1. Biologische Materie

1.1 Biologische Membranen”®
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Abbildung 1-1 Auswahl an zellularen Membranen. Diese bestehen aus diinnen

Lagen von Lipiden und Proteinen.

Membranen sind die

am haufigsten
zellularen Strukturen
sowohl in der

Pflanzen- als auch
der Tierwelt. Sie
sind in nahezu
samtliche Prozesse

der zellularen
Aktivitat angefangen
bei einfachen

mechanischen
Funktionen wie etwa
Bewegungs-
vermogen und
Transport bis hin zu
hoch  spezifischen
biochemischen
Prozessen wie etwa
Energieleitung (mehr
dazu im nachsten
Teil der Vorlesung),
immunologische
Erkennungen,
Transport von
Nervenreizen sowie
schlussendlich  die
Biosynthese,  also
chemische
Reaktionen zum
Aufbau bestimmter
Stoffe.

Biologische Membranen sind duRerst komplex und existieren in einer gro3en Anzahl
von Variationen (siehe auch Abbildung 1-1). Die am haufigsten vorkommenden
Membranen enthalten 50 oder mehr verschiedene Proteine. Diese sind in der
Doppelschicht eingebaut, welche aus Phospholipiden und Glycolipiden mit
verschiedenen Kopfgruppen und hydrophoben Ketten bestehen. Dabei variieren
innerhalb der Molekule neben der Kettenanzahl auch deren Lange und die Anzahl
der Doppelbindungen in einer Kette. Daneben kommen in der Membran auch
Steroide (wie z.B. Cholesterin) und andere amphiphile Molekule vor. Aufgrund dieser
Komplexizitat bestimmen eine ganze Reihe von Einflissen die Struktur einer

* Soweit nicht anders vermerkt, ist dieses Kapitel sowie die Abbildungen tiberwiegend dem Israelachvili,

Intermolecular & Surface Forces, Kapitel 17.10 bzw. Kapitel 18 entnommen.



Membran. Ein Teil davon lasst sich qualitativ mit den bisherigen in Kapitel 3 der
Vorlesung Amphiphile und speziell Kapitel 3. besprochenen Konzepten verstehen.

Anzumerken ist noch, dass die Zellmembran eine Diffusion kleiner ungeladener und
unpolarer Teilchen wie Sauerstoff (O,) und Kohlendioxid (CO;) durch die Membran
zulasst. GroRRere Teilchen, die z.B. zur Energieversorgung der Zelle notwendig sind
oder geladene Teilchen wie Protonen oder Natriumionen kénnen nur durch spezielle
Kanale zwischen Zelle und Umgebung ausgetauscht werden. Fir einen solchen
Austausch sind meistens die sogenannten Proteine zustandig. Die Membranen
konnen also ein Konzentrationsgefalle von z.B. lonen zwischen dem Zellinneren und
ihrer Umgebung stabilisieren, wodurch ein elektrisches Feld zwischen Zelle und
Umgebung stabilisiert werden kann. Je nach der Aufgabe der Zelle unterscheiden
sich unter anderem die prozentualen Anteile an Protein und Lipid innerhalb der
Membran:

— Myelin, welches Nervenzellen von einander isoliert enthalt nur 18% Protein
und 76% Lipid

— Die innere Membranhalfte von Mitochondrien (,Kraftwerk der Zelle*) enthalt
76% Protein und nur 24% Lipid

— Plasmamembranen der roten Blutkorperchen oder Leberzellen enthalten
nahezu die gleiche Menge an Protein (44,5%) und Lipid(43,5%)

Fur ein weitergehendes Verstandnis ist es aber sinnvoll sich weitere Gedanken zu
machen, wobei es sich anbietet zunachst die Membranlipide und dann die
Membranlipide genauer zu betrachten.

1.1.1 Membranlipide

Die meisten Lipide, welche in biologischen Membranen eingebaut sind, sind
doppelkettige Phospholipide oder Glycolidide mit einer Lange von 16-18
Kohlenstoffen. Eine der beiden Ketten ist meist ungesattigt oder verzweigt. Diese Art
der Lipide ist nicht zufallig, sondern Resultat einer langen evolutionaren Entwicklung
mit den Zielen,

e dass die Lipide durch Selbstorganisation dinnen Doppellagenmembranen
bilden, welche mit verschiedenen Regionen innerhalb der Zelle abschotten
sowie um das Zellinnere vor auleren Einflissen zu schutzen,

e dass wegen der sehr kleinen CMC die Membranen auch intakt bleiben, wenn
das ,Bad” in dem sie schwimmen nahezu aller Lipide verlustig geht und

e dass die Ketten in der Membran aufgrund der Doppelbindung(en) und
Verzweigungen im Temperaturbereich des Lebens intakt bleiben.

Wie bereits in Kapitel 3.5. der Vorlesung Amphiphile beschrieben und dort in Tabelle
3.2. dargestellt, weisen die Lipide mit gesattigten C-18 Ketten einen Schmelzpunkt
oberhalb der Raumtemperatur, die Lipide mit ungesattigten Ketten
Schmelztemperaturen deutlich unterhalb der Raumtemperatur auf. Konsequenz der
Fluiditat der Ketten in der Membran konnen diese reversibel innerhalb der Packung
deformiert werden. Fluide Membrane erlauben auch eine Diffusion verschiedenster
geldster Molekile durch die Membran sowie auch eine Diffusion von Lipidmolekilen
entlang der Membran.



Ein weiterer wichtiger Aspekt der Fluiditat ist die Maoglichkeit der Packung
verschiedener Lipidarten bei gleichzeitiger Beibehaltung der planaren bzw.
gebogenen Form der Membran. Auch kann durch gezielte Ordnung "verschiedener
Lipide die Krimmung der Membran selektiv verandert werden. So fuhrt die Zugabe
von Lysolecithin (ein zylindrisches Lipid) zu Lecithinvesikeln zu einer Verkleinerung
des Krummungsradius, da die beiden Lipide in der Mischung dichter gepackt werden
konnen. Allerdings ist der Einbau einkettiger Lipide in die Membran nur in kleinen
Konzentrationen moglich, da bei hoheren Konzentrationen die Membranen
aufbrechen und sich deutlich kleinere Aggregate wie Vesikel oder auch Mizellen
formen.

Auf der anderen Seite

fuhrt die Zugabe von (a) (b)
keilformigen Lipiden
wie etwa Cholesterin
(siehe auch Abbildung
1-2a) zu einem Anstieg
des Krimmungsradius
einer Doppelschicht; es
kommt zu einer
hoheren trans
Orientierung der Ketten
und ganz generell zu
einer Erniedrigung der
Fluiditat (und damit
einer ,Verhartung“ der
Membran). Auch in

diesem Fall ist die Abbildung 1-2 (a) Planare Doppellage aus zwei Lipiden, eines CONEférmig
Menge Qes (v/aple < 1) und eines WEDGEf6rmig (v/apl. > 1) (b) Packungsénderung
einbaubaren Materials induziert durch die Kohlenwasserstoffketten um ein Lipid herum, sowie

begrenzt, ansonsten  deren mdgliche relaxierte Anordnung in (c)

kommt es zur

Zerstorung der Membran. Es ist denkbar, dass aus diesem Grund biologische
Membranen nie viel Cholesterin und Phosphatidylethanolamin (die beiden
wichtigsten keilférmigen Lipide in tierischen Zellen) enthalten. Auflerdem ist es
moglich, dass Cholesterin und Lysolecithin (beide formen in der reinen Phase keine
Mizellen) in der Mischung stabile Doppelschichten ausbilden kénnen.

Anzumerken ist, dass in tierischen Zellen am haufigsten die beiden Phospholipide
Phosphatidylcholin (PC, v/agl < 1) und Phosphatidylethanolamin (PE, v/agle > 1)
sowie in pflanzlichen Zellen die beiden Glycolipide Digalactosyldiglycerid (DGDG,
v/aple < 1) und Monogalactosyldiglycerid (MGDG, v/agl; > 1) vorkommen. Glycolipide
enthalten anstatt einer Phosphorsaureeinheit in der hydrophilen Kopfgruppe der
Phospholipede eine Kopfgruppe aus verschiedenen Zuckereinheiten (hier Galactose)
(siehe auch ,Amphiphile Molekiile: Ein einfiilhrender Uberblick“ Tabelle 1.1. und
Tabelle 1.2.) Entsprechend ihres Verhaltnisses in einer Doppellage kénnen diese so
gepackt werden, dass sich eine planare Doppellage (siehe Abbildung 1-2) oder
gebogene Vesikel unterschiedlichen Krummungsradius und Flexibilitat. Es sollte nicht
Ubergangen werden, dass alle vier Lipide ungeladene Kopfgruppen aufweisen, die
Wechselwirkungen zwischen diesen Kopfgruppen also auf Hydrationskraften
beruhen und weitgehend nicht auf die ionische Umgebung des Cytoplasmas
reagieren. Diese Eigenschaften machen PC, PE, DGDG und MGDG zu optimalen
Bausteinen zum Aufbau stabiler Membranen.




