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Biologie und der medizinischen
Molekularbiologie

Biologie, Studium der Lebewesen und ihrer lebenswichtigen Prozesse. Das
Gebiet befasst sich mit allen physikalisch-chemischen Aspekten des Lebens.
Die moderne Tendenz zur interdisziplinaren Forschung und zur Vereinigung
wissenschaftlicher Erkenntnisse und Untersuchungen aus verschiedenen
Bereichen hat zu einer erheblichen Uberschneidung des Fachgebiets Biologie
mit anderen wissenschaftlichen Disziplinen gefuhrt. Das Konzept der
Homoostase, dass Lebewesen eine konstante innere Umgebung
aufrechterhalten, wurde erstmals im 19. Jahrhundert vom franzdsischen
Physiologen Claude Bernard vorgeschlagen, der feststellte, dass ,alle
lebenswichtigen Mechanismen, so unterschiedlich sie auch sind, nur ein Ziel
haben: die Erhaltung konstanter Bedingungen des Lebens". RT-PCR kann
verwendet werden, um genetische Krankheiten wie das Lesch-Nyhan-Syndrom
zu diagnostizieren. Diese genetische Erkrankung wird durch eine Fehlfunktion
des HPRT1-Gens verursacht, die klinisch zum tddlichen Harnsaurestein und
gichtéhnlichen Symptomen fuhrt. Die Analyse einer schwangeren Mutter und
eines Fotus auf mRNA-Expressionsniveaus von HPRT1 wird zeigen, ob die
Mutter Tragerin ist und ob der Fétus wahrscheinlich das Lesch-Nyhan-Syndrom
entwickeln wird.
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amerikanischen GUIDY the World Investment Commission in

America erhilt.

Vorwort

Biologie, Studium der Lebewesen und ihrer Lebensprozesse.
Das Fachgebiet befasst sich mit allen physikalisch-chemischen
Aspekten des Lebens. Die moderne Tendenz zur interdisziplindren
Forschung und zur Vereinheitlichung wissenschaftlicher
Erkenntnisse und Untersuchungen aus verschiedenen Bereichen
hat zu erheblichen Uberschneidungen des Fachs Biologie mit

anderen wissenschaftlichen Disziplinen gefiihrt.

Das Konzept der Homdgostase, das besagt, dass Lebewesen ein
konstantes inneres Milieu aufrechterhalten, wurde erstmals im 19.
Jahrhundert von dem_franzosischen Physiologen Claude Bernard
vorgeschlagen, der feststellte, dass "alle Ilebenswichtigen
Mechanismen, so unterschiedlich sie auch sein mogen, nur ein Ziel

haben: die Lebensbedingungen konstant zu halten".

RT-PCR kann zur Diagnose von Erbkrankheiten wie dem Lesch-
Nyhan-Syndrom verwendet werden. Diese Erbkrankheit wird
durch eine Fehlfunktion im HPRT1-Gen verursacht, die klinisch zu
einem todlichen Harnsdurestein und gichtdhnlichen Symptomen
fithrt. Die Analyse der mRNA-Expressionswerte von HPRT1 bei

einer schwangeren Mutter und einem Fotus gibt Aufschluss
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dartiber, ob die Mutter Tragerin ist und ob der F6tus wahrscheinlich
das Lesch-Nyhan-Syndrom entwickeln wird. Krebserkennung
Wissenschaftler arbeiten an Moglichkeiten, RT-PCR bei der
Krebserkennung einzusetzen, um die Prognose zu verbessern und
das Ansprechen auf eine Therapie zu iiberwachen. Zirkulierende
Tumorzellen produzieren je nach Art des Krebses einzigartige
mRNA-Transkripte. Ziel ist es, herauszufinden, welche mRNA -
Transkripte als beste Biomarker fiir einen bestimmten Krebszelltyp
dienen, und dann deren Expressionsniveau mit RT-PCR zu

analysieren.



Willkommen bei Biologie

1-Biologie

Biologie, Studium der Lebewesen und ihrer Lebensprozesse. Das
Fachgebiet befasst sich mit allen physikalisch-chemischen
Aspekten des Lebens. Die modeme Tendenz zur
fachertibergreifenden Forschung und zur Vereinheitlichung
wissenschaftlicher Erkenntnisse und Untersuchungen aus
verschiedenen Bereichen hat zu erheblichen Uberschneidungen
zwischen der Biologie und anderen wissenschaftlichen Disziplinen
gefiihrt. Moderne Prinzipien aus anderen Bereichen, wie z. B. der
Chemie, Medizin und Physik, werden mit denen der Biologie in

Bereichen wie Biochemie, Biomedizin und Biophysik integriert.

Die Biologie ist zur Vereinfachung des Studiums in verschiedene
Zweige unterteilt, obwohl alle Unterteilungen durch grundlegende
Prinzipien miteinander verbunden sind. So ist es zwar tiblich, das
Studium der Pflanzen (Botanik) von dem der Tiere (Zoologie) und
das Studium der Struktur der Organismen (Morphologie) von dem
der Funktion (Physiologie) zu trennen, doch haben alle Lebewesen
bestimmte biologische Phédnomene gemeinsam, z. B. die
verschiedenen Arten der Fortpflanzung, die Zellteilung und die

Ubertragung von genetischem Material.



Biologie ist die wissenschaftliche Erforschung des Lebens. Es
handelt sich um eine Naturwissenschaft mit einem breiten
Spektrum, die jedoch mehrere Themen vereint, die sie als ein
einziges, kohédrentes Gebiet zusammenhalten. So bestehen
beispielsweise alle Organismen aus Zellen, die die in den Genen
kodierte Erbinformation verarbeiten, die an kiinftige Generationen
weitergegeben werden kann. Ein weiteres wichtiges Thema ist die
Evolution, die die Einheit und Vielfalt des Lebens erklért.
SchlieBlich bendtigen alle Organismen Energie, um sich
fortzubewegen, zu wachsen und sich fortzupflanzen sowie um ihre

eigene innere Umgebung zu regulieren.

Biologen sind in der Lage, das: Leben auf verschiedenen
Organisationsebenen zu untersuchen. Von der Molekularbiologie
einer Zelle iiber die Anatomie und Physiologie von Pflanzen und
Tieren bis hin zur Evolution von Populationen. Daher gibt es
innerhalb der Biologie mehrere Unterdisziplinen, die jeweils durch
die Art ihrer Forschungsfragen und die von ihnen verwendeten
Werkzeuge definiert sind. Wie andere Wissenschaftler auch,
wenden Biologen die wissenschaftliche Methode an, um
Beobachtungen zu machen, Fragen zu stellen, Hypothesen
aufzustellen, Experimente durchzufiihren und Schlussfolgerungen

uber die Welt um sie herum zu ziehen.

Das Leben auf der Erde, das vor mehr als 3,7 Milliarden Jahren

entstanden ist, ist ungeheuer vielfdltig. Biologen haben versucht,
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die verschiedenen Formen des Lebens zu untersuchen und zu
klassifizieren, von prokaryotischen Organismen wie Archaeen und
Bakterien bis zu eukaryotischen Organismen wie Protisten, Pilzen,
Pflanzen und Tieren. Diese verschiedenen Organismen tragen zur
biologischen Vielfalt eines Okosystems bei, in dem sie spezielle

Rollen im Néhrstoff- und Energiekreislauf spielen.

Die Biologie wird hidufig auf der Grundlage von Ebenen
betrachtet, die sich mit den Grundeinheiten des Lebens befassen.
Auf der Ebene der Molekularbiologie beispielsweise wird das
Leben als eine Manifestation chemischer und energetischer
Umwandlungen betrachtet, die zwischen den zahlreichen
chemischen Bestandteilen eines Organismus stattfinden. Dank der
Entwicklung  immer  leistungsfihigerer —und  préziserer
Laborinstrumente und -techniken ist es moglich, nicht nur die
ultimative physiochemische Organisation (Ultrastruktur) der
Molekiile in der lebenden Materie, sondern auch die Art und
Weise, wie sich die lebende Materie auf molekularer Ebene
reproduziert, zu verstechen und mit hoher Prézision und
Genauigkeit zu definieren. Besonders entscheidend fiir diese
Fortschritte war der Aufstieg der Genomik im spiten 20. und

frithen 21.

Die Zellbiologie ist die Lehre von den Zellen, den grundlegenden
Einheiten von Struktur und Funktion in lebenden Organismen.
Zellen wurden erstmals im 17. Jahrhundert beobachtet, als das
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zusammengesetzte Mikroskop erfunden wurde. Vor dieser Zeit
wurde der einzelne Organismus als Ganzes in einem Bereich
untersucht, der als organismische Biologie bekannt ist; dieser
Forschungsbereich ist nach wie vor ein wichtiger Bestandteil der
biologischen Wissenschaften. Die Populationsbiologie befasst sich
mit Gruppen oder Populationen von Organismen, die ein
bestimmtes Gebiet oder eine bestimmte Region bewohnen. Auf
dieser Ebene werden auch die Rollen untersucht, die bestimmte
Pflanzen- und Tierarten in den komplexen und sich selbst
erhaltenden Wechselbeziehungen zwischen der lebenden und der
nicht lebenden Welt spielen, sowie die Untersuchungen iiber die
baulichen Kontrollen, die diese Beziehungen auf natiirliche Weise
aufrechterhalten. Diese weit gefassten Ebenen - Molekiile, Zellen,
ganze Organismen und -Populationen - konnen fiir die
Untersuchung weiter unterteilt werden, was zu Spezialisierungen
wie Morphologie, Taxonomie, Biophysik, Biochemie, Genetik,
Epigenetik und Okologie fiihrt. Ein Bereich der Biologie kann sich
speziell mit der Untersuchung einer bestimmten Art von
Lebewesen befassen, z. B. das Studium von Vogeln in der
Ornithologie, das Studium von Fischen in der Ichthyologie oder

das Studium von Mikroorganismen in der Mikrobiologie.

Etymologie



Der Begriff Biologie leitet sich von den altgriechischen Wortern
Biog, romanisiert bios, was "Leben" bedeutet, und -Aoyia,
romanisiert -logia, was "Studienrichtung" oder "sprechen"
bedeutet, ab. Daraus ergibt sich das griechische Wort Bioioyia,
romanisiert biologia, mit der Bedeutung "Biologie". Trotzdem gab
es den Begriff fioAoyia als Ganzes im Altgriechischen nicht. Die
ersten, die ihn entlehnten, waren die Englidnder und Franzosen
(biologie). Historisch gesehen gab es im Englischen einen anderen

Begriff fiir Biologie, lifelore; er wird heute selten verwendet.

Die lateinische Form des Begriffs erschien erstmals 1736, als der
schwedische Wissenschaftler Carl Linnaeus (Carl von Linné)
biologi in seiner Bibliotheca Botanica verwendete. Er wurde 1766
in einem Werk mit dem Titel Philosophiae naturalis sive physicae:
tomus III, continens geologian, biologian, phytologian generalis
von Michael Christoph Hanov, einem Schiiler von Christian Wolff,
erneut verwendet. Die erste deutsche Verwendung, Biologie,
erfolgte 1771 in einer Ubersetzung von Linnaeus' Werk. Im Jahr
1797 verwendete Theodor Georg August Roose den Begriff im
Vorwort seines Buches Grundziige der Lehre von der Lebenskraft.
Karl Friedrich Burdach verwendete den Begriff 1800 in einem
engeren Sinne fur das Studium des Menschen aus
morphologischer, physiologischer und psychologischer Sicht
(Propéddeutik zum Studium der gesammelten Heilkunst). Seine

moderne Verwendung fand der Begriff mit der sechsbiandigen
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Abhandlung Biologie, oder Philosophie der lebenden Natur (1802-

22) von Gottfried Reinhold Treviranus, der verkiindete.

Geschichte

Die frithesten Wurzeln der Wissenschaft, zu der auch die Medizin
gehorte, lassen sich bis ins alte Agypten und Mesopotamien
zurtickverfolgen (etwa 3000 bis 1200 v. Chr.). Ihre Beitrige flossen
spiater in die griechische Naturphilosophie des klassischen
Altertums ein und prégten sie. Antike griechische Philosophen wie
Aristoteles (384-322 v. Chr.) trugen wesentlich zur Entwicklung
des biologischen Wissens bei. Seine Werke, wie z. B. die
Geschichte der Tiere, waren besonders wichtig, da sie seine
naturalistischen Neigungen offenbaren, und spétere empirischere
Werke, die sich auf biologische Ursachen und die Vielfalt des
Lebens konzentrierten. . Aristoteles' Nachfolger am Lyzeum,
Theophrastus, verfasste eine Reihe von Biichern iiber Botanik, die
als wichtigster Beitrag der Antike zu den Pflanzenwissenschaften
bis ins Mittelalter hinein erhalten blieben. Zu den Gelehrten der
mittelalterlichen islamischen Welt, die iiber Biologie schrieben,
gehorten al-Jahiz (781-869), Al-Dinawari (828-896), der iiber
Botanik schrieb, und Rhazes (865-925), der iiber Anatomie und
Physiologie schrieb. Die Medizin wurde von islamischen
Gelehrten, die in der Tradition der griechischen Philosophen

arbeiteten, besonders gut studiert, wihrend die Naturgeschichte
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sich stark auf das aristotelische Denken stiitzte, insbesondere bei

der Aufrechterhaltung einer festen Hierarchie des Lebens.

Mit der dramatischen Verbesserung des Mikroskops durch Anton
van Leeuwenhoek begann sich die Biologie schnell zu entwickeln
und zu wachsen. Damals entdeckten die Gelehrten Spermien,
Bakterien, Infusorien und die Vielfalt des mikroskopischen
Lebens. Die Untersuchungen von Jan Swammerdam weckten
neues Interesse an der Entomologie und trugen zur Entwicklung
der grundlegenden Techniken des mikroskopischen Sezierens und

Firbens bei.

Auch die Fortschritte in der Mikroskopie hatten einen
tiefgreifenden Einfluss auf das biologische Denken. Zu Beginn des
19. Jahrhunderts wies eine Reihe von Biologen auf die zentrale
Bedeutung der Zelle hin. Dann, im Jahr 1838, begannen Schleiden

und Schwann damit, die inzwischen universellen Ideen zu férdern:
(1) Die Grundeinheit der Organismen ist die Zelle.

(2) dass ecinzelne Zellen alle Merkmale des Lebens aufweisen,

obwohl sie sich gegen die Vorstellung wandten, dass.

(3) Alle Zellen entstehen durch die Teilung anderer Zellen. Dank
der Arbeiten von Robert Remak und Rudolf Virchow akzeptierten
die meisten Biologen in den 1860er Jahren jedoch alle drei

Grundsétze der so genannten Zelltheorie.
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In der Zwischenzeit riickten Taxonomie und Klassifizierung in
den Fokus der Naturhistoriker. Carl Linnaeus veroftentlichte 1735
eine grundlegende Taxonomie fiir die natiirliche Welt (die seither
in verschiedenen Varianten verwendet wird) und fiihrte in den
1750er Jahren wissenschaftliche Namen fiir alle seine Arten ein.
Georges-Louis Leclerc, Comte de Buffon, betrachtete Arten als
kiinstliche Kategorien und lebende Formen als formbar - er schlug
sogar die Moglichkeit einer gemeinsamen Abstammung vor.
Obwohl er die Evolution ablehnte, ist Buffon eine Schliisselfigur
in der Geschichte des evolutiondren Denkens; seine Arbeit

beeinflusste die Evolutionstheorien von Lamarck und Darwin.

Abbildung (1): Im Jahr 1842 verfasste Charles Darwin seine

erste Skizze von Uber die Entstehung der Arten.

Ernsthaftes evolutiondres Denken hat seinen Ursprung in den
Arbeiten von Jean-Baptiste Lamarck, der als erster eine kohdrente

Evolutionstheorie vorlegte. Er vertrat die Auffassung, dass die
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Evolution das Ergebnis von Umweltbelastungen ist, die auf die
Eigenschaften von Tieren einwirken. Das heif3t, je haufiger und
intensiver ein Organ genutzt wird, desto komplexer und effizienter
wird es, und das Tier passt sich so an seine Umwelt an. Lamarck
glaubte, dass diese erworbenen Eigenschaften dann an die
Nachkommen des Tieres weitergegeben werden konnten, die sie
weiterentwickeln und perfektionieren wiirden. Es war jedoch der
britische Naturforscher Charles Darwin, der den biogeografischen
Ansatz von Humboldt, die uniformitidre Geologie von Lyell, die
Schriften von Malthus iiber das Bevolkerungswachstum sowie
seine eigenen morphologischen Kenntnisse und umfangreichen
Naturbeobachtungen miteinander verband und eine erfolgreichere
Evolutionstheorie auf der Grundlage der natiirlichen Auslese
entwickelte; shnliche Uberlegungen und Beweise fithrten Alfred
Russel Wallace unabhéngig voneinander zu den gleichen
Schlussfolgerungen. Darwins Theorie der Evolution durch
natiirliche Auslese verbreitete sich rasch in der wissenschaftlichen
Gemeinschaft und wurde bald zu einem zentralen Axiom der sich

rasch entwickelnden Wissenschaft der Biologie.

Die Grundlage der modernen Genetik begann mit der Arbeit von
Gregor Mendel, der 1865 seine "Versuche tiber Pflanzenhybriden"
vorlegte,%! vorstellte, in der er die Grundsitze der biologischen
Vererbung darlegte und die als Grundlage fiir die moderne Genetik

diente. Die Bedeutung seiner Arbeit wurde jedoch erst zu Beginn
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des 20. Jahrhunderts erkannt, als die Evolutionstheorie zu einer
einheitlichen Theorie wurde und die moderne Synthese die
darwinistische Evolution mit der klassischen Genetik in Einklang
brachte. In den 1940er und frithen 1950er Jahren wies eine Reihe
von Experimenten von Alfred Hershey und Martha Chase darauf
hin, dass die DNA der Bestandteil der Chromosomen ist, der die
als Gene bekannt gewordenen merkmalsiibertragenden Einheiten
enthélt. Die Konzentration auf neue Arten von Modellorganismen
wie Viren und Bakterien sowie die Entdeckung der
doppelhelikalen Struktur der DNA durch James Watson und
Francis Crick im Jahr 1953 markierten den Ubergang zur Ara der
Molekulargenetik. Von den 1950er Jahren bis heute hat sich die
Biologie im molekularen Bereich erheblich weiterentwickelt. Der
genetische Code wurde von ‘Har Gobind Khorana, Robert W.
Holley und Marshall Warren Nirenberg entschliisselt, nachdem
bekannt wurde, dass die DNA Codons enthilt. SchlieSlich wurde
1990 das Humangenomprojekt mit dem Ziel gestartet, das gesamte
menschliche Genom zu entschliisseln. Dieses Projekt wurde im
Jahr 2003 im Wesentlichen abgeschlossen, wobei weitere
Analysen noch veréffentlicht werden. Das Humangenomprojekt
war der erste Schritt in einem globalen Bestreben, das gesammelte
Wissen der Biologie in eine funktionelle, molekulare Definition
des menschlichen Korpers und der Korper anderer Organismen

einflieen zu lassen.
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Grundbegriffe der Biologie
Biologische Grundsitze
Homéostase

Das Konzept der Homdgostase, das besagt, dass Lebewesen ein
konstantes inneres Milieu aufrechterhalten, wurde erstmals im 19.
Jahrhundert von dem franzosischen Physiologen Claude Bernard
vorgeschlagen, der feststellte, dass '"alle Ilebenswichtigen
Mechanismen, so unterschiedlich sie auch sein mégen, nur ein Ziel

haben: die Lebensbedingungen konstant zu halten".

Nach Bernards urspriinglichem Konzept bezog sich die
Homoostase auf den Kampf eines einzelnen Organismus ums
Uberleben. Spiter wurde das Konzept auf jedes biologische
System ausgedehnt, von der Zelle bis zur gesamten Biosphére, d.

h. auf alle von Lebewesen bewohnten Bereiche der Erde.

Einigkeit

Alle lebenden Organismen haben, ungeachtet ihrer
Einzigartigkeit, = bestimmte  biologische, chemische und
physikalische Merkmale gemeinsam. Alle bestehen beispielsweise

aus Grundeinheiten, die als Zellen bezeichnet werden, und aus
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denselben chemischen Substanzen, die bei einer Analyse
bemerkenswerte Ahnlichkeiten aufweisen, selbst bei so
unterschiedlichen Organismen wie Bakterien und Menschen. Da
die Tatigkeit eines jeden Organismus durch die Art und Weise
bestimmt wird, in der seine Zellen zusammenwirken, und da alle
Zellen in dhnlicher Weise zusammenwirken, ist auch die

grundlegende Funktionsweise aller Organismen ghnlich.

Some typical cells
cell membeane

bacteria cell
{bacis type)

Abbildung (2): Tierische und pflanzliche Zellen enthalten
membrangebundene Organellen, einschliellich eines ausgepriigten
Zellkerns. Im Gegensatz dazu enthalten Bakterienzellen keine

Organellen.

17



Es gibt nicht nur eine Einheit der grundlegenden lebenden
Substanz und der Funktionsweise, sondern auch eine Einheit des
Ursprungs aller lebenden Dinge. Nach einer Theorie, die 1855 von
dem deutschen Pathologen Rudolf Virchow aufgestellt wurde,
"entstehen alle lebenden Zellen aus bereits existierenden lebenden
Zellen". Diese Theorie scheint fiir alle Lebewesen in der heutigen
Zeit unter den bestehenden Umweltbedingungen zuzutreffen.
Wenn jedoch das Leben auf der Erde mehr als einmal in der
Vergangenheit entstanden ist, scheint die Tatsache, dass alle
Organismen eine gleiche Grundstruktur, Zusammensetzung und
Funktion haben, darauf hinzuweisen, dass nur ein urspriinglicher

Typus erfolgreich war.

