chromosomen sicher zusammenbauen zu konnen.
Stattdessen werden diese relativ kurzen reads mit einem Humangenom bekannter
Sequenz verglichen, ein Vorgang, den man Resequenzierung nennt; auf diese Wei-
se lassen sich Sequenzunterschiede zwischen den Chromosomen verschiedener
Personen leicht bestimmen. Dies hat ab Mitte 2015 die vollsténdige Sequenzierung
Zehntausender Humangenome erlaubt, eine Zahl, die rasch ansteigt.

Die meisten Unterschiede zwischen den verschiedenen Humangenomen gehen
auf Einzelnucleotidpolymorphismen zuriick (engl.: single-nucleotide polymor-
phisms, SNPs, ,snips” ausgesprochen; Stellen, an denen sich die DNA-Sequenz an
einer Nucleotidposition zwischen Personen unterscheidet). Es kommen aber auch
Insertionen und Deletionen einzelner Nucleotide und DNA-Strénge vor. Etwa
zehn Millionen SNPs wurden katalogisiert.

Aus Untersuchungen an Gewebeproben Tausender Personen mit und ohne be-
stimmte komplexe Krankheiten, wie Krebs und Typ-2-Diabetes, haben Wissen-
schaftler zahlreiche SNPs identifiziert, die mit einem erhohten Risiko fiir bestimm-
te Krankheiten verbunden sind. Eine stindige Herausforderung fiir diese Arbeit ist
es, dass jede genetische Variante, die mit einer Krankheit in Verbindung steht, das
Risiko fiir diese Krankheit typischerweise nur um ein paar wenige Prozent erhoht.
Damit scheint die Wahrscheinlichkeit, dass eine Person eine bestimmte Krankheit
entwickelt, eine komplizierte Funktion der vorhandenen Varianten zu sein. Zudem
wurde nur ein kleiner Bruchteil (schitzungsweise 5 bis 20 %) der Krankheitsrisi-
kofaktoren identifiziert. Obwohl mehrere kommerzielle Unternehmen Teilgenom-
sequenzierungsdienste fiir Personen anbieten, ist der praktische Nutzen der ,per-



sonlichen Genomik” ziemlich begrenzt, solange die genetische Information nicht
verlasslich in wirksame Krankheitsvorbeugung oder Behandlungsplane umgesetzt
werden kann.

Neben dem expandierenden Wissen tiber die menschliche Biologie und Krank-
heitsvorginge haben uns Vergleiche zahlreicher Humangenomsequenzen Einbli-
cke ohnegleichen dariiber verschafft, wie sich der Mensch entwickelte und iiber
seine Wanderungsmuster. Neandertaler (auch Neanderthaler geschrieben) waren
beispielsweise eine Unterart der Hominiden, die in Europa und im Mittleren Osten
lebten und vor ca. 40 000 Jahren ausgestorben sind. Aus Neandertalerknochen wie-
dererhaltene DNA-Fragmente gestatteten es Svante Padbo, deren Genomsequenz
zu bestimmen. Diese verriet, dass die Genome der heute lebenden Européder und
Asiaten, nicht aber der Afrikaner, 1 bis 4 % Neandertaler enthalten, was genetisch
gleichbedeutend ist mit ungefihr einem Neandertaler als Ur-Ur-Ur-Grofelter. Of-
fensichtlich sind die modernen Menschen aus Afrika tiber den Mittleren Osten
ausgewandert, um den Rest der Welt zu besiedeln (Fossilienbeweise zeigen, dass
Neandertaler Europa und den Mittleren Osten vor mindestens 230 000 Jahren be-
siedelt haben, die modernen Menschen dagegen vor rund 100 000 Jahren aus Afrika
ausgewandert sind). Im Jahre 2010 enthiillte die Genomanalyse eines 41 000 Jahre
alten Fingerknochens aus der Denisova-Hohle in Sibirien die Existenz einer zweiten
ausgestorbenen Hominiden-Unterart, als Denisova-Mensch bezeichnet. Sie kreuz-
ten sich auch mit modernen Menschen — obgleich, kurioserweise, nur mit den
Vorfahren der Populationen, die derzeit die Inseln in Siidostasien und Ozeanien
bewohnen.

3.5 Manipulierung der DNA

Schliisselkonzepte

» In einem Wirtsorganismus lassen sich DNA-Abschnitte klonieren oder reprodu-
zZieren.

+ Eine DNA-Bibliothek ist eine Sammlung klonierter DNA-Abschnitte, die durch-
sucht werden kann, um ein bestimmtes Gen zu finden.

- Die Polymerasekettenreaktion vervielfaltigt einen DNA-Abschnitt durch wieder-
hole Synthese komplementarer Strange.

- Die rekombinante DNA-Technologie (oder Gentechnik) kann dazu verwendet
werden, Gene fiir die Proteinexpression oder zur Erzeugung transgener Organis-
men zu manipulieren.

Zusammen mit der Sequenzierung von Nucleinsduren haben die Techniken zur
Manipulation von DNA in vitro und in vivo (im Reagenzglas und im lebenden Sys-
tem) zu groflen Fortschritten in der Biochemie, Zellbiologie und Genetik gefiihrt.
In vielen Féllen hat es die Gentechnik (engl.: recombinant DNA technology) er-
moglicht, bestimmte DNA-Sequenzen zu reinigen und sie fiir Untersuchungen in
ausreichenden Mengen herzustellen. Betrachten wir z. B. das Problem, ein 1000 bp
langes Stiick chromosomaler DNA von E. coli isolieren zu wollen. 10 L einer Bak-
terienkultur, die zu einer Dichte von ca. 10° Zellen pro mL gewachsen ist, enthal-
ten nur rund 0,1 mg der gewiinschten DNA. Diese DNA-Menge wire zwar ausrei-
chend, ist aber mit den klassischen Reinigungsmethoden fast unmoglich von der
tibrigen DNA zu trennen (Abschn. 5.2 und 24.3). Erst die rekombinanten DNA-
Techniken, auch molekulare Klonierung (engl.: molecular cloning) oder Gentech-
nik (engl.: genetic engineering) genannt, machen die Isolierung, Amplifikation und
Modifikation bestimmter DNA-Sequenzen moglich.
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 3.4

1.

Erklaren Sie, wie Restriktionsenzyme
entweder klebrige oder stumpfe Enden
erzeugen!

. Warum wandern die kleinsten DNA-

Fragmente bei der Elektrophorese am
weitesten?

. Zahlen Sie alle Bestandteile auf und

erkldren Sie deren Sinn in der Reaktions-
mischung, die bei der Didesoxysequen-
zierungsmethode verwendet werden!

. Beschreiben Sie die Methodik, die hin-

ter den Sequenzierungstechniken der
nachsten Generation stehen!

. Fassen Sie zusammen, was Uber die

Grof3e und den Gengehalt des Human-
genoms bekannt ist!

. Erklaren Sie, wie sich durch DNA-Muta-

tionen eine Evolution ergibt!
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Abb.3.23 Das Plasmid pUC18. Das darge-
stellte zirkuldre Plasmid enthdlt zahlreiche Re-
striktionsschnittstellen, darunter 13 nur ein-
mal vorkommende Schnittstellen in der so-
genannten Polylinker-Region. Das amp®-Gen
verleiht Resistenz gegeniiber dem Antibioti-
kum Ampicillin. Das Gen lacZ codiert das En-
zym B-Galactosidase, und lac/ codiert einen
dazugehdrigen Transkriptionsfaktor (siehe Ab-
schn. 28.2.1).

3.5.1 Eine klonierte DNA ist eine vervielfaltigte Kopie

Um ein DNA-Segment zu erhalten und zu amplifizieren, wendet man folgende Vor-
gehensweise an:

1. Ein DNA-Fragment der gewiinschten Grofle wird mithilfe von Restriktionsen-
donucleasen oder durch PCR (Abschn. 3.5.3) oder chemische Synthese erzeugt.

2. Das DNA-Fragment wird in ein anderes DNA-Molekiil, einen sogenannten Vek-
tor, eingebaut, der Sequenzen enthilt, die seine eigene Replikation erméglichen.

3. Der Vektor mit dem eingefiigten DNA-Fragment wird in Zellen eingefiihrt, in
denen er vermehrt werden soll.

4. Zellen, welche die gewiinschte DNA enthalten, werden identifiziert und selek-
tiert.

Klonieren bedeutet die Produktion von vielen identischen Organismen, die von
einem einzigen Vorlaufer abstammen. In unserem Falle ist der Klon diejenige Zell-
kolonie, die den Vektor enthilt, welcher das gewiinschte Fragment trégt. In einem
passenden Wirtsorganismus, wie z. B. E. coli oder Hefe, konnen grofSe Mengen der
eingefiigten DNA produziert werden.

Klonierte DNA kann leicht gereinigt und sequenziert werden (Abschn. 3.4). Der
Wirtsorganismus kann auch grofle Mengen an RNA und Protein synthetisieren,
wenn das klonierte Gen von den entsprechenden regulatorischen Sequenzen fiir
die RNA- und Proteinbiosynthese flankiert wird. Damit liefert das Klonieren Mate-
rial (Nucleinsduren und Proteine) fiir weiterfithrende Untersuchungen und bietet
Moglichkeiten, die Genexpression unter kontrollierten Bedingungen zu untersu-
chen.

Klonierungsvektoren tragen fremde DNA

Viele kleine, sich selbst replizierende DNA-Molekiile werden als Klonierungsvek-
toren verwendet. Plasmide sind ringférmige DNA-Molekiile mit einer Gréfie von
1 bis 200kb, die man in Bakterien- oder Hefezellen findet. Plasmide konnen als
»molekulare Parasiten” angesehen werden, jedoch niitzen sie in vielen Féllen ihrem
Wirt, weil sie Funktionen vermitteln, die dem Wirtsorganismus fehlen, wie z. B. die
Resistenz gegeniiber Antibiotika.
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Einige Arten von Plasmiden liegen nur in wenigen Kopien in einer Zelle vor und
replizieren sich auch nur, wenn das bakterielle Chromosom vervielféltigt wird. Die
Plasmide, die fiir das Klonieren verwendet werden, liegen meist in Hunderten von
Kopien pro Zelle vor und konnen unter gegebenen Bedingungen dazu gebracht
werden, sich zu replizieren, bis die Zelle 2000 bis 3000 Kopien enthilt (was unge-
fahr der Halfte der gesamten DNA der Zelle entspricht). Die Plasmide, die fiir den
Gebrauch im Labor konstruiert wurden, sind relativ klein, replizieren leicht, tra-
gen Gene, welche die Resistenz gegeniiber einem oder mehreren Antibiotika ver-
mitteln, und enthalten eine Reihe von Restriktionsschnittstellen, an denen fremde
DNA eingefligt werden kann. Plasmidvektoren konnen zur Klonierung von DNA-
Segmenten bis zu einer Lange von ca. 10 kb verwendet werden. Das abgebildete
Plasmid pUC18 (pUC steht fiir plasmid universal cloning) aus E. coli (Abb. 3.23)
ist ein typischer Klonierungsvektor.

Der Bakteriophage A (Abb. 3.24) ist ein weiterer Klonierungsvektor, der DNA-
Einfiigungen bis zu einer Grofie von 16 kb aufnehmen kann. Das mittlere Drittel
des 48,5 kb grofien Phagengenoms wird fiir die Infektion nicht benétigt und kann
deshalb durch fremde DNA mit dhnlicher Grofie ersetzt werden. Die entstehenden
Rekombinanten oder Chimiren (benannt nach der Bestie aus der griechischen
Mythologie, die den Kopf eines Lowen, einen Ziegenkorper und einen Schlangen-
schwanz besaf) werden in Phagenpartikel gepackt und kénnen dann in die Wirts-
zelle tiberfithrt werden. Ein Vorteil von Phagenvektoren, die als molekularbiologi-
sche Werkzeuge fungieren, ist, dass hier die rekombinante DNA in grofien Men-
gen produziert und leicht gereinigt werden kann. Baculoviren, die Insektenzellen
infizieren konnen, werden auf analoge Weise fiir das Klonieren in Insektenzellen
benutzt.

DNA-Fragmente, die weit grofier sind — bis hin zu einigen Hundert Kilobasen-
paaren — konnen in kiinstlichen Bakterienchromosomen (engl.: bacterial artifici-
al chromosomes, BACs) oder kiinstlichen Hefechromosomen (engl.: yeast artifici-
al chromosomes, YACs) kloniert werden. YACs sind lineare DNA-Molekiile, die alle
chromosomalen Strukturen besitzen, die fiir die normale Replikation und Vertei-
lung auf die Tochterzellen wahrend der Teilung von Hefezellen nétig sind. BACs,
die in E. coli-Zellen repliziert werden, sind von grofien ringférmigen Plasmiden
abgeleitet, die normalerweise nur in einer einzigen Kopie in der Zelle vorliegen,
ahnlich wie das eigentliche Bakterienchromosom.

Die Ligase verkniipft zwei DNA-Abschnitte

Ein DNA-Fragment, das kloniert werden soll, wird hdufig durch den Einsatz von
Restriktionsendonucleasen erhalten. Die meisten Restriktionsenzyme schneiden
doppelstringige DNA, sodass ,klebrige Enden entstehen (Abschn. 3.4.1). Wie Ja-
net Mertz und Ron Davis erstmals 1972 zeigen konnten, ist es somit moglich, dass
ein Restriktionsfragment an einer Schnittstelle des Klonierungsvektors eingefiigt wer-
den kann, welcher mit demselben Restriktionsenzym geschnitten wurde (Abb. 3.25).
Die komplementéren Enden der beiden DNAs bilden Basenpaare (sie lagern sich
zusammen), und das Zuckerphosphatriickgrat wird jeweils durch ein Enzym kova-
lent ligiert (verbunden), das als DNA-Ligase bezeichnet wird (eine von Bakterio-
phagen produzierte Ligase, die man zur Verbindung von Restriktionsfragmenten
mit glatten Enden einsetzt). Ein grofler Vorteil des Einsatzes von Restriktionsen-
donucleasen beim Konstruieren einer Chimaére besteht darin, dass das eingefiigte
DNA-Fragment mit demselben Restriktionsenzym spéter wieder aus dem klonier-
ten Vektor prazise herausgeschnitten werden kann.

Selektion spurt die Gegenwart einer klonierten DNA auf

Die Expression eines chiméren Plasmids in einer bakteriellen Wirtszelle wurde
erstmals 1973 von Herbert Boyer und Stanley Cohen gezeigt. Ein Wirtsbakterium
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Abb.3.24 Bakteriophage \. Wahrend einer
Phageninfektion wird die DNA, die im ,Pha-
genkopf” enthalten ist, in die Bakterienzelle
geschleust, wo sie ca. 100-mal repliziert und so
verpackt wird, dass neue Phagennachkommen
entstehen. [Bild: extender_01/Fotolia.]
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Abb. 3.25 Konstruktion eines rekombinan-

ten DNA-Molekiils. kann ein Plasmid aufnehmen, wenn man beide zusammengibt, das Plasmid ver-
bleibt allerdings nur mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 0,1 % dauerhaft in der
Wirtszelle (Transformation). Jedoch kann sich eine einzelne transformierte Zelle
unendlich vervielfaltigen und grofle Mengen der rekombinanten DNA produzie-
ren. Die Bakterienzellen werden meist auf Agarplatten ausplattiert. Man lésst sie
nur bis zu einer solchen Dichte wachsen, dass einzelne Kolonien, die jeweils auf
eine einzige Zelle zuriickgehen, noch erkennbar sind.

Es ist entscheidend, nur die Zellen zu selektieren, die transformiert sind und das
richtige Vektorkonstrukt enthalten. Im Falle der Plasmidtransformation kann die
Selektion durch den Einsatz von Antibiotika oder chromogenen (firbenden) Sub-
straten erzielt werden. So codiert das im Plasmid pUC18 (Abb. 3.23) enthaltene
lacZ-Gen das Enzym -Galactosidase. Dieses ist in der Lage, das farblose Substrat
X-gal durch Spaltung in einen blauen Farbstoff umzuwandeln.

Cl
HOCH,
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HO Oo_ O

H |

OH H N
H H H

H OH

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-p-galactopyranosid (X-gal)

(farblos)
H,O B-Galactosidase
HOCH, cl
HO O_ OH HO -

H
OH H *

H H N
H OH il

B-D-Galactose 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl

(blau)

Sind die E. coli-Zellen mit dem unmodifizierten pUC18 transformiert worden, bil-
den sie blaue Kolonien. Im Gegensatz dazu bilden Bakterien, in deren Plasmid an
der Polylinkerregion eine fremde DNA eingefiigt wurde, farblose Kolonien. Durch
die DNA-Insertion wird namlich das lacZ-Gen unterbrochen, und es wird keine ak-
tive B-Galactosidase gebildet. Bakterien, die das Plasmid nicht aufgenommen ha-
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Abb.3.26 Klonierung mit dem Bakterio-
phagen A. Die Entfernung eines nicht essen-
tiellen Teiles des Phagengenomes erlaubt das
Einsetzen eines Segmentes fremder DNA. Die

ben, sind ebenfalls farblos, da ihnen die p-Galactosidase fehlt. Dadurch dass auf  chiméare DNA kann nur dann in ein infektiéses

dem Plasmid das Ampicillinresistenzgen amp® enthalten ist, konnen diese Zellen ~ Phagenteilchen eingebaut werden, wenn das

durch die Zugabe des Antibiotikums Ampicillin zum Kulturmedium selektiv ent- ~ DNA-Insert die passende Groe besitzt.

fernt werden. Erfolgreich transformierte Bakterienzellen konnen so dadurch iden-

tifiziert werden, dass sie in einem ampicillinhaltigen Medium farblose Kolonien

ausbilden. Gene wie amp® werden auch als Selektionsmarker bezeichnet.

Genetisch verdnderte Bakteriophage-\-Vektoren enthalten Restriktionsschnitt-

stellen, die das entbehrliche mittlere Drittel des Phagengenoms flankieren. Dieser

Teil der Sequenz kann durch Fremd-DNA ersetzt werden. Die chimidre DNA

wird nur dann in Phagenpartikel verpackt, wenn ihre Lénge zwischen 75 und

105 % des 48,5 kb langen A-Wildtypgenoms liegt (Abb. 3.26). Folglich konnen sich

A-Phagenvektoren, bei denen die Aufnahme von Fremd-DNA fehlgeschlagen ist,

nicht fortpflanzen, weil sie zu kurz sind, um infektiose Phagenpartikel zu bilden.

Die Produktion von infektiosen Phagenpartikeln fithrt in diesem Fall nicht zu

einer Bakterienkolonie, sondern zu einer Plaque, einer Region von lysierten Bak-

terienzellen auf einer Kulturplatte, die einen ,Rasen” aus Wirtsbakterien enthilt.

Die rekombinante und nun stark amplifizierte DNA kann anschlieflend aus den

Phagen in der Plaque isoliert werden.