1.1.2 Membranproteine und Membranstruktur

Die Klasse der Proteine und speziell ihre Strukturen sollen in Kapitel 1.2 genauer
besprochen werden. Hier erfolgt daher nur eine kurze Einfuhrung.

Proteine sind im Gegensatz zu den Lipiden deutlich gréRer und ihre Struktur ist
deutlich steifer. Losliche Proteine besitzen daruber hinaus auch eine hydrophile
Oberflache (beachte: biologische Prozesse finden in wassrigern Medien statt),
wohingegen Proteine, die in Membranen eingebaut sind, Ublicherweise eine
amphiphile Oberflachenstruktur aufweisen, da sie sowohl mit den hydrophoben
Ketten der Lipide als auch den hydrophilen Kopfgruppen in Kontakt kommen.' Ist die
Oberflache korrekt, kénnen diese Proteine in eine Membran eingebaut werden,
wobei der hydrophobe Teil der Oberflache innerhalb der Membran und der
hydrophile Teil zum wassrigen Medium auf beiden Seiten der Membran angeordnet
ist (siehe dazu auch Abbildung 1-2).

Wenn ein solches Protein eingebaut ist, dann beeinflusst dieses die benachbarten
Lipidmolekule. Dieser Einfluss ist dann besonders ausgepragt, wenn die hydrophobe
Region der Doppellage und die des Proteins unterschiedlich grol3 sind und fihrt zu
einer Streckung oder Stauchung der Lipide in der Nahe der Proteine (siehe
Abbildung 1-2). Zusatzliche Lipid-Protein Wechselwirkungen enthalten alle
spezifischen elektrostatischen Wechselwirkungen oder Wasserstoffbricken zwischen
den hydrophilen Kopfgruppen und den auf’en liegenden Aminosauregruppen der
Proteine. Diese spezifischen Wechselwirkungen fuhren oft zu einer Anreicherung
bestimmter Lipide um ein Protein herum. Als weiterfiUhrende Literatur sei hier der
etwas altere Reviewartikel von Benga und Holmes genannt.?

Neben den Wechselwirkungen zwischen Lipiden und Proteinen gibt es naturlich auch
Wechselwirkungen zwischen Proteinen innerhalb der fluiden Membran. In
biologischen Membranen sind die Wechselwirkungen zwischen Proteinen komplexer,
als dass man diese durch eine 2-D-van-der-Waals Gleichung, wie sie fur einfache
zweidimensionale System formuliert werden kann, zu beschreiben sind. Es kénnen
sowohl repulsive als auch attraktive Krafte wirken: Repulsive Krafte treten dabei etwa
zwischen Proteinen mit einer starken Lipidaffinitat aufgrund ionischer Bindungen auf,
attraktive Krafte treten auf, wenn Proteine etwa Uber Calciumionen (Ca“*) oder
molekulare Bricken untereinander gebunden sind oder wenn die Packungsfehler
zwischen Protein und Lipid zu grol3 werden. Letzterer Fall, wenn der Stress fur die
Lipide zu grof ist, fihrt zu einer Aggregation von Proteinen wie in Abbildung 1-2c
gezeigt. So konnte etwa gezeigt werden, dass die Aggregation von Rhodopsin, ein
G-Protein gekoppelter Rezeptor, der als Signaltransduktor fur das farbige Sehen
zustandig ist, und Bakteriorhodopsin, ein Protein, welches von bestimmten Bakterien
als Transduktor fur eine lichtinduzierte Protonenpumpe produziert wird, in einer
Phospholipidmembran durch die jeweilige Kettenlange der hydrophoben Schwanze
beeinflusst werden kann.**

Eine biologische Membran ist eine dynamische Struktur, in welcher sowohl die Lipide
als auch die Proteine in der Ebene der Membran schnell diffundieren kénnen,® wie es
etwa fur Lipide in Doppelschichten diskutiert wurde (siehe Abschnitt 3.5. in Kapitel
»<Aggregation amphiphiler Molekile zu Mizellen, Doppelschichten und Vesikeln®).
Trotzdem sind innerhalb einer Membran heterogene Domainen und lokale Cluster
von Lipiden und Proteinen (siche Abbildung 1-3, siehe dazu auch®). Diese
Unregelmaliigkeiten spielen eine wesentliche Rolle flr die normale Funktion einer
Membran und ihrer Komponenten. Wesentliche Voraussetzung fur die strukturelle
Integritat einer Membran ist ins besondere die Bildung stabiler Doppelschichten aus



den verschiedenen Molekiilen. ” Deshalb #ndern viele Organismen die

Lipidzusammensetzung der Membranen bei einer Erniedrigung der
Umgebungstemperatur etwa durch einen vermehrten Einbau ungesattigter
hydrophober Ketten.

Dies sichert die

@ INTERMIXING b PHASE-SEPARATION | ¢ PORE Stabilitat der
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wxl Temperaturabnahme
kompensiert. So

konnten Wieslander

cytochnome : et.al. zeigen, dass das

oxidase cytochrome ¢ Bakterium

Acholeplasma laidlawii,
ein Mitglied der Familie
der Mycoplasmataceae,
welche gleichermalen
Menschen, Tiere und
Pflanzen befallen kénnen, auf externe Stimuli wie Temperaturanderung und Einbau
von Fettsduren und Cholesterin mit der Synthese genau der Lipide, welche die
Effekte kompensieren, reagieren.8

Abbildung 1-3 Wichtige Packungen gemischter Lipid und Lipid-Protein
Membranen. Alle Abbildungen sind maRstabsgetreu. Quelle:®

Abbildung 1-4 Schematische Abbildung einer Membran. Gut zu erkennen sind die integralen und peripheren
Proteine, sowie die lokalen Bereich mit einer hohen Konzentration eines Lipides und die daraus resultierenden
geometrischen Anderungen in der Membran. In Bereichen mit kleinem Krimmungsradius sind in der duReren Lage
tberwiegend konusformige Lipide und in der inneren Lage tiberwiegend keilférmige Lipide eingebaut.



Unter bestimmten Voraussetzungen koénnen sich auch Poren in einer Membran
bilden, wenn beispielsweise Lipide mit einer sehr grol3en Kopfgruppenflache ag in die
Membran eingebaut werden (siehe Abbildung 1-3c)

Proteine konnen auf verschiedene Arten in eine Membran integriert werden. Zum
einen gibt es die sogenannten peripheren Proteine, das sind Proteine, welche auf der
Oberflache bzw. in einer Halfte der Membran eingebaut sind (siehe Abbildung 1-3e).
Die auliere Oberflache der Proteine ist dabei entweder hydrophil oder besitzt eine
kleine hydrophobe Teilflache, welche in eine halbe Monolage integriert wird. Einige
peripheren Proteine erlauben durch ihre Oberflachenstruktur auch den peripheren
Einbau in zwei Membranen. Andere Proteine sind wie oben gezeigt (Abbildung 1-3d)
und erwahnt komplett in die Membran eingebaut und werden als integrale Proteine
bezeichnet. In Abbildung 1-4 ist eine schematische biologische Membran aus
verschiedenen Lipiden und Proteinen dargestelit.

1.1.3 Wechselwirkungen zwischen biologischen Membranen und
Doppellagen

In biologischen Systemen sind Zellen mit ihren Membranen in engem Kontakt mit
benachbarten Membranen. Diese Wechselwirkungen zwischen ihnen sind oft auf
eine ganze Reihe von unspezifischen (van-der-Waals, elektrostatisch, sterische und
Hydratationswechselwirkungen) aber auch spezifische Wechselwirkungen zurick
zufuhren. Es ist daher gut, sich noch kurz mit diesen verschiedenen
Wechselwirkungen auseinander zusetzen. Dabei sollen zunachst zwei Krafte
(attraktive van-der-Waals und elektrostatisch), die auch in der DLVO (Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek) Theorie aus der Kolloidchemie behandelt werden.

1.1.3.1 Attraktive van-der-Waals Wechselwirkungen

Zwischen zwei planaren Oberflachen gilt fir die van-der-Waals Wechselwirkungen
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wobei A die Hamacker Konstante ist (siehe auch 2. Vorlesung ,Wechselwirkungen®).
Die van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen amphiphilen Strukturen sind aus
drei Grunden relativ gering:

a) Zwischen Kohlenwasserstoffphasen durch eine wassrige Phase ist A relativ
klein (etwa 4 -7 * 10%'J), in biologischen Membranen kann dieser Wert etwas
hdher liegen aufgrund der Prasenz der Proteine.

b) Die Formel 1-1 ist genau genommen nur fur Abstande bis 3 nm fur
Doppelschichten oder Membranen gultig. Oberhalb 3 nm ist A nicht langer
konstant sondern wird kleiner mit steigendem Abstand D aufgrund der
Retardation und der endlichen Dicke der Membran und ist bei 10 nm nur noch
halb so grofR3.

c) In der Anwesenheit eines Elektrolyten ist eine Abnahme von A zu beobachten,
wobei mit zunehmender Salzkonzentration A weiter abnimmt.