Ein gemeinsamer Ursprung des Lebens wiirde erkldren, warum
im Menschen oder in Bakterien und in allen Lebensformen
dazwischen dieselbe chemische Substanz, die
Desoxyribonukleinsdure (DNS), in Form von Genen fiir die
Féhigkeit aller lebenden Materie verantwortlich ist, sich exakt zu
replizieren und genetische Informationen von den Eltern auf die
Nachkommen zu iibertragen. AuBlerdem folgen die Mechanismen
fiir diese Ubertragung einem Muster, das bei allen Organismen

gleich ist.

Jedes Mal, wenn ein Gen verdndert wird (eine Mutation), kommt
es zu einer Verdanderung in dem Organismus, der das Gen enthlt.

Dieses universelle Phidnomen fithrt zu den Unterschieden
13



(Variationen) in den Populationen von Organismen, aus denen die
Natur diejenigen zum Uberleben auswihlt, die am besten in der
Lage sind, mit den sich é&ndernden Umweltbedingungen

zurechtzukommen.

Entwicklung

Ein zentrales Konzept in der Biologie ist, dass sich das Leben
durch Evolution verdndert und weiterentwickelt, d. h. durch die
Verdnderung der vererbbaren Merkmale von Populationen tiber
aufeinanderfolgende Generationen. Die ‘Evolution wird heute
verwendet, um die grofe Vielfalt‘des Lebens auf der Erde zu
erkldaren. Der Begrift Evolution wurde 1809 von Jean-Baptiste de
Lamarck in das wissenschaftliche Lexikon aufgenommen, und
fiinfzig Jahre spidter formulierten Charles Darwin und Alfred
Russel Wallace die Theorie der Evolution durch natiirliche
Selektion. Nach dieser Theorie unterscheiden sich die Individuen
hinsichtlich ihrer vererbbaren Merkmale voneinander, was zu
unterschiedlichen Uberlebens- und Reproduktionsraten fiihrt.
Infolgedessen werden Merkmale, die besser an die Umwelt
angepasst sind, mit groBerer Wahrscheinlichkeit an die
nachfolgenden Generationen weitergegeben. Darwin kannte
Mendels Arbeit iiber die Vererbung nicht, und so war der genaue

Mechanismus der Vererbung, der der natiirlichen Auslese
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zugrunde liegt, bis zum Beginn des 20. Jahrhunderts nicht gut
verstanden, als die moderne Synthese die darwinistische Evolution
mit der klassischen Genetik in Einklang brachte, wodurch eine
neodarwinistische Perspektive der Evolution durch natiirliche
Auslese geschaffen wurde. Nach dieser Sichtweise findet
Evolution statt, wenn sich die Allelhdufigkeiten in einer Population
von sich kreuzenden Organismen verdndern. Wenn es keinen
evolutiondren Prozess gibt, der auf eine grofe Population mit
zufilliger Paarung einwirkt, bleiben die Allelfrequenzen tber
Generationen hinweg konstant, wie es das Hardy-Weinberg-

Prinzip beschreibt.

Ein weiterer Prozess, der die Evolution vorantreibt, ist die
genetische Drift, d. h. die zufilligen Schwankungen der
Allelhdufigkeiten innerhalb einer Population von einer Generation
zur néchsten. Bei .~ fehlenden oder relativ schwachen
Selektionskriften ist es gleich wahrscheinlich, dass die
Allelfrequenzen in jeder nachfolgenden Generation nach oben oder
unten driften, da die Allele einem Stichprobenfehler unterliegen.
Diese Drift kommt zum Stillstand, wenn ein Allel schliefllich
fixiert wird, indem es entweder aus der Population verschwindet
oder die anderen Allele vollstdndig verdrangt. Die genetische Drift
kann daher einige Allele allein durch Zufall aus einer Population

eliminieren.
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In seiner Theorie der natiirlichen Selektion, auf die spater noch
ndher eingegangen wird, schlug Charles Darwin vor, dass das
"Uberleben des Stirkeren" die Grundlage fiir die organische
Evolution (die Verdnderung von Lebewesen im Laufe der Zeit) ist.
Die Evolution selbst ist ein biologisches Phidnomen, das allen
Lebewesen gemeinsam ist, auch wenn es zu deren Unterschieden
gefiihrt hat. Beweise flir die Evolutionstheorie stammen in erster
Linie aus dem Fossilienbestand, aus vergleichenden Studien von
Struktur und Funktion, aus Studien der embryologischen
Entwicklung und aus Studien von DNA wund RNA

(Ribonukleinséure).

Mutation creates
variation

Unfavorable mutations
selected against

Reproduction and
mutation occur

Favorable mutations
more likely to survive

... and reproduce
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Abbildung (3): Mutation fiihrt zu Variation.

Vielfalt

Trotz der grundlegenden biologischen, chemischen und
physikalischen Ahnlichkeiten aller Lebewesen gibt es eine Vielfalt
des Lebens nicht nur unter und zwischen den Arten, sondern auch
innerhalb jeder natiirlichen Population. Das Phdnomen der Vielfalt
wird schon seit langem erforscht, weil so viele der in der Natur
vorkommenden Variationen fiir das Auge sichtbar sind. Die
Tatsache, dass sich Organismen in prihistorischer Zeit verandert
haben und dass sich stdndig neue Variationen entwickeln, l4sst sich
sowohl durch paldontologische 'Aufzeichnungen als auch durch
Zuchtungsversuche im Labor belegen. Lange nachdem Darwin von
der Existenz von Variationen ausging, entdeckten Biologen, dass
sie durch eine Verdnderung des genetischen Materials (DNA)
verursacht werden. Bei dieser Verdnderung kann es sich um eine
geringfiigige Anderung der Abfolge der DNA-Bestandteile
(Nukleotide) handeln, um eine groflere Verdnderung, wie z. B. eine
strukturelle Verinderung eines Chromosoms, oder um eine
vollstandige Verdnderung der Anzahl der Chromosomen. In jedem
Fall manifestiert sich eine Verdanderung des genetischen Materials
in den Fortpflanzungszellen als eine Art strukturelle oder

chemische Veridnderung bei den Nachkommen. Die Folgen einer
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solchen Mutation hingen von der Interaktion des mutierten

Nachkommens mit seiner Umwelt ab.

Es wurde vermutet, dass die sexuelle Fortpflanzung die
vorherrschende Fortpflanzungsart unter den Organismen wurde,
weil sie den Vorteil der Variabilitdt mit sich bringt, die es einer Art
ermoglicht, sich an verdnderte Bedingungen anzupassen. Neue
Variationen sind potenziell in genetischen Unterschieden
enthalten, aber wie dominant eine Variation in einem Genpool
wird, hangt von der Anzahl der Nachkommen ab, die die Mutanten
oder Varianten hervorbringen (differentielle Reproduktion). Es ist
moglich, dass sich eine genetische Neuheit (neue Variation) im
Laufe der Zeit auf alle Mitglieder einer Population ausbreitet, vor
allem, wenn die Neuheit die Uberlebenschancen der Population in
der Umgebung, in der sie existiert, verbessert. Wenn also eine Art
in einen neuen Lebensraum eingefiihrt wird, passt sie sich entweder
durch natiirliche Auslese oder durch einen anderen evolutionéren
Mechanismus an die Verdnderung an oder stirbt schlieBlich aus. Da
jeder neue Lebensraum neue Anpassungen mit sich bringt, sind
Lebensraumverdanderungen fiir Millionen verschiedener Arten und

fiir die Heterogenitét innerhalb jeder Art verantwortlich.

Die Gesamtzahl der existierenden Tier- und Pflanzenarten wird
auf etwa 5 bis 10 Millionen geschitzt; etwa 1,5 Millionen dieser
Arten sind von Wissenschaftlern beschrieben worden. Die

Verwendung von Klassifizierungen als Mittel zur Schaffung einer
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gewissen Ordnung in der schwindelerregenden Anzahl
verschiedener Arten von Organismen taucht bereits im Buch
Genesis auf - mit Hinweisen auf Vieh, Tiere, Gefliigel, Kriechtiere,
Biaume usw. Der erste wissenschaftliche Versuch einer
Klassifizierung wird jedoch dem griechischen Philosophen
Aristoteles zugeschrieben, der versuchte, ein System zu erstellen,
das die Beziehung aller Dinge zueinander aufzeigen sollte. Er
ordnete alles entlang einer Skala oder "Leiter der Natur" an, wobei
die unbelebten Dinge ganz unten standen, die Pflanzen unter den
Tieren und der Mensch ganz oben. Andere Schemata, die fiir die
Gruppierung von Arten verwendet wurden, umfassen grof3e
anatomische Ahnlichkeiten wie Fliigel oder Flossen, die auf eine
natiirliche Verwandtschaft hindeuten, und auch Ahnlichkeiten in

den Fortpflanzungsstrukturen.

Die Taxonomie beruht auf zwei Hauptannahmen: Zum einen
kann ein é&hnlicher Korperbau als Kriterium fiir eine
Klassifizierung herangezogen werden; zum anderen kénnen neben
strukturellen Ahnlichkeiten auch evolutionire und molekulare
Beziehungen zwischen Organismen als Mittel zur Bestimmung der

Klassifizierung herangezogen werden.

Verhaltensweisen und Zusammenhiinge
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Die Lehre von den Beziehungen der Lebewesen untereinander
und zu ihrer Umwelt wird als Okologie bezeichnet. Da diese
Wechselbeziehungen fiir das Wohlergehen der Erde so wichtig
sind und durch menschliche Aktivititen ernsthaft gestort werden
konnen, ist die Okologie zu einem wichtigen Zweig der Biologie

geworden.

Kontinuitit

Ob ein Organismus nun ein Mensch oder ein Bakterium ist, seine
Féhigkeit zur Fortpflanzung ist eines der wichtigsten Merkmale des
Lebens. Da Leben nur aus vorher existierendem Leben hervorgeht,
konnen aufeinanderfolgende Generationen die Eigenschaften einer

Art nur durch Fortpflanzung weiterfiihren.

Das Studium der Struktur

Lebendige Dinge werden durch die Aktivititen oder Funktionen
definiert, die bei nicht Ilebenden Dingen fehlen. Die
Lebensprozesse eines jeden Organismus werden durch spezifische
Materialien  ausgefithrt, die in  bestimmten  Strukturen
zusammengefiigt sind. Somit kann ein Lebewesen als ein System
oder eine Struktur definiert werden, das bzw. die sich reproduziert,

sich im Laufe der Zeit mit seiner Umgebung verdndert und seine
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Individualitit durch einen konstanten und kontinuierlichen

Stoffwechsel aufrechterhilt.

Zellen und ihre Bestandteile

Die Biologen waren einst auf das Lichtmikroskop angewiesen,
um die Morphologie der Zellen hoherer Pflanzen und Tiere zu
untersuchen. Die Funktionsweise von Zellen in einzelligen und
mehrzelligen Organismen wurde dann anhand der Beobachtung
der Struktur postuliert; die Entdeckung der Chloroplastiden in der
Zelle fuhrte beispielsweise zur Untersuchung des Prozesses der
Photosynthese. Mit der Erfindung~des Elektronenmikroskops
konnte die feine Organisation der Plastiden fiir weitere quantitative

Studien der verschiedenen Teile dieses Prozesses genutzt werden.

Qualitative und quantitative Analysen in der Biologie nutzen eine
Vielzahl von Techniken und Ansidtzen, um den Gehalt an
Nukleinsduren, Proteinen, Kohlenhydraten und anderen
chemischen Bestandteilen von Zellen und Geweben zu ermitteln
und zu schitzen. Bei vielen dieser Techniken werden Antikorper
oder Sonden verwendet, die sich an bestimmte Molekiile in den
Zellen binden und mit einer chemischen Substanz, in der Regel
einem Fluoreszenzfarbstoff, einem radioaktiven Isotop oder einem

biologischen Farbstoff, markiert sind, wodurch die mikroskopische
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Visualisierung oder der Nachweis der interessierenden Molekiile

ermoglicht oder verbessert wird.

Abbildung (4): Zellen und ihre Bestandteile

Yersinia enterocolitica

Mikroskopische Aufnahme der Gram-Féarbung von Yersinia

enterocolitica, dem Erreger der Yersiniose.

Chemische Markierungen sind leistungsfahige Mittel, mit denen
Biologen Substanzen in lebender Materie identifizieren,
lokalisieren oder aufspiiren konnen. Einige Beispiele fiir weit
verbreitete Tests mit Markierungen sind die Gram-Farbung zur
Identifizierung und Charakterisierung von Bakterien, die

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zum Nachweis spezifischer
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genetischer Sequenzen in Chromosomen und Luciferase-Tests zur
Messung der Biolumineszenz von Luciferin-Luciferase-
Reaktionen, die die Quantifizierung einer breiten Palette von

Molekiilen ermdoglichen.

Gewebe und Organe

Die frithen Biologen betrachteten ihre Arbeit als eine Studie tiber
den Organismus. Der Organismus, der damals als die grundlegende
Einheit des Lebens angesehen wurde, ist auch heute noch das
Hauptanliegen einiger moderner Biologen, und das Verstdndnis
dafiir, wie Organismen ihre innere Umwelt aufrechterhalten, ist
nach wie vor ein wichtiger Teil der biologischen Forschung. Um
die Physiologie der Organismen besser zu verstehen, untersuchen
die Forscher die Gewebe und Organe, aus denen die Organismen
aufgebaut sind. Der Schliissel zu dieser Arbeit ist die Fahigkeit,
Zellen in vitro ("im Glas") zu erhalten und zu ziichten, was auch

als Gewebekultur bezeichnet wird.

Einige der ersten Versuche zur Gewebekultur wurden Ende des
19. Jahrhunderts unternommen. Jahrhundert. 1885 ziichtete der
deutsche Zoologe Wilhelm Roux Gewebe eines Kiikenembryos in
einer Salzlosung. Der erste gro3e Durchbruch in der Gewebekultur
gelang jedoch 1907 mit der Ziichtung von Nervenzellfortsidtzen

von Froschen durch den amerikanischen Zoologen Ross G.

28



Harrison. Einige Jahre spiter verfeinerten die franzosischen
Forscher Alexis Carrel und Montrose Burrows die Methoden von
Harrison und fithrten den Begriff Gewebekultur ein. Mit Hilfe
strenger Labortechniken gelang es, Zellen und Gewebe unter
Kulturbedingungen tiber lange Zeitrdume am Leben zu erhalten.
Die Techniken zur Aufbewahrung von Organen zur Vorbereitung

von Transplantationen gehen auf solche Experimente zurtick.

Die Fortschritte in der Gewebekultur haben zahlreiche
Entdeckungen in der Biologie ermoglicht. Viele Experimente
zielten beispielsweise darauf ab, ein tieferes Verstdndnis der
biologischen Differenzierung zu erlangen, insbesondere der
Faktoren, die die Differenzierung steuern. Entscheidend fiir diese
Studien war die Entwicklung von Gewebekulturmethoden im
spaten 20. Jahrhundert, die das Wachstum von embryonalen
Stammzellen von Saugetieren und schlieBlich von menschlichen

embryonalen Stammzellen auf Kulturplatten ermoglichten.

Die Geschichte der Biologie

In der Geschichte aller Wissenschaften gibt es Momente, in
denen in relativ kurzen Zeitrdumen bemerkenswerte Fortschritte
erzielt werden. Solche Erkenntnisspriinge sind zum gro3en Teil auf
zwei Faktoren zuriickzufiihren: zum einen auf das Vorhandensein

eines schopferischen Geistes - eines Geistes, der scharfsinnig und
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originell genug ist, um bisher akzeptierte Ideen zu verwerfen und
neue Hypothesen aufzustellen - und zum anderen auf die
technologische Féhigkeit, die Hypothesen durch geeignete
Experimente zu iiberpriifen. Der originellste und forschendste
Geist ist ohne die geeigneten Instrumente zur Durchfithrung einer
Untersuchung stark eingeschrankt; umgekehrt kann die
ausgefeilteste technische Ausriistung allein keine Erkenntnisse

uiber einen wissenschaftlichen Prozess liefern.

Erfahren Sie, wie der osterreichische katholische Ménch und
Botaniker Gregor Mendel die Eigenschaften der Vererbung
beobachtete

Eine Einfithrung in die Vererbungslehre des Osterreichischen

Botanikers, Pddagogen und Augustinerprélaten Gregor Mendel.

Ein Beispiel fiir die Beziehung zwischen diesen beiden Faktoren
war die Entdeckung der Zelle. Hunderte von Jahren hatte man tiber
die Grundstruktur von Pflanzen und Tieren spekuliert. Doch erst
als die optischen Instrumente so weit entwickelt waren, dass sie
Zellen sichtbar machen konnten, war es moglich, eine allgemeine
Hypothese, die Zelltheorie, zu formulieren, die den Aufbau von
Pflanzen und Tieren zufriedenstellend erkldrte. Auch die
Bedeutung von Gregor Mendels Studien iiber die Vererbungsweise
bei der Gartenerbse wurde lange Zeit vernachldssigt, bis der

technische Fortschritt die Entdeckung der Chromosomen und ihrer
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Rolle bei der Zellteilung und Vererbung ermdoglichte. Dartiber
hinaus hat sich die Biologie durch die relativ junge Entwicklung
von hochentwickelten Instrumenten wie dem
Elektronenmikroskop, der Ultrazentrifuge und automatischen
DNA-Sequenzierungsmaschinen ~ von  einer  weitgehend
beschreibenden Wissenschaft - die sich mit ganzen Zellen und
Organismen befasst - zu einer Disziplin entwickelt, die zunehmend
die subzelluldren und molekularen Aspekte von Organismen betont
und versucht, Struktur und Funktion auf allen Ebenen der
biologischen Organisation gleichzusetzen.

Das frithe Erbe

Obwohl nicht bekannt ist, wann das Studium der Biologie seinen
Ursprung hat, miissen die frithen Menschen ein gewisses Wissen
tiber die sie umgebenden Tiere und Pflanzen gehabt haben. Das
Uberleben der Menschen hing von der genauen Erkennung
ungiftiger Nahrungspflanzen und von der Kenntnis der
Gewohnheiten gefdhrlicher Raubtiere ab. Archédologische Funde
deuten darauf hin, dass die Menschen schon vor der Entwicklung
der Zivilisation praktisch alle ihnen zur Verfiigung stehenden Tiere
domestiziert und ein landwirtschaftliches System entwickelt
hatten, das stabil und effizient genug war, um die Bediirfnisse einer
groBen Zahl von Menschen zu befriedigen, die in Gemeinschaften

zusammenlebten. Es ist daher klar, dass ein Grofiteil der
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Geschichte der Biologie vor der Zeit liegt, in der die Menschen

begannen, zu schreiben und Aufzeichnungen zu machen.

Friiheste biologische Aufzeichnungen
Biologische Praktiken bei Assyrern und Babyloniern

Ein Grofiteil der frithesten Aufzeichnungen tiber die Geschichte
der Biologie stammt von assyrischen und babylonischen
Flachreliefs, die Kulturpflanzen zeigen, und von Schnitzereien, die
die Tiermedizin darstellen. Abbildungen auf bestimmten Siegeln
zeigen, dass die Babylonier wussten, dass sich die Dattelpalme
geschlechtlich fortpflanzt und dass Pollen von der ménnlichen
Pflanze entnommen und zur Befruchtung weiblicher Pflanzen
verwendet werden kann. Obwohl eine genaue Datierung dieser
frithen Aufzeichnungen fehlt, wird in einem babylonischen
Geschiftsvertrag aus der Hammurabi-Zeit (ca. 1800 V. CHR.) die
ménnliche Bliite der Dattelpalme als Handelsartikel erwihnt, und
Beschreibungen der Dattelernte reichen bis etwa 3500 V. CHR.

zurtick.

Eine weitere Quelle fiir Informationen {iber das Ausmal} des
biologischen Wissens dieser frithen Volker war die Entdeckung
mehrerer Papyri, die sich auf medizinische Themen bezichen;
eines, von dem man annimmt, dass es aus dem Jahr 1600 V. CHR.

stammt, enthélt anatomische Beschreibungen; ein anderes (ca.
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1500 V. CHR.) deutet darauf hin, dass die Bedeutung des Herzens
erkannt worden war. Da diese antiken Dokumente, die eine
Mischung aus Fakten und Aberglauben enthielten, wahrscheinlich
den damaligen Wissensstand zusammenfassten, kann davon
ausgegangen werden, dass einige ihrer Inhalte bereits fritheren

Generationen bekannt waren.

Biologisches Wissen der Agypter, Chinesen und Inder

Papyri und Artefakte, die in Griabern und Pyramiden gefunden
wurden, weisen darauf hin, dass die Agypter auch {iiber
betrdachtliche medizinische Kenntnisse verfiigten. Thre gut
erhaltenen Mumien zeigen, dass sie die konservierenden
Eigenschaften von Kréiutern, die fiir die Einbalsamierung bendtigt
wurden, sehr gut kannten; Pflanzenketten und Flachreliefs aus
verschiedenen Quellen zeigen ebenfalls, dass die alten Agypter den
medizinischen Wert bestimmter Pflanzen gut kannten. Eine
agyptische Zusammenstellung, der so genannte Ebers-Papyrus (ca.
1550 V. CHR.), ist einer der &ltesten bekannten medizinischen

Texte.
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Abbildung (5): Biologisches Wissen der Agypter, Chinesen und

Inder.

Ebers-Papyrus
Ebers-Papyrus-Rezept fiir die Behandlung von Asthma.