3.5.2 DNA-Bibliotheken sind Sammlungen klonierter DNA

Zum Klonieren eines bestimmten DNA-Fragmentes muss dieses zundchst in relativ
reiner Form gewonnen werden. Den Umfang dieser Aufgabe kann man ermessen,
wenn man bedenkt, dass z. B. ein 1-kb-Fragment menschlicher DNA nur 0,000 03 %
des menschlichen Genoms reprisentiert, das aus drei Milliarden bp besteht. Na-
tlirlich erfordert die Identifizierung eines speziellen DNA-Fragmentes, dass man
Einiges tiber seine Nucleotidsequenz oder sein Proteinprodukt weif. In der Praxis
ist es meist schwierig, ein bestimmtes Gen eines Organismus zu identifizieren und
esdann zu klonieren. Leichter ist es, das gesamte Genom des Organismus als DNA-
Fragmente zu klonieren und danach die Klone zu identifizieren, welche Sequenzen
enthalten, die von Interesse sind.
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Rechenbeispiel 3.1

Wie viele Klone muss man von Dro-
sophila herstellen, um zu 99 % sicher
zu gehen, dass sie ein bestimmtes
10-kb-Fragment einschlief3en?

Verwenden Sie GL. (3.2) und die
Grofle des in Tab. 3.3 angegebe-
nen Drosophila-Genoms. Hier ist

f =10kb/180000kb = 5,56 - 107°.

_ log(1 — P)
log(1 - f)

_ log(1-0,99)

~ log(1 5,56 - 10~?)

B )

© —2,413-10°5

= 83000

Eine Genombibliothek umfasst die gesamte DNA eines Organismus

Der Satz aller klonierten Fragmente wird als Genombibliothek bezeichnet. Ge-
nombibliotheken werden durch ein Verfahren erstellt, das man Shotgun-Klonie-
rung nennt. Die chromosomale DNA des Organismus wird isoliert, zu Fragmenten
klonierbarer Grofie geschnitten und diese in einen Klonierungsvektor eingefiigt.
Die DNA wird normalerweise eher durch eine partielle als durch eine erschopfen-
de Restriktionsspaltung fragmentiert, sodass die Genombibliothek intakte Vertre-
ter aller Gene des Organismus enthilt, einschliefllich der Gene, die Restriktions-
schnittstellen tragen. DNA kann in Losung auch durch Beschallung in Fragmente
zufilliger Grofie geschert werden (Abschn. 3.4.3).

Angesichts der enormen Grofle eines Genoms gegeniiber der eines Gens gel-
ten fiir die Methode des Shotgun-Klonierens die Wahrscheinlichkeitsgesetze. Die
Zahl der zufillig gebildeten Fragmente, die kloniert werden miissen, um mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu gewéhrleisten, dass eine gewiinschte Sequenz wenigstens
einmal in der Genombibliothek vertreten ist, wird wie folgt berechnet:

Die Wahrscheinlichkeit P, dass ein Satz von N Klonen ein Fragment enthalt, das
einen Anteil f (in bp) des Organismusgenoms ausmacht, ist:

P=1-1-f)N (3.1)
Daraus folgt

B log(1 — P)
" log(1- f)

fiir die Wahrscheinlichkeit P = 0,99 und Fragmente mit einer durchschnittlichen
Léange von 10kb ist N = 2116 bezogen auf das 4600 kb grofde E. coli-Genom (Bei-
spielrechnung 3.1). Die Erstellung von Genombibliotheken mithilfe von BACs oder
YACs reduziert, wegen der so zugénglichen grofien Fragmentliangen, weitgehend
den erforderlichen Aufwand, ein gegebenes Gensegment aus einem grofSen Genom
zu erhalten. Nachdem ein BAC- oder YAC-Klon mit der gesuchten DNA identifi-
ziert wurde, kann dessen DNA weiter fragmentiert und noch einmal kloniert wer-
den, um so schlief3lich die gesuchte DNA zu isolieren. Diesen Vorgang nennt man
Subklonierung.

(3.2)

Eine cDNA-Bibliothek reprasentiert exprimierte Sequenzen

Eine Alternative zur Genombibliothek ist eine DNA-Bibliothek, welche nur die-
jenigen Sequenzen enthélt, die in einem bestimmten Zelltyp exprimiert werden.
Eine solche cDNA-Bibliothek erhilt man, indem die gesamten mRNAs der Zelle
isoliert und in DNA umgeschrieben werden. Letzteres geschieht mithilfe des En-
zyms reverse Transkriptase, einer speziellen DNA-Polymerase, die DNA nach ei-
ner RNA-Vorlage synthetisieren kann (Exkurs 25.2). Die so entstandene komple-
mentidre DNA (cDNA, von engl. complementary DNA) kann wie genomische DNA
in Klonierungsvektoren eingebaut werden und eine cDNA-Bibliothek bilden. Eine
cDNA-Bibliothek kann auch dazu dienen, einen DNA-Mikroarray (DNA-Chip)
zu konstruieren, in dem jede unterschiedliche cDNA an einer spezifischen Stelle auf
dem Objekttriger immobilisiert ist. Ein DNA-Chip kann dazu verwendet werden,
die Gegenwart von mRNA in einer biologischen Probe aufzuspiiren (die mRNA
wird, falls vorhanden, an ihre komplementire cDNA binden; Abschn. 14.4.3). Die
DNA, die einem vollstédndigen Satz an mRNAs einer Zelle entspricht, heifSt Exom
(um sie ihrem Transkriptom gegentiberzustellen, das allen RNAs einer Zelle ent-
spricht). Das menschliche Exom reprisentiert nur ca. 1% seines Genoms (etwa
30000 kb), beherbergt aber ca. 85 % ihrer krankheitsverursachenden Mutationen.
Folglich wurden mehrere Hunderttausend Humanexome sequenziert, hauptséch-
lich in der Bemiihung, genetische Krankheiten zu charakterisieren.



Abb.3.27 Kolonie- oder In-situ-Hybridi- wird die Bindung detektiert, indem ein Ront-
sierung. Von einer ,Vorlagen“-Kulturplatte genfilm auf den getrockneten Filter gelegt
werden die Kolonien durch ein Abdruckver- wird. Da die Kolonien auf der Vorlagenplatte
fahren Gbertragen. Klone mit der relevanten und auf dem Filter die gleiche raumliche Ver-
DNA werden durch die Fahigkeit, an eine spe- teilung besitzen, lassen sich positive Kolonien
zifische Sonde zu binden, identifiziert. Hier leicht wiederfinden.

Eine Bibliothek wird nach dem interessierenden Gen durchsucht

Wenn man die erforderliche Zahl an Klonen einmal erhalten hat, muss die Genom-
bibliothek auf die Anwesenheit des gewiinschten Gens durchgesehen werden. Das
kann durch ein Verfahren geschehen, das Kolonie- oder In-situ-Hybridisierung
genannt wird (lat.: in situ, am Platz, an Ort und Stelle; Abb. 3.27). Die klonierten
Hefe- und Bakterienkolonien oder Phagenplaques, die getestet werden sollen, wer-
den durch Replikaplattierung von der Stammplatte auf einen Nitrocellulosefilter
tibertragen (die Replikaplattierung wird auch angewandt, um Kolonien auf Platten
mit verschiedenen Nidhrbdden zu tibertragen). Danach wird das Filterpapier mit
NaOH behandelt, wobei Zellen oder Phagen lysiert werden und die DNA in Einzel-
striange getrennt wird, welche bevorzugt an die Nitrocellulose binden. Das Filterpa-
pier wird daraufhin getrocknet, um die DNA am Ort zu fixieren, und mit einer mar-
kierten molekularen Sonde inkubiert. Die Sonde ist ein kurzes DNA- oder RNA-
Segment, dessen Sequenz komplementir zu einer gesuchten DNA ist. Nachdem
ungebundene Sondenmolekiile weggewaschen wurden, wird die Anwesenheit der
gebundenen Sonde auf der Nitrocellulose mit einem Verfahren nachgewiesen, das
sich fiir die benutzte Markierung eignet (z. B. Bestrahlung eines Rontgenfilmes bei
einer radioaktiven Sonde, ein Verfahren, das auch als Autoradiographie bekannt
ist, oder die Belichtung mit einer passenden Wellenlidnge, bei der Verwendung
einer fluoreszenzmarkierten Sonde). Nur solche Kolonien oder Plaques, die das
gewiinschte Gen enthalten, binden die Sonde und werden nachgewiesen. Die ent-
sprechenden Klone konnen dann von der Stammplatte entnommen werden. Mit
dieser Technik kann eine Bibliothek des menschlichen Genoms von ca. eine Million
Klonen schnell auf die Anwesenheit eines speziellen Gens hin durchsucht
werden.

Eine Sonde fiir ein Gen auszuwihlen, dessen Sequenz unbekannt ist, erfordert
einiges an Kunstfertigkeit. Man kann dazu die mRNA benutzen, falls sie in solcher
Menge produziert wird, dass man sie isolieren kann. Falls die Aminosiduresequenz
des Proteins bekannt ist, das von dem gesuchten Gen codiert wird, kann die Son-
de auch ein Gemisch aus verschiedenen synthetischen Oligonucleotiden sein, die
komplementir zu einem Segment der abgeleiteten Gensequenz sind. Mehrere mit
Erbkrankheiten assoziierte Gene wurden dadurch gefunden, dass man Sonden fiir
genetische Marker — in der Regel repetitive DNA-Sequenzen — einsetzte, von de-
nen aus genetischen Studien bekannt war, dass sie in der Néhe des gesuchten Gens
liegen.

3.5.3 DNA wird mithilfe der Polymerasekettenreaktion
vervielfaltigt

Obwohl die Klonierungstechniken fiir die moderne biochemische Forschung
unverzichtbar sind, ist die Polymerasekettenreaktion (PCR) oft eine schnellere
und bequemere Methode, um eine spezielle DNA zu amplifizieren. Wie Kary
Mullis 1985 gezeigt hat, konnen damit Segmente bis zu 6 kb amplifiziert werden.
Bei der PCR wird eine DNA-Probe in Einzelstringe getrennt und mit DNA-Poly-
merase, ANTPs und zwei Oligonucleotid-Primern inkubiert, deren Sequenzen das
gewiinschte DNA-Segment flankieren. Die Primer steuern die DNA-Polymerase so,
dass sie komplementdre Stringe der gewiinschten DNA synthetisiert (Abb. 3.28).
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Abb. 3.28 Die Polymerasekettenreaktion
(PCR). Die Zahl der Strange mit ,einheitlicher
Lange” verdoppelt sich nach dem zweiten
Cyclus mit jedem weiteren Cyclus. Durch die
Wabhl spezifischer Primer kann das Gen mil-

lionenfach amplifiziert werden. Indem man
Primer auswahlt, die fiir jedes Ende eines
Gens spezifisch sind, kann das Gen mehr als
millionenfach vervielfaltigt werden.

Die mehrfache Wiederholung dieses Vorganges, bei dem sich jedes Mal die Menge
der gewiinschten DNA verdoppelt, amplifiziert die Ziel-DNA exponentiell, ausge-
hend von einer einzigen Genkopie. Bei jedem Cyclus werden die zwei Striange der
doppelstringigen DNA durch Erhitzen getrennt, danach lagern sich die Primer
an ihre komplementidren DNA-Segmente an. Die DNA-Polymerase synthetisiert
dann die komplementiren Stréinge. Mit einer hitzestabilen DNA-Polymerase wie
der Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus, einem Bakterium, das in 75°C
heiflen Quellen lebt, benodtigt man nicht nach jedem Erhitzen neue DNA-Poly-
merase (hohe Temperaturen inaktivieren die meisten Enzyme). In Anwesenheit
ausreichender Mengen Primer und dNTPs wird die PCR daher einfach nur durch
cyclisches Variieren der Temperatur durchgefiihrt.

Zwanzig Cyclen der PCR vermehren die Menge der gewiinschten Sequenz et-
wa millionenfach (ca. 22°) mit grofler Spezifitit. Tatsichlich kann eine PCR eine
gewiinschte DNA amplifizieren, die in einer Probe von 10° Zellen nur einmal vor-
kommt. Diese Methode kann daher ohne vorherige Reinigung der DNA benutzt
werden. Die amplifizierte DNA kann danach sequenziert oder kloniert werden.

Die Amplifizierung durch PCR wird fiir zahlreiche Anwendungen eingesetzt. In
der Medizin wird diese Methode unter anderem dazu verwendet, Infektionen zu
diagnostizieren und krebsverursachende Mutationen aufzuspiiren. In der Rechts-
medizin kann die DNA aus einem einzigen Haar oder einem einzigen Spermium
so weit vervielfiltigt werden, dass dessen Besitzer ermittelt werden kann (siehe Ex-
kurs 3.2). Fiir die frither verwendete ABO-Blutgruppenanalyse benétigte man noch
einen geldstiickgroflen Blutstropfen. Eine PCR-Analyse kann dagegen bereits mit
einer stecknadelkopfgrofien Probe aus Blut oder aus einer anderen Korperfliissig-
keit durchgefiihrt werden. Die Gerichte haben die DNA-Sequenz mittlerweile als
eine dem Fingerabdruck gleichwertige Moglichkeit zur Identifizierung von Perso-
nen anerkannt. Die Chance, dass zwei Personen zufillig die gleiche DNA-Sequenz
besitzen, liegt bei Analyse hinreichend langer Sequenzen bei unter 1 : 1 000 000. Es
sind sogar Fille dokumentiert, in denen die PCR-Analyse einen Justizirrtum kor-
rigieren und so zur Rehabilitierung von unschuldig Verurteilten beitragen konnte,
zum Teil noch viele Jahre nachdem die Spuren am Tatort gesichert worden waren.

3.54 Die rekombinante DNA-Technologie hat zahlreiche
praktische Anwendungen

Die Fahigkeit, DNA-Sequenzen zu manipulieren, erlaubt es, Gene zu veréndern
und zu exprimieren, um Proteine mit verbesserten Funktionseigenschaften zu er-
halten oder Gendefekte zu korrigieren.

Klonierte Gene kénnen exprimiert werden

Die Produktion von grofien Mengen seltener oder neuartiger Proteine ist nur fiir
bakterielle Proteine relativ einfach: Ein kloniertes Gen muss in einen Expressions-
vektor, ein Plasmid, eingefligt werden, der richtig angeordnete Kontrollsequenzen
fiir die Transkription und die Translation enthalt. Der Anteil eines so hergestellten
Proteins am Gesamtprotein des Wirtsorganismus kann bis zu 30 % ausmachen. Sol-
che genetisch verinderten Organismen werden als Uberproduzenten bezeichnet
(engl.: overproducers). Bakterienzellen sondern oft solche in grofien Mengen an-
fallenden, fiir das Bakterium nutzlosen und moglicherweise toxischen Proteine als
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Genetischer Fingerabdruck

Die forensische Untersuchung der DNA macht sich die Variatio-
nen oder Polymorphismen der DNA-Sequenz zunutze, die zwi-
schen den einzelnen Personen auftreten. Viele genetische Poly-
morphismen haben keine Auswirkung auf eine Funktion, weil
sie in DNA-Bereichen auftreten, die viele Wiederholungen ent-
halten, in denen sich aber keine Gene befinden. Wenn sie aller-
dingsin der Ndhe eines ,Krankheitsgens” liegen, kdnnen sie da-
zu verwendet werden, dieses Gen aufzusplren und zu identi-
fizieren. Moderne DNA-Fingerprinting-Methoden untersuchen
diese nicht codierenden repetitiven DNA-Sequenzen in Proben,
die zuvor mithilfe der PCR vervielfdltigt wurden.

Hintereinander liegende, in einer Orientierung ausgerichte-
te DNA-Sequenzwiederholungen, sogenannte tandem repeats,
kommen Uber das ganze menschliche Genom verteilt vor
und umfassen auch die kurzen Sequenzwiederholungen (short
tandem repeats, STR); diese enthalten eine unterschiedliche
Anzahl sich wiederholender Abschnit-
te mit zwei bis sieben Basenpaaren. Die
fur die Forensik relevanten STR-Stel-
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Da der erste Schritt bei der Fingerprint-Methode eine PCR ist,
genugt eine winzige DNA-Menge (ungefdhr 1 ng) als Ausgangs-
material. Der DNA-Bereich, der die STR enthalt, wird bei der PCR
vervielfaltigt. Die hierbei verwendeten Primer sind zu den sich
nicht wiederholenden, die Sequenzwiederholungen flankieren-
den Sequenzen komplementar.

Die amplifizierten Produkte werden mithilfe einer Elektrophore-
se getrennt und durch eine Fluoreszenzmarkierung (Tag) an ih-
ren Primern nachgewiesen. Die STR-Allele sind kurz (< 500 bp),
sodass auch DNA-Fragmente leicht unterschieden werden kén-
nen, die sich nur in einer einzigen Wiederholung aus vier Basen
unterscheiden. Die Allele fir jede STR-Stelle werden im Allge-
meinen mit der Anzahl der vorhandenen Wiederholungseinhei-
ten bezeichnet. Die fir die Forensik verwendeten STR-Stellen
weisen in der Regel zwischen sieben und 30 verschiedene Al-
lele auf.

Wiederholungseinheit

len sind Wiederholungen aus vier Nu-

cleotiden. Die Anzahl der Wiederholun-

gen schwankt zwischen einzelnen Per-

Primer
AATG|AATG|AATG|AATG|AATG|AATG[AATG|AATG
TTAC|TTAC|TTAC|TTAC|TTAC|TTAC|TTAC|TTAC
Primer

sonen, selbst bei Angehdrigen dersel-
ben Familie. Jedes solche Segment an
einer bestimmten Stelle im Genom be-
zeichnet man als Allel. Jedes Individu-
um besitzt zwei Allele, je eines von je-
dem Elternteil.

Fluoreszenz

Primer

A ATG

AATG

AATG

AATG

AATG

AATG

TTAC

TTAC

TTAC

TTAC

TTAC

13 14 15 16 17 18 19 20 21

22 23

AATG|AATG|AATG
TTAC|TTAC|TTAC|TTAC
Primer

In dem hier dargestellten Beispiel zeigt die obere Spur die Fluo-
reszenz des Elektropherogramms der Referenzstandards (be-
stehend aus allen Allelen mit einer Ldnge zwischen 13 und 23
Wiederholungen). Die untere Spur reprasentiert die untersuch-
te Probe, die zwei Allele enthdlt, eines mit 16 und eines mit
18 Sequenzwiederholungen. Mithilfe geeigneter Primer, die mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, lassen sich
sogar mehrere STR-Stellen gleichzeitig analysieren.

Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei Personen tbereinstimmende
genetische Fingerabdriicke haben, hdngt von der Anzahl der
untersuchten STR-Stellen sowie von der Anzahl der Allele an je-
der Stelle ab. Wenn beispielsweise ein Allelpaar an einer Stel-
le mit einer Haufigkeit von 10 % (1/10) in der Bevdlkerung vor-
kommt und das andere Allelpaar an einer zweiten Stelle mit ei-
ner Haufigkeit von 5 % (1/20), dann ist die Wahrscheinlichkeit,
dass die Fingerprints von zwei Personen an beiden Stellen Gber-
einstimmen, 1: 200 (1/10 x 1/20; die Wahrscheinlichkeiten von
unabhédngigen Ereignissen sind zu multiplizieren). Wenn man
viele STR-Stellen untersucht, wird die Wahrscheinlichkeit fir ei-
ne zuféllige Ubereinstimmung zweier Fingerprints verschwin-
dend gering.
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Tab.3.5 Einige Proteine, die gentechnisch erzeugt werden.