Insgesamt ist die van-der-Waals Wechselwirkung zwischen Doppelschichten und
Mebranen relativ gering und hat eine Reichweite von bis zu 15 nm. Daruber hinaus
hat sie keinen wirklichen Einfluss mehr.

1.1.3.2 Elektrostatische Wechselwirkungen

Die DoppelschichtabstolBung reagiert im Gegensatz zu den van-der-Waals
Wechselwirkungen sehr viel sensitiver auf die Art und Konzentration des Elektrolyten,
auf den pH-Wert und auf die Oberflachenladungsdichte. Eine Beschreibung, welche
naherungsweise die Freie Energie der Wechselwirkungen pro Einheitsflache
beschreibt, beinhaltet die Doppelschichtwechselwirkung zwischen zwei Oberflachen
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Wie Eingangs beschrieben bilden diese beiden Wechselwirkungen die Basis fur die
sogenannten DLVO-Theorie. In Abbildung 1-5 sind die Wechselwirkungen zwischen
negativ geladenen Doppelschichten aus Distearoyl-Phosphatidylglycerol (DSPG) in
wassrigen Elektrolytldsungen aus NaCl und CaCl, dargestellt.

Ganz generell wird die repulsive Wechselwirkung zwischen den Doppelschichten
kleiner bei steigender lonenkonzentration. Im Falle des Calciums bindet diese starker
an die negativ geladenen Phosphatgruppen, so dass die Gesamtladung der
Doppelschichten abnimmt.

Abbildung 1-5 Gemessenen repulsive Wechselwirkungen zwischen zwei
DSPG Doppelschichten in verschiedenen Elektrolytlésungen. Die
durchaezoaenen Linien sind nach der DLVO-Theorie berechnet (A = 6*102))



1.1.3.3 Hydratationswechselwirkungen

Repulsive  Hydratationswechselwirkungen entstehen immer dann, wenn
Wassermolekule stark an hydrophile Oberflachengruppen gebunden sind und diese
bei einer Annaherung zweier Oberflachen mit Energieaufwand entfernt werden
mussen. Diese Hydratationskrafte oszillieren mit der Distanz zwischen zei kristallinen
Oberflachen (vergleiche dazu die Vorlesung “Flissigkeiten IV (Confined Liquids)“) mit
einer Frequenz von etwa 0,25nm. Zwischen Doppelschichten kann dieses
,Layering“ nicht beobachtet werden, da

a) die Kopfgruppen rau in der Grofdenordnung der Wassermolekule sind und

b) die Oberflache normalerweise eine thermische Mobilitat aufweist und somit

eine sterische Repulsion begrindet.

Konsequenterweise kann man deshalb nur die monotone Komponente der
repulsiven Wechselwirkungen beobachten.®
Die Reichweite dieser sterischen Hydratationswechselwirkungen betragt etwa 1 — 3
nm, unterhalb derer sie in etwa exponentiell anwachsen. ' Diese sterischen
Hydratationswechselwirkungen sind bei kleinen Abstanden dominierend gegenlber
den DLVO Wechselwirkungen und verhindern eine Vereinigung in einem ersten
Minimum der Doppelschichten, Vesikeln und Membranen. Diese Wechselwirkungen
sind also verantwortlich fur die Verhinderung der Adhasion bzw. Aggregation von
Doppelschichten oder Vesikeln aus ungeladenen Lipiden wie etwa Lecithin.
FUr eine genauere Betrachtung der Hydratationswechelwirkungen und ihrer
Limitierungen wird der Israelachvili Kapitel 13, 18.4 und 18.5 empfohlen.

1.1.3.4 Sterische Wechselwirkungen

Vier verschiedene Arten repulsiver sterischer Wechselwirkungen konnen zwischen
Doppelschichten unabhangig vom Ldsemittel beschrieben werden: Die
Wellenbewegungswechselwirkung (Engl: Undulation force, die Wellenbewegung
beruht hier auf der Verbiegung der Oberflache senkrecht zu derselben), die
peristaltische Wechselwirkung (Engl: Peristaltic Force, im Unterschied zu vorher
beruht die Bewegung der Membran auf der deren Elastizitat entlang der
Membranoberfache), die Wechselwirkung zwischen Vorspriangen (Engl: Protrusion
force, hier sind Wechselwirkungen zwischen Erhebungen in einer Membran gemeint,
wie sie etwa durch Phasenseparation amphiphiler Moleklle mit speziellen v/agl; in
einer Membran oder durch eingebaute Proteine (siehe dazu Abbildung 1-3 und
Abbildung 1-4) zustande kommen kénnen) und die sterische Uberlappung zwischen
auf der Oberflache verankerten Polymerketten oder Kopfgruppen (im Englischen
auch als Headgroup Overlap bekannt, einer Wechselwirkung, die auf der relativen
Grolle der Kopfgruppen im Falle der Phospholide (Phosphateinheit verknupft mit
polaren Rest) bzw. der Glycolipide (Ein oder mehrere Zuckereinheiten als hydrophile
Kopfgruppe) beruht.

Alle diese Wechselwirkungen lassen sich jeweils wie folgt naherungsweise
beschreiben:
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Mit k, = dem Biegemodul (siehe Kapitel 3.8. ,Krimmungselastizitat von

Doppelschichten und Membranen®), ko = dem Flachenexpansionsmodul, T = der
Anzahl der Vorspringe pro Einheitsflache, o, = der Protrusionsenergie (ein
Wechselwirkungsparameter) in der GréRenordnung von 1,510"'Jm™ (einkettige
Amphiphile) und 5*10™"Jm™ (zweikettige Amphiphile) liegt, und L = effektive Dicke
der fluktuierenden Kopfgruppenregion ist.

Von diesen vier verschiedenen Kraften hat nur die Wellenbewegungswechselwirkung
unendliche Reichweite, die drei anderen dagegen gehen sehr schnell gegen Null,
wenn sie eine bestimmte Reichweite, Ublicherweise die Lange des Lipidmolekils,
erreicht haben.
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gezeigt. Bertcksichtigt wurde typische Werte fir eine Phospholipid Doppelschicht mit
einer Hamackerkonstante von A = 5*102" J, einem Biegemodul von k, = 10.19J,
einem Oberflachenexpansionsmodul k, = 150 mJm™, einer Protrusionsenergie o, =
2,5*10""Jm™ (korrespondierend zu einem A ~ 0,17 nm) und einer Dicke der
fluktuierenden Kopfgruppenregion L = 0,8 nm (korrespondierend zu einem A ~ 0,25
nm). Die hervorgehobene Flache die Limits der repulsiven Wechselwirkungen
gemessen zwischen Eierlecithindoppelschichten.'"'>'® Doppelschichten, welche aus
Lipiden mit rein gesattigten hydrophoben Ketten bestehen weisen generell kirzere
Reichweiten der repulsiven Wechselwirkungen auf.

FUr eine genauere Betrachtung der sterischen Wechelwirkungen und ihrer
Limitierungen wird der Israelachvili Kapitel 14 und 18.6 empfohlen.

1.1.3.5 Hydrophobe Wechselwirkungen

Hydrophobe Wechselwirkungen zum Beispiel zwischen Kohlenwasserstoffmolektlen
oder Oberflachen in Wasser weisen erstaunlich lange Reichweiten auf und sind
deutlich starker als van-der-Waals Wechselwirkungen bei kleinen Abstanden. Im
Falle der freien optimal angeordneten Doppelschicht werden die hydrophoben Ketten
der Amphiphilen durch die hydrophilen Kopfgruppen vom Wasser abgeschirmt, so
dass die hydrophoben
Wechselwirkungen keinen val '
Beitrag leisten. Wirkt jedoch

eine aulere Kraft auf die
Doppelschicht ein und 3=
expandiert die Doppelschicht
dabei lateral, so kommt das
hydrophobe Areal der
Doppelschicht in Kontakt mit
der wassrigen Phase und die
hydrophoben
Wechselwirkungen fangen an
zu wirken.

Abbildung 1-7 zeigt die
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Kohlenwasserstoffketten  in  Abbildung 1-7 Wechselwirkung zwischen DLPC und DMPC
Kontakt mit dem wassrigen  Schichten als Funktion abnehmender Doppelschichtdicke

Medium kommen. (dquivalent zu steigender KopfgruppengroRe
Interessanterweise reicht

bereits eine geringe VergroRerung der Kopfgruppenflache um wenige Prozent, um
die attraktiven Wechselwirkungen deutlich zu zeigen.

Fur weitergehende Betrachtungen sei der Israelachvili Kapitel 13.6 und Kapitel 18.7
empfohlen.