Im alten China gab es drei mythische Kaiser. Fu Xi, Shennong
und Huangdi, deren angebliche Regierungszeit sich vom 29. bis
zum 27. Jahrhundert V. CHR. erstreckte, sollen medizinische
Kenntnisse besessen haben. Der Legende nach beschrieb Shennong
die therapeutischen Krifte zahlreicher Heilpflanzen und enthielt
Beschreibungen vieler wichtiger Nahrungspflanzen, wie z. B. der
Sojabohne. Die fritheste bekannte schriftliche Aufzeichnung der
Medizin in China ist jedoch das Huangdi neijing (The Yellow
Emperor's Classic of Internal Medicine), das aus dem 3.
Jahrhundert V. CHR. STAMMT. Neben der Medizin verfiigten die

alten Chinesen auch iiber Kenntnisse in anderen Bereichen der
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Biologie. So nutzten sie nicht nur die Seidenraupe Bombyx mori
zur Herstellung von Seide fiir den Handel, sondern verstanden auch
das Prinzip der biologischen Schidlingsbekdmpfung, indem sie
eine Insektenart, eine entomophage (insektenfressende) Ameise,

einsetzten, um Insekten zu vernichten, die sich in Bdume bohrten.

Bereits 2500 V. CHR. verfiigten die Menschen im Nordwesten
Indiens tiber eine gut entwickelte Wissenschaft der Landwirtschaft.
In den Ruinen von Mohenjo-daro wurden Samen von Weizen und
Gerste gefunden, die zu dieser Zeit angebaut wurden. Hirse,
Datteln, Melonen und andere Obst- und Gemiisesorten waren der
Zivilisation ebenso bekannt wie Baumwolle. Pflanzen waren
jedoch nicht nur eine Nahrungsquelle. Ein Dokument, das
vermutlich aus dem 6. Jahrhundert V. CHR. STAMMT, beschreibt
die Verwendung von etwa 960 Heilpflanzen und enthilt
Informationen zu Themen wie Anatomie, Physiologie, Pathologie

und Geburtshilfe.

Die griechisch-romische Welt

Obwohl die Babylonier, Assyrer, Agypter, Chinesen und Inder
viele biologische Informationen sammelten, lebten sie in einer
Welt, von der sie glaubten, dass sie von unberechenbaren Ddmonen
und Geistern beherrscht wurde. Daher richteten die Gelehrten

dieser frithen Kulturen ihre Studien eher auf ein Verstindnis der
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tibernatiirlichen als der natiirlichen Welt aus. Anatomen zum
Beispiel sezierten Tiere nicht, um ihre Struktur zu verstehen,
sondern um ihre Organe zu studieren, um die Zukunft
vorherzusagen. Mit dem Aufkommen der griechischen Zivilisation
begann sich diese mystische Einstellung jedoch zu &ndern. Um 600
V. CHR. entstand eine Schule griechischer Philosophen, die
glaubten, dass jedes Ereignis eine Ursache hat und dass eine
bestimmte Ursache eine bestimmte Wirkung hervorruft. Dieses
Konzept, das als Kausalitdt bekannt ist, hatte einen tiefgreifenden
Einfluss auf die spétere wissenschaftliche Forschung. Dariiber
hinaus gingen diese Philosophen davon aus, dass es ein
"Naturgesetz" gibt, das das Universum regiert und von den
Menschen  durch  ihre  Beobachtungsgabe und  ihre
Schlussfolgerungen verstanden werden kann. Obwohl sie die
Wissenschaft der Biologie begriindeten, war der grofte Beitrag,
den die Griechen zur Wissenschaft leisteten, die Idee des rationalen
Denkens.

Theorien iiber die Menschheit und den Ursprung des Lebens

Einer der frithesten griechischen Philosophen, Thales von Milet
(ca. 7. Jh. V. CHR.), vertrat die Ansicht, dass das Universum eine
schopferische Kraft enthidlt, die er Physis nannte, ein friiher
Vorldufer des Begriffs Physik, und er postulierte auch, dass die
Welt und alle Lebewesen darin aus Wasser bestehen.

Anaximander, ein Schiiler von Thales, akzeptierte das Wasser nicht
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als einzige Substanz, aus der die Lebewesen entstanden; er glaubte,
dass die Lebewesen auller aus Wasser auch aus Erde und einer
gasformigen Substanz namens apeiron bestanden, die sich in heil3
und kalt unterteilen lieB. Aus verschiedenen Mischungen dieser
Stoffe ergaben sich die vier Elemente: Erde, Luft, Feuer und
Wasser. Obwohl er einer der ersten war, der die Erde als Kugel und
nicht als flache Ebene beschrieb, schlug Anaximander vor, dass das
Leben spontan im Schlamm entstand und dass die ersten Tiere
Fische waren, die mit einer stacheligen Haut bedeckt waren. Die
Nachkommen dieser Fische verlieBen schlieBlich das Wasser und
zogen an das trockene Land, wo sie durch Transmutation (die
Umwandlung einer Form in eine andere) andere Tiere

hervorbrachten. So wurde eine frithe Evolutionstheorie formuliert.

In Crotone in Stiditalien, wo Pythagoras um 500 V. CHR. eine
bedeutende Schule der’ Naturphilosophie griindete, untersuchte
einer seiner Schiiler, Alkmaeon, die Struktur der Tiere und
beschrieb den Unterschied zwischen Arterien und Venen,
entdeckte den Sehnerv und erkannte das Gehirn als Sitz des
Verstandes. Aufgrund seiner Studien iiber die Entwicklung des
Embryos kann Alkmaeon als Begriinder der Embryologie

angesehen werden.

Der griechische Arzt Hippokrates, der um 400 V. CHR. auf der
dgdischen Insel Kos eine Medizinschule griindete, war zwar kein

Forscher im Sinne Alkmaeons, doch erkannte er durch
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Beobachtungen von Patienten die komplexen Zusammenhénge im
menschlichen Korper. Er beschiftigte sich auch mit dem Einfluss
der Umwelt auf die menschliche Natur und glaubte, dass stark
kontrastierende Klimazonen eher einen kriftigen Menschentyp

hervorbringen, wihrend gleichmifBige, geméiBigte Klimazonen

eher zur Tréagheit fithren.

Hippokrates
Hippokrates, undatierte Biiste.
© Photos.com/Thinkstock

Hippokrates und seine Vorgédnger beschéftigten sich mit der
zentralen philosophischen Frage, wie der Kosmos und seine
Bewohner erschaffen wurden. Obwohl sie die Physis als
schopferische Kraft akzeptierten, unterschieden sie sich in Bezug
auf die Bedeutung der Rollen, die Erde, Luft, Feuer, Wasser und
andere Elemente spielen. Anaximenes zum Beispiel, der

moglicherweise ein Schiiler von Anaximander war, hielt zwar an
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der damals populdren Annahme fest, dass das Leben in einer
Schlammmasse entstanden sei, postulierte aber, dass die
eigentliche schopferische Kraft in der Luft zu finden sei und von
der Hitze der Sonne beeinflusst werde. Die Mitglieder der
hippokratischen Schule glaubten auch, dass alle lebenden Korper
aus den vier Korpersiften Blut, schwarze Galle, Schleim und gelbe
Galle bestehen, die im Herzen, in der Milz, im Gehirn bzw. in der
Leber ihren Ursprung haben sollten. Man nahm an, dass ein
Ungleichgewicht der Korpersifte dazu fiihrte, dass ein Mensch
sanguinisch, melancholisch, phlegmatisch oder cholerisch war.
Diese Begriffe hielten sich jahrhundertelang in der medizinischen
Fachliteratur und zeugen von der gro3en Popularitéit der Idee der
humoralen Einfliisse. Jahrhundertelang glaubte man auch, dass ein
Ungleichgewicht der Korpersifte die Ursache von Krankheiten sei,
ein Glaube, der zur géngigen Praxis des Aderlasses flihrte, um den

Korper von iiberschiissigen Séften zu befreien.

Die Entdeckung der Zellen

Von den fiinf Mikroskopikern war Robert Hooke vielleicht der
intellektuell Herausragendste. Als Kurator fiir Instrumente an der
Royal Society of London war er mit allen neuen wissenschaftlichen
Entwicklungen vertraut und interessierte sich fiir so

unterschiedliche Themen wie das Fliegen und den Bau von Uhren.
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Im Jahr 1665 veroffentlichte Hooke seine Micrographia, die in
erster Linie eine Zusammenfassung einer Reihe von
Beobachtungen war, die er bei der Entwicklung und Verbesserung
des Mikroskops gemacht hatte. Hooke beschrieb detailliert die
Struktur von Federn, den Stachel einer Biene, die Radula oder
"Zunge" von Mollusken und den Ful} der Fliege. Hooke pragte das
Wort Zelle; in einer Zeichnung der mikroskopischen Struktur von
Kork zeigte er Winde, die leere Rdume umgaben, und bezeichnete
die Strukturen als Zellen. Er beschrieb dhnliche Strukturen im
Gewebe anderer Biume und Pflanzen und stellte fest, dass die
Zellen in einigen Geweben mit einer Fliissigkeit gefiillt waren,
wihrend sie in anderen leer waren. Er vermutete daher, dass die
Funktion der Zellen darin bestand, Stoffe durch die Pflanze zu

transportieren.

Auch wenn die Arbeit eines der klassischen Mikroskopiker kein
eindeutiges Ziel zu haben scheint, sollte man sich vor Augen
halten, dass diese Minner das Konzept verkorperten, dass
Beobachtung und Experiment von grofter Bedeutung sind, dass
bloBe hypothetische, philosophische Spekulationen nicht
ausreichen. Es ist bemerkenswert, dass so wenige Ménner, die als
Einzelpersonen vollig isoliert voneinander arbeiteten, so viele
Beobachtungen von so grundlegender Bedeutung gemacht haben.

Die grofle Bedeutung ihrer Arbeit bestand darin, dass sie zum
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ersten Mal eine Welt offenbarten, in der lebende Organismen eine

fast unglaubliche Komplexitét aufweisen.

Die Arbeit mit dem zusammengesetzten Mikroskop hielt fast 200
Jahre lang an, vor allem weil die frithen Linsen dazu neigten,
weilles Licht in seine Bestandteile zu zerlegen. Dieses technische
Problem wurde erst mit der Erfindung der achromatischen Linsen
gelost, die um 1830 eingefiihrt wurden. Im Jahr 1878 wurde ein
modernes achromatisches Verbundmikroskop nach dem Entwurf
des deutschen Physikers Ernst Abbe hergestellt. Abbe entwarf
daraufhin ein Untertisch-Beleuchtungssystem, das zusammen mit
der Einfiihrung eines neuen Untertisch-Kondensors den Weg fiir

die biologischen Entdeckungen jener Zeit ebnete.

Die Entwicklung der taxonomischen Grundsiitze

Im Jahr 1687 verdffentlichte der englische Mathematiker,
Physiker und Astronom Isaac Newton sein gro3es Werk Principia,
in dem er das Universum als feststehend beschrieb, wobei sich die
Erde und andere Himmelskorper harmonisch nach mathematischen
Gesetzen bewegen. Dieser Ansatz der Systematisierung und
Klassifizierung sollte die Biologie im 17. und 18. Ein Grund dafiir
war, dass sich die "Viter der Botanik" im 16. Jahrhundert damit
begniigt hatten, Pflanzen zu beschreiben und zu zeichnen, wobei

sie eine enorme und vielfiltige Anzahl von Pflanzen
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zusammenstellten, die immer mehr zunahm, als die Erforschung
fremder Lander deutlich machte, dass jedes Land seine eigenen

einheimischen Pflanzen und Tiere hatte.

Aristoteles begann den Prozess der Klassifizierung, als er die
Fortpflanzungsweise und den Lebensraum zur Unterscheidung von
Tiergruppen verwendete. Die Worte Gatfung und Art sind
Ubersetzungen der von Aristoteles verwendeten griechischen
Begriffe genos und eidos. Der Schweizer Botaniker Bauhin hatte
ein binominales Klassifizierungssystem eingefiihrt, das einen
Gattungsnamen und einen spezifischen Namen verwendete. Die
meisten Klassifizierungssysteme, die vor dem 17. Jahrhundert
vorgeschlagen = wurden, waren = jedoch verwirrend und

unbefriedigend.

Die Verwendung von Strukturen zur Klassifizierung von

Organismen

Zwei Systematiker des 17. und 18. Jahrhunderts waren der
englische Naturforscher John Ray wund der schwedische
Naturforscher und Entdecker Carolus Linnaeus. Ray, der in
Cambridge studiert hatte, interessierte sich besonders fiir die Arbeit
der antiken Kompilatoren von Pflanzenbiichern, vor allem fiir
diejenigen, die versucht hatten, ein Klassifizierungssystem zu
entwickeln. Ray erkannte die  Notwendigkeit eines

Klassifikationssystems, das sowohl fiir Pflanzen als auch fiir Tiere
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gelten sollte, und verwendete in seinen Klassifikationsschemata
duBerst prazise Beschreibungen fiir Gattungen und Arten. Indem er
sein System auf Strukturen wie die Anordnung von Zehen und
Zahnen bei Tieren und nicht auf Farbe oder Lebensraum stiitzte,
fihrte Ray ein neues und sehr wichtiges Konzept in die

taxonomische Biologie ein.

Umstrukturierung von Organismengruppen

Vor Linnaeus begannen die meisten Taxonomen ihre
Klassifizierungssysteme damit, alle bekannten Organismen in
groBe Gruppen einzuteilen und diese dann in immer kleinere
Gruppen zu unterteilen. Im Gegensatz zu seinen Vorgingern
begann Linnaeus mit den Arten, gliederte sie in gréfere Gruppen
oder Gattungen und ordnete dann analoge Gattungen zu Familien
und verwandte Familien zu Ordnungen und Klassen.
Wahrscheinlich in Anlehnung an die fritheren Arbeiten von Grew
und anderen  wihlte  Linnaeus die  Struktur  der
Fortpflanzungsorgane der Bliite als Grundlage fiir die Gruppierung
der hoheren Pflanzen. So unterschied er zwischen Pflanzen mit
echten Bliiten und Samen (Phanerogamen) und solchen ohne echte
Bliiten und Samen (Kryptogamen) und unterteilte die ersteren in
zwittrige (bisexuelle) und eingeschlechtliche Formen. Bei den
Tieren stiitzte sich Linnaeus in Anlehnung an die Arbeiten von Ray

auf Zéhne und Zehen als grundlegende Merkmale der Séugetiere;
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die Form des Schnabels diente ihm als Grundlage fur die
Klassifizierung der Vogel. Nachdem er gezeigt hatte, dass ein
binominales Klassifizierungssystem, das auf prézisen und genauen
Beschreibungen beruht, fiir die Gruppierung von Organismen
verwendet werden kann, etablierte Linnaeus die taxonomische

Biologie als Disziplin.

Spédtere Entwicklungen in der Klassifizierung wurden von den
franzosischen Biologen Comte de Buffon, Jean-Baptiste Lamarck
und Georges Cuvier eingeleitet, die alle bleibende Beitrdge zur
biologischen Wissenschaft, insbesondere zu vergleichenden
Studien, leisteten. Spétere Systematiker interessierten sich vor
allem fur die Beziehungen zwischen den Tieren und bemiihten
sich, nicht nur ihre Ahnlichkeiten, sondern auch ihre Unterschiede
zu erkldren, und zwar in einem breiten Rahmen, der neben Struktur,
Zusammensetzung und- Funktion auch Genetik, Evolution und

Okologie umfasst.

Die Entwicklung der vergleichenden biologischen Studien

Nachdem im 16. Jahrhundert die Schande, die mit dem Sezieren
menschlicher Korper verbunden war, beseitigt worden war,
richteten die Anatomen ihre Bemiithungen auf ein besseres
Verstiandnis der menschlichen Struktur. Dabei ignorierten sie im

Allgemeinen andere Tiere, zumindest bis zum Ende des 17.
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Jahrhunderts, als die Biologen zu erkennen begannen, dass sich
durch vergleichende Studien aller Tiere, einschlieBlich des
Menschen, wichtige Erkenntnisse gewinnen lieBen. Einer der
ersten dieser Anatomen war der englische Arzt Edward Tyson, der
die Anatomie eines unreifen Schimpansen im Detail studierte und
sie mit der eines Menschen verglich. Bei weiteren Vergleichen
zwischen dem Schimpansen und anderen Primaten erkannte Tyson
eindeutig Ahnlichkeiten zwischen diesen Tieren und dem
Menschen. Dies war nicht nur ein wichtiger Beitrag zur physischen
Anthropologie, sondern auch ein Hinweis auf die Existenz von
Beziehungen zwischen Menschen und anderen Primaten, fast zwei

Jahrhunderte vor Darwin.

Zu denjenigen, die den vergleichenden Studien den grof3ten
Auftrieb gaben, gehorte Georges Cuvier, der grole Sammlungen
biologischer Exemplare, die ihm aus der ganzen Welt zugesandt
wurden, nutzte, um eine systematische Organisation des Tierreichs
zu erarbeiten. Er stellte nicht nur eine Verbindung zwischen
systematischer und vergleichender Anatomie her, sondern glaubte
auch, dass es eine "Korrelation der Teile" gibt, nach der eine
bestimmte Art von Struktur, z. B. Federn, mit einer bestimmten
anatomischen Formation, z. B. einem Fliigel, zusammenhéngt, die
wiederum mit anderen spezifischen Formationen, z. B. dem
Schliisselbein, zusammenhingt usw. Mit anderen Worten, er war

der Meinung, dass sich viele anatomische Informationen iiber einen
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Organismus ableiten lassen, auch wenn das gesamte Exemplar
nicht zur Verfiigung steht. Diese Einsicht sollte bei der
Untersuchung von Fossilien, bei der Cuvier eine fiihrende Rolle
spielte, von groBer praktischer Bedeutung sein. Mit der
Veroffentlichung von Cuviers Recherches sur les ossemens fossiles
de quadrupédes (1835 als Research on Fossil Bones libersetzt) im
Jahr 1812 legte er den Grundstein fiir die Wissenschaft der
Paldontologie. Um seine wissenschaftlichen Erkenntnisse mit
seinen personlichen religiosen Uberzeugungen in Einklang zu
bringen, postulierte Cuvier eine Reihe von katastrophalen
Ereignissen, die sowohl das Vorhandensein von Fossilien als auch

die Unveridnderlichkeit der bestehenden Arten erklidren konnten.

Die Erforschung des Ursprungs des Lebens
Spontane Erzeugung

Wenn sich eine Art nur aus einer vorher existierenden Art
entwickeln kann, wie ist dann das Leben entstanden? Unter den
vielen philosophischen und religiosen Ideen, die zur Beantwortung
dieser Frage vorgebracht wurden, war eine der populérsten die
Theorie der spontanen Entstehung, der zufolge, wie bereits
erwihnt, lebende Organismen aus unbelebter Materie hervorgehen
konnten. Mit dem zunehmenden Tempo der Entdeckungen im 17.

und 18. Jahrhundert begannen die Forscher jedoch, den
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griechischen Glauben, dass Fliegen und andere kleine Tiere aus
dem Schlamm am Grund von Béchen und Teichen durch spontane
Entstehung entstanden, kritischer zu priifen. Als Harvey dann sein
biologisches Diktum ex ovo omnia ("alles kommt aus dem Ei")
verkiindete, schien es, als hitte er das Problem gelost, zumindest
was die blithenden Pflanzen und die héheren Tiere betraf, die sich
alle aus einem Ei entwickeln. Doch Leeuwenhoeks spétere
beunruhigende Entdeckung der Tierchen zeigte, dass es eine dicht
besiedelte, aber bis dahin unsichtbare Welt von Organismen gab,

die es zu erklédren galt.
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flies entered and no flies entered, but they laid eggs on the no flies, maggots,
laid eggs that gauze that hatched maggots, or eggs fell through or eggs could enter
hatched maggots the gauze and hatched on the meat

Louis Pasteur 1859 experiment
broth was boiled in various flasks for ane hour tr_~*erilize it and allowed to cool, drawing in fresh air.

broth broth broth

Y

open flask allowed air and any cotton plug filtered bacteria
bacteria present in the air to enter  from the air entering the flask

bacteria were removed from
the air entering the flask by
settling in the long neck

Abbildung (6): Die Hypothese der spontanen Entstehung besagte, dass
sich lebende Organismen aus nicht lebender Materie entwickeln. Diese
Idee wurde durch Experimente des italienischen Arztes Francesco Redi
im Jahr 1668 und des franzoésischen Chemikers und Mikrobiologen

Louis Pasteur im Jahr 1859 widerlegt.
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Der italienische Arzt und Dichter Francesco Redi war einer der
ersten, der die spontane Entstehung von Lebewesen in Frage stellte.
Nachdem er die Entwicklung von Maden und Fliegen auf
faulendem Fleisch beobachtet hatte, entwickelte Redi 1668 eine
Reihe von Experimenten, die alle zu demselben Ergebnis fiihrten:
Wenn man Fliegen von verrottetem Fleisch fernhilt, entwickeln
sich keine Maden. Bei Fleisch, das der Luft ausgesetzt wird,
entwickeln sich die von den Fliegen abgelegten Eier jedoch zu
Maden. Dennoch wurde 1745 mit der Veréffentlichung von An
Account of Some New Microscopical Discoveries (Bericht iiber
einige neue mikroskopische Entdeckungen) durch den englischen
Naturforscher und romisch-katholischen  Geistlichen John
Turberville Needham die Unterstiitzung fiir die Spontanzeugung
erneuert. Needham stellte fest, dass sich in zubereiteten Aufgiissen
vieler verschiedener Substanzen, die 30 Minuten lang in
versiegelten Rohrchen starker Hitze ausgesetzt worden waren, eine
grofle Anzahl von Organismen entwickelte. Needham ging davon
aus, dass eine solche Wirmebehandlung alle vorherigen
Organismen abgetétet haben musste, und erkldrte das
Vorhandensein der neuen Population mit der spontanen
Entstehung. Die Experimente schienen unwiderlegbar, bis der
italienische Physiologe Lazzaro Spallanzani sie wiederholte und zu
widerspriichlichen Ergebnissen kam. Er vertffentlichte seine
Ergebnisse um 1775 und behauptete, Needham habe seine Rohren

nicht lange genug erhitzt und sie nicht ausreichend verschlossen.
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Obwohl Spallanzanis Ergebnisse eigentlich iiberzeugend sein
sollten, wurde Needham von dem einflussreichen franzdsischen
Naturforscher Buffon unterstiitzt, so dass die Frage der spontanen
Entstehung ungelost blieb.