Protein Verwendungszweck

Humaninsulin Behandlung von Diabetes

Menschliches Wachstumshormon Behandlung von endokrinen Stérungen

Erythropoietin Stimulation der Produktion von roten Blutkérperchen

Kolonienstimulierende Faktoren = Produktion und Aktivierung weifSer Blutkérperchen

Koagulationsfaktoren IX und X Behandlung von Blutgerinnungskrankheiten
(Hédmophilie)

Gewebeplasminogenaktivator Lyse von Blutgerinnseln bei Herzinfarkt und
Schlaganfall

Rinderwachstumshormon Steigerung der Milchproduktion bei Kithen

Hepatitis-B-Oberflichenantigen =~ Impfung gegen Hepatitis B

unlosliche Einschliisse (engl.: inclusion bodies) aus. In diesen Fillen miissen zur
Gewinnung des gewiinschten Proteins kompliziertere Reinigungsmethoden als fiir
l6sliche oder sezernierte Proteine eingesetzt werden.

Bakterienzellen konnen eukaryotische Proteine nur dann produzieren, wenn die
rekombinante DNA, welche die proteincodierende Sequenz enthilt, auch die Kon-
trollsequenzen fiir die bakterielle Transkription und Translation beinhaltet. Bei der
Synthese von eukaryotischen Proteinen in Bakterien ergeben sich weitere Proble-
me. Eukaryotische Gene haben beispielsweise Bereiche von Nucleotiden (Introns),
die zwar transkribiert, aber vor der Translation aus der mRNA herausgeschnitten
werden (Abschn. 26.3.1). Bakterien fehlt die Maschinerie, um Introns herauszu-
schneiden. Zusitzlich werden viele eukaryotische Proteine posttranslational durch
die Addition von Kohlenhydraten oder durch andere Reaktionen modifiziert. Diese
Probleme kénnen tiberwunden werden, indem man Expressionsvektoren benutzt,
die sich in eukaryotischen Wirtszellen fortpflanzen, wie Hefe, kultivierte Insekten-
oder andere Tierzellen.

In Tab. 3.5 sind die rekombinanten Proteine aufgelistet, die fiir den medizini-
schen oder landwirtschaftlichen Gebrauch produziert wurden. Oftmals kann eine
Reinigung dieser Proteine direkt aus den tierischen oder menschlichen Geweben
aus ethischen oder praktischen Griinden nicht durchgefiihrt werden. Expressions-
systeme ermoglichen die effiziente Produktion von Proteinen im Grofimaf3stab und
minimieren das Risiko der Kontamination durch Viren oder andere Pathogene aus
Gewebeproben.

Ortsgerichtete Mutagenese verandert die Nucleotidsequenz eines Gens

Nachdem man ein Gen isoliert hat, ist es moglich, dessen Nucleotidsequenz und
damit auch die Aminosduresequenz des codierten Proteins zu verdndern. Die orts-
gerichtete Mutagenese, eine Technik, die von Michael Smith entwickelt wurde,
ahmt den natiirlichen Prozess der Evolution nach und erlaubt Vorhersagen tiber die
strukturelle und funktionelle Rolle einzelner Aminosduren in einem Protein, das im
Labor exakt untersucht werden soll.

Um Gene spezifisch durch ortsgerichtete Mutagenese zu verandern, werden syn-
thetische Oligonucleotide eingesetzt. Ein Oligonucleotid, dessen Sequenz mit der
des betrachteten Gens — aufler bei den gewiinschten Basendnderungen — identisch
ist, wird als Primer fiir die Replikation mit DNA-Polymerase I eingesetzt. Der Pri-
mer hybridisiert mit der entsprechenden Wildtypsequenz (natiirlich vorkommen-
de Sequenz) auch dann, wenn einige Basen falsch miteinander paaren. Die Verldn-
gerung des Primers durch DNA-Polymerase I fithrt zu dem gewtiinschten verén-
derten Gen (Abb. 3.29). Das verdnderte Gen kann dann in einen geeigneten Vektor
eingefiigt werden. Primer mit geeigneten Anderungen in der Basensequenz kénnen
auch dazu benutzt werden, um mutierte Gene mithilfe der PCR herzustellen.



Synthetischer
Oligonucleotid- 33 TCGCAGTCGTCATGT 5
Primer +

AGCTTCAGAGGTACA
5

zu veranderndes Gen

Ein chemisch synthetisiertes

Oligonucleotid, das die gewtlinschten
1) Veranderungen in der Basensequenz
( enthdlt, lagert sich an die DNA an, die

das zu dndernde Gen enthalt.

fehlgepaarte Nucleotide \

fehlgepaarter{ 3ITC GRA GT c;qc ATGT 5

Primer I | [
AGCTTCAGAGGTACA

5/

Der teilweise fehlgepaarte (engl.:
mismatched) Primer wird dann durch
die DNA-Polymerase verlangert.

So entsteht das verdnderte Gen.

3’ ﬁ! 5
TWR’??T? T
AGCTTCAGAGGTACA
5/

dNTPs

2

verandertes
Gen

Transgene Organismen enthalten fremde Gene

Fiir viele Zwecke ist es besser, gleich einen ganzen Organismus durch genetische
Verdnderung mafizuschneidern. Multizelluldre Organismen, die das Gen eines
anderen Organismus exprimieren, nennt man transgen, und das transplantierte
fremde Gen wird als Transgen bezeichnet.

Um zu erreichen, dass eine solche Verdnderung dauerhaft bleibt und vererbt
wird, muss ein Transgen stabil in die Keimzellen eines Organismus integriert wer-
den. Bei Méusen erreicht man dies durch Mikroinjektion von klonierter DNA, wel-
che die veranderten Charakteristika enthilt, in fertile Eizellen. AnschliefSend wer-
den diese in den Uterus eines Ammentieres implantiert. Ein weithin bekanntes Bei-
spiel ist die transgene Maus, deren Genom zusitzliche Kopien des Gens fiir das
Wachstumshormon enthilt (Abb. 3.30).

Es werden auflerdem transgene Nutztiere entwickelt. Idealerweise konnen die
Gene dieser Tiere so zugeschnitten werden, dass die Tiere schneller wachsen und
dabei weniger Nahrung verbrauchen oder gegeniiber bestimmten Krankheiten re-
sistent sind. Einige transgene Nutztiere sind so verédndert worden, dass sie medi-
zinisch verwendbare Proteine in ihre Milch sekretieren. Der Gewinn solch einer
Substanz aus Milch ist im Vergleich zur Produktion dieser Substanz in Bakterien-
zellen viel kostengiinstiger.

Einer der weltweit erfolgreichsten transgenen Organismen ist Mais, der gene-
tisch so verdndert wurde, dass er ein Protein bildet, das fiir pflanzenfressende In-
sekten giftig ist, fiir Wirbeltiere jedoch harmlos. Das Gift wird vom Bodenbakteri-
um Bacillus thuringensis gebildet. Man hat das Toxingen in das Maisgenom inse-
riert, um der Pflanze Schutz gegeniiber dem Maisziinsler zu verleihen, einem wirt-
schaftlich bedeutenden Pflanzenschéddling, der einen Grofteil seines Lebenscyclus
innerhalb der Maispflanze verbringt, wo er fiir chemische Insektizide weitgehend
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Abb.3.29 Ortsgerichtete Mutagenese. Das
veranderte Gen kann in einen geeigneten Klo-
nierungsvektor eingefiigt werden. Es kann dann
vervielféltigt, exprimiert oder zur Erzeugung
von mutierten Organismen verwendet werden.

Abb.3.30 Transgene Maus. Die gro3e Maus
auf der linken Seite entstand aus einer durch
Mikroinjektion von DNA befruchteten Eizel-

le. Die injizierte DNA enthielt das Gen fir das
Wachstumshormon der Ratten. Die Maus auf
der linken Seite ist fast doppelt so schwer wie
ihr normales Geschwister desselben Wurfes
rechts. [Mit freundlicher Genehmigung von
Ralph L. Brinster, University of Pennsylvania.]
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unerreichbar ist. Der Anbau von sogenanntem Bt-Mais, der besonders in den USA
grof3flachig angepflanzt wird, hat den Einsatz dieser giftigen Insektizide enorm ver-
ringert.

Auch zur Verbesserung der Erndhrung hat man transgene Pflanzen geschaffen.
So entwickelten beispielsweise Forscher einen Reis mit fremden Genen, die Enzy-
me codieren, die fiir die B-Carotin-Synthese (ein orangefarbenes Pigment, das die
Vorstufe von Vitamin A ist) verantwortlich sind; oder mit einem Gen fiir das Eisen-
speicherprotein Ferritin. Der genetisch verdnderte Reis, der auch ,goldener Reis*
heif3t (Abb. 3.31), soll helfen, Vitamin-A-Mangel (von dem weltweit 400 Millionen
Menschen betroffen sind) sowie Eisenmangel (an dem schéatzungsweise 30 % der
Weltbevolkerung leiden) zu lindern. Andere transgene Pflanzen sind frosttolerante
Erdbeeren und langsam reifende Tomaten, schnell reifende Obstbdume, trockenre-
sistentes, salztolerantes oder virusresistentes oder herbizidtolerantes Getreide (so-
dass Herbizide eingesetzt werden konnen, um die Unkréduter zu beseitigen, ohne
die Getreidepflanze abzutéten) sowie Pflanzen, die grofie Mengen an Biotreibstof-
fen produzieren.

Gegenwirtig herrscht, insbesondere in Europa, in weiten Kreisen der Bevolke-
rung die Meinung vor, dass gentechnisch verédnderte Lebensmittel (GVO-Lebens-
mittel) irgendwie gefdhrlich sind. Umfangreiche wissenschaftliche Studien sowie
die mittlerweile betréchtliche Erfahrung mit dem Konsum von GVO-Lebensmit-
teln haben jedoch keinerlei schiadliche Auswirkungen erkennen lassen (siehe Ex-
kurs 3.3).

Abb. 3.31
links sind der Wildtyp. Die Kérner rechts wurden
genetisch so verandert, dass sie bis zu dreimal
mehr Eisen und B-Carotin speichern, was ih-
nen die gelbe Farbe verleiht. [Mit freundlicher
Genehmigung von Ingo Potrykus.]

Goldener Reis. Die weillen Korner

Exkurs 3.3 Biochemie im Fokus

Ethische Aspekte der rekombinanten DNA-Technologie

In den frithen 1970er-Jahren, als erstmals Gber die Gentechnik
diskutiert wurde, war wenig tiber die Sicherheit der vorgeschla-

mit der gleichen Zielsetzung, die bei Experimenten mit rekom-
binanter DNA vorhanden ist.

genen Experimente bekannt. Nach einer betrachtlichen Debat-
te, wahrend der es ein Moratorium (iber derartige Experimente
gab, wurden Bestimmungen fiir die Forschung mit rekombinan-
ter DNA erlassen. Die Regelungen verbieten Experimente, die
offensichtlich gefahrlich sind (z. B. das Einbringen des Diphthe-
rietoxingens in E. coli, was diesen menschlichen Symbionten in
einen todlichen Krankheitserreger verwandeln wiirde). Andere
VorsichtsmalBnahmen begrenzen das Risiko, potentiell gefahrli-
che Organismen in die Umgebung freizusetzen. Viele Vektoren
missen beispielsweise in den Wirtsorganismen mit speziellen
Nahrstofferfordernissen kloniert werden. Es ist unwahrschein-
lich, dass diese Organismen auBerhalb des Laboratoriums tber-
leben.

Der belegte Wert der rekombinanten DNA-Technologie hat fast
alle ihre frihen Gegner zum Schweigen gebracht. Es ware sicher
nicht moglich gewesen, manche Krankheitserreger ohne Klo-
nierung zu untersuchen, wie z. B. das AIDS verursachende Virus.
Dass bis heute keine durch Rekombinanten ausgeldsten gene-
tischen Katastrophen eingetreten sind, ist keine Garantie dafir,
dass rekombinante Organismen niemals einen schadlichen Ein-
fluss auf die Umwelt haben werden. Nichtdestotrotz ahmen die
von Geningenieuren verwendeten Techniken diejenigen in der
Natur nach - d.h. Mutation und Selektion - somit sind natr-
liche und vom Menschen geschaffene Organismen grundsatz-
lich ahnlich. Auf jeden Fall haben Menschen seit mehreren Tau-
send Jahren bereits Pflanzen und Tiere geziichtet und zwar oft

In dem Mafe, in dem neue Gentechniken verfligbar werden,
gibt es andere ethische Betrachtungen, mit denen man kon-
frontiert ist. Mittlerweile wird bakteriell produziertes mensch-
liches Wachstumshormon routinemaBig verschrieben, um die
KorpergroBBe anormal kleiner Kinder zu steigern. Sollte es je-
doch Sportlern erlaubt sein, dieses Protein zu verwenden, wie
von einigen berichtet wird, um ihre GréBe und Korperkraft zu
verbessern? Wenige wiirden den Nutzen der Gentherapie ab-
streiten, wenn es moglich ist, mit ihr genetische Defekte wie die
Sichelzellanamie (Abschn.7.1.5) und das Lesch-Nyhan-Syndrom
(Abschn. 23.1.4) zu heilen. Falls es jemals moglich wird, komple-
xe (z.B. multigene) Merkmale zu verandern, wie z. B. sportliche
Fahigkeiten und Intelligenz, welche Veranderungen wiirden als
wiinschenswert betrachtet und wer entschiede, ob sie gemacht
werden? Sollte die Gentherapie nur dazu dienen, die Defekte
eines Individuums zu korrigieren oder sollte sie auch dazu ver-
wendet werden, Gene in den Keimbahnzellen des Individuums
zu verandern, sodass die nachfolgenden Generationen den De-
fekt nicht erben werden? Wenn es einfach wird, die genetische
Ausstattung einer Person zu bestimmen, sollte diese Informati-
on dann dazu verwendet werden, Bewerber auf Ausbildungs-
bzw. Arbeitsplatze oder Antragsteller fur die Krankenversiche-
rung zu beurteilen? Diese schwierigen Fragen haben zur Schaf-
fung eines Philosophiezweiges gefiihrt, Bioethik genannt, die
mit dem Ziel geschaffen wurde, sich mit solchen Fragen zu be-
fassen.



Transgene Organismen haben unser Verstindnis von der Genexpression stark
erweitert. Tiere, die mit einem defekten Gen ,konstruiert” wurden oder denen ein
komplettes Gen fehlt (man spricht dann von einem sogenannten Gen-Knockout),
dienen als experimentelle Modelle fiir menschliche Krankheiten.

Gendefekte konnen korrigiert werden

Unter Gentherapie versteht man den Transfer von neuem genetischen Material
in Zellen, um einen therapeutischen Effekt zu erreichen. Obwohl die potentiellen
Vorteile dieser bis heute rudimentér entwickelten Technologie enorm sind, miis-
sen dazu zahlreiche Hindernisse tiberwunden werden. Eine Schwierigkeit besteht
darin, dass die fiir die Geniibertragung eingesetzten retroviralen Vektoren, RNA-
haltige Viren, eine manchmal tédlich verlaufende Immunantwort in den Patienten
hervorrufen kénnen.

Die bis dato einzige erfolgreiche Gentherapie am Menschen wird an Kindern
durchgefiihrt, die unter dem SCID-Syndrom (engl.: severe combined immunode-
ficiency disease) leiden. Diese Kinder miissen normalerweise ein Leben lang in ei-
ner sterilen Umgebung leben, um der Gefahr moglicherweise todlich verlaufender
Infektionen vorzubeugen. In der Variante X1 wird SCID durch einen Gendefekt
beim Cytokinrezeptor yc hervorgerufen, ohne den das Immunsystem nicht funk-
tionieren kann. Ein Teil des Knochenmarks der SCID-X1-Patienten, welches die
Stammzellen der weifSen Blutkorperchen enthilt, wird entnommen und nach In-
kubation mit einem Vektor, der das Gen fiir einen funktionalen Cytokinrezeptor yc
trigt, wieder implantiert. Die nun vorhandenen transgenen Knochenmarkszellen
ermoglichen eine normale Funktion des Immunsystems. Da sich der virale Vek-
tor ungerichtet in das Genom einbaut, besteht jedoch die Gefahr, dass abhangig
von der Position des Transgens im Genom die Expression anderer Gene verdandert
wird. Dies kann ein Ausloser fiir eine Krebserkrankung sein. Es sind mindestens
zwei Fille beschrieben, in denen die Gentherapie bei SCID-X1-Patienten zu Leu-
kémie, einer Krebserkrankung der weiflen Blutzellen, gefiihrt hat.

Es wurden mehrere andere Erbkrankheiten erfolgreich mit dhnlichen Techni-
ken therapiert, darunter die Leber’sche kongenitale Amaurose, eine seltene Form
von Blindheit; X-gekoppelte Adrenoleukodystrophie, bei der ein Defekt eines
Membrantransportproteins zu einem Gehirnschaden fiihrt; B-Thalassidmie, eine
schwere Anédmieart; und das Wiskott-Aldrich-Syndrom, eine Immunschwéche-
krankheit. Ahnlich Erfolg versprechend bei der Bekimpfung bestimmter Krebser-
krankungen, die nicht auf eine Standardtherapie ansprechen, ist es, die Immun-
systemzellen eines von Krebs Betroffenen genetisch anzuweisen, die Krebszellen
anzugreifen.
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 3.5

1.

Fassen Sie die fur die Vervielfaltigung ei-
nes DNA-Abschnittes in vivo und in vitro
erforderlichen Schritte zusammen!

. Vergleichen Sie die Eigenschaften von

Klonierungsvektoren wie pUC18, Bacte-
riophage A und BACs!

. Beschreiben Sie die fiir die Konstruktion

eines rekombinanten DNA-Molekiils
erforderlichen Enzymaktivitaten!

. Erklaren Sie, warum ein Klonierungsvek-

tor in der Regel einen Selektionsmarker
enthalt!

. Was ist eine DNA-Bibliothek und wie

kann sie nach einem bestimmten Gen
durchsucht werden?

. Welches sind die Vorteile der PCR ge-

genuber der klassischen Klonierung?

. Welches sind einige der Herausforde-

rungen, wenn ein eukaryotisches Gen in
einer prokaryotischen Wirtszelle expri-
miert werden soll?

. Erklaren Sie, wie die ortsgerichtete Mu-

tagenese verwendet werden kann, um
in Bakterienzellen ein verandertes Prote-
in zu erzeugen!

. Worin besteht der Unterschied zwischen

der Manipulation eines Gens fiir die
Gentherapie und flr die Produktion
eines transgenen Organismus?
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3 Nucleotide, Nucleinsduren und genetische Information

Zusammenfassung

3.1 Nucleotide

.

Nucleotide bestehen aus einer Purin- oder Pyrimidinbase, die an eine Ribose
gebunden ist. Die Ribose tragt mindestens eine Phosphatgruppe. RNA ist aus
Ribonucleotiden aufgebaut, DNA aus Desoxyribonucleotiden (die eine 2’-Des-
oxyribose enthalten).

3.2 Einfiihrung in die Nucleinsaurestruktur

.

In der DNA bilden zwei antiparallele Ketten aus Nucleotiden, die durch Phos-
phodiesterbindungen verbunden sind, eine Doppelhelix. Dabei paaren Basen aus
gegeniiberliegenden Stringen wie folgt: A mit T und G mit C.