1.1.3.6 Spezifische Wechselwirkungen

Nach der Betrachtung der unspezifischen Wechselwirkungen sollen nun die nicht
kovalenten Wechselwirkungen mit starken attraktiven Wechselwirkungen naher
betrachtet werden. Diese werden haufig als spezifisch bezeichnet, obwohl eine
solche Klassifizierung gewisse Schwierigkeiten beinhaltet.

1.1.3.6.1 Elektrostatische Wechselwirkungen

Einige elektrostatische Wechselwirkungen sind ungewodhnlich stark, z.B. die
Adhasion von Phosphatidylserin Doppelschichten in Gegenwart von Ca®* ionen.
Auch konnen einige zweiwertige lonen Konformations-, Konfigurations oder
Konstitutionsanderungen in Proteinen oder Membranen bewirken. Solche
Wechselwirkungen werden teilweise als spezifische Wechselwirkungen bezeichnet,
da sie z.T. deutlich starkere attraktive Wechselwirkungen als durch reine
elektrostatische Wechselwirkung erklarbar sind aufweisen.

1.1.3.6.2 Verbrickung

Polymerbricken zwischen zwei Oberflachen kdnnen eine effektive attraktive
Verbrickung bilden. Solche Verbrickungen sind zum Beispiel dafur verantwortlich,
dass Myelinmembranen verbunden sind, so dass diese sich nicht zu weit voneinader
entfernen kénnen.'

1.1.3.6.3 Schltssel-Schlol oder Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen

In vielen biologischen 5 ﬁ% w g% ﬂ
Wechselwirkungen spielen i-# b4 ﬁmw - *.* 3s
e Ligand =¥ AN AN

R AN

immunologische Erkennung
(Ligand-Rezeptor

Wechselwirkung) eine wichtige (5)
Rolle und Kontakte zwischen
Zellen sind absolut spezifisch
aufgrund der Wechselwirkung
eines speziellen Molekils mit

t

AR

einer Ankerstelle. Schon
Anfang des 20sten
Jahrhunderts postulierte Paul
Ehrlich, dass manche
biologischen Molekule
geometrisch exakt

zusammenpassen, was ihnen
erlaubt, eine sehr stabile rein
mechanische Wechselwirkung

untereinander aufzubauen.
Abbildung 1-8 illustriert einen  Abbildung 1-8 Schematische Darstellung des Schlissel-
solchen Mechanismus  Schlusselloch-mechanismus (hochselktive nichtkovalente

Bindungen)



schematisch, welcher z.B. flr die Wechselwirkung von Biotin (Vitamin H, essentiell
fir den Aufbau der Hornsubstanz Kreatin, das fur die Stabilitdt und Form von Zellen
bendtigt wird und aulerdem Hauptbestandteil von Haaren, Reptilienschuppen,
Federn, Nageln, Klauen, Hérnern und Barten ist) und Avidin (ein in HUhnereiweis
vorkommendes Glykoprotein) eine Bindungsenergie von etwa 35kT pro Bindung
ohne Formation einer kovalenten Bindung aufweist.” Die Natur hat sehr effiziente
Bindungsmechanismen auf der Basis nichtkovalenter Bindungen mit einer Starke im
Bereich kovalenter Bindungen entwickelt, welche mit minimalem Energieaufwand
gedffnet werden kdnnen, etwa durch eine Konformationsanderung des Rezeptors
durch eine pH-Wertanderung.

1.1.3.7 Adhasion

In der Vorlesung ,Flussigkeiten 3 (Benetzungsdynamik, Entnetzung)” wurde die
Young-Drupé Gleichung zur Beschreibung des Verhaltens eines Tropfens einer
Flussigkeit auf einer Oberflache eingefuhrt. Zur Erinnerung:

Formel 1-7 W = y(1-cos®)

mit W als Adhasionsenergie je Einheitsflache, y als Oberflachenspannung der
Flussigkeit und © als Kontaktwinkel.

Eine dem Tropfen auf einer Oberflache ahnliche Deformation findet man auch fur den
Kontakt zweier Vesikel, die Beschreibung hierflir unterscheidet sich aber aufgrund
der Tatsache, dass die
Oberflachenenergie bei
einer reinen Flussigkeit

mit der
Oberflachenspannung vy
gegeben ist, bei
elastischen
Doppelschichten
allerdings diese

Oberflachenenergie vom
Oberflachenexpansions
modul ks und dem
Biegemodul Ko zZu
beschreiben ist. Aus
diesem Grund findet man
im  Gegensatz  zum
Tropfen einer reinen
Flussigkeit, wo eine
Anderung der Oberflache
um AA  zu einer
Anderung der Freien
Energie der Oberflache
um  yAA  fuahrt, far ) i
elastische Membranen  Abbildung 1-9 TEM-Bild der Adhésion zweier Lezithinvesikel:
eine  Anderung  der p=20mM, Ap~10mM, 5=0,52mNm™, W=0,30mJm™ Photo: J.A.N.

Freien Energie  der Zasadzinski




Oberflache Vzka(AA)?/Ao, wobei A, die Oberflache ohne duRere Einfliisse beschreibt.
Des weiteren ist zu beachten, dass ein Vesikel im Gegensatz zu einem
Flussigkeitstropfen kein konstantes Volumen aufweist, da die Membran durch eine
hohe Permeabilitat fir Wasser- und andere kleine Moleklle gekennzeichnet ist, und
somit kein Gleichgewichtszustand des Vesikels auf einer Oberflache beschrieben
werden kann. Das Vesikel kann also einer Erhohung der Energie durch eine
Anderung der GréRe begegnen. Es lassen sich nun zwei Szenarien vorstellen:

Zum einen konnen zwei runde Vesikel im Gleichgewicht in Kontakt zueinander
kommen und deformieren solange, bis die Adhasionsenergie und die elastische
Energie im Gleichgewicht sind. Bleibt das Volumen der Vesikel dabei konstant, so
kann der Kontaktwinkel wie folgt beschrieben werden:

Formel 1-8 2k, (1— coS @) - w

3-cos®

21+ cos©)%(2 - cos@)* -

wobei ® hier der Kontaktwinkel gemessen aullerhalb der Vesikel (siehe Abbildung
1-9) und W die Adhasionsenergie pro Einheitsflache der zwei Oberflachen ist. Noch
zu Bemerken sei, dass fur zwei Vesikel mit dem Gleichgewichtsradius R vor der
Adhasion folgendes gilt:
— Die absolute Adhasionsenergie im Gleichgewicht ist proportional R? im
Gegensatz zu nicht flexiblen Kugeln, wo eine Proportionalitat zu R besteht
— Die Adhasionskraft ist sowohl fir flexible als auch starre Kugeln 2rRW
— Fr typische Werte von k,~100mJmiibersteigt der Kontaktwinkel ® 45° und
die Adhasionsenergie 1mJm™. In diesem Falle wird die absolute Oberflache
jedes Vesikels um mehr als 2% vom Gleichgewichtswert gedehnt. Da typische
Membranen nur 2-4% gedehnt werden kdnnen, ohne dass sie zerreien'®'’
fuhrt eine solche Adhasion zum zerreisen gefolgt von einer Fusion (siehe
Abschnitt 1.1.3.8)

Im zweiten Szenario soll angenommen werden, dass nun im Falle der Adhasion
Wasser aus dem Vesikel herausdringt und somit die laterale Spannung abnimmt.
Befindet sich nur Wasser aul3erhalb und innerhalb der Vesikel, so wirde das Wasser
solange heraus diffundieren, bis die Vesikel kollabieren. Befinden sich aber Salze
oder nicht diffundierende Teilchen in der Losung, so bildet sich ein Gleichgewicht aus,
bei dem der osmotische Druck (AP = ApkT) die Diffusion stoppt und sich im Inneren
des Vesikels die laterale Spannung o der Doppelschicht im Gleichgewicht befindet
(AP(zR?) = (27R)o). Daraus ergibt sich fiir das Gleichgewicht:

Formel 1-9 W =20(1-cos®) = Ap(l-cos ®)RKT

Die steigende Konzentration der gelosten Stoffe innerhalb des Vesikels, Ap, ist direkt
verbunden mit der Volumenanderung des Vesikels definiert durch ©:



( (3-cos®)” ~ 1]
2(L+c0s®)’2(2 - cos©)

Formel 1-10

Ap=p

mit p = der Konzentration zu Beginn. Da Wasser sehr schnell durch Membranen
diffundiert, ist dieser Zusammenhang zur Beschreibung der Adhasion deutlich besser
geeignet und kann zum Beispiel genutzt werden, um die Adhasion der zwei Vesikel
in Abbildung 1-9 zu beschreiben.

Eine genaue Beschreibung der Adhasion ist deutlich komplexer, da auch noch das
Biegemodul k;,, die steigenden hydrophoben Wechselwirkungen bei der lateralen
Expansion der Membran sowie mdgliche Einflisse der wassrigen Lésung auf k, und
in speziellen Fallen auch weitere Wechselwirkungen Berlcksichtigung finden missen.