Der Tod der spontanen Erzeugung

Nachdem weitere Untersuchungen das Problem nicht 16sen
konnten, lobte die Franzosische Akademie der Wissenschaften
einen Preis fiir Forschungen aus, die "ein neues Licht auf die Frage
der spontanen Erzeugung werfen" wiirden. Als Antwort auf diese
Herausforderung unterzog Louis Pasteur, der damals Chemiker
war, Kolben mit einer gezuckerten Hefelosung einer Reihe von
Bedingungen. Pasteur konnte schliissig nachweisen, dass alle
Mikroorganismen, die sich in'geeigneten Medien entwickelten,
von Mikroorganismen in der Luft stammten und nicht von der Luft
selbst, wie Needham vermutet hatte. Unterstiitzung fiir Pasteurs
Erkenntnisse kam 1876 von dem englischen Physiker John
Tyndall, der einen Apparat entwickelte, um nachzuweisen, dass
Luft in der Lage ist, Partikel zu transportieren. Da solche Stoffe in
der Luft Licht reflektieren, wenn die Luft unter bestimmten
Bedingungen beleuchtet wird, konnte Tyndalls Apparat verwendet
werden, um anzuzeigen, wann die Luft rein war. Tyndall stellte
fest, dass keine Organismen entstehen, wenn reine Luft in Medien
eingeleitet wird, die das Wachstum von Mikroorganismen

unterstiitzen. Diese Ergebnisse und die Erkenntnisse von Pasteur
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machten der Lehre von der spontanen Entstehung ein Ende. Als
Pasteur spéter zeigte, dass Eltern-Mikroorganismen nur ihre eigene
Art erzeugen, begriindete er damit die Mikrobiologie. Dariiber
hinaus gelang es ihm nicht nur, die wissenschaftliche Welt davon
zu iiberzeugen, dass es sich bei Mikroben um Lebewesen handelt,
die aus bereits existierenden Formen hervorgehen, sondern er
zeigte auch, dass sie einen immensen und vielfiltigen Bestandteil
der organischen Welt darstellen, ein Konzept, das wichtige
Auswirkungen auf die Okologie haben sollte. Durch die Isolierung
verschiedener Bakterien- und Hefearten in unterschiedlichen
chemischen Medien konnte Pasteur aullerdem nachweisen, dass sie
auf charakteristische und vorhersehbare Weise chemische
Veranderungen bewirken, und leistete damit einen einzigartigen

Beitrag zur Erforschung der Fermentation und der Biochemie.

Die Entwicklung der Zelltheorie

Obwohl die Mikroskopiker des 17. Jahrhunderts die Struktur
von Pflanzen und Tieren detailliert beschrieben und Hooke den
Begriff Zelle gepragt hatte, um die Kompartimente zu beschreiben,
die er im Korkgewebe beobachtet hatte, fehlte ihren
Beobachtungen eine grundlegende theoretische Einheitlichkeit.
Erst 1838 stellte der deutsche Botaniker Matthias Jacob Schleiden,

der sich fiir die Pflanzenanatomie interessierte, fest, dass "die
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niederen Pflanzen alle aus einer Zelle bestehen, wihrend die
hoheren aus (vielen) einzelnen Zellen zusammengesetzt sind". Als
der deutsche Physiologe Theodor Schwann, ein Freund Schleidens,
die Zelltheorie auf die Tiere ausdehnte, bewirkte er damit eine
Anndherung zwischen Botanik und Zoologie. Die Aufstellung der
Zelltheorie, wonach alle Pflanzen und Tiere aus Zellen bestehen,
bedeutete einen groflen konzeptionellen Fortschritt in der Biologie
und fiithrte zu einer neuen Aufmerksambkeit fiir die Lebensprozesse,

die in den Zellen ablaufen.

Nachdem mehrere Forscher die stromende Bewegung des
Zytoplasmas in Pflanzenzellen beschrieben hatten, prigte der
deutsche Botaniker Hugo von Mohl 1846 den Begriff Protoplasma
zur Bezeichnung der lebenden Substanz der Zelle. Das Konzept des
Protoplasmas als physikalische Grundlage des Lebens fiithrte zur
Entwicklung der Zellphysiologie.

Eine weitere Erweiterung der Zelltheorie war die Entwicklung
der Zellularpathologie durch den deutschen Wissenschaftler
Rudolf Virchow, der den Zusammenhang zwischen abnormalen
Ereignissen im Korper und ungewohnlichen Zellaktivitdten
herstellte. Virchows Arbeit gab dem Studium der Pathologie eine

neue Richtung und fiihrte zu Fortschritten in der Medizin.

Die detaillierte Beschreibung der Zellteilung wurde von dem

deutschen Pflanzenzytologen Eduard Strasburger beigesteuert, der
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den mitotischen Prozess in Pflanzenzellen beobachtete und
aullerdem nachwies, dass Kerne nur aus bereits vorhandenen
Kernen entstehen. Parallele Arbeiten bei Sdugetieren wurden von
dem deutschen Anatomen Walther Flemming durchgefiihrt, der
seine wichtigsten Erkenntnisse 1882 in Zellsubstanz, Kern und

Zellheilung" veroffentlichte.
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Abbildung (7): Die Entwicklung der Zelltheorie.

Die Evolutionstheorie
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Als im 16., 17. und 18. Jahrhundert das Wissen iiber Pflanzen-
und Tierformen zunahm, begannen einige Biologen, liber die
Abstammung dieser Organismen zu spekulieren, obwohl die
vorherrschende Ansicht die von Linnaeus verkiindete war, namlich
die Unverédnderlichkeit der Arten. Zu den ersten Spekulationen, die
im 18. Jahrhundert geduBBert wurden, gehorte die Schlussfolgerung
des britischen Arztes Erasmus Darwin (GroBvater von Charles
Darwin), dass die Arten von gemeinsamen Vorfahren abstammen
und dass es einen Kampf um die Existenz der Tiere gibt. Der
franzosische Biologe Jean-Baptiste Lamarck, einer der wichtigsten
Evolutionstheoretiker des 18. Jahrhunderts, erkannte die Rolle der
Isolation bei der Entstehung der Arten; er sah auch die Einheit der

Natur und entwickelte die Idee des Evolutionsbaums.

Eine vollstindige Evolutionstheorie wurde jedoch erst mit der
Veroffentlichung von Charles Darwins On the Origin of Species by
Means of Natural Selection or the Preservation of Favoured Races
in the Struggle for Life im Jahr 1859 bekannt gegeben. In seinem
Buch stellte Darwin fest, dass sich alle Lebewesen so schnell
vermehren, dass sie, wenn sie unkontrolliert bleiben, bald die Welt
tibervolkern wiirden. Nach Darwin wird die Kontrolle der
Bevolkerungsgrofle  durch den  Wettbewerb um  die
Lebensgrundlagen aufrechterhalten. Wenn sich also ein Mitglied
einer Art in irgendeiner Weise unterscheidet, die ihm bessere

Uberlebenschancen verschafft, dann hat es einen Vorteil, den seine
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Nachkommen wahrscheinlich beibehalten werden. Darwins Arbeit
spiegelt den Einfluss des britischen Okonomen Thomas Robert
Malthus wider, der 1838 einen Aufsatz {iber die Bevolkerung
veroffentlichte, in dem er davor warnte, dass es zu einem
Wettbewerb um die Existenz kommen wird, wenn sich die
Menschen schneller vermehren als ihr Nahrungsangebot. Darwin
wurde auch von dem britischen Geologen Charles Lyell
beeinflusst, der bei seinen Studien geologischer Formationen
feststellte, dass das relative Alter von Ablagerungen anhand des
Verhiltnisses von lebenden und ausgestorbenen Mollusken
geschitzt werden kann. Doch erst nach seiner Reise an Bord der
Beagle (1831-36), auf der er eine sehr reiche und vielfiltige
Inselfauna beobachtete, begann Darwin mit der Entwicklung seiner
Evolutionstheorie. Alfred Russel Wallace war nach seinen Studien
von Pflanzen und Tieren im Malaiischen Archipel zu &hnlichen
Schlussfolgerungen wie Darwin gekommen. Eine kurze
Abhandlung zu diesem Thema, die Wallace an Darwin schickte,
fithrte schlieBlich zur Veroffentlichung von Darwins eigenen

Theorien.

Diese Theorie war konzeptionell von grofiter Bedeutung, da sie
die Entstehung neuer Arten erkldrte. Nach der anschlieBenden
Entdeckung der chromosomalen Grundlagen der Vererbung und
der Gesetze der Vererbung konnte man erkennen, dass die

natiirliche Auslese nicht die scharfe Alternative von Leben oder
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Tod beinhaltet, sondern aus dem unterschiedlichen Uberleben von
Varianten resultiert. Heute ist das universelle Prinzip der
natiirlichen Selektion, das zentrale Konzept von Darwins Theorie,

fest etabliert.

Wichtige konzeptionelle und technologische Entwicklungen

Durch den Einsatz modemner Untersuchungsmethoden wie der
Rontgenbeugung und der Elektronenmikroskopie zur Erforschung
von Ebenen der zelluldren Organisation, die tiber die mit einem
Lichtmikroskop sichtbare Ultrastruktur der Zelle hinausgehen,
entstanden neue Konzepte der Zellfunktionen. Infolgedessen hatte
die Erforschung der molekularen Organisation der Zelle einen
enormen Einfluss auf'die Biologie des 20. und 21. Jahrhunderts.
Sie fiihrte auch unmittelbar zur Konvergenz vieler verschiedener
wissenschaftlicher Disziplinen, um ein besseres Verstdndnis der

Lebensprozesse zu erlangen.

AulBlerdem wurden Technologien wie die DNA-Sequenzierung
und die Polymerase-Kettenreaktion entwickelt, die es den Biologen
ermoglichten, die genetischen Baupldne zu entschliisseln, aus
denen Organismen hervorgehen. Die Sequenzierungstechnologien
der ersten Generation kamen in den 1970er Jahren auf und wurden

einige Jahrzehnte spéter von den sogenannten
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Sequenzierungstechnologien der nachsten Generation abgelost, die
in Bezug auf Geschwindigkeit und Kosteneffizienz iiberlegen
waren. Die Sequenzierung der nidchsten Generation lieferte den
Forschern riesige Mengen genetischer Daten, in der Regel in Form
von Gigabasen (1 Gigabasis = 1.000.000.000 Basenpaare DNA).
Die Bioinformatik, die biologische Daten mit Werkzeugen und
Techniken fiir die Datenanalyse, -speicherung und -verteilung
verkniipfte, wurde zu einem immer wichtigeren Bestandteil
biologischer Studien, insbesondere solcher, die sehr gro3e Mengen

an genetischen Daten umfassen.

Abbildung (8): Wichtige konzeptionelle und technologische

Entwicklungen.
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Dieses Computerbild von Milzbrand zeigt die verschiedenen
strukturellen Beziehungen von sieben Einheiten innerhalb des
Proteins und veranschaulicht die Interaktion eines an das Protein
gebundenen Arzneimittels (gelb dargestellt), das die so genannte
Letalfaktoreinheit blockiert. Die Bioinformatik spielt eine wichtige
Rolle bei der Vorhersage, wo ein Medikamentenmolekiil innerhalb
eines Proteins binden wird, wenn man die individuellen Strukturen

der Molekiile kennt.
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Abbildung (9): Wichtige konzeptionelle und technologische

Entwicklungen beim Gen-Knockout.

Beim Gen-Knockout wird ein funktionelles Gen durch ein

inaktiviertes Gen ersetzt, das mit Hilfe der rekombinanten DNA -

Technologie hergestellt wird. Wenn ein Gen "ausgeknockt" wird,
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gibt der daraus resultierende mutierte Phinotyp (beobachtbare
Merkmale) oft Aufschluss tiber die biologische Funktion des Gens.

In den 1990er und frithen 2000er Jahren schlossen sich Forscher
weltweit ~ zunehmend in  Konsortien und  anderen
Kooperationsgruppen zusammen, um grofle Leistungen in der
Biologie zu vollbringen. Der erste grofe Erfolg dieser
Bemiihungen war die Sequenzierung des menschlichen Genoms,
die durch das Humangenomprojekt (HGP) erreicht wurde. Das
HGP begann 1990 und wurde vom US-Energieministerium und
den National Institutes of Health (NIH) unterstiitzt. Spiter
schlossen sich NIH-Forscher mit Celera Genomics, einem privaten
Unternehmen, zusammen, --und das Projekt wurde 2003
abgeschlossen. Schon bald folgten weitere Gemeinschaftsprojekte,
darunter das International HapMap Project, das aus dem HGP
hervorging, und das 1000 Genomes Project, das auf den Daten des

HapMap-Projekts aufbaute.

Im 20. und 21. Jahrhundert gab es auch groe Fortschritte in
Bereichen der Biologie, die sich mit Okosystemen, der Umwelt und
dem Naturschutz befassen. Im 20. Jahrhundert erkannten die
Wissenschaftler, dass der Mensch ebenso wie andere Tiere von den
natiirlichen Ressourcen der Erde abhingig ist. Der Mensch trug

jedoch zur fortschreitenden Zerstorung der Umwelt bei, unter
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anderem aufgrund des zunehmenden Bevélkerungsdrucks und
bestimmter technologischer Fortschritte. Die lebensrettenden
Fortschritte in der Medizin zum Beispiel ermoglichten es den
Menschen, ldnger zu leben, und fithrten zu einem dramatischen
Riickgang der Sterberaten (vor allem in den Industrieldindern), was
zu einem explosionsartigen Anstieg der menschlichen
Bevolkerung beitrug. Chemische Verunreinigungen, die durch
Produktionsprozesse, Pestizide, Autoabgase und andere Mittel in
die Umwelt eingebracht wurden, gefihrdeten alle Lebensformen
ernsthaft. Daher begannen die Biologen, den Beziehungen der
Lebewesen untereinander sowie zu . ihrer biotischen und

abiotischen Umwelt groflere Aufmerksamkeit zu schenken.

Die wachsende Bedeutung des Klimawandels und seine
Auswirkungen auf die Okosysteme fiihrten zu Fortschritten in der
Okologie und zur - Entwicklung von Bereichen wie der
Naturschutzbiologie und der Naturschutzgenetik. Wie in fast allen
anderen Bereichen der Biologie spielte die Molekularbiologie auch
in diesen Bereichen eine wichtige Rolle. Techniken wie die
Sequenzierung des gesamten Genoms wurden eingesetzt, um
Informationen tber die genetische Vielfalt von Populationen
gefahrdeter Arten zu sammeln, und Techniken wie das Klonen und
die Genom-Editierung er6ffneten die Moglichkeit, eines Tages
ausgestorbene Arten wieder aufleben zu lassen (ein Prozess, der als

De-Extinction bekannt ist). Die Informationen iiber die DNA-
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Sequenzen einer Vielzahl von Arten trugen auch dazu bei, das
Verstindnis der Wissenschaftler fiir die Evolution und die
Systematik (die Untersuchung der evolutiondren Bezichungen und

der Diversifizierung des Lebens) zu verbessern.

Intra- und interdiszipliniire Arbeit

Im 21. Jahrhundert gab es viele wichtige Kategorien in den
Biowissenschaften und damit zahlreiche Spezialgebiete innerhalb
der Bereiche. Botanik, Zoologie und Mikrobiologie befassten sich
mit den Arten von Organismen und ihren Beziehungen zueinander.
Diese Disziplinen waren lange Zeit in speziellere Kategorien
unterteilt, z. B. Ichthyologie, die Lehre von den Fischen, und
Algologie, die Lehre von den Algen. Disziplinen wie die
Embryologie und die Physiologie, die sich mit der Entwicklung
und Funktion eines Organismus befassen, wurden je nach Art des
untersuchten Organismus weiter unterteilt, z. B. in die
Embryologie der Wirbellosen und die Physiologie der Saugetiere.
Viele Entwicklungen in der Physiologie und Embryologie waren
das Ergebnis von Studien in der Zellbiologie, Biophysik und
Biochemie. Ebenso halfen Forschungen auf dem Gebiet der
Zellphysiologie und der Zytochemie zusammen  mit
ultrastrukturellen Studien den Wissenschaftlern, die Zellstruktur
mit der Funktion in Beziehung zu setzen. Die Okologie, die sich

auf die Beziehungen zwischen Organismen und ihrer Umwelt

62



konzentriert, umfasst sowohl die physischen Merkmale der
Umwelt als auch andere Organismen, die um Nahrung und Schutz
konkurrieren konnen. Die Betonung verschiedener Umwelten und
bestimmter Merkmale von Organismen fithrte zu einer
Unterteilung des Fachgebiets in eine Reihe von Spezialgebieten
wie SuBwasserokologie, Meeresokologie und

Populationsokologie.

individual forest patch

cluster of forest patches

Abbildung (10): Intra- und interdisziplinire Arbeit.

Malfistab in 6kologischen Studien
Ein Waldstiick, das in ein Landschaftsmosaik eingebettet ist.

Viele Bereiche der Biowissenschaften iiberschreiten die
Grenzen, die traditionell die verschiedenen Wissenschaftszweige
trennten. In der Biophysik beispielsweise wenden Forscher die
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Grundsdtze und Methoden der Physik an, um Probleme in der
Biologie zu untersuchen und zu l6sen. Evolutionsbiologen und
Paldontologen sind mit den Grundsitzen der Geologie vertraut und
arbeiten sogar eng mit Geologen zusammen, wenn sie versuchen,
das Alter von biologischen Uberresten zu bestimmen. In dhnlicher
Weise wenden Anthropologen und Archéologen ihr Wissen tiber
die menschliche Kultur und Gesellschaft auf biologische Funde an,
um die Menschheit besser zu verstehen. Die Astrobiologie entstand
aus den Aktivitidten der Wissenschaftler und Ingenieure, die sich
mit der Erforschung des Weltraums befassen. Infolgedessen hat die
Biologie von vielen anderen Disziplinen, sowohl in den Geistes-
als auch in den Naturwissenschaften, Beitrdge erhalten und zu

ihnen beigetragen.

Im Laufe des 20. und 21. Jahrhunderts wurde die Biologie
zunehmend mit anderen Wissenschaftsbereichen vernetzt und
umfasste auch eine Reihe von Disziplinen. In einigen dieser
Disziplinen wurden mehrere Organisationsebenen anerkannt, z. B.
die Populationsbiologie (die Untersuchung von
Lebewesenpopulationen) und die organismische Biologie (die
Untersuchung des gesamten Organismus) sowie die Zellbiologie
und die Molekularbiologie. In der zweiten Hilfte des 20.
Jahrhunderts brachte die Molekularbiologie noch mehr Disziplinen
hervor, und das Aufkommen der Genomik fiihrte zur Entstehung

anspruchsvoller Unterdisziplinen wie der Entwicklungsgenomik
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und der funktionellen Genomik. Die Genetik dehnte sich weiter aus
und brachte neue Bereiche wie die Erhaltungsgenetik hervor. Trotz
ihrer Vielfalt stiitzen sich viele Bereiche der Biowissenschaften
auch im 21. Jahrhundert auf gemeinsame, vereinheitlichende
Prinzipien und Ideen, insbesondere diejenigen, die in der
Taxonomie, Genetik und Evolution eine zentrale Rolle spielen.

Susan Heyner JoshiEdna R. GreenKara Rogers.

Wandel der gesellschaftlichen und wissenschaftlichen Werte

Im 20. und 21. Jahrhundert fithrten die Rolle der Biologen in der
Gesellschaft sowie ihre moralische und ethische Verantwortung
bei der Entdeckung und Entwicklung neuer Ideen zu einer
Neubewertung der individuellen sozialen und wissenschaftlichen
Wertesysteme. Wissenschaftler konnen es sich nicht leisten, die
Folgen ihrer Entdeckungen zu ignorieren; sie sind tiber den
moglichen Missbrauch ihrer Erkenntnisse ebenso besorgt wie tiber
die Grundlagenforschung, an der sie beteiligt sind. Im 20.
Jahrhundert erforderte die aufkommende soziale und politische
Rolle des Biologen und aller anderen Wissenschaftler eine
Abwiagung der Werte, die nicht mit der Genauigkeit oder
Objektivitat einer Laborwaage vorgenommen werden konnte. Als
Mitglieder der Gesellschaft mussten die Biologen ihre sozialen
Verpflichtungen und Funktionen neu definieren, vor allem, wenn

es darum ging, ethische Probleme wie die Kontrolle der Umwelt

65



durch den Menschen oder die Manipulation von Genen zur

Steuerung der weiteren evolutiondren Entwicklung zu beurteilen.