Einzelstrangige Nucleinsduren wie RNA konnen Haarnadelstrukturen ausbil-
den.

3.3 Ubersicht iiber die Nucleinsiurefunktion

.

DNA trédgt die genetische Information in ihrer Nucleotidsequenz. Wenn die
DNA repliziert wird, dient jeder Strang als Vorlage fiir die Synthese eines
komplementiren Stranges.

Nach dem zentralen Dogma der Molekularbiologie wird der DNA-Strang eines
Gens in mRNA transkribiert. Die RNA wird dann translatiert; dabei entsteht ein
Protein, durch die schrittweise Addition von Aminosduren, die an tRNA-Mole-
kiile gebunden sind, welche mit der mRNA am Ribosom Basenpaare ausbilden.

3.4 Nucleinsauresequenzierung

.

Restriktionsendonucleasen, die bestimmte Sequenzen auf der DNA erkennen,
werden dazu eingesetzt, DNA-Molekiile spezifisch zu spalten.

Die Gelelektrophorese wird angewendet, um DNA-Fragmente zu trennen und
um deren Grofle zu bestimmen.

Bei der DNA-Sequenzierung mit der Kettenabbruchmethode wird die Nucleo-
tidsequenz einer DNA durch enzymatische Synthese der komplementiren Po-
lynucleotide bestimmt, die mit einem Didesoxyanalogon eines der vier Nucleo-
tide authoren. Die entstandenen Polynucleotidfragmente werden durch Elektro-
phorese getrennt, um die Originalsequenz zu rekonstruieren.
DNA-Sequenzierungsmethoden der nichsten Generation, wie die Pyrose-
quenzierung und die Illumina-Sequenzierung, sind massiv parallel und daher
viel schneller als die Kettenabbruchmethode; dies geht jedoch auf Kosten der
read-Lange und Genauigkeit.

Mutationen und andere Veranderungen der DNA bilden die Basis fiir die Evo-
lution der Organismen.

3.5 Manipulierung der DNA

.

Beim molekularen Klonieren wird ein Fragment fremder DNA in einen Vektor
eingefiigt, um es in einer Wirtszelle zu amplifizieren. Transformierte Zellen kon-
nen durch selektierbare Marker identifiziert werden.

Genombibliotheken beinhalten die gesamte DNA eines Organismus. Klone, die
bestimmte DNA-Fragmente beherbergen, werden in Screeningprozessen iden-
tifiziert.

Mit der Polymerasekettenreaktion konnen ausgewihlte DNA-Sequenzen ver-
vielfiltigt werden.

Rekombinante DNA-Methoden werden zur Produktion von Wildtyp- oder se-
lektiv mutierten Proteinen in Zellen oder ganzen Organismen eingesetzt.
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Nucleinsaure
Nucleotid
Nucleosid

RNA

DNA
Polynucleotid
Phosphodiesterbindung
Nucleotidrest
5'-Ende
3’-Ende
Monomer
Dimer

Trimer
Tetramer
Oligomer
Chargaff-Regeln
Tautomer
Doppelhelix
antiparallel
grofde Furche
kleine Furche
komplementdre Basenpaarung
Genom
Chromosom
diploid

haploid

bp

kb
Haarnadelstruktur
Gen
Transformation
Replikation
Transkription
Translation

zentrales Dogma der Molekularbiologie

mRNA
rRNA
tRNA

Ribosom

Genomik

Transkriptomik

Proteomik

Genexpression

Bakteriophage
Restriktions-Modifikations-System
Modifikationsmethyltransferase
Endonuclease
Restriktionsendonuclease
Exonuclease

Palindrom

klebrige Enden

glatte Enden
Gelelektrophorese
Kettenabbruchmethode
Primer

dNTP

ddNTP

ORF

reads

Beschallung

Sequenzierung durch Synthese
Pyrosequenzierung
[llumina-Sequenzierung
Metagenomsequenzierung
Mikrobiom

ORF

alternatives Spleifien
Punktmutation
Rekombination

Transposition

Phénotyp

Resequenzierung

SNP

rekombinante DNA-Technologie
Klonieren

Klon

Vektor
Plasmid
rekombinante DNA

BAC:s, kiinstliche Bakterienchromoso-

men

YAC:s, kiinstliche Hefechromosomen

Anlagern

Ligation
Selektionsmarker
Plaque
Genombibliothek
Shotgun-Klonierung
c¢DNA-Bibliothek
reverse Transkriptase
cDNA

Exom

Transkriptom
Screening

Kolonie- oder In-situ-Hybridisierung

Replikaplattierung

Sonde

Autoradiographie

PCR

Expressionsvektor
Uberproduzent

Intron

Polymorphismus
genetischer Fingerabdruck
STR

Allel

ortsgerichtete Mutagenese
Wildtyp

transgener Organismus
Transgen

Gen-Knockout
Gentherapie
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Aufgaben

Ubungen

3.1 Benennen Sie das e}
folgende Nucleotid.

3.2 Benennen Sie das
folgende Nucleotid.

H, ¢}
C
/ H H
O, oH H
b—o OH

3.3 In vielen Lebewesen ist die DNA durch Methylierung
verdndert. Zeichnen Sie die Struktur von 5-Methylcytosin, ei-
ner Base, die sehr héufig in inaktiver DNA vorkommt.

3.4 Wenn Cytosin mit Bisulfit behandelt wird, wird die Ami-
nogruppe durch eine Carbonylgruppe ersetzt. Identifizieren
Sie die entstehende Base!

3.5 Kinasen sind Enzyme, die Phosphorylgruppen eines Nu-
cleosidtriphosphates tibertragen. Welche der folgenden Reak-
tionen sind kinasekatalysierte Reaktionen?

a) ATP + GDP — ADP + GTP

b) ATP + GMP — AMP + GTP

3.6 Kinasen sind Enzyme, die Phosphorylgruppen eines Nu-
cleosidtriphosphates tibertragen. Welche der folgenden Reak-
tionen sind kinasekatalysierte Reaktionen?

¢) ADP + CMP — AMP + CDP

d) AMP + ATP — 2 ADP

3.7 Ein diploider Organismus, bestehend aus einem haplo-
iden, 45000 kb grofien Genom, enthilt zu 21 % G-Reste. Be-
rechnen Sie die Anzahl der A-, C-, G- und T-Reste in der DNA
jeder Zelle in diesem Organismus.

3.8 Ein DNA-Segment aus 20 Basenpaaren enthélt sieben
Guaninreste. Wie viele Adeninreste und wie viele Uracilreste
enthilt es?

3.9 Erkldren Sie, warum die Trennung der DNA-Stringe
durch pH-Werte > 11 erleichtert wird.

3.10 Erkldren Sie, warum eine Zunahme der NaCl-Konzen-
tration die Temperatur erhoht, bei der zwei DNA-Strénge aus-
einander ,,schmelzen®,

3.11 Ein Enzym des Immunschwichevirus (HIV, das AIDS
verursacht) kann DNA von einer RNA-Matrize synthetisieren.
Erkldren Sie, wie diese Enzymaktivitidt dem zentralen Dogma
von Crick widerspricht!

3.12 Wie viele verschiedene Aminosduren konnten theore-

tisch durch Nucleinsduren codiert werden, die vier verschie-

dene Nucleotide enthalten, falls

a) jedes Nucleotid eine Aminosédure codieren wiirde,

b) aufeinanderfolgende Sequenzen von zwei Nucleotiden eine
Aminosiure codieren wiirden,

¢) aufeinanderfolgende Sequenzen von drei Nucleotiden eine
Aminosiure codieren wiirden,

d) aufeinanderfolgende Sequenzen von vier Nucleotiden eine
Aminoséure codieren wiirden?

3.13 Das Humangenom enthilt Tausende von Sequenzen,
die sogenannten offenen Leseraster, von denen einige fiir Pro-
teine von etwa 30 Aminosduren codieren. Welche Mindest-
zahl an Nucleotiden ist erforderlich, um ein solches Protein
zu codieren?

3.14 Um wie viele Nucleotide unterscheiden sich durch-
schnittlich die Genome von zwei Vertretern des Homo sapi-
ens?

3.15 Die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Taql
ist T|CGA. Welche Produkte entstehen bei der Reaktion von
Tagl mit der gezeigten DNA-Sequenz?

5'-ACGTCGAATC-3’
3'-TGCAGCTTAG-5

3.16 Identifizieren Sie, unter Beriicksichtigung der Daten

aus Tab. 3.2, die Restriktionsenzyme, die

a) glatte Enden erzeugen,

b) identische Sequenzen erkennen und schneiden (sog. Iso-
schizomere),

¢) identische klebrige Enden produzieren.

3.17 Das 13-Mb-Genom der Griinalge Ostreococcus tauri
enthilt ca. 8000 Gene. Vergleichen Sie die Gendichte dieses
Eukaryoten mit derjenigen von E. coli (ca. 4300 Gene) und der-
jenigen von A. thaliana (ca. 25500 Gene).

3.18 Beschreiben Sie, wie man rekombinante Klone se-
lektiert, wenn die Fremd-DNA in die Polylinkerregion von
pUC18 eingefiigt und dann in E. coli eingeschleust wurde.



3.19 Verwenden Sie das Diagramm von pUC18 (Abb. 3.24)
und bestimmen Sie, welche Restriktionsenzyme Sie da-
zu verwenden konnten, ein Gen einzufiigen, das die Bil-
dung von B-Galactosidase durch die Wirtszelle beeinflussen
wiirde.

3.20 Verwenden Sie das Diagramm von pUC18 (Abb. 3.24)
und bestimmen Sie, welche Restriktionsenzyme Sie dazu ver-
wenden konnten, ein Gen einzufiigen, das die Ampicillinresis-
tenz oder die Bildung von -Galactosidase durch die Wirtszel-
le nicht beeinflussen wiirde.

3.21 Warum ist fiir ein bestimmtes Lebewesen eine Genom-
bibliothek grofler als eine cDNA-Bibliothek?

3.22 Warum unterscheiden sich ¢cDNA-Bibliotheken von
verschiedenen Zellarten desselben Lebewesens voneinander?

Anspruchsvolle Aufgaben

3.23 Manche RNA-Molekiile sind durch Methylierung an
der N6-Position in Adenosinresten kovalent modifiziert.
Zeichnen Sie die Struktur des modifizierten Nucleosids.

3.24 Wire das in Frage 23 beschriebene modifizierte Nu-
cleosid in der Lage, sich an einer Watson-Crick-Standardba-
senpaarung zu beteiligen?

3.25 Zeichnen Sie die tautomere Form von Adenin!
3.26 Zeichnen Sie die tautomere Form von Cytosin!

3.27 Der pK-Wert fir N1 von Adenin betrigt 3,64, der
pK-Wert fiir N1 von Guanin dagegen 9,50. Erkldren Sie die-
sen Unterschied!

3.28 Verwenden Sie Ihre Antwort auf Frage 27 dazu, die re-
lativen pK-Werte von N3 in Cytosin und Uracil zu bestimmen!

3.29 Das Adeninderivat Hypoxanthin kann sowohl mit Cy-
tosin als auch mit Adenin eine Basenpaarung eingehen. Zeich-
nen die die Strukturen dieser Basenpaare.

O
H\N)‘t[N\
g T>
H

Hypoxanthin

3.30 Hypoxanthin kann auch mit Cytosin eine Basenpaa-
rung eingehen. Zeichnen Sie die Struktur dieses Basenpaars!

3.31 Beschreiben Sie das Ergebnis der Sequenzierung mit-
tels der Kettenabbruchmethode,

a) falls zu wenige ddN'TPs zugegen sind,

b) falls zu viele ddNTPs zugefiigt wurden.
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3.32 Beschreiben Sie das Ergebnis der Sequenzierung mit-
tels der Kettenabbruchmethode,

a) falls zu wenige Primer vorliegen,

b) falls zu viele Primer vorliegen.

3.33 Berechnen Sie die Anzahl der Klone, die benétigt wer-
den, um ein bestimmtes 5 kb grofies Fragment von C. elegans
mit der Wahrscheinlichkeit von 0,99 zu erhalten (Tab. 3.3).

3.34 Sie versuchen, ein 250-kb-Segment der Maus-DNA in
einem kiinstlichen Hefechromosom zu klonieren. Sie erhalten
5000 Klone dhnlicher Grofle, die das gesamte Mausgenom re-
prasentieren. Wie sicher sind Sie, dass Sie die relevante DNA
kloniert haben?

3.35 Beschreiben Sie das mogliche Ergebnis einer PCR, bei

der

a) einer der Primer versehentlich weggelassen wurde,

b) einer der Primer an mehreren Stellen komplementér zu der
Ausgangs-DNA ist.

3.36 Beschreiben Sie das mogliche Ergebnis einer PCR, bei

der

a) ein Einzelstrangbruch in der zu vervielfaltigenden DNA-
Sequenz vorhanden ist, die nur als eine Kopie im Ansatz
vorliegt,

b) ein Doppelstrangbruch in der zu vervielfaltigenden DNA-
Sequenz vorhanden ist, die nur als eine Kopie im Ansatz
vorliegt.

3.37 Notieren Sie die Sequenz der zwei Primer aus je 12 Nu-
cleotiden, die man benutzen konnte, um das folgende DNA-
Segment mittels der PCR zu vervielfaltigen:

ATAGGCATAGGCCC-
ATATGGCATAAGGC-
TTTATAATATGCGA-

TAGGCGCTGGTCAG

3.38 Ein Blutfleck vom Tatort eines Verbrechens sowie Blut-

proben von vier Verdichtigen wurden mittels PCR analy-

siert. Dabei wurden fluoreszierende Primer fiir die STR-Loci

D3S1358, vWA und FGA verwendet. Die erhaltenen Elektro-

phoretrogramme sind unten gezeigt. Die unter jedem Peak an-

gezeigten Nummern geben das Allel (oben) und die Hohe des

Peaks in relativen Einheiten (unten) an.

a) Warum erscheint an manchen Loci nur ein einziges Allel,
obwohl jeweils zwei Kopien, und damit zwei Allele, fiir je-
des Gen vorhanden sind?

b) Von welchem der Verdichtigen stammt vermutlich der
Blutfleck am Tatort?

¢) Hatte man den Verdachtigen auch durch die Analyse eines
einzigen Locus herausfinden kénnen?

d) Was lésst sich iiber die Menge an DNA in der Probe 1 im
Vergleich zur Probe 4 aussagen?
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| D351358 | VIR | FGA

Blutfleck

3000
2000
1000

Probe 1

Q00
600
300

2000
1000

Probe 2
1\ |
ENES
2704 1952 800

Probe 3 J

—

1500
1000
500

4000
2000

Probe 4 l
i |
[15] [19]
5774

[Thompson, W.C., Ford, S., Doom, T., Raymer, M., und Krane, D.E. (2003). Evaluating forensic DNA evidence: Essential elements
of a competent defensive review. The Champion 27: 16—25. Nachdruck mit Erlaubnis der National Association of Criminal De-

fense Lawyers.]

Bioinformatik

Projekte

auf www.wiley-vch.de/home/VoetBiochemieA3

«

Project 1: Databases for the Storage and ,,Mining
of Genome Sequences

1. Finding Databases

2. Ensembl Bacteria

3. Analyzing a DNA Sequence
4. Sequence Homology

5. Plasmids and Cloning

Noch mehr zum Erkunden

Wiahlen Sie eine der in Tab. 3.4 aufgefiihrten genetischen
Krankheiten aus. Welches Gen ist betroffen? Welches ist die
normale Funktion des von diesem Gen codierten Proteins und
wie ruft der Gendefekt die charakteristischen Symptome her-
vor? Wie liefle sich diese Krankheit mithilfe der Gentherapie
behandeln?


www.wiley-vch.de/home/VoetBiochemieA3
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Der auf der menschlichen Haut wachsende

Staphylococcus epidermidis verknupft die
Aminosaure Glutaminsaure zu langen Ketten.
Dies schiitzt die Bakterien vor Anderungen
der extrazellularen Salzkonzentration, die
gewohnlich auf der Hautoberflache auftritt.
[Mit freundlicher Genehmigung von Eye
of Science/Science Source Images.]



Aminosauren

Als Wissenschaftler am Anfang des 19. Jahrhunderts ihre Aufmerksambkeit der Er-
nidhrung zuwandten, entdeckten sie schnell, dass stickstoffhaltige Naturprodukte
fiir das Uberleben von Tieren essentiell waren. Fiir diese Stoffklasse prigte der
schwedische Chemiker Jacob Berzelius 1839 den Begriff Protein (griech.: protei-
os, grundlegend). Obwohl die ersten Aminosduren bereits 1830 isoliert wurden,
hatten die physiologischen Chemiker jener Zeit noch nicht erkannt, dass Proteine
aus noch kleineren Komponenten — den Aminoséuren — aufgebaut sind. So wur-
de zunichst fiir viele Jahre angenommen, dass bestimmte Substanzen aus Pflan-
zen — einschliefSlich der Proteine — als Ganzes in tierische Gewebe eingebaut wer-
den. Dieses Missverstidndnis konnte erst beseitigt werden, als der Verdauungspro-
zess verstanden wurde. Nachdem klar war, dass mit der Nahrung aufgenommene
Proteine in kleinere, aminosdurehaltige Verbindungen abgebaut werden, widme-
ten die Wissenschaftler ihre Aufmerksamkeit dem Néhrwert dieser Verbindungen
(Exkurs 4.1).

Erndhrungsstudien mit Tieren zeigten, dass die Aminosdurezusammensetzung
eines Proteins dessen Niahrwert ausmacht. Bestimmten Getreideproteinen fehlt
z.B. die Aminosdure Lysin. Tiere, denen nur dieses Futter und damit kein Lysin
zugefithrt wurde, wiesen Defizite im Wachstum auf. Als schliefllich im Jahre 1925
die Strukturen aller 20 Standardaminoséuren aufgekldrt waren, war inzwischen die
relative Bedeutung der verschiedenen Aminosduren in den Proteinen fiir die Er-
nihrung eingehend dokumentiert.

Die heutige Aminosédure- und Proteinforschung hat jenen grundlegenden Expe-
rimenten aus dem 19. Jahrhundert viel zu verdanken. Wir wissen heute, warum
stickstoffhaltige Aminosduren essentiell fiir das Leben sind und dass sie die Bau-
steine der Proteine sind. Die zentrale Rolle der Aminoséuren in der Biochemie ist
vielleicht nicht allzu tiberraschend: Von mehreren Aminoséuren wird angenom-
men, dass sie zu den organischen Verbindungen gehorten, die bereits frith in der
Erdgeschichte entstanden sind (Abschn. 1.1.1). Aminosduren als urspriingliche, all-
gegenwirtige und vielseitig verwendbare Molekiile wurden von der Evolution fiir
zahlreiche Zwecke in lebenden Systemen verwendet. Wir beginnen dieses Kapitel
mit der Betrachtung der Strukturen, der chemischen Eigenschaften und der Ste-
reochemie von Standardaminosiuren und enden mit einer kurzen Ubersicht iiber
Strukturen und Funktionen einiger verwandter Verbindungen.