1.1.3.8 Fusion von Zellen

Sind die Adhasionskrafte zwischen Vesikeln grof3 genug, dann kann es zu einer
Fusion dieser Vesikel kommen. Allerdings sei angemerkt, dass in biologischen
Systemen eine solche Fusion kein normales Ereignis ist; fur spezielle Membranen
kann eine solche Fusion dennoch eine normale Funktion zu bestimmten Zeiten und

- ° Ve o gr.a
Qo o uﬂ
@ . @ — &
: Vesikel Exocytose

Abbildung 1-10 Verschmelzung einer Vesikelmembran mit einer Zellmembran, der VVesikelinhalt wird aus
der Zelle entlassen. Quelle: http://www.egbeck.de/skripten/bs11-18.htm

9 o0 ¢ O 9 2 © 9 s 2 2 =
Q T Q00 o . 'J o a
____ — —
Cﬁaplasma Co (0
Endocytose Endosom ™

Abbildung 1-11 Aufnahme von Stoffen in eine Zelle, bei festen Stoffen spricht man von Phaocytose, bei
fliissigen von Pinocythose. Quelle: http://www.egbeck.de/skripten/bs11-18.htm

an definierten Orten sein, etwa flr synaptische Nerventransmission, Exocytose
(siehe Abbildung 1-10) und Endozythose. Eine solche Vesikelfusion ist mit einer Zeit
von 0,1 bis 1 ms sehr schnell, weswegen eine direkte Beobachtung kaum maoglich ist.



Reine Lipidvesikel sind in Wasser sehr lange stabil (mehrer Monate) kdnnen aber
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Umordnungsmechanismen bei der Fusion sind noch nicht verstanden, so dass auch
noch nicht klar ist, ob es nur einen oder moglicherweise mehrere Wege der
Verschmelzung geben kann.
Generell kann gesagt werden, dass Vesikel fusionieren, wenn bestimmte Faktoren
erfullt sind:
— Vesikel fusionieren madglicherweise aufgrund steigender Adhasionskrafte
zwischen ihnen
— Membranen werden destabilisiert durch Anderungen der ionischen Umgebung,
der Temperatur oder der Packung der Molekule
Eine schematische Darstellung der Fusion zweier Vesikel mit zwei verschiedenen
Endzustanden ist in gezeigt.

Abbildung 1-11 Mdéglicher Weg der Fusion zweier Vesikel gefolgt von der Fission



1.2 Proteine (oder auch Eiweil3e)

1.2.1 Aminoséauren

Proteine sind die
physikalische
Realisierung der
Erbgutinformationen,
welche in den

Sequenzen der DNA
(siehe Abschnitt 1.3)
zu finden sind. Jede
Sequenz beschreibt
dabei eine einzelne
Proteinspezies. Die
Proteine selbst
bestehen aus den
sogenannten
Aminosauren, welche
zum Protein
polymerisiert sind.
Insgesamt sind alle
Proteine aus diesen
20 codierten
verschiedenen
Aminosauren
aufgebaut’, zu denen
noch weitere
Aminosauren
hinzukommen
kdonnen.
Charakteristisch ~ fur
alle Aminosauren ist,
dass es sich um
sogenannte o-
Aminosauren handelt,
bei denen
Aminogruppe  (NHy)
und Carbonsaure
(COOH) am selben
Kohlenstoffatom
gebunden sind. Bis

auf die einfachste
Aminosaure  Glycin
gibt es von alle
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Abbildung 1-12 Strukturformel, Namen und Kiirzel der natiirlichen
Aminosduren. Quelle: http://www.chemie.fu-
berlin.de/chemistry/bio/amino-acids.html

“ Nach neuseten Erkenntnissen sind es 22 natiirliche Aminoséuren, die beiden ,,neuen“ sind Selenocystein und

Pyrrolysin.



Aminosauren zwei Enantiomere, d.h. es gibt Bild und Spiegelbild. Solche Molekile
werden auch als chiral bezeichnet und werden nach einer Regel von Cahn, Ingold
und Prelog (sog. CIP-Konvention) in R und S Kklassifiziert. (Nach der Regel von
Fischer werden diese auch als D und L bezeichnet). Interessanterweise sind in
Proteinen nur sog. proteinogene Aminosauren eingebaut, welche grundsatzlich nur
aus dem L-Enantiomer bestehen.

Die Amiosauren werden oft auch in folgende funf Gruppen klassifiziert:

— hydrophobe, aliphatische Aminosauren (Ala, Val, Leu, lle)

— hydrophobe, aromatische Aminosauren (Phe, Tyr, Trp)

— hydrophile, ungeladen Aminosauren (Ser, Thr, Cys, Met, Asn, Gin)
— hydrophile, saure Aminosauren und (Asp, Glu)

— hydrophile, basische Aminosauren. (His, Lys, Arg)

Die einzelnen Aminosauren sind in einem Protein Uber eine sogenannte
Peptidbindung verknUpft, H o
wobei die Aminogruppe einer Hy o 1 ! (LJ[
Aminoséure mit der e SR
Carbonsauregruppe einer (IL

zweiten Aminosaure kovalent

gebunden sind. In Abbildung R = heliehiger Rest 1
1-14 ist die Bildung eines : . RZ = heliehiger Restz
Peptids aus ) drei 2 Aminosauren l\' R3 = beliehiger Rest 2
verschiedenen Aminosauren H R

gezeigt. Die zugrunde ;-::i |
liegende Reaktion ist eine HaM S
sogenannte Kondensation, H,
also eine T Daetidb
Polymerisationsreaktion, bei Feptidhinclng
welcher Wasser abgespalten + Aminosaure
wird. Die Peptidbindung als

solche ist starr und planar, der 3 Aminosauren l\- H.O
Rest ist allerdings frei um die

jeweiligen infachbindungen H\. ;H‘ H o H~., .rH3
drehbar. HﬂNHGHC—P!I (@—N’#G“c" -4 eto..
Bei der Kondensation vieler “ c!la ‘;-3;"’ | cL_L

Aminosauren zu einem H R M

langen Peptid - spricht man Abbildung 1-13 Kondensation dreier Aminosauren. Quelle:

al{Ch VO”, einem Polypeptld. http://www.merian.fr.ow.schule.de/Beck/skripten/bs11-8.htm
Mittels einer solchen Bindung

konnen kunstlich lange Ketten

von verschiedenen Aminosauren synthetisiert werden, wobei im Gegensatz zur Natur
deutlich mehr Schritte notwendig sind. Ein sehr friher Erfolg der kunstlichen
Synthese eines natirlichen Oligo-Peptids war die Darstellung von Humaninsulin in
Uber 200 Schritten. Insulin besteht aus zwei Peptidketten mit 20 bzw.31 Aminosauren,
welche Uber Disulfidbricken verbunden sind.

Die Unterscheidung zwischen Peptid und Protein ist recht willkurlich, so nennt man
Peptide, die aus maximal 100 Aminosauren bestehen, Di-, Tri-, Oligo- bzw.
Polypeptide. Besteht eine Verbindung aus mehr als 100 Aminosauren, so wird diese
als Protein bezeichnet.
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1.2.2 Struktur der Peptide

Die raumliche Struktur der Peptide ist von wesentlicher Bedeutung fir die
Wirksamkeit und wird in vier Betrachtungsebenen beschrieben:

Als Primarstruktur eines Proteins wird die Abfolge der einzelnen Aminosauren
innerhalb der Polypeptidkette bezeichnet. Vereinfacht gesagt kénnte man sich eine
Kette vorstellen, in der jede Perle eine Aminosaure darstellt (Schreibweise: AS1 —
AS2 — AS3 — AS4 — AS1 — AS1 — AS3 — usw.). Die Primastruktur stellt lediglich die
Aminosaurensequenz, jedoch nicht den raumlichen Aufbau dar. Sie findet demnach
nur fur einfachere Zwecke Verwendung.

Die Kombination der hydrophoben und hydrophilen Einheiten entlang der Kette
macht ein Protein in Wasser zu einer Art Amphiphil. Wie bereits in den
vorhergehenden Abschnitten zu den Amphilen, tendieren auch die Pepetide in
wassriger Losung zur Formation von Strukturen, in denen der Kontakt der
hydrophoben Teile zum Wasser moglichst minimiert und der Kontakt zwischen
Wasser und hydropilen Teilen maximiert wird.

Ein gefaltetes Protein kann deshalb auch als eine Art Einzelmolekilmizelle
verstanden werden. Im Gegensatz zur vorher besprochenen Mizelle aus amphiphilen
Molekulen gibt es flr das Peptid nur eine optimale, wohl definierte Anordnung der
einzelnen Einheiten, die sogenannte native Struktur.