Bewiiltigung der Probleme der Zukunft

Von besonderer Bedeutung fiir die Biowissenschaften war die
Entwicklung der Gentechnik. Bei genetischen Defekten und
Krankheiten er6ffnete die Gentechnik die Moglichkeit, Gendefekte
zu korrigieren, um die physiologische Funktion wiederherzustellen
und so die Lebensqualitit der Patienten zu verbessern. Die
Gentherapie, bei der ein normales Gen in.das Genom einer Person
eingefiithrt wird, um eine krankheitsverursachende Mutation zu
reparieren, war ein Mittel, mit-dem die Forscher dieses Ziel
moglicherweise erreichen ~konnten. Die Moglichkeiten des
Missbrauchs der Gentechnik waren jedoch enorm. So gab es
erhebliche Bedenken hinsichtlich gentechnisch verdnderter
Organismen, insbesondere verdnderter Nutzpflanzen, und deren
Auswirkungen auf die Gesundheit von Mensch und Umwelt. Auch
das Aufkommen der Klontechniken, einschlieSlich des
somatischen Zellkerntransfers, gab Anlass zur Sorge. Die 2005 von
den Vereinten Nationen verabschiedete Erkldrung tiber das Klonen
von Menschen forderte die Mitgliedstaaten auf, das Klonen von
Menschen zu verbieten, lieB jedoch die Maoglichkeit des

therapeutischen Klonens offen.
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In dhnlicher Weise forderten 2015 Forscher, die Technologien
fiir das Gen-Editing entwickelt hatten, mit denen Wissenschaftler
das Erbgut eines Organismus durch Verdnderung bestimmter
Basen in seiner DNA-Sequenz anpassen konnen, ein Moratorium
fir die Anwendung dieser Technologien beim Menschen. Die
Auswirkungen des Gen-Editings auf die Humangenetik waren
nicht bekannt, und es gab keine Vorschriften, die den Einsatz der
Technologie regeln konnten. In Ermangelung strenger
Vorschriften trieb ein chinesischer Wissenschaftler das Gen-
Editing beim Menschen voran und verkiindete Ende 2018 die
Geburt der weltweit ersten Babys mit editiertem Genom. Der
Wissenschaftler behauptete, menschliche Embryonen bearbeitet zu
haben, um ein Gen zu deaktivieren, das normalerweise das
Eindringen von HIV in Zellen erleichtert; die Embryonen wurden
dann einer Frau eingepflanzt und bis zur Geburt ausgetragen. In der
Zwischenzeit versuchten Forscher in den Vereinigten Staaten, mit
Hilfe von Gene Editing Gene in menschlichem Sperma zu
verdndern, so dass die verdnderten Gene an nachfolgende
Generationen weitergegeben werden konnen. Die Forscher
versuchten insbesondere, Gene zu veridndern, die das Risiko fiir
bestimmte Krebsarten erhéhen, um so das Krebsrisiko bei den
Nachkommen zu verringern. Die Debatte tiber das Gen-Editing hat
frithere Diskussionen {iber die ethischen und sozialen

Auswirkungen der Gentechnik beim Menschen wieder aufleben
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lassen, insbesondere die Moglichkeit, Merkmale wie Intelligenz

und Aussehen zu veridndern.

Zu den weiteren Herausforderungen, mit denen sich die
Biologen konfrontiert sahen, gehorte die Suche nach
Moglichkeiten, die Umweltverschmutzung einzuddmmen, ohne
die Bemiithungen um eine Verbesserung der Lebensqualitit der
Menschen  zu  beeintrdchtigen.  Zum  Problem  der
Umweltverschmutzung trug auch die Uberbevolkerung bei. Der
Anstieg der Weltbevolkerung hatte zu einer stirkeren
Beanspruchung des Bodens gefiihrt, insbesondere im Bereich der
Nahrungsmittelproduktion, und eine ~Zunahme der modernen
Industrie erforderlich gemacht, “deren Abfallprodukte zur
Verschmutzung von Luft, Wasser und Boden beitrugen. Um
Losungen fiir die globale Erwédrmung, die Verschmutzung und
andere Umweltprobleme zu finden, arbeiteten Biologen mit
Sozialwissenschaftlern und anderen Mitgliedern der Gesellschaft
zusammen, um die Anforderungen zu ermitteln, die fiir die
Erhaltung eines gesunden und produktiven Planeten notwendig
sind. Denn obwohl viele der gegenwirtigen und zukiinftigen
Probleme der Menschheit im Wesentlichen sozialer, politischer
oder wirtschaftlicher Natur zu sein scheinen, haben sie biologische
Verzweigungen, die die Existenz des Lebens selbst beeinflussen

konnten.
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1-1 Arten von Zellen
Zellen

Die Zelltheorie besagt, dass Zellen die grundlegenden Einheiten
des Lebens sind, dass alle Lebewesen aus einer oder mehreren
Zellen bestehen und dass alle Zellen durch Zellteilung aus bereits
existierenden Zellen entstehen. Die meisten Zellen sind sehr klein,
mit Durchmessern von 1 bis 100 Mikrometern, und daher nur unter
einem Licht- oder Elektronenmikroskop sichtbar. Im Allgemeinen
gibt es zwei Arten von Zellen: eukaryotische Zellen, die einen
Zellkern enthalten, und prokaryotische Zellen, die keinen Kern
haben. Prokaryonten sind einzellige Otganismen wie Bakterien,
wihrend Eukaryonten einzellig oder' mehrzellig sein konnen. Bei
mehrzelligen Organismen stammt jede Zelle im Korper des
Organismus letztlich von einer einzigen Zelle in einer befruchteten

Eizelle ab.

Struktur der Zelle

Jede Zelle ist von einer Zellmembran umgeben, die ihr
Zytoplasma vom extrazelluldren Raum trennt. Eine Zellmembran
besteht aus einer Lipiddoppelschicht, einschlieBlich Cholesterinen,
die zwischen Phospholipiden sitzen, um ihre Flussigkeit bei
verschiedenen Temperaturen zu erhalten. Zellmembranen sind

halbdurchldssig und lassen kleine Molekiile wie Sauerstoff,
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Kohlendioxid und Wasser durch, wihrend sie die Bewegung
groBerer Molekiile und geladener Teilchen wie Ionen
einschrinken. Zellmembranen enthalten auch Membranproteine,
darunter integrale Membranproteine, die die Membran
durchqueren und als Membrantransporter dienen, und periphere
Proteine, die lose an der Aulenseite der Zellmembran anhaften und
als zellbildende Enzyme wirken. Zellmembranen sind an
verschiedenen zelluliren Prozessen beteiligt, z. B. an der
Zelladhésion, der Speicherung elektrischer Energie und der
Zellsignalisierung, und dienen als Befestigungsfliche fiir
verschiedene extrazelluldre Strukturen wie Zellwand, Glykokalyx

und Zytoskelett.

Abbildung (11): Struktur der Zelle.
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Im Zytoplasma einer Zelle befinden sich zahlreiche
Biomolekiile wie Proteine und Nukleinséuren.[*) Zusétzlich zu den
Biomolekiilen verfiigen eukaryotische Zellen {iber spezialisierte
Strukturen, die Organellen genannt werden und ihre eigenen
Lipiddoppelschichten haben oder rdumliche Einheiten bilden. Zu
diesen Organellen gehoren der Zellkern, der die genetische
Information eciner Zelle enthilt, oder die Mitochondrien, die
Adenosintriphosphat (ATP) fiir die Energieversorgung der
Zellprozesse  erzeugen. Andere  Organellen wie das
endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat spielen eine
Rolle bei der Synthese bzw. Verpackung von Proteinen.
Biomolekiile wie Proteine konnen von Lysosomen, einer weiteren
spezialisierten Organelle, verschlungen werden. Pflanzenzellen
verfiigen tiber weitere Organellen, die sie von tierischen Zellen
unterscheiden, z. B. eine Zellwand, Chloroplasten und eine

Vakuole.

Stoffwechsel

Alle Zellen benétigen Energie, um zellulire Prozesse
aufrechtzuerhalten. Energie ist die Féhigkeit, Arbeit zu verrichten,
die in der Thermodynamik mithilfe der freien Gibbs-Energie
berechnet werden kann. Nach dem ersten Hauptsatz der
Thermodynamik bleibt die Energie erhalten, d. h. sie kann weder

erzeugt noch zerstort werden. Daher wird bei chemischen
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Reaktionen in einer Zelle keine neue Energie erzeugt, sondern
Energie umgewandelt und {iibertragen. Dennoch fiithren alle
Energietlibertragungen zu einem gewissen Verlust an nutzbarer
Energie, was die Entropie (oder den Zustand der Unordnung)
erhoht, wie es im zweiten Hauptsatz der Thermodynamik heif3t.
Folglich muss einem Organismus kontinuierlich Energie zugefiihrt
werden, um einen niedrigen Entropiezustand aufrechtzuerhalten. In
Zellen kann Energie in Form von Elektronen bei Redoxreaktionen
(Reduktion-Oxidation) tiibertragen, in kovalenten Bindungen
gespeichert und durch die Bewegung von lonen (z. B. Wasserstoff,

Natrium, Kalium) durch eine Membran erzeugt werden.

Der Stoffwechsel ist die Gesamtheit der lebenserhaltenden
chemischen Reaktionen in Organismen. Die drei Hauptzwecke des
Stoffwechsels sind: die Umwandlung von Nahrung in Energie zur
Durchfiihrung zelluldrer Prozesse; die Umwandlung von
Nahrung/Brennstoff in Bausteine fiir Proteine, Lipide,
Nukleinsduren und einige Kohlenhydrate; und die Beseitigung von
Stoffwechselabfdllen. Diese enzymbkatalysierten Reaktionen
ermoglichen es den Organismen, zu wachsen und sich zu
vermehren, ihre Strukturen zu erhalten und auf ihre Umwelt zu
reagieren. Stoffwechselreaktionen konnen als katabolisch, d. h. als
Abbau von Verbindungen (z. B. Abbau von Glukose zu Pyruvat
durch Zellatmung), oder anabolisch, d. h. als Aufbau (Synthese)

von Verbindungen (z. B. Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und
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Nukleinsduren) kategorisiert werden. Beim Katabolismus wird in
der Regel Energie freigesetzt, wihrend beim Anabolismus Energie

verbraucht wird.

Die chemischen Reaktionen des Stoffwechsels sind in
Stoffwechselwegen organisiert, in denen eine Chemikalie in einer
Reihe von Schritten in eine andere Chemikalie umgewandelt wird,
wobei jeder Schritt durch ein spezifisches Enzym erleichtert wird.
Enzyme sind fiir den Stoffwechsel von entscheidender Bedeutung,
dasie es den Organismen ermdglichen, erwiinschte Reaktionen, die
Energie benotigen und nicht von selbst ablaufen, durch Kopplung
mit spontanen Reaktionen, die Energie: freisetzen, in Gang zu
setzen. Enzyme wirken als Katalysatoren, sie ermoglichen es, dass
eine Reaktion schneller ablduft, ohne dass sie selbst verbraucht
wird, indem sie die Aktivierungsenergie verringern, die fiir die
Umwandlung von Reaktanten in Produkte erforderlich ist. Enzyme
ermoglichen auch die Regulierung der Geschwindigkeit einer
Stoffwechselreaktion, zum  Beispiel als Reaktion auf
Verdnderungen in der Zellumgebung oder auf Signale von anderen

Zellen.
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Die Zellatmung ist eine Reihe von Stoffwechselreaktionen und -
prozessen, die in den Zellen von Organismen ablaufen, um
chemische Energie aus Néhrstoffen in Adenosintriphosphat (ATP)
umzuwandeln und anschlieend Abfallprodukte freizusetzen. Bei
den an der Atmung beteiligten Reaktionen handelt es sich um
katabole Reaktionen, bei denen grof3e Molekiile in kleinere zerlegt
werden, wobei Energie freigesetzt wird, weil schwache
energiereiche  Bindungen, insbesondere im  molekularen
Sauerstoff, durch stidrkere Bindungen in den Produkten ersetzt
werden. Die Atmung ist einer der wichtigsten Wege, auf denen eine
Zelle chemische Energie freisetzt, - um die zelluldre Aktivitat
anzutreiben. Die Gesamtreaktion erfolgt in einer Reihe von
biochemischen Schritten, von denen einige Redoxreaktionen sind.
Obwohl es sich bei der Zellatmung technisch gesehen um eine
Verbrennungsreaktion handelt, #hnelt sie eindeutig nicht einer
solchen, wenn sie in einer Zelle stattfindet, da die Energie aus der

Reihe von Reaktionen langsam und kontrolliert freigesetzt wird.

Zucker in Form von Glukose ist der Hauptndhrstoff, der von
tierischen und pflanzlichen Zellen fuir die Atmung verwendet wird.
Die Zellatmung unter Beteiligung von Sauerstoff wird als aerobe
Atmung bezeichnet, die aus vier Phasen besteht: Glykolyse,
Zitronensdurezyklus (oder Krebszyklus), Elektronentransportkette

und oxidative Phosphorylierung. Die Glykolyse ist ein
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Stoffwechselprozess im Zytoplasma, bei dem Glukose in zwei
Pyruvate umgewandelt wird, wobei gleichzeitig zwei
Nettomolekiile ATP entstehen. Jedes Pyruvat wird dann durch den
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zu Acetyl-CoA oxidiert, wobei
auch NADH und Kohlendioxid entstehen. Acetyl-CoA gelangt in
den Zitronensédurezyklus, der innerhalb der Mitochondrienmatrix
ablauft. Am Ende des Zyklus werden aus 1 Glukose (oder 2
Pyruvaten) insgesamt 6 NADH, 2 FADH> und 2 ATP-Molekiile
gebildet. Der nédchste Schritt ist die oxidative Phosphorylierung,
die bei Eukaryonten in den mitochondrialen Cristae stattfindet. Die
oxidative Phosphorylierung umfasst die Elektronentransportkette,
eine Reihe von vier Proteinkomplexen, die Elektronen von einem
Komplex auf einen anderen iibertragen und dabei Energie aus
NADH und FADH: freisetzen, die mit dem Pumpen von Protonen
(Wasserstoffionen) durch die innere Mitochondrienmembran
(Chemiosmose) gekoppelt ist, wodurch eine Protonenmotivkraft
entsteht.’% Die Energie der Protonenmotivationskraft treibt das
Enzym ATP-Synthase an, um durch Phosphorylierung von ADP
mehr ATP zu synthetisieren. Die Ubertragung von Elektronen

endet mit molekularem Sauerstoff als letztem Elektronenakzeptor.

Waire kein Sauerstoff vorhanden, wiirde Pyruvat nicht durch
Zellatmung  verstoffwechselt ~ werden,  sondern  einen
Garungsprozess durchlaufen. Das Pyruvat wird nicht in das

Mitochondrium transportiert, sondern verbleibt im Zytoplasma, wo
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es in Abfallprodukte umgewandelt wird, die aus der Zelle entfernt
werden konnen. Dies dient dazu, die Elektronentrager zu oxidieren,
damit sie die Glykolyse wieder durchfithren koénnen, und das
iiberschiissige Pyruvat zu entfernen. Bei der Fermentation wird
NADH zu NAD" oxidiert, damit es in der Glykolyse wieder
verwendet werden kann. In Abwesenheit von Sauerstoff verhindert
die Fermentation die Ansammlung von NADH im Zytoplasma und
stellt NAD™ fiir die Glykolyse bereit. Dieses Abfallprodukt ist je
nach Organismus unterschiedlich. In der Skelettmuskulatur ist das
Abfallprodukt Milchsdure. Diese Art der Girung wird als
Milchsduregidrung bezeichnet. Bei anstrengender korperlicher
Betitigung, wenn der Energiebedarf das Energieangebot
uibersteigt, kann die Atmungskette nicht alle durch NADH
verbundenen Wasserstoffatome verarbeiten. Wihrend der
anaeroben Glykolyse tegeneriert sich NAD" , wenn sich
Wasserstoffpaare mit Pyruvat zu Laktat verbinden. Die
Laktatbildung wird von der Laktatdehydrogenase in einer
reversiblen Reaktion katalysiert. Laktat kann auch als indirekte
Vorstufe fiir Leberglykogen verwendet werden. Wéhrend der
Erholung, wenn Sauerstoff verfiigbar wird, verbindet sich NAD*
mit Wasserstoff aus Laktat, um ATP zu bilden. In Hefe sind die
Abfallprodukte Ethanol und Kohlendioxid. Diese Art der Garung
wird als alkoholische oder Ethanol-Gérung bezeichnet. Das in
diesem Prozess erzeugte ATP wird durch Phosphorylierung auf

Substratebene hergestellt, wofiir kein Sauerstoff erforderlich ist.
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Abbildung (14): Atmung in einer eukaryontischen Zelle.

Zellsignalisierung

Zellkommunikation (oder Signaliibertragung) ist die Féahigkeit
von Zellen, Signale zu empfangen, zu verarbeiten und mit ihrer
Umgebung und mit sich selbst zu iibertragen. Bei den Signalen
kann es sich um nicht-chemische Signale wie Licht, elektrische
Impulse und Wérme oder um chemische Signale (oder Liganden)
handeln, die mit Rezeptoren interagieren, die sich in der
Zellmembran einer anderen Zelle oder tief im Inneren einer Zelle
befinden konnen. Im Allgemeinen gibt es vier Arten von

chemischen Signalen: autokrine, parakrine, juxtakrine und
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Hormone."*8! Bei autokrinen Signalen wirkt der Ligand auf dieselbe
Zelle, die ihn freisetzt. Tumorzellen zum Beispiel konnen sich
unkontrolliert vermehren, weil sie Signale freisetzen, die ihre
eigene  Selbstteilung  auslosen. Bei  der  parakrinen
Signaltibertragung diffundiert der Ligand zu nahe gelegenen Zellen
und beeinflusst diese. So setzen beispielsweise Gehirnzellen, die
Neuronen  genannt  werden, Liganden, so  genannte
Neurotransmitter, frei, die durch einen synaptischen Spalt
diffundieren und sich mit einem Rezeptor auf einer benachbarten
Zelle wie einer anderen Neuronen- oder Muskelzelle verbinden.
Bei der juxtakrinen Signaliibertragung besteht ein direkter Kontakt
zwischen der signalgebenden und der antwortenden Zelle.
Hormone schlieBlich sind Liganden, die durch das Kreislaufsystem
von Tieren oder das GefaB3system von Pflanzen wandern, um ihre
Zielzellen zu erreichen. Sobald sich ein Ligand an einen Rezeptor
bindet, kann er das Verhalten einer anderen Zelle beeinflussen, je
nach Art des Rezeptors. So konnen beispielsweise
Neurotransmitter, die an einen inotropen Rezeptor binden, die
Erregbarkeit einer Zielzelle verdndern. Andere Arten von
Rezeptoren sind Proteinkinaserezeptoren, z. B. Rezeptoren fiir das
Hormon Insulin, und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kann Second-
Messenger-Kaskaden in Gang setzen. Der Prozess, bei dem ein

chemisches oder physikalisches Signal als eine Reihe von
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molekularen Ereignissen durch eine Zelle iibertragen wird, wird als

Signaltransduktion bezeichnet.
Zellzyklus

Der Zellzyklus ist eine Reihe von Ereignissen, die in einer Zelle
stattfinden und die dazu fiihren, dass sie sich in zwei Tochterzellen
teilt. Zu diesen Ereignissen gehoren die Verdopplung der DNA und
einiger Organellen sowie die anschlieBende Aufteilung des
Zytoplasmas in zwei Tochterzellen in einem Prozess, der
Zellteilung genannt wird. Bei Eukaryoten (d. h. Tier-, Pflanzen-,
Pilz- und Protistenzellen) gibt es zwei verschiedene Arten der
Zellteilung: Mitose und Meiose.[®) Die Mitose ist ein Teil des
Zellzyklus, bei dem die replizierten Chromosomen in zwei neue
Zellkerne getrennt werden. Beider Zellteilung entstehen genetisch
identische Zellen, bei denen die Gesamtzahl der Chromosomen
erhalten bleibt. Der Mitose (Teilung des Zellkerns) geht im
Allgemeinen die S-Phase der Interphase voraus (in der die DNA
repliziert wird), auf die hiufig die Telophase und die Zytokinese
folgen, bei der das Zytoplasma, die Organellen und die
Zellmembran einer Zelle in zwei neue Zellen geteilt werden, die
etwa gleiche Anteile dieser Zellbestandteile enthalten. Die
verschiedenen Stadien der Mitose definieren zusammen die
mitotische Phase des tierischen Zellzyklus, die Teilung der
Mutterzelle in zwei genetisch identische Tochterzellen.l%!! Der

Zellzyklus ist ein lebenswichtiger Prozess, durch den sich eine
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befruchtete Eizelle zu einem reifen Organismus entwickelt, sowie
der Prozess, durch den Haare, Haut, Blutzellen und einige innere
Organe erneuert werden. Nach der Zellteilung beginnt jede der
Tochterzellen die Interphase eines neuen Zyklus. Im Gegensatz zur
Mitose entstehen bei der Meiose vier haploide Tochterzellen,
indem eine Runde der DNA-Replikation gefolgt von zwei
Teilungen durchgefiihrt wird. Bei der ersten Teilung (Meiose 1)
werden homologe Chromosomen getrennt, bei der zweiten Teilung
(Meiose 1II) werden Schwesterchromatiden getrennt. Beide
Zellteilungszyklen werden zu einem bestimmten Zeitpunkt im
Lebenszyklus zur sexuellen Fortpflanzung genutzt. Es wird
angenommen, dass beide Zyklen bereits beim letzten gemeinsamen

Vorfahren der Eukaryoten vorhanden waren.