Lehrbuch der Biochemie, 3. Auflage. Donald Voet, Judith G. Voet und Charlotte W. Pratt
© 2019 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Published 2019 by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.
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Exkurs 4.1 Beriihmte Biochemiker

William C. Rose und die Entdeckung von Threonin

William C. Rose (1887 bis 1985).

Die Aminosduren zu ermitteln, aus denen Proteine aufgebaut
sind, war eine wissenschaftliche Herausforderung, die sich bei
Untersuchungen zur Tiererndhrung ergab. Zu Beginn des 20.
Jahrhunderts erkannten physiologische Chemiker (den Begriff
Biochemiker kannte man damals noch nicht), dass nicht al-
le Nahrungsmittel eine ausreichende Erndhrung boten. Ratten
beispielsweise, denen man als einzige Stickstoffquelle das Mais-
protein Zein verfiitterte, wuchsen nicht, solange man nichtauch
Tryptophan und Lysin ihrer Nahrung zusetzte. In dieser Zeit
stammten die Kenntnisse Uber den Stoffwechsel hauptsachlich
aus Studien, in denen die Abhangigkeit zwischen der Aufnah-
me bestimmter Substanzen mit der Nahrung und den Ausschei-
dungsprodukten im Urin der Versuchstiere bzw. der menschli-
chen Probanden untersucht wurde. Die Ergebnisse dieser Ver-
suche standen im Einklang mit der Vorstellung, dass Verbindun-
gen in begrenztem Umfang in andere Verbindungen tberfiihrt
werden kdnnen, aber offensichtlich waren die Nédhrstoffe nicht
vollstdndig gegeneinander austauschbar.

An der Universitat von lllinois fihrte William C. Rose Erndh-
rungsstudien durch, mit denen er die Stoffwechselbeziehungen
von stickstoffhaltigen Verbindungen entschliisseln wollte. Un-
ter anderem konnten seine Untersuchungen zum Zusammen-
hang von Wachstum und Erndhrung bei Ratten zeigen, dass Pu-
rine und Pyrimidine von Aminosduren abgeleitet sind, aber dass
andererseits diese Verbindungen die Aminosduren in der Nah-
rung nicht ersetzen kénnen.

Um die Bedeutung einzelner Aminosauren fir die Erndhrung
zu untersuchen, hydrolysierte Rose Proteine zunachst bis zu
den einzelnen Aminosduren und entfernte danach selektiv be-
stimmte Aminosduren. In einem seiner ersten Experimente ent-
fernte er Arginin und Histidin aus dem Hydrolysat des Milch-
proteins Casein. Futterte man Ratten mit dieser Zubereitung,
so verloren sie solange an Gewicht, bis die Aminosaure Histidin
wieder der Nahrung zugesetzt wurde. Die Zugabe von Arginin
hingegen konnte den Mangel nicht wieder ausgleichen. Diese

Ergebnisse spornten Rose dazu an, die Bedeutung aller Amino-
sauren zu untersuchen. Mit seinen Experimenten konnte er zei-
gen, dass Cystein, Histidin und Tryptophan nicht durch andere
Aminosauren ersetzt werden kénnen.

Anstelle von Zubereitungen auf der Grundlage hydrolysierter
Proteine verwendete Rose schlief3lich Mischungen aus einzeln
gereinigten Aminosduren. 13 der 19 damals bekannten Ami-
nosduren konnte man reinigen, die anderen sechs synthetisie-
ren. Verfltterte man aber Ratten die 19 Aminosauren als einzige
Nahrungsstickstoffquelle, so verloren sie dennoch an Gewicht.
Eine mogliche Erklarung dafiir war, dass das Mischungsverhalt-
nis der Aminosauren nicht optimal war. Dennoch folgerte Rose,
dass es eine weitere, noch unbekannte essentielle Aminosdure
geben musste, die in natiirlich vorkommenden Proteinen sowie
in deren Hydrolysaten enthalten war, jedoch in seiner Amino-
saurenmischung fehlte.

Nach mehrjahrigen Anstrengungen konnte Rose die fehlende
Aminosaure reinigen und identifizieren. In einer 1935 veroffent-
lichten Arbeit zeigte er, dass der Zusatz dieser Aminosdure zu
den anderen 19 das Wachstum der Ratten ermdglichte. Damit
war die 20. und letzte Aminosdaure, das Threonin, entdeckt wor-
den.

Weitere Experimente, die sich tber die nachsten 20 Jahre er-
streckten, zeigten, dass zehn der 20 in Proteinen vorkommen-
den Aminosauren fir die Erndhrung der Ratten lebensnotwen-
dig, also essentiell, sind. Entfernt man eine dieser Aminosauren,
so verursacht dies Wachstumsstérungen und schlie8lich den
Tod der Versuchstiere. Die anderen zehn Aminosduren betrach-
tete man als ,entbehrlich’, da Tiere sie in ausreichenden Men-
gen selbst synthetisieren kdnnen.

Rose ermittelte in der Folge die fir den Menschen essentiel-
len Aminosauren, dabei dienten ihm seine Studenten als Pro-
banden. Nachdem man wusste, welche Aminosauren fir die
menschliche Erndhrung erforderlich sind — und in welchen Men-
gen —war es nun mdglich, den Nahrwert der verschiedenen Ar-
ten von Nahrungsproteinen zu beurteilen. Nicht zuletzt trugen
Roses Befunde zur Entwicklung optimaler Rezepturen fiir eine
intravendse Erndhrung bei.

[McCoy, R.H., Meyer, C.E. und Rose, W.C. (1935). Feeding experiments
with mixtures of highly purified amino acids. VIII. Isolation and identifi-
cation of a new essential amino acid. J. Biol. Chem. 112: 283-302.]
[Diese Arbeit ist frei zuganglich unter www.jbc.org.]
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4.1 Aminosaurestrukturen

Schliisselkonzepte

- Die 20 Standardaminosauren besitzen eine strukturelle Gemeinsamkeit, unter-
scheiden sich aber in den Seitenketten.

+ In einem Polypeptid sind Aminosduren liber Peptidbindungen miteinander ver-
knupft.

- Einige Aminosdureseitenketten enthalten ionisierbare Gruppen, deren pK-Werte
variieren kénnen.

Die Untersuchung einer grofien Zahl von Proteinen aus einer Vielfalt von Organis-
men hat gezeigt, dass alle Proteine aus 20 ,Standard aminosduren aufgebaut sind.
Nicht jedes Protein enthilt alle Aminoséduren, aber die Mehrzahl der Proteine ent-
hélt die meisten, wenn nicht sogar alle der 20 proteinogenen Aminoséuren.
Alle Standardaminosduren gehoren zur Gruppe der a-Aminosduren. Sie besitzen
eine primire Aminogruppe (-NH,) und eine Carboxylgruppe (~-COOH) als Sub-
stituenten am gleichen Kohlenstoffatom (dem a-Kohlenstoff; Abb. 4.1). Die ein-
zige Ausnahme bildet die Aminoséure Prolin. Obwohl Prolin anstelle einer prima-
ren eine sekundére Aminogruppe (—-NH-) enthilt, wird auch diese Aminosaure zu
den a-Aminoséduren gezahlt. Die 20 Standardaminosduren unterscheiden sich in
der Struktur ihrer Seitenketten (R-Gruppen).

In Tab. 4.1 sind die Namen und die kompletten chemischen Strukturen der 20
Standardaminosduren aufgefiihrt.

4.1.1  Aminosauren sind dipolare lonen

Die Amino- und Carboxylgruppen von Aminosduren ionisieren sehr leicht. Die
pK-Werte der a-Carboxylgruppen (in Tab. 4.1 als pK; wiedergegeben) liegen in
einem engen Bereich um 2,2, wihrend die pK-Werte der a-Aminogruppen (pK,)
alle nahe bei 9,4 liegen. Bei einem physiologischen pH-Wert (ca. 7,4) liegen die Ami-
nogruppen protoniert und die Carboxylgruppen in Form ihrer konjugierten Base (als
Carboxylat) vor (Abb. 4.2). Eine Aminosiure hat demnach sowohl saure als auch als
basische Eigenschaften. In Tab. 4.1 sind auflerdem die pK-Werte der Seitenketten
aufgefiihrt, die ionisierbare Gruppen enthalten (pKy).

Molekiile wie Aminosduren, die geladene Gruppen mit entgegengesetzter Polari-
tit aufweisen, werden als Zwitterionen oder dipolare Ionen bezeichnet. Amino-
sduren sind wie andere ionische Verbindungen in polaren Losungsmitteln besser
16slich als in unpolaren. Wie wir noch sehen werden, beeinflussen die ionischen
Eigenschaften der Seitenketten die physikalischen und chemischen Eigenschaften
der freien Aminoséuren und der Aminoséduren in Proteinen.

4.1.2 Aminosauren sind Gber Peptidbindungen verknuipft
Aminoséduren konnen polymerisieren und dabei Ketten bilden. Dieser Prozess kann
als Kondensationsreaktion (Bindungsbildung unter Elimination eines Wassermo-
lekiils) betrachtet werden, wie in Abb. 4.3 gezeigt ist. Die entstandene CO—NH-
Verkniipfung ist eine Amidbindung und wird als Peptidbindung bezeichnet.

Polymere, zusammengesetzt aus zwei, drei, wenigen (3 bis 10) oder vielen Ami-
noséduren, werden entsprechend als Di-, Tri-, Oligo- und Polypeptide bezeichnet.
Vereinfacht werden diese Verbindungen oft auch nur ,Peptide” genannt. Nachdem
die einzelnen Aminoséuren (die monomeren Einheiten) in ein Peptid eingebaut
wurden, werden sie als Aminoséurereste bezeichnet.
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R
H,N — c‘:r COOH
!
Abb.4.1 Allgemeine Struktur einer a-Ami-

nosaure. Anhand der R-Gruppen werden die 20
Standardaminosauren unterschieden.

R

v
HBN—C‘— Co0~

H

Abb. 4.2  Eine zwitterionische Aminosaure.
Bei einem physiologischen pH-Wert ist die Ami-
nogruppe protoniert und die Carboxylgruppe
deprotoniert.

Ry H Ry 0
P do g
HsN—C—C + H—N—C—C

L\ TN\

H H H

FHQO
Ry O Ry o)
L 7
HsN—C—C—N—C—C
T T

H H H

Abb.4.3 Kondensationsreaktion von zwei
Aminosauren. Unter Eliminierung eines Was-
sermolekils entsteht aus zwei Aminosauren ein
Dipeptid. Die so entstandene Peptidbindung
ist rot dargestellt. Der Aminosaurerest mit der
freien Aminogruppe wird als N-Terminus und
der Rest mit einer freien Carboxylgruppe als
C-Terminus eines Peptids bezeichnet.
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Tab. 4.1 Strukturformeln und Abkiirzungen der ,Standard“aminosduren, ihre durchschnittliche Haufigkeit in Proteinen und die pK-Werte ihrer

ionisierbaren Gruppen.

Name, Strukturformel? Masse des Durchschnittliche pK, pK, pKy
Dreibuchstaben- und Restes Haufigkeit a-COOHY a-NH} 9 Seitenkette?
Einbuchstabencode (Da)» in Proteinen (%)
Aminosduren mit unpolaren Seitenketten
Glycin COO- 57,0 7,1 2,35 9,78
Gly [
G H—C—H
I
NH3
Alanin COO- 71,1 8,2 2,35 9,87
Ala |
I
NH3
Valin - 99,1 6,9 2,29 9,74
COO ) bl bl )
Val [ /CHS
Vv H—C—CH
| AN
NHj CH;
Leucin COO- cH 113,2 9,7 2,33 9,74
Leu [ Y 3
L H—C—CHy— C\H
NH3 CH;
Isoleucin COO- CH, 113,2 6,0 2,32 9,76
Ile [ I
I I
NH3% H
Methionin COO- 131,2 2,4 2,13 9,28
Met
M H_(|-37CH27CH2757CH3
NH3
Prolin H, 97,1 4,7 1,95 10,64
Pro -C_
P COO é 3 4C‘:H2
7/ P CHy
H,
Phenylalanin COO- 147,2 3,9 2,20 9,31
Phe [
F H—C—CH,
NH}
Tryptophan COO- 186,2 1,1 2,46 9,41
Trp [
W H—C—CHy,—5;
| B
NH3

Tz~
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Tab.4.1  Fortsetzung

Name, Strukturformel? Masse des Durchschnittliche pK, pK, PKg
Dreibuchstaben- und Restes Haufigkeit a-COOHY a-NHf Seitenketted
Einbuchstabencode (Da)® in Proteinen (%)°

Aminosduren mit ungeladenen polaren Seitenketten

Serin COO- 87,1 6,6 2,19 9,21
Ser |
S H—C—CH,—OH
I
NH}
Threonin COO- H 101,1 53 2,09 9,10
Thr [ I
T H—C——C—CH,4
I I
NH3 OH
i e)
:sparagm COO- o 114,1 4,1 2,14 8,72
sn [ /
N H—C—CH,—C
I \
NH3 NH,
i e)
Glutamin' COO- o 128,1 3,9 2,17 9,13
Gln | /
\
NH% NH,
Tyrosin _ 163,2 2,9 2,20 9,21 10,46
COO ol ) b b )
Tyr [ (Phenol-)
Y H—C—CH, OH
I
NH}
Cystein _ 103,1 1,4 1,92 10,70 8,37
COO
Cys [ (Thiol-)
C H—C—CH,—SH
I
NH}
Aminosiuren mit geladenen polaren Seitenketten
Lysin _ 128,2 5,9 2,16 9,06 10,54
Lys C|:OO (e-NHJ)
I
NH}
Arginin _ 156,2 5,5 1,82 8,99 12,48
Arg C|OO /NH2 (Guanidino-)
R H—C —CH,— CHy— CH,— NH—C\
NHj NH}
Histidin? COO- 137,1 2,3 1,80 9,33 6,04
His [ T~NH* (Imidazol-)
H H—C— cm@
NHE
3 H
Asparaginséiuree) _ 115,1 5,4 1,99 9,90 3,90
COO O
Asp | / (B-COOH)
D H—C—CH,—C
I \

NH3 o-
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Tab.4.1  Fortsetzung
Name, Strukturformel? Masse des Durchschnittliche pK, pK, pKy
Dreibuchstaben- und Restes Haufigkeit a-COOH? a-NH} < Seitenkette?
Einbuchstabencode (Da)» in Proteinen (%)
Glutaminséure® _ 129,1 6,8 2,10 9,47 4,07
COO b ) b ) )
Glu | px (y-COOH)
E H—(lifCHQ*CHZ*C
\
NH} (on

a) Die hier abgebildete ionisierte Form der Aminoséuren ist die, wel-

b

che bei pH=7,0 (mit Ausnahme der Histidinseitenkette?) vor-
herrscht. Fiir die Berechnung der Aminosduremasse wurde jedoch
die neutrale Form verwendet. Die C -Atome (aufler Glycin) sowie
die mit einem Stern gekennzeichneten Atome sind chirale Zentren,
deren Konfiguration geméf der Fischer-Projektion dargestellt wird.
Fiir die Heterocyclen wurde die Standardnummerierung fiir orga-
nische Systeme verwendet.

) Angegeben sind die Molmassen fiir die ungeladene Form der Ami-

noséurereste. Fiir die molekulare Masse der zugehdrigen Amino-
sduren sind 18,0 Da, die molekulare Masse von H,0O, zu addie-
ren. Zur Ermittlung der molekularen Masse einer Seitenkette sind
56,0 Da, die Masse einer Peptidgruppe, von der Masse der Amino-

<)

d)

e)

f)

Die durchschnittliche Aminosdurezusammensetzung aller Prote-
ine, die in der Datenbank Swiss-Prot (http://www.expasy.ch/sprot/
relnotes/relstat.html) 2013 (Release 2013_13) enthalten waren. Ein-
zelne Proteine konnen erheblich davon abweichen.

Daten von Dawson, R.M.C., Elliott, D.C., Elliott, W.H. und Jones,
K.M. (1986). Data for Biochemical Research, 3. Aufl., S. 1-31, Ox-
ford Science Publications.

Der Drei- bzw. Einbuchstabencode fiir Asparagin oder Asparagin-
saure ist Asx bzw. B; fiir Glutamin oder Glutaminsiure wird Glx
bzw. Z verwendet. Die Abkiirzung fiir eine undefinierte Aminosau-
re oder nicht Standardaminosdure ist Xaa bzw. X.

Sowohl die neutrale als auch die protonierte Form der Histidinsei-
tenkette sind bei pH = 7,0 vorhanden, da der pKy-Wert nahe bei 7,0

sdurereste zu subtrahieren.

Bildliche Molekiildarstellung

Die zweidimensionale Darstellung von Ami-
nosauren und anderer kleiner Biomolekiile
zeigt die Bindungsverhaltnisse zwischen
den Atomen. Da sich die kovalenten Bin-
dungen von C-, N-, P- und S-Atomen oft in
die Ecken eines Tetraeders erstrecken, neh-
men Molekiile, die diese Atome beinhalten,
entsprechend Raum ein. Wenn man zu-
satzlich noch die Elektronen - sowohl die
bindenden als auch die nicht bindenden
Elektronenpaare - jedes Atoms als Wolke
um den Atomkern herum darstellt, kann
man ein Molekdl als ein dreidimensionales
Objekt zeichnen. Strukturformeln, Kugel-
Stab-Modelle und Kalottenmodelle konnen
unterschiedliche Aspekte der gleichen Mo-
lektilstruktur verdeutlichen.

liegt.

Polypeptide sind lineare Polymere, d. h., jeder Aminoséurerest ist an zwei Peptid-
bindungen beteiligt. Dabei sind die Aminoséuren in einer ,Kopf-Schwanz-Anord-
nung”“ miteinander verbunden und bilden keine verzweigten Ketten. Die Reste an
den beiden Enden eines Peptids sind jeweils nur an einer Peptidbindung beteiligt.
Der Rest mit der freien Aminogruppe (per definitionem der am weitesten links be-
findliche Aminosdurerest, wie in Abb. 4.3 gezeigt) wird als Aminoterminus oder
N-Terminus bezeichnet. Der Rest mit der freien Carboxylgruppe (ganz rechts ste-
hend) wird Carboxyterminus oder C-Terminus genannt.

Proteine sind Molekiile, die aus einer oder mehreren Polypeptidketten bestehen.
Wie wir in den folgenden Kapiteln noch sehen werden, bewirken Variationen in der
Liéinge und der Aminosduresequenz von Polypeptiden die aufSergewohnliche Vielfalt
von Form und biologischer Funktion der Proteine.

4.1.3 Die Seitenketten der Aminosauren

sind unpolar, polar oder geladen

Der Einteilung der 20 Standardaminosduren nach der Polaritdt ihrer Seitenketten
hat sich als die niitzlichste Form erwiesen. Diesem allgemeinen Einteilungsschema
folgend gibt es drei Haupttypen von Aminosduren: (1) solche mit unpolaren Sei-
tenketten, (2) solche mit ungeladenen aber polaren und (3) solche mit geladenen
polaren Seitenketten.