Innerhalb des gefalteten Proteins organisieren sich die einzelnen Einheiten der
Aminosauren in  wiederkehrenden  Strukturen, welche die sogenannte
Sekundarstruktur der Peptide ist. Innerhalb dieser Strukturen sind zwei besonders
haufig vertreten:

— a-Helix: eine rechtshandig gedrehte Spirale mit durchschnittlich 3,6
Aminosaureseitenketten pro Umdrehung. Pro Windung wird so ein Fortschritt
von p = 054 nm (54 A) erzielt. Stabilisiert wird sie durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Carbonylsauerstoff der n-ten und
der Aminogruppe der (n+4)-ten Aminosaure desselben Molekuls (siehe
Abbildung 1-5).

(@)
. Ri R2 R3 R4 R5 R6
H,N- CH-ﬁ-fiJ-CH—(|3|-TIJ-CH-Cﬁ-hf-CH-(lf-fl\l-CH—ﬁ—fiJ-CH-ﬁ-
O H O H O H O H O H O
|310 g T
(b)
Asp
His*
Arg co°
Leu
— Ala
" ro---H-Ny Val

HN

Abbildung 1-14 (a)Stabilisierungsschema bei Protein-Helices. Die haufigste und stabilste Helix ist die
alpha-Helix (dicker roter Pfeil). Alternativen existieren, sind aber seltener (diinne Linien), (b)
Nukleation und Ausbreitung von alpha-Helices. Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Alphal.png




B-Faltblatt: (engl. pleated sheet) hier legen sich Teile der Aminosaurenkette
langs nebeneinander, entweder parallel (gleichsinnig) oder antiparallel
(gegensinnig). Die Struktur wird auch in diesem Fall im Wesentlichen durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert (siehe Abbildung 1-16). Beta-
Faltblatter sind nicht flach, sondern wegen der Anwesenheit von Seitenketten
ziehharmonikadhnlich  (zick-zack-formig) geriffelt (engl. pleated). Dies
ermdglicht es den einzelnen Aminosaureketten, sich dichter nebeneinander zu
legen und die zur Stabilisierung notwendigen Wasserstoffbriicken zu bilden.
Die Wasserstoffbricken kommen in Zweierpaaren im Abstand von 0,7 nm vor,
was im Vergleich zur o-Helix deutlich gestreckt ist. In Proteinstrukturen
werden beta-Faltblatter oft als Pfeile dargestellt. Die einzelnen Atome werden
weggelassen, wenn die Struktur im Vordergrund steht. Proteine mit
Uberwiegender Faltblattstruktur sind z.B. Immunoglubine.

Abbildung 1-15: Struktur eines Peptids in der B-Faltblatt struktur, drei Polypeptidstrédnge sind tber
Wasserstoffbriickenbindungen miteinander gekoppelt. Quelle: R.A.L. Jones ,,Soft Condensed Matter* (2002)

Oxford University Press, New York, USA

Beide Strukturen bilden sich aufgrund der Packung der Peptidkette unabhangig von

der Seitengruppen. Die chemische
Natur der Seitenketten und die
Wechselwirkung zwischen ihnen
beeinflufdt die Stabilitat der
Sekundarstruktur nur gering.

Die Tertiarstruktur ist eine der
Sekundarstruktur Ubergeordnete
raumliche Anordnung der
Polypeptidkette. Sie wird von den

Kraften und Bindungen zwischen den
Resten (d. h. den Seitenketten) der
Aminosauren bestimmt. Als
Bindungskrafte, die diese
dreidimensionale Struktur stabilisieren,

Abbildung 1-16 Schematische Darstellung der
Tertidrstruktur mit verschiedenen Sekundarstrukturen
Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Protein




wirken beispielsweise Disulfidbricken, (kovalente Bindungen zwischen den
Schwefelatomen zweier Cysteinreste) oder vor allem nicht-kovalente
Wechselwirkungen wie die zuvor genannten Wasserstoffbriickenbindungen.
Zusatzlich spielen hydrophobe, ionische und Van-der-Waals-Wechselwirkungen eine
wichtige Rolle. Durch diese Krafte und Bindungen faltet sich das Protein weiter (siehe
Abbildung 1-17).

Viele Proteine mussen sich, um funktionsfahig sein zu koénnen, zu einem
Proteinkomplex zusammenlagern, der so genannten Quartarstruktur. Dabei sind die
einzelnen  Proteine  haufig  durch
Wasserstofforicken und Salzbricken
aber auch durch kovalente Bindungen
miteinander verknupft. Die einzelnen
Untereinheiten eines solchen Komplexes
werden als Protomere bezeichnet. Einige
Protomere konnen ihre Funktion auch als
eigenstandige Proteine besitzen, aber
viele erreichen ihre Funktionalitat nur im
Komplex. Als Beispiel fur aus mehreren
Proteinen zusammengelagerte
Komplexe konnen die Immunglobuline
(Antikdrper) dienen, bei denen jeweils
zwei identische schwere und zwei
identische  leichte  Proteine  Uber

Abb”dungkl'17 SChemaESCQe Darstellung dir insgesamt vier Disulfidbriicken zu einem
Quartdrstruktur mit verschiedenen Tertiarstrukturen . o -
Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Protein ];l}l:gtlonSfahlgen Antlkorper verbunden

1.2.3 Proteinfaltung

Beim Erhitzen einer Lésung globularen Proteins (z.B. in HUhnereiweil} enthalten)
findet man, dass sich bei einer spezifischen Temperatur die kompakte native Struktur
aufgebrochen wird und sich eine deutlich offenere Konformation ausbildet. Dieser
Verlust an Struktur ist gekoppelt mit dem Verlust der biochemischen Aktivitat, so
verliert beispielsweise ein Enzym, dessen Funktion an eine definierte Struktur
gekoppelt ist, seine Wirkung. Dieser Prozess wird auch als Denaturierung bezeichnet,
er findet unter anderem beim Kochen von Eiern statt. Ist die Konzentration der
Proteine niedrig genug, dann kann sich in einigen Fallen das Protein beim Abkuhlen
zuruck in seine native Form falten. In den meisten Fallen (siehe das Fruhstlcksei) ist
der Schritt der Denaturierung allerdings irreversibel.

Im Falle einer reversiblen Denaturierung kann der Ubergang durch vorsichtige
thermodynamische Untersuchungen charakterisiert werden. Dieser Ubergang ist
deutlich ein Ubergang erster Ordnung, vergleichbar dem Schmelzen. Beim
genaueren Betrachten stellt man fest, dass der Ubergang fiir ein einzelnes Molekiil
nicht in einem infinit klein Temperaturbereich liegt sondern vielmehr in einem
endlichen Temperaturintervall. Diese Ubergange kdnnen mit thermodynamischen
Ubergangen von Polymeren verglichen werden, die an anderer Stelle behandelt
werden sollen.



1.2.4 Proteinmissfaltung, Gelierung, Amyloidose’

Wie oben stehend diskutiert, gibt es fur ein Protein genau eine Struktur mit einer wohl
definierten Konformation, bei der die Freie Energie minimal ist. Aber es ist nicht
eindeutig, dass der Zustand niedrigster Freier Energie einer Losung eines Proteins
bei endlicher Konzentration sich aus lauter Proteinmolekilen mit niedrigster Freier
Energie zusammensetzt. Unter Umstanden in denen eine Entfaltung von Proteinen in
endlicher Konzentration erlaubt ist, ist der resultierende Zustand nicht klar definiert
und dem Biochemiker auch als denaturiert bekannt. Wie der Name schon andeutet,
finden sich in diesem Zustand Proteine, die nicht in ihrem nativen Zustand sind und
somit die Proteine ihre natlrliche Aktivitat, so sie auf der korrekten Faltung beruht,
verloren haben.

Diese denaturierten Zustande waren bis vor kurzem nur von wenig Interesse,
sondern zeigten vielmehr an, dass innerhalb des Prozesses etwas schief gelaufen
war und ein nicht nutzbares Produkt erhalten wurde. Allerdings gibt es einige
Prozesse der Natur, die der Mensch sich zunutze macht und die auf dieser
Denaturierung beruhen. So bestent Molke, die nach der Kaseherstellung
verbleibende Flussigkeit, aus einer Losung von globularen Proteinen (z.B.
lactoglobulin), Lactose und Sakzen. Molke kann unter sauren Bedingeungen und bei
hoher Temperatur in eine Art weichen Kase umgesetzt werden (ltalienischer Ricotta
wird auf diese Art hergestellt). Dieses Produkt ist wissenschaftlich auch als heat-set-
gel bezeichnet und beruht auf der Aggregation der einzelnen Partikeln zu einem Gel.
Die einzelnen Partikel wiederum bestehen aus denaturierten globularen Proteinen,
welche Cluster mit recht starker Bindung formen. Diese Cluster sind nicht ohne
Struktur, vielmehr konnte gezeigt werden, dass durch die Denaturierung eine
bestimmte Menge der Proteine zu p-Faltblattern gefalten wurde.