Auch Prokaryonten, z. B. Archaeen und Bakterien, konnen eine
Zellteilung (oder bindre Spaltung) durchfiihren. Im Gegensatz zu
den Prozessen der Mitose und Meiose bei Eukaryonten findet die
Binédrspaltung bei Prokaryonten ohne die Bildung eines
Spindelapparats an der Zelle statt. Vor der Binérspaltung ist die
DNA im Bakterium straff aufgerollt. Nachdem sie sich entrollt und
vervielfiltigt hat, wird sie zu den getrennten Polen des Bakteriums
gezogen, wihrend es sich vergroBert, um sich auf die Spaltung
vorzubereiten. Das Wachstum einer neuen Zellwand beginnt, um
das Bakterium zu trennen (ausgelost durch die Polymerisation von

FtsZ und die Bildung des "Z-Rings"). Die neue Zellwand (Septum)
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entwickelt sich vollstindig, was zur vollstindigen Teilung des
Bakteriums fiihrt. Die neuen Tochterzellen haben eng gewickelte

DNA-Stédbchen, Ribosomen und Plasmide.

Daughter
Nuclei Il
Daughter
Nuclei
/
~
2 n
—
Interphase ‘ MeioSi< | X
Homologous Meiosis I
Chromosomes

Abbildung (15): Zellzyklus.

Bei der Meiose verdoppeln sich die Chromosomen und die
homologen Chromosomen tauschen wéhrend der Meiose 1
genetische Informationen aus. Die Tochterzellen teilen sich in der

Meiose II erneut, um haploide Gameten zu bilden.
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Abbildung (16): Phylogenetischer Baum, der die Doménen von

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten zeigt.

Eine Phylogenie ist die Evolutionsgeschichte einer bestimmten
Gruppe von Organismen oder deren Genen. Eine Phylogenie kann
durch einen phylogenetischen Baum dargestellt werden, ein
Diagramm, das die Abstammungslinien zwischen Organismen
oder ihren Genen zeigt. Jede Linie, die auf der Zeitachse eines
Baumes gezeichnet ‘wird, stellt eine Abstammungslinie von
Nachkommen einer bestimmten Art oder Population dar. Wenn
sich eine Abstammungslinie in zwei Teile teilt, wird dies als ein
Knoten oder eine Abspaltung im phylogenetischen Baum
dargestellt. Je mehr Abspaltungen es im Laufe der Zeit gibt, desto
mehr Aste hat der Baum, wobei der gemeinsame Vorfahre aller
Organismen in diesem Baum durch die Wurzel des Baumes
dargestellt wird. Phylogenetische Bédume konnen die
Evolutionsgeschichte aller Lebensformen, einer groflen
Evolutionsgruppe, z. B. der Insekten, oder einer noch kleineren
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Gruppe eng verwandter Arten abbilden. Innerhalb eines Baums ist
jede Gruppe von Arten, die mit einem Namen bezeichnet wird, ein
Taxon, z. B. Menschen, Primaten, Sdugetiere oder Wirbeltiere, und
ein Taxon, das aus allen seinen evolutiondren Nachkommen
besteht, ist eine Klade, auch bekannt als monophyletisches Taxon.
Eng verwandte Arten werden als Schwesterarten bezeichnet und
eng verwandte Kladen als Schwesterkladen. Im Gegensatz zu einer
monophyletischen Gruppe umfasst eine polyphyletische Gruppe
nicht ihren gemeinsamen Vorfahren, wéhrend eine paraphyletische
Gruppe nicht alle Nachkommen eines gemeinsamen Vorfahren

umfasst.

Phylogenetische Bédume sind die Grundlage fiir den Vergleich
und die Gruppierung verschiedener Arten. Verschiedene Arten, die
ein von einem gemeinsamen Vorfahren ererbtes Merkmal teilen,
werden als homologe Merkmale bezeichnet. Homologe Merkmale
konnen alle vererbbaren Eigenschaften wie DNA-Sequenz,
Proteinstrukturen, anatomische Merkmale und Verhaltensmuster
sein. Die Wirbelséule ist ein Beispiel fiir ein homologes Merkmal,
das alle Wirbeltiere gemeinsam haben. Merkmale, die eine
dhnliche Form oder Funktion haben, aber nicht von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammen, werden als analoge
Merkmale bezeichnet. Phylogenien konnen fiir eine Gruppe von
Organismen rekonstruiert werden, die von primédrem Interesse sind

und als "Ingroup" bezeichnet werden. Eine Art oder Gruppe, die
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eng mit der Ingroup verwandt ist, aber phylogenetisch auflerhalb
der Ingroup liegt, wird als Outgroup bezeichnet und dient als
Referenzpunkt im Baum. Die Wurzel des Baums befindet sich
zwischen der Ingroup und der Outgroup. Bei der Rekonstruktion
phylogenetischer Bdume konnen mehrere Bédume mit
unterschiedlichen Evolutionsgeschichten entstehen. Nach dem
Prinzip der Parsimonie (oder Occams Rasiermesser) wird derjenige
Baum bevorzugt, der die wenigsten evolutiondren Verdnderungen
aufweist, die fur alle Merkmale in allen Gruppen angenommen
werden miissen. Mit Hilfe von Computeralgorithmen lédsst sich
ermitteln, wie sich ein Baum angesichts. der Beweise entwickelt

haben konnte.

Die Phylogenie bildet die:- Grundlage der biologischen
Klassifizierung, die auf der von Carl Linnaeus im 18. Jahrhundert
entwickelten Linnaeischen Taxonomie beruht.l''”! Jahrhundert
entwickelt wurde. Dieses Klassifizierungssystem ist rangbezogen,
wobei der hochste Rang die Doméne ist, gefolgt von Konigreich,
Stamm, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung und Art. Alle
Organismen kénnen einem von drei Bereichen zugeordnet werden:
Archaea (urspriinglich Archaebakterien), Bakterien (urspriinglich
Eubakterien) oder Eukarya (umfasst die Reiche der Protisten, Pilze,
Pflanzen und Tiere). Zur Klassifizierung der verschiedenen Arten
wird eine binomiale Nomenklatur verwendet. Auf der Grundlage

dieses Systems erhélt jede Art zwei Namen, einen fiir ihre Gattung
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und einen fiir ihre Art. Der Mensch ist zum Beispiel Homo sapiens,
wobei Homo die Gattung und sapiens die Art ist. Konventionell
werden die wissenschaftlichen Namen von Organismen kursiv
geschrieben, wobei nur der erste Buchstabe der Gattung grof3

geschrieben wird.

Bacteria Archaea Eukaryota
Spirochetes Chlorofle xi Entamoebae nS:IID"TéeS Animals
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Protecbacter ia
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Planctomyces

Thermoproteu
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Flagellates
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Thermotoga Wicrosporidia

Agquifex Diplomonads

Abbildung (17): Phylogenetischer Baum, der die Doménen von

Bakterien, Archaeen und Eukaryoten zeigt

86



A-Eukaryotische Zelle

Eine eukaryotische Zelle enthdlt membrangebundene
Organellen wie einen Zellkern, Mitochondrien und ein
endoplasmatisches Retikulum. Zu den Organismen, die auf der
eukaryotischen Zelle basieren, gehdren Protozoen, Pilze, Pflanzen
und Tiere. Diese Organismen werden in die biologische Domine
Eukaryota eingeteilt. Eukaryotische Zellen sind gréfer und
komplexer als prokaryotische Zellen, die in den Bereichen Archaca

und Bacteria zu finden sind.

Eine eukaryotische Zelle ist eine von zwei verschiedenen Arten
von Zellen. Organismen, die auf <einer eukaryotischen Zelle
beruhen, werden als "Eukaryoten" bezeichnet und umfassen
Pflanzen, Tiere, Pilze und Protisten. Die einzigen Organismen, die
nicht auf der eukaryotischen Zelle basieren, sind Organismen, die
auf einer prokaryotischen Zellstruktur beruhen. Diese Organismen
sind in den Bereichen Archaea und Bacteria zu finden. Es gibt
mehrere Unterschiede zwischen einer eukaryotischen Zelle und
einer prokaryotischen Zelle, die Ihnen helfen kénnen zu verstehen,

was eine Zelle eukaryotisch macht.

Eukaryotische Zelle vs. Prokaryotische Zelle

Der Unterschied zwischen einer eukaryotischen Zelle und einer

prokaryotischen Zelle ist einfach: Eukaryotische Zellen haben
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membrangebundene Organellen. In einer prokaryontischen Zelle
(z. B. einem Bakterium) schwimmt die DNA einfach im
Zytoplasma herum, wéhrend prokaryontische Zellen eine Art von
Organellen (Ribosomen) haben, die nicht von einer

Plasmamembran bedeckt sind

Eukaryotic cell Prokaryotic cell
Nucleus Capsule
Ribosomes \ /
e \ . Ribosomes
| A A 7
o S =
GO|gi _DNA
complex ™~ |
— Cell wall
Endoplasmic |
reticulum

Plasma /" Plasma
membrane membrane
Mitochondria
Cytoplasm Cytoplasm

Lysosome

Eukaryotic Cell vs Prokaryotic Cell

Abbildung (18): Eukaryotische Zelle vs. Prokaryotische Zelle

Im Gegensatz dazu sind eukaryotische Zellen voll von
membrangebundenen Organellen, die die Zelle in viele
verschiedene Kompartimente unterteilen. Der Zellkern beherbergt
die DNA. Das endoplasmatische Retikulum bildet viele Kammern,

in denen spezifische biochemische Reaktionen ablaufen. Der
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Golgi-Apparat faltet und verpackt verschiedene Proteine und
zelluldre Produkte. In den Lysosomen werden Verdauungsenzyme
gelagert, die die aufgenommene Nahrung aufspalten. AuB3erdem
enthalten eukaryotische Zellen Mitochondrien, um ATP-Molekiile
aus Glukose zu erzeugen, und Chloroplasten, um Glukose aus

Sonnenlicht zu erzeugen (nur in Pflanzen und Algen).

Merkmale einer eukaryotischen Zelle

Eukaryontische Zellen enthalten eine Vielzahl von Organellen,
die verschiedene Funktionen innerhalb der Zelle erfiillen (die
weiter unten im Detail beschrieben werden). Alle Organellen
werden durch das Zytoskelett stabilisiert und physisch unterstitzt,
das auch an der Ubertragung von Signalen von einem Teil der Zelle
zum anderen beteiligt ist. In eukaryontischen Zellen besteht das
Zytoskelett hauptsdchlich aus drei Arten von Filamenten:
Mikrotubuli, Mikrofilamente wund Zwischenfilamente. Die
wissrige Losung, die alle Organellen in der Zelle umgibt, wird

Zytosol genannt.
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ANATOMY OF A CELL
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Abbildung (19): Merkmale einer eukaryotischen Zelle

Der Zellzyklus ist der Lebenszyklus einer Zelle. Wahrend dieses
Zyklus wichst sie und teilt sich. Zwischen allen Phasen gibt es

Kontrollpunkte, an denen Proteine feststellen konnen, ob die Zelle

bereit ist, die ndchste Phase des Zyklus zu beginnen.

Mitose (M)

Die Mitose oder M-Phase ist der Zeitpunkt, an dem die Zelle
beginnt, ihre verdoppelte DNA fiir die Aufteilung in zwei
Tochterzellen zu organisieren. Die Chromosomen trennen sich, so
dass jeweils ein Chromosom in jede Tochterzelle gelangt. Dies
fiihrt dazu, dass die Tochterzellen identische Chromosomen haben

wie die Mutterzelle. Die Mitose selbst ist in Prophase, Metaphase,
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Anaphase und Telophase unterteilt. Jede Phase markiert
verschiedene Punkte im Prozess der DNA-Trennung. An die
Mitose schlie3t sich die Zytokinese an, bei der die Zelle ihre Kerne
und andere Organellen zur Vorbereitung der Teilung trennt und

sich dann physisch in zwei Zellen teilt.

Pflanzenzelle

Pflanzenzellen sind aus mehreren Griinden einzigartig unter den
eukaryontischen Zellen. Sie haben verstiarkte, relativ dicke
Zellwiande aus Zellulose, die dazu beitragen, die Struktur der
Pflanze aufrechtzuerhalten. Jede Pflanzenzelle verfiigt iiber eine
gro3e Vakuole in der Mitte, die es ihrermdglicht, den Turgordruck
aufrechtzuerhalten. Der Turgordruck entsteht dadurch, dass das
Wasser in der zentralen Vakuole nach auBlen auf die Zellwénde
driickt.  Pflanzenzellen enthalten auch Organellen, die
Chloroplasten, die das Molekiil Chlorophyll enthalten. Dieses
wichtige Molekiil wird im Prozess der Photosynthese verwendet,

bei dem die Pflanzen aus der Energie des Lichts Zucker herstellen.
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Abbildung (20): Pflanzenzellen sinc(i/ @aryotische Zellen.

Pilzzellen <&
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Wie Pflanzenzellen ha «auch Pilzzellen eine Zellwand, aber
ithre Zellwand besteht@s Chitin (der gleichen Substanz, die auch
in den Exoskeletten von Insekten vorkommt). Einige Pilze haben
Septen, d. h. Locher, durch die Organellen und Zytoplasma
zwischen den Zellen hindurchtreten konnen. Dadurch sind die
Grenzen zwischen den verschiedenen Zellen weniger klar. Die
meisten Pilze leben unterirdisch oder in verrottendem organischem
Material, wo das Myzelnetz Millionen miteinander verbundener

Zellen enthalten kann.
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Abbildung (21): Pilzzellen teilen -ihr Zytoplasma oft durch
Septen.

Tierische Zellen

Tierische Zellen haben keine Zellwénde. Stattdessen haben sie
nur eine Plasmamembran. Das Fehlen einer Zellwand ermo6glicht
es tierischen Zellen, viele verschiedene Formen zu bilden. Dies
ermoglicht die Prozesse der Phagozytose ("Zellfressen") und der
Pinozytose ("Zelltrinken"). Tierische Zellen unterscheiden sich

von pflanzlichen Zellen dadurch, dass sie keine Chloroplasten
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haben und viele kleinere Vakuolen anstelle einer gro3en zentralen

Vakuole besitzen.

Protozoen

Protozoen sind eukaryotische Organismen, die aus einer
einzigen Zelle bestehen. Sie konnen sich fortbewegen, andere
kleine Organismen fressen und Nahrung in Vakuolen verdauen.
Einige Protozoen haben viele Flimmerhirchen, das sind kleine,
bewegliche Haare, mit denen sie schwimmen konnen. Andere
verwenden grof3e Geilleln, die wie ein groler Schwanz aussehen,
um durch das Wasser zu schwimmen. Einige Protisten haben auch

eine diinne Schicht, die Pellikel, die die Zellmembran stiitzt.

E> ,’ﬂg e
o 3 2 \‘m\ﬂ' ~ ¥
Amoeba Euglena Paramecium caudatum

Several types of Protozoan

Abbildung (22): Verschiedene Arten von Protozoen.
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B-Prokaryotische Zelle

Prokaryotische Zellen sind einzellige Mikroorganismen, von
denen bekannt ist, dass sie die dltesten auf der Erde sind. Zu den
Prokaryoten gehoren Bakterien und Archaea. Zu den
photosynthetischen Prokaryoten gehoren Cyanobakterien, die
Photosynthese betreiben.

Eine prokaryotische Zelle besteht aus einer einzigen Membran
und daher finden alle Reaktionen im Zytoplasma statt. Sie konnen

freilebend oder parasitisch sein.

Merkmale einer prokaryotischen Zelle

Prokaryotische Zellen weisen verschiedene charakteristische
Merkmale auf. Die Merkmale der prokaryotischen Zellen sind im
Folgenden aufgefiihrt.

1. Thnen fehlt eine Kernmembran.

2. Mitochondrien, Golgi-Korper, Chloroplasten ~ und

Lysosomen sind nicht vorhanden.

3. Das genetische Material befindet sich auf einem einzigen

Chromosom.

4. Die Histonproteine, die wichtigen Bestandteile der

eukaryotischen Chromosomen, fehlen ihnen.

5. Die Zellwand setzt sich aus Kohlenhydraten und
Aminosduren zusammen.
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6. Die Plasmamembran fungiert als Mitochondrienmembran,

die die Atmungsenzyme tragt.

7. Sie teilen sich asexuell durch bindre Spaltung. Die sexuelle

Fortpflanzung erfolgt durch Konjugation.

Prokaryotische Zellstruktur

Eine prokaryotische Zelle hat keine Kernmembran. Das
genetische Material befindet sich jedoch in einem Bereich im
Zytoplasma, der als Nukleoid bezeichnet wird. Sie konnen
kugelformig, stibchenformig oder spiralférmig sein. Eine

prokaryotische Zelle ist wie folgt aufgebaut:

1. Kapsel: Es handelt sich um‘eine duflere Schutzhiille, die
zusitzlich zur Zellwand in den Bakterienzellen zu finden ist.
Sie hilft bei der Feuchtigkeitsspeicherung, schiitzt die Zelle,
wenn sie verschluckt wird, und hilft bei der Befestigung der

Zellen an Nihrstoffen und Oberflidchen.

2. Zellwand: Sie ist die duBlerste Schicht der Zelle, die der Zelle
ihre Form gibt.

3. Zytoplasma: Das Zytoplasma besteht hauptsidchlich aus
Enzymen, Salzen und Zellorganellen und ist eine gelartige

Komponente.

4. Zellmembran: Diese Schicht umgibt das Zytoplasma und

regelt den Ein- und Austritt von Substanzen in die Zellen.
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5. Pili: Das sind haardhnliche Auswiichse, die sich an der

Oberfliche anderer Bakterienzellen festsetzen.

6. Geileln: Das sind lange Strukturen in Form einer Peitsche,

die der Zelle bei der Fortbewegung helfen.
7. Ribosomen: Sie sind an der Proteinsynthese beteiligt.

8. Plasmide: Plasmide sind nicht-chromosomale DNA-

Strukturen. Sie sind nicht an der Reproduktion beteiligt.

9. Nukleoide Region: Dies ist der Bereich im Zytoplasma, in

dem sich das genetische Material befindet.

Einer prokaryotischen Zelle fehlen bestimmte Organellen wie

Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Korper.

PROKARYOTIC CELLS

Ribosomes Cytoplasm

Bacterial
flagellum

Capsule
Plasma Cell wall P

membrane
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Abbildung (23): Das Diagramm einer prokaryotischen Zelle

zeigt das Fehlen eines echten Zellkerns.
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1-2 Bestandteile von prokaryotischen Zellen

Die prokaryotischen Zellen haben vier Hauptbestandteile:

Plasmamembran - Sie ist eine &uflere Schutzhiille aus

Phospholipidmolekiilen, die die Zelle von der Umgebung trennt.

Zytoplasma - Es ist eine gallertartige Substanz im Inneren der

Zelle. Alle Zellorganellen sind in ihm aufgehéngt.

DNA - Sie ist das genetische Material der Zelle. Alle Prokaryoten
besitzen eine kreisformige DNA. Sie bestimmt, welche Proteine

die Zelle bildet. Sie reguliert auch die Aktionen der Zelle.
Ribosomen - Hier findet die Proteinsynthese statt.
Einige prokaryotische Zellen besitzen Flimmerhdrchen und
GeiBeln, die bei der Fortbewegung helfen.
Fortpflanzung bei Prokaryoten
Ein Prokaryot vermehrt sich auf zwei Arten:

« Ungeschlechtlich durch bindre Spaltung

+ Sexuell durch Konjugation

Binidre Spaltung

1. Die DNA eines Organismus repliziert sich und die neuen

Kopien heften sich an die Zellmembran.
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2. Die Zellwand vergroBert sich und beginnt, sich nach innen zu

bewegen.

3. Zwischen jeder DNA wird dann eine Zellwand gebildet, die

die Zelle in zwei Tochterzellen teilt.

Rekombination

Bei diesem Prozess werden Gene von einem Bakterium auf das
Genom anderer Bakterien iibertragen. Dies geschieht auf drei Arten

- Konjugation, Transformation und Transduktion.

. Konjugation ist der Prozess, bei dem Gene zwischen zwei
Bakterien durch eine Proteinréhrenstruktur namens Pilus

iibertragen werden.

« Transformation ist die Art der sexuellen Fortpflanzung, bei
der die DNA aus der Umgebung von der Bakterienzelle

aufgenommen und in ihre DNA eingebaut wird.

« Transduktion ist der Prozess, bei dem das genetische
Material mit Hilfe von Viren in die Bakterienzelle iibertragen
wird. Bakteriophagen sind die Viren, die diesen Prozess in

Gang setzen.
Beispiele fiir prokaryotische Zellen

Im Folgenden werden Beispiele fiir prokaryotische Zellen genannt:
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Bakterielle Zellen

Es handelt sich um einzellige Organismen, die tiberall auf der
Erde vorkommen, vom Boden bis zum menschlichen Korper. Sie
haben unterschiedliche Formen und Strukturen. Die Zellwand

besteht aus Peptidoglykan, das der Zellwand Struktur verleiht.

Bakterien haben einige einzigartige Strukturen wie Pili, Geifleln
und Kapseln. Sie besitzen auch extrachromosomale DNA, die als
Plasmide bekannt ist. Sie haben die Fiahigkeit, zdhe, ruhende
Strukturen zu bilden, die als Endosporen bekannt sind und ihnen
helfen, unter ungiinstigen Bedingungen zu iiberleben. Die
Endosporen werden aktiv, wenn die Bedingungen wieder giinstig

sind.

Archaeen-Zellen

Archaebakterien sind einzellige Organismen, die in Form und
GroBe den Bakterien &hneln. Man findet sie in extremen
Umgebungen wie heilen Quellen und an anderen Orten wie Erde,
Stimpfen und sogar im Menschen. Sie haben eine Zellwand und
Geilleln. Die Zellwand von Archaeen enthilt kein Peptidoglykan.
Die Membranen der Archaeen haben andere Lipide mit einer vollig
anderen Stereochemie. Genau wie Bakterien haben Archaeen ein
zirkuldres Chromosom. Sie besitzen auch Plasmide. Weitere
Informationen tiiber prokaryotische Zellen, ihre Definition,

Struktur, Merkmale und Beispiele finden Sie auf der Biologie-
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Website von BYJU oder in der BYJU-App, die Sie herunterladen

konnen.