Die Seitenketten der unpolaren Aminosaduren
sind vielfaltig in Gestalt und GréRe

Neun Aminoséuren werden zu den Aminosduren mit unpolaren Seitenketten ge-
zahlt. Die dreidimensionale Gestalt einiger dieser Aminosduren ist in Abb. 4.4 wie-
dergegeben. Glycin hat die kleinstmogliche Seitenkette, ein H-Atom. Alanin, Va-
lin, Leucin und Isoleucin besitzen aliphatische Kohlenwasserstoffseitenketten, de-


http://www.expasy.ch/sprot/relnotes/relstat.html
http://www.expasy.ch/sprot/relnotes/relstat.html

Isoleucin

Alanin

Abb. 4.4 Modelle einiger Aminosauren mit unpolaren
Seitenketten. Die Kugel-Stab-Modelle sind transparent mit
den zugehorigen raumfillenden Modellen unterlegt. Die Mo-
delle sind hier fiir drei Aminosauren wiedergegeben: Alanin,

ren Grofle von einer Methylgruppe fiir Alanin bis zu den isomeren Butylgruppen
fiir Leucin und Isoleucin reicht. Methionin enthalt eine Thioethergruppe in der
Seitenkette. Diese Seitenkette dhnelt in vielen physikalischen Eigenschaften denen
einer n-Butylgruppe, da Kohlenstoff und Schwefel éhnliche Elektronegativitdtswer-
te aufweisen und die Grof3e eines S-Atoms in etwa der Grofie einer Methylengrup-
pe entspricht. Prolin tragt als Seitenkette eine cyclische Pyrrolidinstruktur. Phe-
nylalanin (mit einem Phenylring) und Tryptophan (mit seiner Indolgruppe) ent-
halten aromatische Seitenketten, die durch ihre GrofSe und durch ihre unpolaren
Eigenschaften gekennzeichnet sind.

Ungeladene polare Seitenketten besitzen Hydroxyl-,
Amid- oder Thiolgruppen

Zu den Aminosduren mit ungeladenen polaren Seitenketten werden im Allgemei-
nen sechs Aminoséuren gezihlt (Tab. 4.1 und Abb. 4.5). Serin und Threonin ent-
halten eine Hydroxylgruppe. Tyrosin weist eine phenolische Seitenkette auf und
ist damit wie Phenylalanin und Tryptophan aromatisch. Asparagin und Glutamin
enthalten eine Amidgruppe in ihrer Seitenkette. Cystein ist die einzige Aminosaure
mit einer Thiolgruppe in der Seitenkette und kann mit einer weiteren Cysteinsei-
tenkette (Abb. 4.6) durch Oxidation der beiden Thiolgruppen eine Disulfidbindung
ausbilden.

Serin Glutamin

Abb. 4.5 Modelle einiger Aminosauren mit ungeladenen polaren Seitenketten: Serin und
Glutamin. Die Atome sind farblich wie in Abb. 4.4 gekennzeichnet. Bemerkenswert ist hier das
Vorhandensein von elektronegativen Atomen in den Seitenketten.
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Phenylalanin

Isoleucin und Phenylalanin. Alle Modelle sind im gleichen
MaRBstab dargestellt mit C-Atomen in griiner, O-Atomen in
roter, N-Atomen in blauer und H-Atomen in weilSer Farbe.

I I
?=o NH
I

H—C—CH,—SH + HS—CH,—C—H

NH C=0

I 0] I
Cysteinrest H,0 Cysteinrest

I I
C|=O I\lll—[

H—C—CHZ*S*S*CHZ—C{—H

NH C=0

I I
Abb.4.6 Uber eine Disulfidbindung verbun-
dene Cysteinseitenketten. Die Disulfidbindung
entsteht, wenn zwei Thiolgruppen oxidativ mit-
einander verkniipft werden.
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Aspartat

Lysin

Abb.4.7 Modelle einiger Aminosduren mit
geladenen polaren Seitenketten: Aspartat und
Lysin. Die farbliche Kennzeichnung der Atome
entspricht der in Abb. 4.4,

- Funktionelle Gruppen
und Molekiilverhalten

Zusétzlich zu den fur alle Aminoséduren cha-
rakteristischen Amino- und Carboxylatgrup-
pen besitzen manche Aminosauren noch
Seitenketten mit Sdure-Base-Gruppen. Die
Protonierung oder Deprotonierung dieser
funktionellen Gruppen bestimmt dariber,
ob die Seitenkette eine lonenladung auf-
weist. Folglich kdnnen die Seitenketten als
Sduren und Basen an chemischen Reaktio-
nen teilnehmen. Der lonisierungszustand
bestimmt noch andere Aspekte des Mole-
kulverhaltens, einschlieBlich der Wasserlos-
lichkeit und der Fahigkeit elektrostatische
Wechselwirkungen mit anderen geladenen
oder polaren Gruppen einzugehen.

Geladene polare Seitenketten besitzen eine positive oder negative Ladung

Fiinf Aminoséuren besitzen geladene Seitenketten (Tab. 4.1 und Abb. 4.7). Die Sei-
tenketten der basischen Aminoséuren sind bei physiologischen pH-Werten posi-
tiv geladen. Dazu gehoren Lysin mit einer Butylammoniumseitenkette, Arginin
mit einer Guanidinogruppe und Histidin mit einem Imidazolring. Von den 20
a-Aminosduren ionisiert nur Histidin, mit einem pKy-Wert von 6,04 innerhalb des
physiologischen pH-Bereiches. Dementsprechend kommen in Proteinen sowohl
die neutrale als auch die positiv geladene Form vor. Tatséchlich ist die Protonie-
rung-Deprotonierung von Histidinseitenketten charakteristisch fiir viele enzyma-
tische Reaktionsmechanismen.

Die Seitenketten der sauren Aminosiuren Asparaginsidure und Glutaminsidure
sind bei einem pH-Wert > 3 negativ geladen. In ihrem geladenen Zustand werden
sie oft auch wie ihre Salze als Aspartat und Glutamat bezeichnet. Asparagin und
Glutamin sind jeweils die Seitenkettenamide von Asparaginsdaure und Glutamin-
saure.

Die vorhergehende Einteilung der 20 Aminoséuren in die drei verschiedenen
Gruppen ist teilweise etwas willkiirlich. So konnten z. B. die kleineren Aminosduren
wie Glycin und Alanin oder Tryptophan mit dem heterocyclischen Ring genauso
als ungeladene polare Aminosduren betrachtet werden. Ebenso konnten Tyrosin
und Cystein mit ihren besonders bei hoheren pH-Werten ionisierbaren Seitenket-
ten auch zu den Aminoséuren mit geladenen polaren Seitenketten gezahlt werden.
Tatsédchlich kommt in vielen Enzymen die deprotonierte Seitenkette von Cystein
(die das Thiolatanion S~ enthilt) vor und ist aktiv an chemischen Reaktionen be-
teiligt.

Die Einordnung einer einzelnen Aminosdure in die eine oder andere Gruppe
spiegelt jedoch nicht nur die Eigenschaften der isolierten Aminoséure wider, son-
dern auch deren Verhalten als Teil eines Polypeptids. Die Strukturen der meisten
Polypeptide hingen von dem Bestreben polarer und ionischer Seitenketten ab, sol-
vatisiert zu werden, und von dem Bestreben unpolarer Seitenketten, eher mitein-
ander als mit Wasser zu interagieren. Diese Eigenschaft der Polypeptide ist eine
Folge des sogenannten hydrophoben Effekts (Abschn. 2.1.3). Wie wir noch sehen
werden, sind die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Aminosaure-
seitenketten auch mafigebend fiir die chemische Reaktivitét eines Polypeptids. Es
ist empfehlenswert, sich die Strukturen der 20 Aminoséduren einzuprégen. So kann
am besten abgeschétzt werden, wie sich die einzelnen Aminoséuren in ihrer Pola-
ritdt, Aciditdt, Aromatizitat, Grofle, konformativen Flexibilitdt, in der Moglichkeit
zur Quervernetzung und zur Ausbildung von Wasserstoftbriicken sowie in ihrer
Reaktivitat unterscheiden.

4.1.4 Die pK-Werte der ionisierbaren Gruppen
sind abhangig von benachbarten Gruppen

Die a-Aminosauren tragen zwei bzw. diejenigen mit ionisierbaren Seitenketten drei
Séure-Base-Gruppen. Bei niedrigen pH-Werten sind diese Gruppen vollstindig
protoniert und bei hohen pH-Werten liegen sie nicht protoniert vor.

Bei intermediéren pH-Werten sind die Sduregruppen meist nicht protoniert und
die basischen Gruppen meist protoniert. Dementsprechend liegt die Aminoséure
Glycin bei einem pH-Wert < 2,35 (dem pK-Wert seiner Carboxylgruppe) tiberwie-
gend in der TH3NCH,COOH-Form vor. Bei einem pH-Wert > 2,35 ist die Car-
boxylgruppe meistens ionisiert, die Aminogruppe dagegen ist meistens noch pro-
toniert ("H3NCH,COO™). Bei einem pH > 9,78 (dem pK-Wert der Aminogrup-
pe) dominiert die H,NCH, COO™-Form. Daraus folgt, dass in wdssriger Losung die
nicht ionisierte Form der Aminosduren (H,NCH,COOH) nur in einer verschwin-
dend geringen Anzahl vorliegt.



Der pH-Wert, an dem ein Molekiil keine Nettoladung aufweist, wird als der iso-
elektrische Punkt (pI) bezeichnet. Der p von a-Aminoséuren kann wie folgt be-
rechnet werden:

pl = 3(pK; + pK)) (4.1)
Dabei sind K; und K; die Dissoziationskonstanten fiir die beiden Ionisationsschrit-
te unter Einbeziehung der neutralen Form. Fiir Monoamino- und Monocarbonséu-
ren wie Glycin werden K; und K; durch K; und K, reprisentiert. Dagegen sind K;
und K; fur Asparaginsdure und Glutaminsdure K; und Ky; fur Arginin, Histidin
und Lysin gelten hingegen Ky und K, (siehe Rechenbeispiel 4.1).

Die Aminosédurereste im Inneren einer Polypeptidkette besitzen an den
a-Kohlenstoffatomen natiirlich keine ionisierbaren freien Amino- und Car-
boxylgruppen (diese Gruppen sind iiber Peptidbindungen miteinander verkniipft;
Abb. 4.3). Weiterhin konnen die pK-Werte aller ionisierbaren Gruppen, inklu-
sive der N- und C-Termini, von den in Tab. 4.1 angegebenen Werten fiir freie
Aminosduren abweichen. Die pK-Werte von a-Carboxylgruppen in nicht ge-
falteten Proteinen schwanken zwischen 3,5 und 4,0, wihrend die pK-Werte fiir
a-Aminogruppen zwischen 7,5 und 8,5 liegen. In freien Aminosduren sind die
pK-Werte wegen des elektronenziehenden Charakters der benachbarten Car-
boxylatgruppe hoher, was wiederum die Deprotonierung der Ammoniumgruppe
erschwert. In der dreidimensionalen Struktur einer gefalteten Polypeptidkette
konnen polare Seitenketten dicht nebeneinanderliegen. Durch die resultierenden
elektrostatischen Interaktionen zwischen diesen raumlich benachbarten Gruppen
konnen sich deren pK-Werte um einige pH-Einheiten gegeniiber den Werten der
freien Aminoséuren verschieben. Aus diesem Grund ist der p/ eines Polypeptids,
der durch die pK-Werte seiner vielen ionisierbaren Gruppen bestimmt ist, nicht
ohne Weiteres vorauszusagen. Er muss iiblicherweise experimentell bestimmt
werden.

4.1.5 Die Namen der Aminosauren werden abgekiirzt

Die aus drei Buchstaben bestehenden Abkiirzungen fiir die 20 Standardaminosau-
ren, dargestellt in Tab. 4.1, sind in der biochemischen Literatur weit verbreitet. Die
meisten dieser Abkiirzungen sind den ersten drei Buchstaben des Namens der je-
weiligen Aminosdure entnommen und werden ausgesprochen wie sie geschrieben
werden. Das Kiirzel Glx steht fiir Glu oder Gln, entsprechend steht Asx fiir Asp
oder Asn. Diese zweideutige Schreibweise entstammt der Laborerfahrung: Asn und
GIn werden leicht unter den sauren oder basischen Bedingungen, die fiir ihre Frei-
setzung aus Proteinen eingesetzt werden, zu Asp bzw. Glu hydrolysiert. Ohne be-
sondere Vorkehrungen ist es dann nicht mehr moglich zu entscheiden, ob ein de-
tektiertes Glu urspriinglich ein Glu oder Gln war. Entsprechendes gilt fiir Asp und
Asn.

Die Einbuchstabensymbole fiir die Aminoséuren sind ebenfalls in Tab. 4.1 ange-
geben. Diese kompaktere Schreibweise wird oft beim Vergleich von Aminoséure-
sequenzen mehrerer dhnlicher Proteine genutzt. Dabei entspricht der Einbuchsta-
bencode in der Regel dem ersten Buchstaben des Aminosédurenamens. Bei mehre-
ren Aminosduren mit demselben Anfangsbuchstaben gilt dies fiir die jeweils am
haufigsten vorkommende Aminoséure.

Die Benennung von Aminoséureresten in Polypeptiden erfolgt durch Ersetzen
des Suffixes -in im Aminosdurenamen durch -yl. Die Sequenz einer Polypeptid-
kette wird immer mit dem N-Terminus beginnend mit den Namen der Reste be-
schrieben; die Aminoséure am C-Terminus wird mit dem Namen der urspriingli-
chen Aminoséure bezeichnet. Nach dieser Regel wird das nachstehend dargestellte
Peptid als Alanyltyrosylaspartylglycin bezeichnet.
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Rechenbeispiel 4.1

Berechnen Sie den isoelektrischen
Punkt von Asparaginsaure.

In der neutralen Form ist die
a-Carboxylatgruppe deproto-

niert und die a-Aminogruppe ist
protoniert. Die Protonierung der
a-Carboxylatgruppe oder die Depro-
tonierung der f-Carboxylatgruppe
wiirde in beiden Féllen zu einer ge-
ladenen Form fiihren. Daher wer-
den die pK-Werte fiir diese Grup-
pen (1,99 und 3,90; siehe Tab. 4.1) in
Gl. (4.1) eingesetzt:

pl = (pK; + pK})/2
= (1,99 + 3,90)/2 = 2,94

Verstandnisfragen zu Abschnitt 4.1

1. Zeichnen Sie die allgemeine Struktur ei-
ner Aminosdure mit a-Kohlenstoffatom
und den Substituenten.

2. Zeichnen Sie die Strukturen der 20 Stan-
dardaminosauren und fligen Sie deren
Ein- und Dreibuchstabenabkiirzungen
an.

3. Identifizieren Sie Peptidbindungen,
Aminosdureseitenketten und die N- und
C-Termini eines Polypeptids.

4. Zeichnen Sie ein Cys-Gly-Asn-Tripeptid,
wobei Sie die Peptidbindung und den N-
und C-Terminus markieren. Bestimmen
Sie die Nettoladung des Peptids bei
neutralem pH-Wert.

5. Klassifizieren Sie die 20 Standardamino-
sauren nach Polaritat, Struktur, Art der
funktionellen Gruppen und Saure-Base-
Eigenschaften.

6. Warum haben die ionisierbaren Gruppen
von freien Aminosduren einen anderen
pK-Wert als die ionisierbaren Gruppen
von Aminosaureresten in Polypeptiden?
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Abb. 4.8 Griechische Nomenklatur fiir Ami-
nosauren. Die Kohlenstoffatome sind mit auf-
einanderfolgenden Buchstaben des griechi-
schen Alphabetes bezeichnet, beginnend mit
dem C-Atom neben der Carboxylgruppe.

Abb. 4.9 Schematische Darstellung eines
Polarimeters. Dieses Gerat wird zum Messen
der optischen Drehung benutzt.
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COo0™
CH; H CH, H (‘:H2 H H
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Ala — Tyr — Asp — Gly

Solche Namen sind fiir Polypeptidketten, die aus mehreren Resten bestehen, of-
fensichtlich unpraktisch. Bei Verwendung des Dreibuchstabencodes kann das Te-
trapeptid ebenso als Ala-Tyr-Asp-Gly und unter Verwendung der Einbuchstaben-
symbole als AYDG geschrieben werden.

Die verschiedenen Atome der Aminosédureseitenketten werden oft sequenziell
nach dem griechischen Alphabet benannt. Dabei wird mit dem Kohlenstoff-
atom begonnen, welches sich in Nachbarschaft zur peptidischen Carbonylgruppe
befindet. Deshalb wird, wie in Abb. 4.8 gezeigt, die Aminogruppe der Lys-Sei-
tenkette als e-Aminogruppe und die Carboxylgruppe der Glu-Seitenkette als
y-Carboxylgruppe bezeichnet. Leider ist dieses Bezeichnungssystem fiir einige
Aminosduren mehrdeutig. Daher werden alternativ die Standardnomenkla-
turschemata fiir organische Molekiile verwandt (und sind in Tab. 4.1 fir die
heterocyclischen Seitenketten mit angegeben).

4.2 Stereochemie

Schliisselkonzepte

- Die Konfiguration von Aminosauren und vielen anderen ebenfalls chiralen bio-
logischen Verbindungen lasst sich mithilfe der Fischer-Projektion bildlich dar-
stellen.

« Alle Aminosauren in Proteinen besitzen die stereochemische L-Konfiguration.

Mit Ausnahme von Glycin sind alle aus Polypeptiden gewonnenen Aminoséuren
optisch aktiv, d.h., sie drehen die Ebene von polarisiertem Licht. Die Richtung
und der Drehwinkel konnen mit einem Gerit gemessen werden, das Polarimeter
genannt wird (Abb. 4.9).

Drehbarer
Analysator

Fixierte
Gradskala

Probenhalter

Die Polarisationsebene
des austretenden Lichtes
ist nicht gleich der des
eintretenden Lichtes

Fixierter
Polarisator

Befindet sich eine optisch
aktive Substanz gel6st im
Probenrohr, erfolgt eine
Drehung der Ebene des
polarisierten Lichtes



Optisch aktive Molekiile sind asymmetrisch. Dies bedeutet, dass sie nicht mit ih-
rem Spiegelbild zur Deckung gebracht werden konnen. In gleicher Weise verhal-
ten sich unsere Hande: Eine linke Hand kann nicht mit ihrem Spiegelbild — einer
rechten Hand — zur Deckung gebracht werden. Diese Situation ist fiir Substanzen
charakteristisch, die ein tetraedrisches Kohlenstoffatomatom mit vier unterschied-
lichen Substituenten enthalten. Zwei solcher Molekiile sind in Abb. 4.10 dargestellt.
Sie konnen nicht tibereinander gelegt werden, da sie sich wie Bild und Spiegelbild
verhalten. Die zentralen Atome in solchen Molekiilen stellen ein asymmetrisches
oder chirales Zentrum dar. Sie besitzen, anders ausgedriickt, die Eigenschaft der
Chiralitit (griech.: cheir, Hand). Die C_-Atome der Aminoséuren (mit Ausnahme
von Glycin) sind asymmetrische Zentren. Glycin, welches zwei H-Atome an sei-
nem C,-Atom besitzt, kann mit seinem Spiegelbild zur Deckung gebracht werden
und ist demzufolge optisch inaktiv. Neben den Aminoséuren enthalten viele weite-
re biologische Molekiile ein oder mehrere chirale Zentren.