Dieses Thema der Assoziation zwischen Proteinen durch die Formation
intermolekularer  B-Faltblattstrukturen  hat in  jungere  Zeit  verstarkte
Forschungsinteressen geweckt, da sie von wesentlicher Bedeutung fiur die
sogenannten Amyloidose (griechisch: Amyloid = Starkeahnlich) sind. Diese sind eine
wichtige und normalerweise unheilbare Klasse degenerativer Krankheiten (inklusive
Alzheimer, Diabetes 2, BSE und Creuzfeldt-Jakob)). Gemeinsam ist allen diesen
Krankheiten eine steigende Zahl missgefallteter Proteine, welche unlosliche
feinfaserige (Fibrillar) Aggregate bekannt als Amyloide bilden. Bei jeder dieser
Krankheiten ist ein spezielles Protein in die Formation dieser feinen Fasern involviert
und es scheint gewisse Ubereinstimmungen zwischen diesen Proteinen zu geben.
Es wurde z.B. gezeigt, dass andere Proteine, die nicht in solchen Krankheitsbildern
in Erscheinung treten, im Reagenzglas durchaus auch kleine feinfaserige Strukturen
bilden konnen. Strukturelle Untersuchungen der krankheitsauslosenden feinfasrigen
Strukturen ergaben starke Ubereinstimmungen wie eine Stabilisierung  durch
extensive, quasi regulare Formation intermoleklarer B-Faltblatter, bei denen die
Wasserstoffbrickenbindungen parallel zur Faserrichtung angeordnet sind.

Es ist bis jetzt unklar, ob diese Strukturen typisch sind und ob sie thermodynamisch
einen Zustand niedrigster Energie darstellen oder ob es eher eine kinetische
Stabilisierung fur den Aufbau dieser feinfaserigen Strukturen verantwortlich ist.

" Aus: R.A.L. Jones ,,Soft Condensed Matter* (2002) Kapitel 10.4.4. Oxford University Press, New York, USA



1.3 DNA/RNAY

Die DNA ist das wahrscheinlich am meisten bekannte biologische Makromolekdil.
Das Ruckrat eines DNA-Molekuls besteht aus alternierenden Einheiten von Phosphat

Base
Base
0 Base
CH, 0O
/ H
O\P /O /O /CH2
27~ O
O O

Abbildung 1-19 Riickrat der DNA mit alternierenden Phosphat und Zuckereinheiten

und Zuckerdeoxyribose (siehe Abbildung 1-) An jede Zuckereinheit ist eine der vier
mdglichen Basen (Thymin, Cytosin, Adenin und Guanin, haufig auch als T, C, A, G
abgekurzt) gebunden. Die Sequenz, also die Anordnung, dieser Basen entlang des
Ruckrats beinhalten die Information des genetischen Codes (Das Genom), welcher
erlaubt, neue Organsimen zu konstruieren. Etwas genauer betrachtet kodiert die
Basensequenz alle Typen von Proteinen welche der Organsimus synthetisiert.
Die vier Basen
. sind in
Adenine Abbildung 1-20
‘ dargestellt.
Auch wird hier
ein ganz
wichtiges
Merkmal
deutlich,
welchem die
Funktionalitat
der
Nukleinsauren
unterliegen,
ihre starken
und
spezifischen
Wasserstoffbru
ckenbindungen
zwischen den
Basenpaaren
Adenin und
Thymin sowie
Abbildung 1-18 Die vier Basen der DNA als komplementére Paare, Die Linien Cytosin und
deuten das Phosphat-Zucker-Ruickrat der beiden Strange an Guanin. Diese

Spezies formen

* Aus: R.A.L. Jones ,,Soft Condensed Matter* (2002) Kapitel 10.3. Oxford University Press, New York, USA



die sogenannten komplementaren Basenpaare. In der nativen Form der DNA formen
zwei Strange mit komplementarer Basensequenz zusammen die Doppelhelix (siehe
Abbildung 6-21).

Sugar-phosphate
34
nm backbone

Abbildung 1-19 Schematische Darstellung einer DNA Doppelhelix

Die Doppelhelix wird sowohl durch die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den
Basenpaaren als auch durch attraktive Wechselwirkungen zwischen Ubereinander
liegenden Basen stabilisiert. Eine geringe Destabilisierung ist durch die negativ
geladenen Phosphate im Rulckrat der Strange zu erwarten. In wassriger Lésung
anderer lonen ist zu erwarten, dass die Starke der Wechselwirkung durch eine
Anderung der lonenstarke der Lésung beeinflusst werden kann. Die exakte Freie
Energie der Basepaarbildung hangt sowohl davon ab, welches Paar involviert ist und
welche Nachbarn im Strang anzutreffen sind, eine erste Abschatzung ergibt aber bei
Raumtemperatur etwa 6,7 kJmol™, was etwa 3kgT je Basenpaar entspricht. Diese
vergleichbare GroRRe von Paarbildungsenergie und thermische Energie deutet darauf
hin, dass man experimentell einen Ubergang zwischen der Helixform und einer
denaturierten Form beobachten kann. Ein solcher sehr scharfer Ubergang kann
beobachte werden in einem Temperaturbereich von 323K bis 363K, wobei sich die
Strange der Doppelhelix trennen und eine zufallige gewickelte Struktur bilden. Dieser
Ubergang ist sehr vergleichbar mit Ubergadngen, die man fiir bestimmte polymere
Flassigkristalle beobachtet.

Eine DNA Doppelhelix ist eine recht steife Struktur, allerdings ist es aufgrund der
Lange nicht anzunehmen, dass sie in biologischen Zellen als starres Stabchen
vorliegt. Auch der nur kleine Winkel in dem das Molekul gebogen werden kann, reicht
aus, dass die Doppelhelix eine gewickelte Uberstruktur ausbildet. Diese Idee kann
prazesiert werden durch das Modell der sogenannten wurmformigen Kette (,worm-
like structure®), welches hier nur kurz angedeutet werden soll. Wir nehmen an, das
Molekul ist steif mit einem Biegemodul k,. Thermische Fluktuationen des Molekuls
bedeuten einen Verlust Korrelation von Ausrichtung und einer bestimmten
Ausdehnung (persistence length, I;). Fir Langen unterhalb |. ist das Molekul absolut
starr, fur groRere Langenskalen verhalt es sich allerdings wie ein Random Walk mit
einer effektiven Schrittlange deutlich kleiner als die Distanz zwischen zwei
Monomereinheiten (FUr eine genauere Betrachtung sei hier auf R.A.L. Jones ,Soft
Condensed Matter” (2002) Kapitel 5.3.2. Oxford University Press, New York, USA
verwiesen). Diese Theorie zeigt, dass sich fur die Gesamtlange (die Distanz
zwischen beiden Enden) ergibt:

Formel 1-11 <r2> 1L



mit L der absoluten Umrisslange entlang der Kette, welche sich aus der Anzahl der
Monomereinheiten N und der GroRer der Monomereinheiten a zu L=Na
zusammensetzt. Fur die statistische Segmentlange b ergibt sich aus der
Polymerphysik b = \/ITa.

Fur die DNA hangt die persistence length von der lonenstarke des Mediums ab und
liegt fur typische biologische Medien bei etwa |, ~ 60 nm. Der Abstand zwischen zwei
Monomereinheiten hingegen betragt 0,34 nm. Fur eine DNA eines Bakteriums
Escheria Coli (Ein Bakterium, welches im Verdauungstrakt vorkommt, aber auch
Harnwegsinfektionen hervorrufen kann) ist aus etwa 4,7*10° Basenpaare, woraus
sich eine gesamte Umrisslange von 160um und eine Distanz zwischen Anfang und
Ende von 230 nm. Jede Humanzelle enthalt 24 einzelne DNA Molekile (eine je
Chromosom); die groRte hat 280*10° Basen mit
einer Umrisslange von 95mm und einer Distanz
von 75um.

Die GroRe (verglichen mit normalen molekularen
Standart) der DNA Molekule hat eine ganze Reihe
interessanter Konsequenzen, von denen hier zwei
aufgefuhrt werden sollen:

— Einzelne DNA Moleklile konnen leicht
mittels optischer Mikroskopie sichtbar
gemacht werden, wenn sie mit
fluoreszierenden Molekulen oder
Halbleiternanokristallen markiert werden.
Die Singer Gruppe am Albert Einstein
College berichteten von dem Einsatz
multipler Fluoreszenzmarkern zur
simultanen Beobachtung der Aktivitat 10
individueller Gene in einer lebenden Zelle.
Insgesamt vier fluoreszierenden Materialien
(CY3, CY3.5, CY5 und FITC) mit NHS
Estergruppen, welche an
Aminoderivatisierten  Thymidinresten an
DNA Proben angebracht wurden, wurden
eingesetzt. Durch die Nutzung dieser . .
Kombination dieser multiplen Marker, kann Qgrbk'ilgrl:?ﬁitl'\fgimgem:emIe
ein ,Barcode”, welcher die Identifikation  fiyoreszierenden Materialien. Quelle:®
jedes einzelnen Gens ermdglicht, erstellt
werden.®

— Im Gegensatz zu den relativ kurzen DNA Molekule eines Bakteriums, welche
sich in den Dimensionen einer Zelle anordnen koénnen, sind die DNA Molekule
der eukaryotischen Organismen (alle Lebewesen mit Zellkern und Cytoskelett:
Pilze, Pflanzen, Tiere) viel zu grof3 sich in einer Zelle in seiner zufalligen
geroliten Form anzuordnen. Stattdessen mussen sich die DNA Molekile
packen und mit einer Reihe an Proteinen eine komplexe, hierachisch
strukturierte geblindelte Form bilden, das Chromosom.