FLAGELLUM

FIMBRIA

DNA
IN NUCLEOID

CYTOPLASM

RIBOSOMES

PLASMID

www.visiblebody.com

Abbildung (24): Bakterielle Strukturen.
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A-Zellen-Wand

Zellwand ist die Wand einer Zelle bei Pflanzen, Bakterien, Pilzen,
Algen und einigen Archaeen. Tierische Zellen haben keine
Zellwénde, ebenso wenig wie Protozoen. Zellwénde schiitzen die
Zellen vor Schidden. Sie dienen auch dazu, die Zelle stark zu
machen, ihre Form zu erhalten und das Wachstum der Zelle und

der Pflanze zu steuern.

Die Zellwand ist die zdhe, meist flexible, manchmal aber auch
ziemlich starre Schicht, die einige Zelltypen umgibt. Sie befindet
sich auflerhalb der Zellmembran und gibt diesen Zellen Halt und
Schutz und wirkt als Filter. Die Zellwand fungiert auch als
Druckbehilter und verhindert eine Uberdehnung, wenn Wasser

durch Osmose in die Zelle gelangt.

Das Material der Zellwand ist unterschiedlich. Bei Pflanzen und
Algen besteht die Zellwand aus langen Molekiilen aus Cellulose,
Pektin und Hemicellulose. Die Zellwand hat Kanéle, durch die
einige Proteine eindringen konnen und andere drauBlen bleiben.
Wasser und kleine Molekiile konnen durch die Zellwand und die

Zellmembran dringen.

Die Zellwand hat eine mechanische Festigkeit und unterstiitzt die

Zellform. Diese mechanische Festigkeit ist ihre Hauptfunktion:

Stellen Sie sich die Zellwand wie einen Weidenkorb vor, in dem

ein Luftballon aufgeblasen wurde, so dass er von innen Druck
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ausiibt. Ein solcher Korb ist sehr steif und widerstandsfiahig gegen
mechanische Beschiddigungen. Die Zellen [der Organismen], die
eine Zellwand haben, erhalten ihre Festigkeit also durch eine

flexible Plasmamembran, die gegen eine starre Zellwand driickt".

Obwohl die Zellwand der Pflanzen stark ist, ist sie nicht starr oder
steif. Die Flexibilitdt der Zellwinde zeigt sich, wenn die Pflanzen

welken, so dass die Stidngel und Blétter zu hidngen beginnen.

Einige  Pflanzen  fiigen  einigen  ihrer  Zellwinde
Versteifungsmaterial hinzu. Eine sekunddre Zellwand ist eine
zusitzliche Zelluloseschicht, die die Wandsteifigkeit erhoht. In
Xylem-Zellwéanden konnen weitere Schichten hinzugefiigt werden,
die Lignin enthalten, oder in Kork-Zellwénden Suberin. Diese
Verbindungen sind steif und  wasserfest. Sie machen die
Sekunddrwand steif. Sowohl Holz- als auch Rindenzellen von
Bédumen haben Sekundérwinde. Andere Pflanzenteile wie z. B. der
Blattstiel konnen verstirkt werden, um der Belastung durch

physikalische Kréfte standzuhalten.

Durchlissigkeit

Kleine Molekiile, einschlielich kleiner Proteine, konnen leicht
durch die primdre Pflanzenzellwand gelangen. Wasser und
Kohlendioxid sind in der gesamten Pflanze verteilt. Der pH-Wert
ist ein wichtiger Faktor fiir den Transport von Molekiilen durch die

Zellwinde.
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Bakterielle Zellwand

Abbildung (25): Schema eines- typischen Gram-positiven

Bakteriums.

Die Zellhiille besteht aus einer Plasmamembran (griin) und einer
dicken peptidoglykanhaltigen Zellwand (die gelbe Schicht). Eine
duBere Lipidmembran, wie sie gramnegative Bakterien haben, ist
nicht vorhanden. Die rote Schicht, die Kapsel, ist von der Zellhiille

getrennt

An der AuB3enseite der Zellmembran befindet sich die bakterielle
Zellwand. Bakterielle Zellwéande bestehen aus Peptidoglykan, das
aus Polysaccharidketten besteht, die durch ungew6hnliche Peptide
mit D-Aminosduren vernetzt sind. Bakterielle Zellwédnde
unterscheiden sich von den Zellwanden von Pflanzen und Pilzen,

die aus Zellulose bzw. Chitin bestehen.
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Die Zellwand von Bakterien unterscheidet sich auch von der von
Archaea, die kein Peptidoglykan enthalten. Die Zellwand ist fiir das
Uberleben vieler Bakterien unerldsslich. Das Antibiotikum
Penicillin ist in der Lage, Bakterien abzutoten, indem es die
Vernetzung des Peptidoglycans verhindert, wodurch die Zellwand
geschwicht wird und zerfillt. Auch das Enzym Lysozym kann die
bakterielle Zellwand schédigen.

Mittlere Lamelle

Die Mittellamelle verleiht der Zelle Form, Halt und Festigkeit.
Sie besteht aus Kalzium und Magnesium. Auch wenn sie als
Mittellamelle bezeichnet wird, ist sie der dullere Teil der Zelle. Die

Mittellamelle ist die erste Wand der Zelle, die Schutz bietet.

Tierische Zellmembran

Tierische Zellen haben keine Zellwidnde. Sie haben

Mikrofilamente (die diinnsten Filamente des Zytoskeletts).
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B-Kern

In der Zellbiologie ist der Zellkern (pl. nuclei; von lateinisch
nucleus oder nuculeus, was Kern oder Samen bedeutet) eine
membrangebundene  Organelle in eukaryotischen Zellen.
Eukaryoten haben in der Regel einen einzigen Kern, aber einige
wenige Zelltypen, wie die roten Blutkorperchen von Sdugetieren,
haben keine Kerne, und einige andere, wie z. B. Osteoklasten,
haben viele Kerne. Die wichtigsten Strukturen, aus denen der
Zellkern besteht, sind die Kernhiille, eine Doppelmembran, die das
gesamte Organell umschliefit und seinen Inhalt vom Zytoplasma
der Zelle isoliert, und die Kernmatrix (zu der auch die Kernlamina
gehort), ein Netzwerk innerhalb-des Kerns, das der Zelle
mechanischen Halt gibt, dhnlich wie das Zytoskelett die Zelle als

Gangzes stiitzt.

Der Zellkern enthdlt das gesamte Genom der Zelle, mit
Ausnahme der geringen Menge an mitochondrialer DNA und - in
Pflanzenzellen - der Plastiden-DNA. Die Kern-DNA ist als
mehrere lange lineare Molekiile in einem Komplex mit einer
Vielzahl von Proteinen, wie z. B. Histonen, organisiert und bildet
Chromosomen. Die Gene in diesen Chromosomen sind so
strukturiert, dass sie die Zellfunktion fordern. Da die Kernhiille fiir
gro3e Molekiile undurchlissig ist, sind Kernporen erforderlich, um
den Transport von Molekiilen durch die Hiille zu regulieren. Die

Poren durchqueren beide Kernmembranen und bilden einen Kanal,
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durch den groBBere Molekiille aktiv von Tréagerproteinen
transportiert werden miissen, wiahrend kleine Molekiile und ITonen
sich frei bewegen konnen. Die Bewegung groBer Molekiile wie
Proteine und RNA durch die Poren ist sowohl fiir die
Genexpression als auch fiir die Erhaltung der Chromosomen

erforderlich.

Obwohl das Innere des Zellkerns keine membrangebundenen
Unterkompartimente enthélt, ist sein Inhalt nicht einheitlich, und
es gibt eine Reihe von Kernkorpern, die aus einzigartigen
Proteinen, RNA-Molekiilen und bestimmten Teilen der
Chromosomen bestehen. Der bekannteste davon ist der Nukleolus,
der vor allem fiir den Zusammenbau der Ribosomen zustindig ist.

Nach ihrer Herstellung im Nukleolus werden die Ribosomen in das

Zytoplasma exportiert, wo sie' Boten-RNA {ibersetzen.

Abbildung (26): Zellkern.
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Der Zellkern enthélt fast die gesamte DNA der Zelle, ist von
einem Netz faseriger Zwischenfilamente umgeben und von einer
Doppelmembran, der so genannten "Kernhiille", umbhiillt. Die
Kernhiille trennt die Fliissigkeit im Inneren des Zellkerns, das so
genannte Nukleoplasma, vom Rest der Zelle. Die GroBle des
Zellkerns hingt von der GroBe der Zelle ab, in der er sich befindet,
wobei ein Zellkern in der Regel etwa 8 % des gesamten
Zellvolumens einnimmt. Der Zellkern ist das grofite Organell in
tierischen Zellen. In Séugetierzellen betrdgt der durchschnittliche

Durchmesser des Zellkerns etwa 6 Mikrometer (um).

Kernhiille und Kernporen

MNucleus

Abbildung (27): Kernhiille und Kernporen.

Ein Querschnitt einer Kernpore auf der Oberflache der Kernhiille
(1). Andere Diagrammbeschriftungen zeigen (2) den duleren Ring,
(3) die Speichen, (4) den Korb und (5) die Filamente.
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Die Kernhiille besteht aus zwei Membranen, einer inneren und
einer d&uBBeren Kernmembran. Zusammen dienen diese Membranen
dazu, das genetische Material der Zelle vom iibrigen Zellinhalt zu
trennen, und ermdglichen es dem Zellkern, eine vom Rest der Zelle
getrennte Umgebung zu bewahren. Obwohl die beiden Membranen
einen Grofteil des Zellkerns eng umschlieen, unterscheiden sie
sich erheblich in Form und Inhalt. Die innere Membran umgibt den
Kerninhalt und bildet dessen definierende Kante. Eingebettet in die
innere  Membran  binden  verschiedene  Proteine  die
Intermediérfilamente, die dem Zellkern seine Struktur verleihen.
Die duflere Membran umschlieB3t die innere Membran und ist mit
der angrenzenden Membran des endoplasmatischen Retikulums
verbunden. Als Teil der Membran des endoplasmatischen
Retikulums ist die dulere Kernmembran mit Ribosomen besetzt,
die aktiv Proteine {iber die Membran hinweg tibersetzen. Der Raum
zwischen den beiden Membranen, der so genannte "perinukledre
Raum", ist mit dem Lumen des endoplasmatischen Retikulums

verbunden.

Die Kernporen, die Wasserkandle durch die Hiille bilden,
bestehen aus mehreren Proteinen, die als Nukleoporine bezeichnet
werden. Die Poren haben ein Molekulargewicht von etwa 60-80
Millionen Dalton und bestehen aus etwa 50 (in Hefe) bis mehreren
hundert Proteinen (in Wirbeltieren). Die Poren haben einen

Gesamtdurchmesser von 100 nm; der Spalt, durch den Molekiile
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frei diffundieren konnen, ist jedoch nur etwa 9 nm breit, was auf
das Vorhandensein von Regulierungssystemen im Zentrum der
Pore zuriickzufiihren ist. Diese GroBe ermdoglicht selektiv den
Durchgang kleiner wasserloslicher Molekiile, wihrend groBere
Molekiile wie Nukleinsduren und groflere Proteine daran gehindert
werden, in unangemessener Weise in den Zellkern ein- oder
auszutreten. Diese groflen Molekiile miissen stattdessen aktiv in
den Zellkern transportiert werden. Der Kern einer typischen
Séugetierzelle hat etwa 3000 bis 4000 Poren in seiner gesamten
Hiille, von denen jede eine achtfach symmetrische ringférmige
Struktur an der Stelle enthélt, an der die innere und die dulere
Membran verschmelzen. An diesem Ring ist eine Struktur
befestigt, die als Kernkorb ~bezeichnet wird und in das
Nukleoplasma hineinreicht, sowie eine Reihe von fadenformigen
Fortsétzen, die in das Zytoplasma hineinreichen. Beide Strukturen

dienen dazu, die Bindung an Kerntransportproteine zu vermitteln.

Die meisten Proteine, ribosomalen Untereinheiten und einige
RNAs werden durch die Porenkomplexe transportiert, was durch
eine Familie von Transportfaktoren, den Karyopherinen, vermittelt
wird. Die Karyopherine, die die Bewegung in den Zellkern
vermitteln, werden auch als Importine bezeichnet, wihrend die
Karyopherine, die die Bewegung aus dem Zellkern vermitteln,
Exportine genannt werden. Die meisten Karyopherine interagieren

direkt mit ihrer Ladung, obwohl einige Adaptorproteine
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verwenden. Steroidhormone wie Cortisol und Aldosteron sowie
andere kleine lipidlosliche Molekiile, die an der interzelluldren
Signaliibertragung beteiligt sind, konnen durch die Zellmembran in
das Zytoplasma diffundieren, wo sie an Kernrezeptorproteine
binden, die in den Zellkern transportiert werden. Dort dienen sie
als Transkriptionsfaktoren, wenn sie an ihren Liganden gebunden
sind; in Abwesenheit eines Liganden fungieren viele dieser
Rezeptoren als Histon-Deacetylasen, die die Genexpression

unterdriicken

Outer membrane o\
Inner membrane,

Nucleolus

Nucleoplasm

Heterochromatin
Euchromatin

Nuclear pore 6 i3 ) °

Abbildung (28): Kernhiille und Kernporen.
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Nukleare Lamelle

In tierischen Zellen wird der Zellkern durch zwei Netze von
Zwischenfilamenten mechanisch gestiitzt: Die Kernlamina bildet
ein organisiertes Geflecht auf der Innenseite der Hiille, wiahrend
auf der zytosolischen Seite der Hiille eine weniger organisierte
Unterstiitzung vorhanden ist. Beide Systeme bieten strukturelle
Unterstiitzung fiir die Kernhiille und Verankerungsstellen fiir

Chromosomen und Kernporen.

Die Kernlamina besteht hauptsdchlich aus Lamin-Proteinen.
Wie alle Proteine werden auch die Lamine im Zytoplasma
synthetisiert und spéter in das Innere des Zellkerns transportiert,
wo sie zusammengebaut werden, bevor sie in das bestehende
Netzwerk der Kernlamina eingebaut werden. Lamine, die sich auf
der zytosolischen Seite der Membran befinden, wie z. B. Emerin
und Nesprin, binden “an das Zytoskelett und sorgen so fiir
strukturelle Unterstiitzung. Lamine finden sich auch im Inneren des
Nukleoplasmas, wo sie eine weitere regelmifBige Struktur bilden,
den so genannten Nukleoplasmaschleier, der mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar ist. Die eigentliche Funktion des
Schleiers ist nicht klar, obwohl er vom Nukleolus ausgeschlossen
ist und wihrend der Interphase vorhanden ist. Laminstrukturen, die
den Schleier bilden, wie z. B. LEM3, binden Chromatin, und eine
Storung  ihrer Struktur hemmt die Transkription von

proteinkodierenden Genen.
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Wie die Bestandteile anderer Intermedidrfilamente enthilt das
Lamin-Monomer eine alpha-helicale Doméne, die von zwei
Monomeren genutzt wird, um sich umeinander zu wickeln und eine
Dimerstruktur zu bilden, die als Coiled Coil bezeichnet wird. Zwei
dieser Dimere schliefen sich dann antiparallel nebeneinander an,
um ein Tetramer zu bilden, das als Protofilament bezeichnet wird.
Acht dieser Protofilamente bilden eine seitliche Anordnung, die zu
einem seilartigen Filament verdreht ist. Diese Filamente konnen
dynamisch auf- und abgebaut werden, d. h., die Ldngenidnderung
des Filaments hiangt von den konkurrierenden Raten des Auf- und

Abbaus von Filamenten ab.

Mutationen in Lamin-Genen, die zu Defekten im Filamentaufbau
fithren, verursachen eine Gruppe seltener genetischer Stérungen,
die als Laminopathien bekannt sind. Die bekannteste Laminopathie
ist die als Progerie bekannte Krankheitsfamilie, die bei den
Betroffenen ein vorzeitiges Altern hervorruft. Der genaue
Mechanismus, durch den die damit verbundenen biochemischen
Verdnderungen zu dem gealterten Phénotyp fiihren, ist nicht genau

bekannt.
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Chromosomen

Abbildung (28): Ein Mausfibroblastenkern, in dem die DNA
blau gefirbt ist. Die unterschiedlichen Chromosomengebiete
von Chromosom 2 (rot) und Chromosom 9 (griin) sind mit

fluoreszierender In-situ-Hybridisierung gefirbt.

Der Zellkern enthélt den groften Teil des genetischen Materials
der Zelle in Form mehrerer  lincarer DNA-Molekiile, die in
Strukturen organisiert sind, die Chromosomen genannt werden.
Jede menschliche Zelle enthilt etwa zwei Meter DNA. Wéhrend
des groBten Teils des Zellzyklus sind diese in einem DNA-Protein-
Komplex organisiert, der als Chromatin bezeichnet wird, und
wihrend der Zellteilung bildet das Chromatin die wohldefinierten
Chromosomen, die man von einem Karyotyp kennt. Ein kleiner
Teil der Gene der Zelle befindet sich dagegen in den

Mitochondrien.

Es gibt zwei Arten von Chromatin. Euchromatin ist die weniger
kompakte DNA-Form und enthélt Gene, die von der Zelle haufig
exprimiert werden. Der andere Typ, das Heterochromatin, ist die
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kompaktere Form und enthélt DNA, die nur selten umgeschrieben
wird. Diese Struktur wird weiter unterteilt in fakultatives
Heterochromatin, das aus Genen besteht, die nur in bestimmten
Zelltypen oder in bestimmten Entwicklungsstadien als
Heterochromatin ~ organisiert  sind, und  konstitutives
Heterochromatin, das aus strukturellen
Chromosomenbestandteilen wie Telomeren und Zentromeren
besteht. Wahrend der Interphase organisiert sich das Chromatin in
einzelnen  diskreten = Bereichen, den so  genannten
Chromosomenterritorien. Aktive Gene, die in der Regel in der
euchromatischen Region des Chromosoms zu finden sind, befinden

sich in der Regel an der Territorialgrenze des Chromosoms.

Antikorper gegen bestimmte Arten der Chromatin-Organisation,
insbesondere gegen Nukleosomen, wurden mit einer Reihe von
Autoimmunkrankheiten “in Verbindung gebracht, z. B. mit
systemischem Lupus erythematosus. Diese Antikorper sind als
antinukledre Antikérper (ANA) bekannt und wurden auch in
Verbindung mit Multipler Sklerose als Teil einer allgemeinen

Storung des Immunsystems beobachtet.
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C-Zell-Membran

Die Zellmembran, auch Plasmamembran (PM) oder
Zytoplasmamembran genannt und historisch als Plasmalemma
bezeichnet, ist eine biologische Membran, die das Innere aller
Zellen von der duBleren Umgebung (dem extrazelluliren Raum)
trennt und die Zelle vor ihrer Umgebung schiitzt. Die Zellmembran
besteht aus einer Lipiddoppelschicht, einschlieBlich Cholesterinen
(einer Lipidkomponente), die zwischen Phospholipiden sitzen, um
ihre Flissigkeit bei verschiedenen Temperaturen zu erhalten. Die
Membran enthdlt auch Membranproteine, darunter integrale
Proteine, die die Membran durchqueren und als
Membrantransporter dienen, und periphere Proteine, die lose an der
duBeren (peripheren) Seite der Zellmembran anhaften und als
zellbildende Enzyme wirken. Die Zellmembran steuert die
Bewegung von Substanzen in und aus den Zellen und Organellen.
Auf diese Weise ist sie selektiv durchlédssig fiir Ionen und
organische Molekiile.*) Dariiber hinaus sind Zellmembranen an
einer Vielzahl von =zelluldiren Prozessen wie Zelladhésion,
Ionenleitfidhigkeit und Zellsignalisierung beteiligt und dienen als
Anheftungsfliche fiir verschiedene extrazelluldre Strukturen,
darunter die Zellwand, die als Glykokalyx bezeichnete
Kohlenhydratschicht und das als Zytoskelett bezeichnete

intrazellulare Netzwerk aus Proteinfasern. Im Bereich der
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synthetischen Biologie konnen Zellmembranen kiinstlich wieder

zusammengesetzt werden.
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Eukaryote Prokaryote
Membrane- Mitochondrion
enclosed nucleu Nucleoid Capsule

Ribosomes (some prokaryotes)

Flagellum

Cell Membrane . Cell Wall
(in some eukaryotes)

Abbildung (29): Eukaryotische Zelle und prokaryotische Zelle.

Zusammensetzung

Zellmembranen enthalten eine Vielzahl biologischer Molekiile,
vor allem Lipide und Proteine. Die Zusammensetzung ist nicht
festgelegt, sondern dndert sich stdndig mit der Fluiditdt und den
Verianderungen in der Umgebung und schwankt sogar wihrend der
verschiedenen Phasen der Zellentwicklung. Insbesondere die
Menge an Cholesterin in der Zellmembran menschlicher primérer
Neuronen #ndert sich, und diese Anderung der Zusammensetzung
wirkt sich auf die Fluiditit in den verschiedenen

Entwicklungsstadien aus.

Durch eine Vielzahl von Mechanismen wird Material in die

Membran eingebaut oder aus ihr entfernt:

o Durch die Fusion intrazelluldrer Vesikel mit der Membran

(Exozytose) wird nicht nur der Inhalt des Vesikels
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ausgeschieden, sondern es werden auch die Bestandteile der
Vesikelmembran in die Zellmembran aufgenommen. Die
Membran kann Blasen um extrazelluldres Material bilden, die
sich abschniiren und zu Vesikeln werden (Endozytose).