Chirale Zentren erzeugen Enantiomere

Molekiile, deren Spiegelbilder miteinander nicht zur Deckung gebracht werden
konnen, werden als Enantiomere bezeichnet. Enantiomere Molekiile sind mit den
meisten Techniken physikalisch und chemisch nicht zu unterscheiden. Nur wenn
sie asymmetrisch untersucht werden, z. B. mit linear polarisiertem Licht oder mit
Reaktanten, die ebenfalls chirale Zentren enthalten, konnen sie unterschieden oder
unterschiedlich behandelt werden.

Leider gibt es keine klare Beziehung zwischen der Struktur eines Molekiils und
dem Ausmaf$ oder der Richtung, in welche es die Ebene des polarisierten Lichts
dreht. So dreht aus Proteinen isoliertes Leucin polarisiertes Licht um 10,4° nach
links, wihrend Arginin polarisiertes Licht um 12,5° nach rechts dreht. (Die Enan-
tiomere dieser beiden Verbindungen drehen polarisiertes Licht um den gleichen
Betrag, aber in die entgegengesetzte Richtung.) Eine Verbindung, die polarisiertes
Licht nach rechts dreht, erhilt das Prifix (+), eine linksdrehende das Prifix (—).
Es ist bisher nicht moglich, die optische Drehung aus der Struktur vorherzusagen.
Umgekehrt kann die absolute Konfiguration (rdumliche Anordnung) von chemi-
schen Gruppen um ein chirales Zentrum aus den optischen Rotationsmessungen
nicht abgeleitet werden.

Die Fischer-Konvention beschreibt die Konfiguration

von asymmetrischen Zentren

Biochemiker benutzen im Allgemeinen die Fischer-Konvention, um die verschie-
denen Formen von chiralen Molekiilen zu beschreiben. In diesem System wird die
Konfiguration von Gruppen um ein asymmetrisches Zentrum mit der vom Glyce-
rinaldehyd verglichen, ein Molekiil mit einem chiralen Zentrum. Bereits im Jahr
1891 hatte Emil Fischer fiir die beiden raumlichen Isomere (Stereoisomere) von
Glycerinaldehyd vorgeschlagen, sie mit D-Glycerinaldehyd und L-Glycerinaldehyd
zu benennen (Abb. 4.11). Der vorangestellte kleingeschriebene GrofSbuchstabe
L oder D gibt an, um welches Enantiomer es sich handelt. Fischer legte willkiir-
lich fest, dass (—)-Glycerinaldehyd mit dem Préfix L (griech.: levo, links) und
(+)-Glycerinaldehyd mit dem Prifix p (griech.: dextro, rechts) bezeichnet wird.
Er ordnete dabei die Prifixe den in Abb. 4.11 gezeigten Strukturen zu, ohne zu
wissen, ob die Struktur links und die Struktur rechts wirklich linksdrehend bzw.
rechtsdrehend waren. Erst im Jahr 1949 konnte durch Experimente bestatigt
werden, dass Fischers Vermutung tatsachlich richtig war.

Fischer schlug ebenfalls eine allgemeine Kurzschreibweise fiir molekulare Konfi-
gurationen an asymmetrischen Zentren vor. Diese wurde als Fischer-Projektion
bekannt und ist ebenfalls in Abb. 4.11 dargestellt. Nach der Fischer-Konvention
verlaufen horizontal gezeichnete Bindungen oberhalb der Papierebene und verti-
kal gezeichnete Bindungen unterhalb der Papierebene. Des Weiteren ist die ldngste
Kohlenstoffkette vertikal eingezeichnet und das C-Atom mit der hochsten Oxidati-
onsstufe oben angeordnet. Ist dabei die funktionelle Gruppe des chiralen Zentrums,
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Abb.4.10 Die zwei Enantiomere von Fluor-
chlorbrommethan. Die vier Substituenten sind
tetraedrisch um das zentrale Kohlenstoffatom
angeordnet. Eine gepunktete Linie zeigt an,
dass sich der betreffende Substituent hinter der
Papierebene befindet. Bei einer keilformigen
Linie liegt der Substituent oberhalb, bei einer
diinnen Linie in der Papierebene. Die zu den
beiden Enantiomeren gehdrende Spiegelebene
ist als vertikale gestrichelte rote Linie gezeich-
net.

Geometrische Formeln

CHO CHO
HO - C~—H H=— C —= OH
(EZHZOH (EJH2OH
Fischer-P:rojektion
CHO CHO
HO — (lj —H H— IC — OH
CH,OH CH,OH

Spiegelebene

L-Glycerinaldehyd D-Glycerinaldehyd

Abb.4.11 Die Fischer-Konvention. Die bei-
den Enantiomere des Glycerinaldehyds sind

als geometrische Formeln (oben) und in der
Fischer-Projektion (unten) gezeigt. Bei der
Fischer-Projektion stellen horizontale Linien
Bindungen dar, die auf den Betrachter zu nach
vorn weisen (Uber der Papierebene liegen), und
vertikale Linien reprasentieren Bindungen, die
vom Betrachter weg nach hinten weisen (unter
der Papierebene liegen). (In einigen Fischer-
Projektionen ist das zentrale chirale Kohlenstoff-
atom nicht extra gezeigt.)
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H

HyC \
CH—CH, C—COOH
H,C |

CH;,
Ibuprofen

Abb.4.12 Ibuprofen. Nur das gezeigte En-
antiomer besitzt eine entziindungshemmende
Wirkung. Das chirale Kohlenstoffatom ist rot
dargestellt.

dasam weitesten vom C-Atom mit der h6chsten Oxidationsstufe entfernt ist, rechts
angeordnet, so liegt die D-Form vor, zeigt sie nach links, liegt die L-Form vor.

Die Konfiguration von Gruppen um ein beliebiges chirales Zentrum kann mit
der Konfiguration von Glycerinaldehyd in Verbindung gebracht werden, indem die-
se Gruppen chemisch in jene von Glycerinaldehyd umgewandelt werden. Bei den
a-Aminosduren entsprechen die Amino-, Carboxyl- und R-Gruppe der Hydroxyl-,
Aldehyd- und CH, OH-Gruppe vom Glycerinaldehyd.

CHO COO~

H +
HO=C—H Hs3N=—C —H

CH,OH R
L-Glycerinaldehyd L-a-Aminosdure

Mit anderen Worten, L-Glycerinaldehyd und L-a-Aminosduren haben die gleiche
relative Konfiguration. Alle aus Proteinen gewonnenen Aminosduren besitzen die
stereochemische L-Konfiguration; d. h., sie haben alle die gleiche relative Konfigura-
tion um ihre C -Atome. Natiirlich gibt die Kennzeichnung von Aminosauren mit
L oder D keinen Hinweis auf ihre Fdhigkeit, die Ebene des polarisierten Lichts zu
drehen: Viele L-Aminoséduren sind rechtsdrehend.

Das Fischer-System hat jedoch einige Unzulédnglichkeiten, besonders bei Mole-
kiilen mit mehreren asymmetrischen Zentren. Jedes asymmetrische Zentrum kann
zwei mogliche Konfigurationen haben. So besitzt ein Molekiil mit # chiralen Zen-
tren 2” mogliche verschiedene Stereoisomere. Threonin und Isoleucin z. B. haben
beide zwei chirale Kohlenstoffatome und demzufolge jeweils vier Stereoisomere
oder zwei Paare von Enantiomeren [die Enantiomere (Spiegelbilder) der L-Formen
sind die p-Formen]. Fiir die meisten Zwecke erlaubt das Fischer-System eine aus-
reichende Beschreibung von biologischen Molekiilen. Ein genaueres Nomenklatur-
system wird gelegentlich ebenfalls von Biochemikern verwendet (siehe Exkurs 4.2).

Chirale Molekdle bilden die Grundlage des Lebens

Bei der normalen chemischen Synthese eines chiralen Molekiils entsteht ein race-
misches Gemisch (enthilt beide Enantiomere zu gleichen Teilen). Um ein enan-
tiomerenreines Produkt zu erhalten, muss ein chiraler Prozess angewandt werden.
Eine der auffallendsten Eigenschaften des Lebens ist die Synthese von optisch akti-
ven Molekiilen. Biosynthetische Prozesse erzeugen nahezu reine Stereoisomere. Die
Tatsache, dass alle Aminoséduren in Proteinen die L-Konfiguration aufweisen, ist
nur ein Beispiel fiir dieses Phdnomen. Da die meisten biologischen Molekiile chiral
sind, bindet oder reagiert ein Molekiil, welches nur in einer enantiomeren Form
vorhanden ist, nur mit einem Enantiomer einer anderen Verbindung. Ein Prote-
in aus L-Aminoséduren beispielsweise, das mit einer bestimmten L-Aminoséure re-
agiert, reagiert nicht ohne Weiteres mit der p-Form dieser Aminosiure. Ein im Ub-
rigen identisches synthetisches Protein aus D-Aminosduren reagiert ohne Weiteres
nur mit der entsprechenden D-Aminosiure.

D-Aminoséuren sind Bestandteile von einigen relativ kleinen (< 20 Aminoséu-
ren) bakteriellen Polypeptiden. Diese Polypeptide sind vielleicht als Bestandteile
der bakteriellen Zellwand am weitesten verbreitet (Abschn. 8.3.2). Die Anwesen-
heit von pD-Aminosduren macht die bakterielle Zellwand weniger anfillig gegen-
tiber dem Angriff von Peptidasen (Enzyme, die die Peptidbindung spalten), die von
anderen Organismen gebildet werden, um Bakterien zu verdauen. b-Aminoséuren
sind auch Bestandteile von vielen bakteriell hergestellten Peptidantibiotika. Die
meisten Peptide, die D-Aminoséduren enthalten, werden nicht iiber den Standard-
proteinsynthesemechanismus synthetisiert, bei dem Messenger-RNA am Ribosom
durch Transfer-RNA-Molekiile, die mit den entsprechenden L-Aminosduren bela-
den sind, tibersetzt wird (Kapitel 27). Stattdessen werden die D-Aminosduren mit-
hilfe von spezifischen bakteriellen Enzymen direkt zusammengefiigt.



Exkurs 4.2 Biochemie im Fokus

Das RS-System

Robert Cahn, Christopher Ingold und Vladimir Prelog entwickel-
ten im Jahr 1956 ein System zur eindeutigen Beschreibung der
Konfigurationen von Molekiilen mit mehr als einem asymmetri-
schen Zentrum. Bei dem Cahn-Ingold-Prelog- oder RS-System
werden die vier Gruppen um ein chirales Zentrum nach einem
spezifischen, wenn auch willkiirlichen, Prioritdtsschema geord-
net: Atome mit einer hdheren Ordnungszahl werden héher ein-
gestuft als solche mit einer kleineren Ordnungszahl (z. B. hat

—OH eine hohere Prioritdt als —CH;). Wenn die ersten Atome der
Substituenten identisch sind, wird die Prioritat ermittelt, indem
das nachfolgende Atom, ausgehend vom chiralen Zentrum, be-
trachtet wird (z. B. hat —CH,OH Vorrang vor —CH,). Die Prioritat
einiger wichtiger funktioneller Gruppen ist

SH > OH > NH, > COOH > CHO > CH,OH > C¢Hg > CH; > H.

Die Gruppen werden in der Reihenfolge ihrer Prioritat mit
den Buchstaben W, X, Y, Z bezeichnet, sodass W>X>Y>Z
ist. Um die Konfiguration des chiralen Zentrums zu ermitteln,
wird es von dem asymmetrischen Zentrum aus in Richtung der
Z-Gruppe (geringste Prioritat) betrachtet. Verlauft die Reihen-
folge der Gruppen W — X — Yim Uhrzeigersinn, so wird die Kon-
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ge der Gruppen W — X — Y entgegen dem Uhrzeigersinn, wird
die Konfiguration mit einem S (lat.: sinister, links) bezeichnet.

L-Glycerinaldehyd wird auch als (S)-Glycerinaldehyd bezeich-
net, da die drei mit hochster Prioritdt eingestuften Gruppen ent-
gegen dem Uhrzeigersinn angeordnet sind, wenn das H-Atom
(gestrichelte Linie) hinter dem chiralen C-Atom (grof3er Kreis) po-

sitioniert ist.
CHO
CHO W \

HO=—C—H = OH(W)

CH,OH CH,0H

L-Glycerinaldehyd (S)-Glycerinaldehyd

Alle L-Aminosduren in Proteinen sind (S)-Aminosauren mit Aus-
nahme von Cystein, welches als (R)-Cystein bezeichnet wird,
weil das S-Atom in der Seitenkette deren Prioritdt erhoht. An-
dere eng verwandte Verbindungen mit der gleichen Kennzeich-
nung durch die D,L-Konvention nach Fischer konnen nach dem
RS-System unterschiedliche Bezeichnungen haben. Besonders
hilfreich ist das RS-System bei der Beschreibung der Chiralitaten
von Verbindungen mit mehreren asymmetrischen Zentren. So
kann L-Threonin auch als (25,3R)-Threonin bezeichnet werden.

figuration mit R bezeichnet (lat.: rectus, rechts). Ist die Reihenfol-

Die Bedeutung der Stereochemie in lebenden Systemen ist ebenfalls fiir die phar-
mazeutische Industrie von Interesse. Viele Medikamente werden chemisch als race-
mische Gemische synthetisiert, obwohl nur ein Enantiomer biologische Aktivitdt auf-
weist. In vielen Fillen ist das entgegengesetzte Enantiomer biologisch inert und
kann dann ohne Weiteres zusammen mit seinem aktiven Gegenstiick verabreicht
werden. Dies trifft z. B. fiir das entziindungshemmende Medikament Ibuprofen
zu, bei dem nur ein Enantiomer physiologisch aktiv ist (Abb. 4.12). Gelegentlich
erzeugt jedoch das Enantiomer eines niitzlichen Medikaments schédliche Neben-
wirkungen und muss demzufolge aus dem racemischen Gemisch entfernt werden.
Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist das Medikament Thalidomid (Abb. 4.13). Ein En-
antiomer ist ein leichtes Beruhigungsmittel, das andere ruft schwere Geburtsfehler
hervor. In diesem speziellen Fall verbietet sich allerdings auch die Verabreichung
des untoxischen, beruhigend wirkenden Enantiomers, da es im Korper durch me-
tabolische Racemisierung in das toxische Enantiomer umgewandelt werden kann.
Die chirale organische Synthese wurde durch die Problematik der toxischen oder
nicht aktiven Enantiomere zu einem wichtigen Bereich der medizinischen Chemie.

Abb.4.13 Thalidomid. Dieses Medika-
ment wurde in Europa in den friithen 1960er-
Jahren haufig als leichtes Beruhigungsmit-
tel verabreicht. Dessen Enantiomer, welches
zu gleichen Teilen in den Verabreichungen
enthalten war, rief, im ersten Drittel einer
Schwangerschaft eingenommen, schwere
Schadigungen bei Neugeborenen hervor.

Thalidomid wurde haufig verschrieben, um
die morgendliche Ubelkeit wahrend der
Schwangerschaft zu lindern. Inzwischen je-
doch hat man herausgefunden, dass Thal-
idomid bei der Behandlung des Multiplen
Myeloms (einer Krebserkrankung des Immun-
systems) ein wirksames Medikament ist.

Verstandnisfragen zu Abschnitt 4.2

1.

2.

Erklaren Sie, wieso alle Aminosauren bis
auf Glycin chiral sind.

Identifizieren Sie bei den Aminosauren,
diein Tab. 4.1 abgebildet sind, die chira-
len Kohlenstoffatome.

. Erklaren Sie, wie die Fischer-Konvention

die absolute Konfiguration eines chira-
len Molekiils beschreibt.

. Erklaren Sie, wieso ein Enzym eine che-

mische Reaktion katalysieren kann, bei
der nur ein Enantiomer einer Verbin-
dung beteiligt ist.

Thalidomid
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Abb.4.14 Einige modifizierte Aminosau-
rereste in Proteinen. Die Seitenketten dieser
Reste sind aus einer der 20 Standardaminosdu-
ren hervorgegangen, nachdem das Polypeptid
synthetisiert wurde. Die Standardseitenketten
sind rot, die zusatzlichen Gruppen blau darge-
stellt.

43 Aminosaurederivate

Schliisselkonzepte

«  Aminosdureseitenketten in Proteinen konnen kovalent modifiziert sein.

- Einige Aminosauren und Aminosaurederivate wirken als Hormone und regulato-
rische Molekiile.

Die 20 Standardaminoséduren sind keineswegs die einzigen Aminosduren, die in
biologischen Systemen vorkommen. ,Nichtstandard“aminosdurereste sind oft
wichtige Bestandteile von Proteinen und biologisch aktiven Peptiden. Auflerdem
treten viele Aminoséuren gar nicht in Polypeptiden auf, spielen jedoch unabhéingig
eine Rolle in einer Vielzahl biologischer Vorginge.

4.3.1 Proteinseitenketten kdnnen verandert werden

Der ,universelle“ genetische Code, der in allen bekannten Lebensformen nahezu
identisch ist (Abschn. 27.1), bestimmt lediglich die 20 Standardaminosduren aus
Tab. 4.1. Dennoch sind viele andere Aminoséuren, von denen einige in Abb. 4.14
gezeigt sind, Bestandteile von bestimmten Proteinen. In nahezu allen Fiillen resul-
tieren diese Aminosduren aus einer spezifischen Modifikation eines Aminosdureres-
tes, nachdem die Polypeptidkette synthetisiert wurde.

Zu den Aminosduremodifikationen gehort die einfache Addition von kleinen
chemischen Gruppen an bestimmte Aminosédureseitenketten: Hydroxylierung,
Methylierung, Acetylierung, Carboxylierung und Phosphorylierung. Auch gré-
ere Gruppen, dazu zdhlen auch Lipide und Kohlenhydratpolymere, werden mit
bestimmten Aminosdureresten verkniipft. Kompliziertere chemische Modifika-
tionen werden ebenso an einigen Aminoséureresten gefunden. Die freien Amino-
und Carboxylgruppen an den N- und C-Termini eines Polypeptids konnen eben-
falls chemisch modifiziert werden. In vielen Féllen sind diese Modifikationen
zwar wichtig, aber nicht essentiell fiir die Funktion eines Proteins. In einigen
Féllen bilden einzelne Aminosdureseitenketten zusammen eine neue Struktur
(Exkurs 4.3).