Auf die genaue Packung soll hier nicht eingegangen werden. Allerdings kann hier
kurz auf die Kondensation von den DNA Molekilen zu den Chromosomen
anzudeuten. Diese Kondensation kann in funf Schritte unterteilt werden (siehe
Abbildung 1-23):
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DNA-Doppelhelix

Chromatinstrang (DNA mit Histonen)

Kondensiertes Chromatin wahrend der Interphase mit Centromer
Kondensiertes Chromatin wahrend der Prophase (nun aus zwei Chromatiden
bestehend, weil sich die DNA verdoppelt hat)

Metaphasechromosom (Zwei-Chromatiden-Chromosom)

@ ® O,

Abbildung 1-22 Verschiedene Phasen der Chromosomenkondensation. Quelle:
http://de.wikipedia.org/wiki/Chromosom

Chromosomen sind hochgradig strukturiert (Abbildung 1-24). So liegen Gene mit
ahnlicher Funktion im Chromosom haufig nebeneinander. Das ist bei einem linearen

Chromatinfaden nicht der Fall. Die Chromosomen
besitzen eine primare Einschnurungsstelle, das
Centromer. Durch diese wird das Chromosom in
zwei meist unterschiedlich lange Arme (Schenkel)
unterteilt. Der kurze Arm eines Chromosoms kann
bei Satellitenchromosomen (SAT-Chromosomen)
durch einen Satelliten verlangert sein. Die DNA-
Abschnitte in diesem Bereich kodieren fir die
ribosomale RNA. Die Enden des Chromosoms
werden als Telomere bezeichnet. Dort wird die
DNA bei jedem Teilungsvorgang ein wenig kurzer

und

Alterungsprozessen eine wichtige Rolle. Neben
Centromer und Telomer sind ARS-Elemente
(autonom replizierende sequenzen) essentielle

0,2-20pm

die Telomere spielen daher Dbei

Abbildung 1-21 Chromosom. Quelle:

BeSt_and.te"e eines Chromospms, die eine i/ wikipedia.org/wiki/Chromosom
Replikation des Chromosoms in der Zelle erst
ermoglichen.

1.

2.

> w

Chromatid (Chromatide). Eines der beiden identischen Teile des
Chromosoms.

Centromer. Der Punkt, an dem sich die beiden Chromatiden berthren, und an
dem die Mikrotubuli ansetzen.

Kurzer Arm.

Langer Arm.



1.4 Aufbau einer biologischen Zelle®

Hier soll nun nur ganz kurz abschlieRend der Aufbau einer tierischen Zelle gezeigt
werden, welche im wesentlichen aus den drei vorher besprochenen biologischen
Materialien — Membran, Protein, DNA — besteht. Nicht erwahnt, aber trotzdem von
hoher bedeutung sind die Polysacharide, also Polymer aus Zuckermolekuilen, wie
etwa Starke, welche zum Beispiel in Pflanzen zu Zellwanden verbaut werden, was
ihnen die strukturelle Stabilitat gibt. In tierischen Zellen dienen diese unter anderem
dem Aufbau von sogenannten Glycoproteiden udnauch als Energielieferant.

B
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Abbildung 1-23 Schematischer Aufbau einer tierischen Zelle. Quelle:
http://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29

Generell ist die Zelle aus den folgenden Teilen aufgebaut:

1.

Nukleolus: Im Bereich eines Nucleolus liegen besondere Abschnitte der
DNA mehrerer Chromosomen, die als Nucleolus-Organisator-Regionen
(NOR) bezeichnet werden. Sie enthalten die Information flir die
Synthese von ribosomaler RNA, die in der Nucleolus-Region gebildet
wird

2. Zellkkern (Nukleus): In ihm liegt das Erbgut der Zelle, die
Desoxyribonukleinsdure (DNA), zu Chromatin verpackt, vor. Der
Zellkern kann als Steuerzentrum der Zelle verstanden werden.

3. Ribosomen: Protein-RNA-Komplexe, die im Cytoplasma der Zelle
vorkommen. lhre Aufgabe ist es, aus der Sequenzinformation der DNA
Uber die mRNA das Protein herzustellen. Dieser Prozess wird
Proteinbiosynthese oder Translation genannt.

4. Vesikel

¥ Dieses Kapitel wurde http:/de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29 sowie darin verlinkten Seiten

entnommen




. Raues Endoplasmatisches Reticulum (ER): Die Membran des ER
ahnelt in Struktur und Zusammensetzung der Plasmamembran, obwonhl
sie eine Erweiterung der Kernmembran ist. Am und im ER finden
Translation, Proteinfaltung, posttranslationale Modifikationen von
Proteinen und Proteintransport von Transmembranproteinen und
sekretorischen Proteinen (— Exocytose) statt. Aulierdem dient das ER
als intrazellularer Kalzium-Speicher und hat damit eine Schltsselrolle in
der Signaltransduktion.

. Golgi-Apparat: Als Golgi-Apparat, benannt nach dem italienischen
Wissenschaftler Camillo Golgi (1844-1926), bezeichnet man die
Gesamtheit aller Dictyosomen in einer Zelle. Diese bestehen aus einem
Stapel von mehreren Cisternen - flachen, glatten, von einer
Biomembran umschlossenen Strukturen, in deren Innerem Oligo- und
Polysaccharidketten an Proteine geheftet werden konnen und die an
ihrem auBeren Ende Golgi-Vesikel abschniren. Diese Blaschen dienen
dazu, die vom endoplasmatisches Retikulum Ubernommenen
(modifizierten) Proteine aus der Zelle auszuschleusen

Mikrotubuli sind kleine, rohrenformige Gebilde in Zellen, die aus
polymerisiertem Tubulin gebildet werden. Die Durchmesser solcher
Mikrotubuli variieren zwischen 15 und 25 Nanometer.

— Sie bilden fir viele Einzeller die Geil3el, wobei man von einem
9*2+2 Aufbau spricht, da 2 Zentraltubuli immer von 9
Doppelmikrotubuli (Mikrotubulus A+B) umrahmt werden

— Sie haben die Aufgabe, bei der Zellteilung die Chromatiden zu
den Polen der Zelle zu ziehen

— Sie transportieren Vesikel und Granula durch die Zellen. Dies
geschieht mit Hilfe von Motorproteinen wie Dynein und Kinesin

— Sie bilden ein Gerust, um die Form der Zellen zu wahren

. Glattes ER.

. Mitochondrien: Ein Mitochondrium (auch: "Mitochondrion", Plural:
Mitochondrien) ist ein von einer Doppelmembran umschlossenes
Organell, das als "Kraftwerk" der eukaryontischen Zelle fungiert. Die
Hauptfunktion des Mitochondriums ist es, im Rahmen der Zellatmung
unter Sauerstoff-Verbrauch ATP, die universelle Energiewahrung der
Zelle, herzustellen. Mitochondrien kommen verteilt im Cytosol der
meisten Eukaryoten vor. lhre Grole betragt meist etwa 1 bis 10um in
der Lange

10.Lysosom: Lysosomen sind winzige, von einer Membran umschlossene

Zellorganellen in Eukaryoten. Die Blaschen werden vom Golgi-Apparat
gebildet und enthalten hydrolytische Enzyme und Phosphatasen. lhre
Hauptfunktion besteht darin, aufgenommene Fremdstoffe mittels der in
ihnen enthaltenen Enzyme zu verdauen

11. Zytoplasma: Das Cytoplasma ist der gesamte lebende Inhalt einer

Zelle, ausgenommen des Zellkerns. Es wird nach aul3en hin von der
Zellmembran umschlossen

12.Microbody: Microbodies sind Mikrokdrperchen, zu denen auch die

Peroxisomen gehoren. Die Microbodies der Leberzellen sowie anderer
tierischer Gewebe, aber auch der Hefezellen, werden einfach
Peroxisomen genannt, wahrend die in den Blattzellen von C3-Pflanzen
vorkommenden Microbodies Blatt-Peroxisomen genannt werden. In



fetthaltigen Samen werden die Microbodies Glyoxisomen genannt,
deren Vorkommen durch den Glyoxylat-Zyklus charakteristisch ist
13.Zentriolen: Als Centriole (auch Zentriole oder Zentralkdrperchen)
bezeichnet man ein Zellkdrperchen (Organell), das an der Organisation
des Chromatins beteiligt ist und eine wichtige Rolle bei der mitotischen
Zellteilung spielt, da es an der Bildung des Spindelapparats beteiligt ist.
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