~00C COO~ H OH
, ~
(‘)7 P03~ yC‘H X
5 3
CHa g N—CH
| | /2

—NH—CH—CO— —NH—CH—CO— , COO~

O-Phosphoserin y-Carboxyglutamat 4-Hydroxyprolin

CH, CH,
—NH—CH—CO— —NH—CH—CO—

3-Methylhistidin e-N-Acetyllysin
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4.3.2 Einige Aminosauren sind biologisch aktiv

Die 20 Standardaminoséuren erfahren eine verbliiffende Zahl von chemischen
Transformationen zu anderen Aminosduren und verwandten Verbindungen als
Teil ihrer normalen zelluldren Synthese und ihres Abbaus. In einigen Féllen
haben die Intermediate des Aminosduremetabolismus Funktionen, die aufler-
halb ihrer unmittelbaren Verwendung als Vorstufen oder Abbauprodukte der 20

Exkurs 4.3 Biochemie im Fokus

Griin fluoreszierendes Protein

Gentechniker verkniipfen oft ein Gen, das ein Protein codiert,
mit einem sogenannten ,Reportergen’, beispielsweise mit dem
Gen fiir ein Enzym, das ein farbiges Reaktionsprodukt ergibt.
Anhand der Intensitat des gebildeten Farbstoffes lasst sich dann
der Expressionsgrad des gentechnisch hergestellten Genpro-
duktes abschéatzen. Eines der meist verwendeten Reporterge-
ne codiert das griin fluoreszierende Protein (GFP). Dieses Pro-
tein stammt aus der biolumineszierenden Qualle Aequorea vic-
toria und fluoresziert mit einer Wellenldnge von 508 nm (gri-
nes Licht), wenn es mit UV-Licht oder blauem Licht (mit einem
Optimum bei 400 nm) bestrahlt wird. Fiir die Entdeckung, Klo-
nierung und Weiterentwicklung des GFP wurde den drei For-
schern Osamu Shimomura, Martin Chalfie und Roger Tsien im
Jahre 2008 der Nobelpreis verliehen.

Griin fluoreszierendes Protein ist ungiftig und fluoresziert an
sich; es bendotigt kein Substrat oder einen niedermolekularen
Cofaktor, um zu fluoreszieren, wie dies bei anderen stark fluo-
reszierenden Proteinen der Fall ist. Wenn nun das Gen fir das
grun fluoreszierende Protein mit einem anderen Gen fusioniert
wird, lasst sich der Expressionsgrad des Fusionsgens nichtinva-
siv unter dem Fluoreszenzmikroskop messen.

OH
(‘)H
R I
—NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH,—C—
Ser Tyr Gly
OH
CH
on
‘ NP
CH, N c” o)
R\ Il

—NH—CH—C—N—CH, —C—

Fluorophor des griin fluoreszierenden Proteins

Das griin fluoreszierende Protein besteht aus einer Kette von
238 Aminosduren. Die lichtemittierende Gruppe ist ein Deri-
vat von drei aufeinanderfolgenden Aminosauren: Ser, Tyr und
Gly. Nach der Synthese des Proteins cyclisieren und oxidie-
ren diese drei Aminosduren spontan. Der Carbonylkohlenstoff
von Ser geht dabei eine kovalente Bindung mit dem Ami-
nostickstoff des Gly ein. Dabei wird Wasser abgespalten, und
die C,—Cs-Bindung im Tyr wird zu einer Doppelbindung oxi-
diert. Die so entstandene Struktur enthalt ein System konjugier-
ter Doppelbindungen, welches fiir die Fluoreszenzeigenschaf-
ten des Proteins verantwortlich ist.

Die Cyclisierung zwischen Ser und Gly lauft wahrscheinlich
rasch ab, die Oxidation der Tyr-Seitenkette (durch O,) ist ver-
mutlich der geschwindigkeitsbegrenzende Schritt bei der Er-
zeugung des Fluorophors. Gentechnisch veranderte GFP-Vari-
anten zeigen z.B. eine erhdhte Fluoreszenzintensitat, eine pH-
abhangige Fluoreszenz oder eine Verschiebung der Wellenlan-
ge des emittierten Lichts und damit andere Farben. Damit ist es
mdglich, gleichzeitig die Expression von mehreren verschiede-
nen Genen zu beobachten.

[Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Kevin Raskoff,
Monterrey Peninsula College, Monterrey, California.]
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N
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00C —,CH, —CH,
B‘ N
+ H +
H3;N —YCH2 H3;N
Y-Aminobuttersidure (GABA) Histamin

Abb.4.15 Einige biologisch aktive Amino-
saurederivate. Die verbleibenden Teile der
urspriinglichen Aminosauren sind schwarz und
rot, zusatzliche Gruppen blau dargestellt.

HO I I

CH, Ho<<:>>7c}[2 HO o C‘HZ

+
—CH, H;N —CH, I I

N
H,N —CH—CO00~

Dopamin Thyroxin

Standardaminosiuren liegen. Auflerdem werden viele Aminoséduren nicht nur als
spéterer Bestandteil von Polypeptiden, sondern auch fiir eigenstindige Funktionen
benoétigt. Wie wir noch sehen werden, benutzen viele Organismen bestimmte
Aminosduren, um Stickstoff in Form von Aminogruppen zu transportieren (Ab-
schn. 21.2.1). Aminosiuren kénnen ebenfalls als metabolischer Treibstoff oxidiert
werden, um Energie bereitzustellen (Abschn. 21.4). Oft fungieren Aminosduren
und ihre Derivate dartiber hinaus als chemische Boten fiir die Kommunikation
zwischen Zellen (Abb. 4.15). Glycin, y-Aminobuttersiure (GABA; ein Decar-
boxylierungsprodukt von Glutamat) und Dopamin (ein Tyrosinderivat) sind
Neurotransmitter. Dies sind Substanzen, die von Nervenzellen freigesetzt wer-
den, um das Verhalten der sie umgebenden Zellen zu beeinflussen. Histamin
(ein Decarboxylierungsprodukt von Histidin) ist ein potenter lokaler Mediator
allergischer Reaktionen. Thyroxin (ein anderes Tyrosinderivat) ist ein iodhaltiges
Schilddriisenhormon, das allgemein den Metabolismus von Vertebraten stimuliert.

Viele kurzkettige Peptide iiben wichtige physiologische Funktionen aus, sie wir-
ken als Hormone oder auf andere Weise als Regulatoren. Ein beinahe allgegenwér-
tiges Tripeptid namens Glutathion (abgekiirzt GSH) spielt im Zellstoffwechsel ei-
ne wichtige Rolle. Bei Glutathion handelt es sich um ein Glu-Cys-Gly-Peptid, in
dem die y-Carboxylatgruppe der Glutamatseitenkette mit der Aminogruppe des
Cys-Restes eine Isopeptidbindung ausbildet (im Gegensatz zur herkdmmlichen
Peptidbindung zwischen dem a-Carboxylat und der - Aminogruppe zweier Ami-
noséuren). Zwei solche Tripeptide bilden nach Oxidation ihrer SH-Gruppen ein
Dimer, das tiber eine Disulfidbriicke verkniipft ist, das sogenannte Glutathiondi-
sulfid (GSSG):

I I
2 H3§I*‘CH*CH2 —CH,—C—NH *?]—[*C*NH —CH, —COO0~
CoO~ CH,

\
SH

Glutathion (GSH)
(y-Glutamylcysteinylglycin)

30,
H,O

0 0
N
H,N —CH— CH, —CH, —C—NH —CH—C—NH — CH, —COO~

\ \
dolom CH,

CH) | [

+

HBN—‘CH—CH2 —CH, —C—NH —CH—C—NH —CH, —COO~
COO~

Glutathiondisulfid (GSSG)



Oxidierende Verbindungen, die Zellstrukturen schidigen konnten, werden durch
die Reaktion mit Glutathion inaktiviert, da die Oxidation von GSH zu GSSG mit
einer Reduktion einer anderen Verbindung (im Reaktionsschema ist es der Sauer-
stoff, der reduziert wird) einhergeht

2GSH + Xoxidiert - GSSG + Xreduziert

GSH muss dann in einer separaten Reduktionsreaktion wieder aus GSSG regene-
riert werden.

Zusammenfassung

4.1 Aminosaurestruktur

+ Bei neutralem pH-Wert ist die Aminogruppe einer Aminosiure protoniert und
die Carboxylgruppe deprotoniert.

» Proteine sind Polymere aus Aminoséduren, die durch Peptidbindungen mitein-
ander verknupft sind.

+ Die 20 Standardaminosiuren konnen als nicht polar (Gly, Ala, Val, Leu, lle, Met,
Pro, Phe, Trp), als ungeladen polar (Ser, Thr, Asn, Gln, Tyr, Cys) und als geladen
(Lys, Arg, His, Asp, Glu) klassifiziert werden.

» Die pK-Werte ionisierbarer Gruppen von Aminosduren werden durch benach-
barte Gruppen beeinflusst und kénnen sich dndern, wenn die Aminosiure Be-
standteil eines Polypeptids ist.

4.2 Stereochemie
+ Aminosiuren sind chirale Molekiile. In Proteinen treten nur L-Aminosiuren auf
(einige bakterielle Peptide enthalten D-Aminosduren).

4.3 Aminosdurederivate

» Aminosduren konnen kovalent modifiziert werden, nachdem sie in ein Polypep-
tid eingebaut wurden.

+ Einzelne Aminoséduren und ihre Derivate haben spezielle physiologische Funk-
tionen.

Wichtige Begriffe
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Verstandnisfragen zu Abschnitt 4.3

1. Nennen Sie einige kovalente Modifika-
tionen von Aminosauren in Proteinen.

2. Decken Siein den Abb. 4.14 und 4.15
die Beschriftungen ab. Geben Sie die
urspriinglichen Aminosauren an und
nennen Sie die chemische Modifikation,
die zum jeweiligen Derivat gefiihrt hat.

3. Nennen Sie einige Funktionen von Ami-
nosaurederivaten.

Protein Rest

a-Aminosdure N-Terminus
a-Kohlenstoffatom C-Terminus

R-Gruppe pl

Zwitterion optische Aktivitat
Kondensationsreaktion Polarimeter
Peptidbindung chirales Zentrum
Dipeptid Chiralitét

Tripeptid Enantiomere
Oligopeptid absolute Konfiguration

Polypeptid Fischer-Konvention

Stereoisomere

linksdrehend

rechtsdrehend

Fischer-Projektion
Cahn-Ingold-Prelog- oder (RS)-System
racemisches Gemisch (Racemat)
Peptidase

Neurotransmitter

Isopeptidbindung
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Aufgaben

Ubungen

4.1 Identifizieren Sie die Aminosiuren, die sich durch ei-
ne einzige Methyl- oder Methylengruppe voneinander unter-
scheiden.

4.2 QGlutamat, eine Aminosaure mit fiinf Kohlenstoffato-
men, ist die Vorstufe fiir drei andere Aminosauren. Welche
sind das?

4.3 Die 20 Standardaminosduren sind a-Aminoséduren. In
der Natur kommen auch bestimmte p-Aminosduren vor.

Zeichnen Sie die Struktur von f-Alanin (3-Amino-#-propionat).

4.4 Taurin (2-Aminoethansulfonsidure) wird manchmal als
Aminosdure bezeichnet.

1
+*H;N —CH, —CH, —ﬁ—o—
¢)

a) Erldautern Sie, wieso diese Bezeichnung nicht zutrifft.

b) Von welcher der 20 Standardaminosduren ist Taurin abge-
leitet. Welche chemischen Verdanderungen fithren zu Tau-
rin.

4.5 Zeichnen Sie das Dipeptid Asp-His bei pH =7,0.

4.6 Berechnen Sie die Zahl der méglichen Pentapeptide, die
jeweils einen Ala-, Gly-, His-, Lys- und Val-Rest enthalten.

4.7 Identifizieren Sie Wasserstoftbriickenbindungsdonator-
und -akzeptorgruppen in Asparagin.

4.8 Inmanchen Proteinen liegt die Seitenkette von Serin io-
nisiert vor. Erlautern Sie, wieso die Ionisierung durch die An-
wesenheit eines benachbarten Aspartatrestes erleichtert wird.

4.9 Bestimmen Sie die Nettoladung der vorherrschenden
Form von Asp bei

a) pH 1,0

b) pH 3,0

c) pH6,0

d) pH 11,0

4.10 Bestimmen Sie die Nettoladung der vorherrschenden
Form von Arg bei

a) pH 1,0

b) pH 5,0
¢) pH 10,5
d) pH 13,5

4.11 Welche der folgenden bekannten Gegenstidnde sind
chiral, welche nicht: (a) ein Handschuh; (b) ein Tennisball;
(c) eine Schraube; (d) diese Seite; (e) eine Schneeflocke; (f) eine
Wendeltreppe und (g) ein Schuh.

4.12 Kreisen Sie in den folgenden Verbindungen jeweils den
chiralen Kohlenstoff ein:
o 0O o. ©O° o, O
4 N\ N\
\C \C \C
v | |
H,;N—C—H H—C—H H—C—H
[ |/
H—C—CH, H—C—C H—C—C
| [ No- [ No-
H_(lz_H HO_(lz_H H_|C_H
H—C—H C C
7N\ AN
H O (ol (@) (o

4.13 Manche Aminosduren werden synthetisiert, indem die
Ketogruppe (C=0) einer organischen Séure, einer sogenann-
ten a-Ketosdure, durch eine Aminogruppe (C—NH;) ersetzt
wird. Ermitteln Sie die Aminoséduren, die auf diese Weise aus
den nachfolgenden a-Ketosduren gebildet werden konnen:

COO~ Cco0~
éHz c=o0
Gy,
é::o éoo—
éoo—

(@) (b)

4.14 Parkinson-Patienten wird manchmal 3,4-Dihydroxy-
phenylalanin (L-DOPA) verabreicht. Welcher Neurotransmit-
ter entsteht bei der Decarboxylierung von L-DOPA?

4.15 Mitder Zeit unterliegt ein Glutaminrest eines Polypep-
tids einer Desamidierung (Reaktion, bei der die Amidgrup-
pe durch eine Carboxylatgruppe ausgetauscht wird). Welche
Aminoséure entsteht durch die Desamidierung von Glutamin?

4.16 Einige Hormonsignalwege fithren zur Phosphorylie-
rung von Tyrosinresten in Proteinen. Zeichnen Sie die Struk-
tur der Phosphotyrosinseitenkette.

4.17 Welche Aminosauren besitzen Seitenketten, die eine
Isopeptidbindung ausbilden konnen?

4.18 Zeichnen Sie die Struktur von Lys und Ala, die iiber ei-
ne Isopeptidbindung verbunden sind.

4.19 Einige Bakterien produzieren Poly-y-glutaminséure.
Dabei handelt es sich um ein Polymer, in dem die Aminogrup-
pe jedes Glutamatrestes mit der y-Carboxylatgruppe der je-
weiligen Nachbarseitenkette kondensiert ist. Zeichnen Sie die
sich wiederholende Grundeinheit dieses Polymers.

4.20 Lanthionin gehort nicht zu den Standardaminoséduren.
Es besteht aus zwei Alaninresten, die iiber ihr f-Kohlenstoff-
atom durch einen Thioether (—S—) miteinander verkniipft
sind. Zeichnen Sie die Struktur von Lanthionin.



Anspruchsvolle Aufgaben

4.21 Die Aminoséure Tyrosin 16st sich kaum in Wasser. W-
re ein nur aus Tyr-Resten bestehendes Polypeptid, Poly(Tyr),
besser oder schlechter 16slich, wenn man unterstellt, dass die
Konzentration der Tyr-Gruppen in der Probe konstant bleibt?

4.22

a) Was ist bei einem neutralen pH-Wert die Nettoladung eines
Tripeptids, das nur aus Alanin besteht?

b) Wie dndert sich die Gesamtmenge an negativer und positi-
ver Ladung nach Hydrolyse des Tripeptids?

4.23 Berechnen Sie den pI von
a) Ala b)His ¢)Glu

4.24 Schitzen Sie den isoelektrischen Punkt des Dipeptids
Ser-His. Erldutern Sie, warum es sich dabei nur um eine Schiit-
zung handelt.

4.25 Zeichnen Sie das Peptid ATLDAK.
a) Berechnen Sie seinen ungefahren pl.
b) Bestimmen Sie die Nettoladung bei pH =7,0.

4.26 Das Protein Insulin besteht aus zwei Polypeptiden, die
als A- und B-Kette bezeichnet werden. Insulin aus verschie-
denen Organismen wurde isoliert und sequenziert. Mensch-
liches Insulin und Enteninsulin haben mit Ausnahme der in
nachstehender Tabelle gezeigten sechs Aminosdurereste die
gleiche Aminosduresequenz. Ist der p/ von menschlichem In-
sulin niedriger oder hoher als der des Enteninsulins?

Aminosdurerest

A8 A9 A10 B1 B2 B27
Mensch  Thr Ser Ile Phe Val Thr
Ente Glu Asn Pro Ala Ala Ser

4.27 Zeichnen Sie die vier Stereoisomere von Threonin als
Fischer-Projektion.

4.28 Die zwei C —H-Atome von Glycin werden als prochi-
ral bezeichnet, weil das C, chiral wird, wenn eines der beiden
H-Atome durch eine andere Gruppe ersetzt wird. Zeichnen
Sie die Fischer-Projektion von Gly und kennzeichnen Sie das-
jenige H-Atom, welches durch CH; ersetzt werden muss, um
D-Ala zu erhalten.

4.29 Das von Bakterien produzierte Antibiotikum Gramici-
din A bildet in Zellmembranen Kanile, die die freie Diffu-
sion von Na*- und K*-Ionen erlauben, wodurch die Zelle ge-
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totet wird. Dieses Peptid besteht aus einer Sequenz von D-
und L-Aminosduren. Die Sequenz eines Abschnitts aus fiinf
Aminosduren in Gramicidin A ist R-Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-
D-Val-R’. Vervollstindigen Sie die Fischer-Projektion unten,
indem Sie die richtige Gruppe an jede vertikale Bindung hin-
zufiigen.
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4.30 Benennen Sie Isoleucin (wie in Tab. 4.1 gezeigt) mithil-
fe des RS-Systems.

4.31 Identifizieren Sie die Aminosdure, aus welcher die fol-
genden Verbindungen synthetisiert wurden:

ﬁ CH, —OH

CH;—C—NH—CH—CO—

(@
NHF S—CH,
g I
STH —OH (”) (|ZH2
4cl}[z HC—NH—CH—CO—
CH,

—NH—CH—CO—
2 1
(b) (o)

4.32 Beschreiben Sie, wie jede Aminosiduremodifikation aus
Abb. 4.14- den pI eines Peptids, in dem diese modifizierte Ami-
noséure enthalten ist, beeinflussen wiirde.

4.33 Zeichnen Sie die Struktur des Dipeptids B-Alanylhisti-
din, das auch als Carnosin bezeichnet wird.

4.34 Wasist die ungefihre Nettoladung von Carnosin (a) bei
pH=3, (b) pH=5, (c) pH=7 und (d) pH=9.

Noch mehr zum Erkunden

Vermutlich enthielt die Mischung prabiotischer Verbindun-
gen der frithen Erde sowohl D- als auch L-Aminosduren. Wie
lauten einige Hypothesen, die versuchen zu erklidren, warum
Zellen nur die L-Form fiir Proteine verwenden?
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Cambridge University Press. [Enthilt die Strukturen der {iblichen
Aminosduren mit einer Diskussion ihrer chemischen Reaktivitidten
und Informationen {iber analytische Eigenschaften.]

Lamzin, V.S., Dauter, Z. und Wilson, K.S. (1995). How nature deals
with stereoisomers. Curr. Opin. Struct. Biol. 5: 830—836. [Es werden
aus D-Aminosduren synthetisierte Proteine diskutiert.]

Solomons, G.T.W., Fryhle, C. und Snyder, S.A. (2014). Organic Che-
mistry, 11. Aufl., Kapitel 5, Wiley. [Eine Diskussion der Chiralitdt.
Die meisten anderen Lehrbiicher der organischen Chemie enthalten
dhnlichen Lehrstoft.]