« Wenn eine Membran kontinuierlich mit einer réhrenférmigen
Struktur aus Membranmaterial verbunden ist, kann das Material
aus der Rohre kontinuierlich in die Membran gezogen werden.

. Obwohl die Konzentration der Membranbestandteile in der
wissrigen Phase gering ist (stabile Membranbestandteile haben
eine geringe Loslichkeit in Wasser), findet ein Austausch von

Molekiilen zwischen der Lipid- und der wissrigen Phase statt.
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Abbildung 30): Beispiele fiir die wichtigsten
Membranphospholipide und -glykolipide: Phosphatidylcholin
(PtdCho), Phosphatidylethanolamin (PtdEtn),
Phosphatidylinositol (PtdIns), Phosphatidylserin (PtdSer).

120



Die Zellmembran besteht aus drei Klassen von amphipathischen
Lipiden: Phospholipide, Glykolipide und Sterole. Die Menge der
einzelnen Lipide héngt von der Art der Zelle ab, aber in den
meisten Fillen sind die Phospholipide am hiufigsten vertreten und
machen oft tiber 50 % aller Lipide in den Plasmamembranen aus.
Glykolipide machen nur einen winzigen Anteil von etwa 2 % aus,
der Rest entfillt auf Sterole. Bei Untersuchungen an roten
Blutkorperchen bestehen 30 % der Plasmamembran aus Lipiden.
Bei den meisten eukaryotischen Zellen Dbesteht die
Zusammensetzung der Plasmamembranen jedoch etwa zur Hilfte

aus Lipiden und zur Hilfte aus Proteinen.

Die Fettketten in Phospholipiden und Glykolipiden enthalten in
der Regel eine gerade Anzahl von Kohlenstoffatomen,
normalerweise zwischen 16 und 20. Die 16- und 18-Kohlenstoft-
Fettsduren sind die haufigsten. Fettsduren konnen gesittigt oder
ungesittigt sein, wobei die Konfiguration der Doppelbindungen
fast immer "cis" ist. Die Lange und der Grad der Ungesittigtheit
der Fettsdureketten wirken sich stark auf die FlieBfdhigkeit der
Membran aus, da ungesittigte Lipide einen Knick erzeugen, der
verhindert, dass sich die Fettsduren so dicht zusammenlagern,
wodurch die Schmelztemperatur der Membran sinkt (was die
FlieBfahigkeit erhoht). Die Fiahigkeit einiger Organismen, die

Fluiditdt ihrer Zellmembranen durch Verdnderung der
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Lipidzusammensetzung zu regulieren, wird als homooviskose

Anpassung bezeichnet.

Die gesamte Membran wird durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen von hydrophoben Schwinzen
zusammengehalten, die Struktur ist jedoch recht fliissig und nicht
starr an ihrem Platz. Unter physiologischen Bedingungen befinden
sich die Phospholipidmolekiile in der Zellmembran in einem
flissigkristallinen Zustand. Das bedeutet, dass die Lipidmolekiile
frei diffundieren konnen und eine schnelle laterale Diffusion
entlang der Schicht, in der sie sich befinden, aufweisen. Der
Austausch  von  Phospholipidmolekiilen ~ zwischen  den
intrazelluldren und extrazelluldren Bldttchen der Doppelschicht ist
jedoch ein sehr langsamer Prozess. Lipid Rafts und Caveolae sind
Beispiele fiir cholesterinangereicherte Mikrodoménen in der
Zellmembran. Ein Teil-des Lipids, der in direktem Kontakt mit
integralen ~ Membranproteinen steht und fest an die
Proteinoberflache gebunden ist, wird als ringférmige Lipidhiille

bezeichnet; sie verhilt sich wie ein Teil eines Proteinkomplexes.

In tierischen Zellen ist Cholesterin normalerweise in
unterschiedlichem Male in den Zellmembranen verteilt, und zwar
in den wunregelmédfigen Zwischenrdumen zwischen den
hydrophoben Schwiénzen der Membranlipide, wo es eine
versteifende und stirkende Wirkung auf die Membran ausiibt.

Dartiber hinaus variiert der Cholesteringehalt in biologischen
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Membranen zwischen Organismen, Zelltypen und sogar in
einzelnen Zellen. Cholesterin, ein Hauptbestandteil tierischer
Plasmamembranen, reguliert die Fluiditidt der Gesamtmembran, d.
h., Cholesterin steuert in Abhdngigkeit von seiner Konzentration
den Bewegungsumfang der verschiedenen
Zellmembrankomponenten. Bei hohen Temperaturen hemmt
Cholesterin die Bewegung von Phospholipid-Fettsdureketten, was
zu einer verringerten Durchléssigkeit fiir kleine Molekiile und einer
geringeren Membranfluiditat fithrt. Bei kithleren Temperaturen ist
die Rolle von Cholesterin genau umgekehrt. Die
Cholesterinproduktion und damit die Cholesterinkonzentration
wird als Reaktion auf kalte Temperaturen hochreguliert (erhoht).
Bei kalten Temperaturen stort Cholesterin die Wechselwirkungen
zwischen den Fettsdureketten. Cholesterin wirkt wie ein
Frostschutzmittel und erhilt die Fluiditdt der Membran aufrecht.
Cholesterin ist in Tieren, die bei kaltem Wetter leben, reichlicher
vorhanden als in Tieren, die bei warmem Wetter leben. In Pflanzen,
die kein Cholesterin enthalten, erfiillen verwandte Verbindungen,

die Sterole, die gleiche Funktion wie Cholesterin.

Phospholipide bilden Lipidbléischen

Lipidvesikel oder Liposomen sind anndhernd kugelférmige
Taschen, die von einer Lipiddoppelschicht umgeben sind. Diese

Strukturen werden in Labors verwendet, um die Auswirkungen von
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Chemikalien in Zellen zu untersuchen, indem diese Chemikalien
direkt in die Zelle eingebracht werden, und um mehr Einblick in
die Permeabilitdt der Zellmembran zu erhalten. Lipidvesikel und
Liposomen werden gebildet, indem man zunéchst ein Lipid in einer
wissrigen Losung suspendiert und dann die Mischung durch
Beschallung schiittelt, wodurch ein Vesikel entsteht. Durch die
Messung der Ausflussrate aus dem Inneren des Vesikels in die
umgebende Losung konnen die Forscher die
Membranpermeabilitdt besser verstehen. Vesikel konnen mit
Molekiilen und Ionen im Inneren des Vesikels gebildet werden,
indem das Vesikel mit dem gewiinschten Molekiil oder Ion in der
Losung gebildet wird. Proteine konnen auch in die Membran
eingebettet werden, indem man die gewiinschten Proteine in
Gegenwart von Detergenzien auflost und sie an die Phospholipide
bindet, aus denen das Liposom gebildet wird. Damit steht den
Forschern ein Instrument zur Verfligung, mit dem sie verschiedene

Funktionen von Membranproteinen untersuchen konnen.

Kohlenhydrate

Plasmamembranen enthalten auch Kohlenhydrate, vor allem
Glykoproteine, aber auch einige Glykolipide (Cerebroside und
Ganglioside). Kohlenhydrate spielen eine wichtige Rolle bei der
Zell-Zell-Erkennung in Eukaryonten; sie befinden sich auf der

Zelloberfldche, wo sie Wirtszellen erkennen und Informationen
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austauschen; Viren, die tiber diese Rezeptoren an Zellen binden,
verursachen eine Infektion. Auf den Membranen innerhalb der
Zelle findet groBtenteils keine Glykosylierung statt; die
Glykosylierung erfolgt im Allgemeinen auf der extrazelluldren
Oberfldache der Plasmamembran. Die Glykokalyx ist ein wichtiges
Merkmal in allen Zellen, insbesondere in Epithelien mit Mikrovilli.
Jingste Daten deuten darauf hin, dass die Glykokalyx an der
Zelladhdsion, dem Homing von Lymphozyten und vielen anderen
Funktionen beteiligt ist. Der vorletzte Zucker ist Galaktose und der
letzte Zucker ist Sialinsdure, da das Zuckergeriist im Golgi-Apparat
modifiziert wird. Sialinsdure ist negativ.geladen und bildet eine

duBere Barriere fiir geladene Teilchen.
Proteine

Die Zellmembran enthélt einen groBBen Anteil an Proteinen, in der
Regel etwa 50 % des Membranvolumens. Diese Proteine sind fiir
die Zelle wichtig, da sie fiir verschiedene biologische Aktivititen
verantwortlich sind. Etwa ein Drittel der Gene in der Hefe kodieren
speziell fiir diese Proteine, und in mehrzelligen Organismen ist
diese Zahl noch hoher.?¥ Membranproteine lassen sich in drei
Haupttypen unterteilen: integrale Proteine, periphere Proteine und
lipidverankerte Proteine. Integrale Proteine sind amphipathische
Transmembranproteine. Beispiele fiir integrale Proteine sind
Ionenkandle,  Protonenpumpen und  g-Protein-gekoppelte

Rezeptoren. lonenkanile ermoglichen anorganischen Ionen wie

125



Natrium, Kalium, Kalzium oder Chlor die Diffusion entlang ihres
elektrochemischen Gradienten durch die Lipiddoppelschicht und
durch hydrophile Poren in der Membran. Das elektrische Verhalten
von Zellen, z. B. von Nervenzellen, wird durch Ionenkanile
gesteuert.l¥ Protonenpumpen sind Proteinpumpen, die in die
Lipiddoppelschicht eingebettet sind und es Protonen ermoglichen,
durch die Membran zu wandern, indem sie von einer
Aminosdureseitenkette auf  eine andere tibergehen.
Protonenpumpen  werden  bei  Prozessen @ wie  dem
Elektronentransport und der ATP-Erzeugung eingesetzt. Ein G-
Protein-gekoppelter Rezeptor ist eine einzelne Polypeptidkette, die
die Lipiddoppelschicht siebenmal = durchquert und auf
Signalmolekiile, z. B. Hormone und Neurotransmitter, reagiert. G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren werden bei Prozessen wie der
Signaliibertragung von Zelle zu Zelle, der Regulierung der cAMP-

Produktion und der Regulierung von Ionenkanilen eingesetzt.

Die Zellmembran, die der dulleren Umgebung ausgesetzt ist, ist
ein wichtiger Ort der Zell-Zell-Kommunikation. Auf der
Oberfliche der Membran befinden sich daher eine Vielzahl von
Proteinrezeptoren und Identifikationsproteinen, wie z. B. Antigene.
Zu den Funktionen von Membranproteinen konnen auch der Zell-
Zell-Kontakt, die Oberflichenerkennung, der Kontakt mit dem
Zytoskelett, die Signalgebung, die enzymatische Aktivitét oder der

Transport von Substanzen durch die Membran gehoren.
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Die meisten Membranproteine miissen auf irgendeine Weise in
die Membran eingebaut werden. Dazu werden die Proteine durch
eine N-terminale "Signalsequenz" von Aminosduren zum
endoplasmatischen Retikulum geleitet, das die Proteine in eine
Lipiddoppelschicht einfiigt. Nach dem Einbau werden die Proteine
dann in Vesikeln zu ihrem endgiiltigen Bestimmungsort

transportiert, wo das Vesikel mit der Zielmembran verschmilzt.

Extracellular Fluid
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Abbildung (30): Plasmamembran.

Die Zellmembran umgibt das Zytoplasma lebender Zellen und
trennt die intrazelluliren Komponenten physisch von der
extrazellularen Umgebung. Die Zellmembran spielt auch eine
Rolle bei der Verankerung des Zytoskeletts, um der Zelle eine
Form zu geben, und bei der Verbindung mit der extrazelluliren
Matrix und anderen Zellen, um diese zu Geweben
zusammenzuhalten. Pilze, Bakterien, die meisten Archaeen und
Pflanzen haben auch eine Zellwand, die die Zelle mechanisch stiitzt

und den Durchgang grof3erer Molekiile verhindert.
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Die Zellmembran ist selektiv durchldssig und in der Lage zu
regulieren, was in die Zelle eintritt und was sie verlédsst, wodurch
der Transport der fiir das Uberleben notwendigen Stoffe erleichtert
wird. Die Bewegung von Stoffen durch die Membran kann
entweder "passiv" sein, d. h. ohne Einsatz von Zellenergie erfolgen,
oder "aktiv", d. h. die Zelle muss fiir den Transport Energie
aufwenden. Die Membran hélt auch das Zellpotenzial aufrecht. Die
Zellmembran wirkt also wie ein selektiver Filter, der nur bestimmte
Dinge in die Zelle hinein- oder aus ihr herausldsst. Die Zelle
verfligt iiber eine Reihe von Transportmechanismen, an denen

biologische Membranen beteiligt sind:

1. Passive Osmose und Diffusion: Einige Stoffe (kleine Molekiile,
Tonen) wie Kohlendioxid (CO2 ) und Sauerstoff (O2 ) kénnen sich
durch Diffusion, einen passiven Transportprozess, durch die
Plasmamembran bewegen. Da die Membran fiir bestimmte
Molekiile und Ionen eine Barriere darstellt, konnen sie auf den
beiden Seiten der Membran in unterschiedlichen Konzentrationen
vorliegen. Diffusion findet statt, wenn sich kleine Molekiile und
Ionen ungehindert von einer hohen Konzentration zu einer
niedrigen Konzentration bewegen, um die Membran ins
Gleichgewicht zu bringen. Es handelt sich um einen passiven
Transportprozess, da er keine Energie erfordert und durch das
Konzentrationsgefille auf beiden Seiten der Membran angetrieben

wird. Ein solches Konzentrationsgefille {iber eine halbdurchlassige
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Membran setzt einen osmotischen Fluss fiir das Wasser in Gang.
Bei der Osmose in biologischen Systemen bewegt sich ein
Losungsmittel durch eine halbdurchldssige Membran, dhnlich wie
bei der passiven Diffusion, da sich das Losungsmittel weiterhin mit
dem Konzentrationsgradienten bewegt und keine Energie benotigt.
Wiéhrend Wasser das haufigste Losungsmittel in Zellen ist, konnen

es auch andere Fliissigkeiten sowie iiberkritische Fliissigkeiten und

Gase sein.
2. Transmembranproteinkanéle und Transporter:
Transmembranproteine erstrecken sich durch die

Lipiddoppelschicht der Membranen; sie funktionieren auf beiden
Seiten der Membran, um Molekiile durch die Membran zu
transportieren. Néhrstoffe, wie Zucker oder Aminosduren, miissen
in die Zelle gelangen, und bestimmte Stoffwechselprodukte
miissen die Zelle verlassen. Solche Molekiile konnen passiv durch
Proteinkanéle wie Aquaporine (erleichterte Diffusion) diffundieren
oder werden durch Transmembrantransporter durch die Membran
gepumpt. Proteinkanalproteine, die auch als Permeasen bezeichnet
werden, sind in der Regel recht spezifisch und erkennen und
transportieren nur eine begrenzte Anzahl chemischer Substanzen,
die oft auf eine einzige Substanz beschrinkt sind. Ein weiteres
Beispiel fur ein Transmembranprotein ist ein
Zelloberflachenrezeptor, der es Zellsignalmolekiilen ermoglicht,

zwischen Zellen zu kommunizieren.
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3. Endozytose: Endozytose ist der Prozess, bei dem Zellen
Molekiile aufnehmen, indem sie sie verschlingen. Die
Plasmamembran bildet eine kleine Verformung nach innen, eine so
genannte Einstiilpung, in der die zu transportierende Substanz
eingefangen wird. Diese Einstiilpung wird durch Proteine auf der
AuBlenseite der Zellmembran verursacht, die als Rezeptoren
fungieren und sich in Vertiefungen zusammenballen, die
schlielich die Ansammlung weiterer Proteine und Lipide auf der
zytosolischen Seite der Membran férdern. Durch die Verformung
wird die Membran auf der Innenseite der Zelle abgeschniirt, so dass
ein Vesikel entsteht, das die eingefangene Substanz enthilt. Die
Endozytose ist ein Weg zur Internalisierung fester Partikel ("cell
eating" oder Phagozytose), kleiner Molekiile und Ionen ("cell
drinking" oder Pinozytose)  sowie von Makromolekiilen. Die
Endozytose erfordert Energie und ist somit eine Form des aktiven

Transports.

4. Exozytose: Genauso wie Material durch Einstiilpung und
Bildung eines Vesikels in die Zelle gebracht werden kann, kann die
Membran eines Vesikels mit der Plasmamembran verschmolzen
werden, wodurch der Inhalt in das umgebende Medium
ausgestoBBen wird. Dies ist der Prozess der Exozytose. Exozytose
findet in verschiedenen Zellen statt, um unverdaute Reste von
Substanzen, die durch Endozytose eingebracht wurden, zu

entfernen, um Substanzen wie Hormone und Enzyme abzusondern
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und um eine Substanz vollstindig iiber eine zellulidre Barriere zu
transportieren. Bei der Exozytose wird die unverdaute,
abfallhaltige Nahrungsvakuole oder das vom Golgi-Apparat
abgespaltene sekretorische Vesikel zundchst mit Hilfe des
Zytoskeletts aus dem Inneren der Zelle an die Oberfldche
transportiert. ~ Die  Vesikelmembran = kommt mit der
Plasmamembran in Berithrung. Die Lipidmolekiile der beiden
Doppelschichten ordnen sich neu an, so dass die beiden
Membranen miteinander verschmelzen. In der verschmolzenen

Membran bildet sich ein Durchgang, und die Vesikel entlassen

ihren Inhalt nach auf3en.
Water soluble
molecules
Plasma
membrane

Fat soluble
molecules Channel protein

Abbildung (31): Diffusion durch die Plasmamembran.
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Abbildung (32): Glykolipid, Alpha-Helix-Protein, Cholesterin,
hydrophobes Segment . des Alpha-Helix-Proteins und

Oligosaccharid-Seitenkette der Plasmamembran.

Strukturen
Modell des Fliissigkeitsmosaiks

Nach dem Flissigkeitsmosaikmodell von S. J. Singer und G. L.
Nicolson (1972), das das frithere Modell von Davson und Danielli
ersetzt hat, konnen biologische Membranen als zweidimensionale
Flissigkeit betrachtet werden, in der Lipid- und Proteinmolekiile

mehr oder weniger leicht diffundieren. Obwohl die
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Lipiddoppelschichten, die die Grundlage der Membranen bilden,
tatsdchlich selbst zweidimensionale Fliissigkeiten darstellen,
enthilt die Plasmamembran auch eine grof3e Menge an Proteinen,
die fiir mehr Struktur sorgen. Beispiele fiir solche Strukturen sind

Protein-Protein-Komplexe, Pfihle und Zédune, die durch das Aktin-

basierte Zytoskelett gebildet werden, und moglicherweise auch

Lipid Rafts.

Abbildung (33): Schema der Anordnung von amphipathischen
Lipidmolekiilen zur Bildung einer Lipiddoppelschicht. Die
gelben polaren Kopfgruppen trennen die grauen hydrophoben
Schwiinze von der wiissrigen zytosolischen und extrazelluliren

Umgebung.

Lipiddoppelschichten bilden sich durch den Prozess der
Selbstorganisation. Die Zellmembran besteht in erster Linie aus
einer diinnen Schicht amphipathischer Phospholipide, die sich
spontan so anordnen, dass die hydrophoben "Schwanz"-Regionen
vom umgebenden Wasser isoliert sind, wahrend die hydrophilen

"Kopf"'-Regionen mit den intrazelluldren (zytosolischen) und
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extrazellulairen Flachen der resultierenden Doppelschicht
interagieren. So entsteht eine kontinuierliche, kugelférmige
Lipiddoppelschicht. Hydrophobe Wechselwirkungen (auch als
hydrophober Effekt bekannt) sind die Hauptantriebskréfte bei der
Bildung von Lipiddoppelschichten. Eine Zunahme der
Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Molekiilen (die zu
einer Anhdufung von hydrophoben Bereichen fiihrt) ermoglicht es
den Wassermolekiilen, sich freier miteinander zu verbinden,
wodurch die Entropie des Systems erhoht wird. Diese komplexen
Wechselwirkungen konnen nichtkovalente Wechselwirkungen wie
van der Waals, elektrostatische und Wasserstoffbriickenbindungen

umfassen.

Lipiddoppelschichten sind im: Allgemeinen undurchldssig fiir
Ionen und polare Molekiile. Die Anordnung der hydrophilen Kopfe
und hydrophoben Schwinze der Lipiddoppelschicht verhindert,
dass polare geloste Stoffe wie Aminosduren, Nukleinsduren,
Kohlenhydrate, Proteine und Ionen durch die Membran
diffundieren, ermoglicht aber im Allgemeinen die passive
Diffusion von hydrophoben Molekiilen. Dies gibt der Zelle die
Moglichkeit, die Bewegung dieser Substanzen {iber
transmembrane Proteinkomplexe wie Poren, Kanédle und Tore zu
kontrollieren. Flippasen und Scramblasen konzentrieren das

negativ geladene Phosphatidylserin an der inneren Membran.
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Zusammen mit NANA schafft dies eine zusitzliche Barriere fiir

geladene Einheiten, die sich durch die Membran bewegen.

Membranen erfiillen in eukaryotischen und prokaryotischen
Zellen verschiedene Funktionen. Eine wichtige Rolle besteht darin,
die Bewegung von Stoffen in und aus den Zellen zu regulieren. Die
Struktur der Phospholipid-Doppelschicht
(Flussigkeitsmosaikmodell) mit spezifischen Membranproteinen
ist fiir die selektive Permeabilitdt der Membran sowie fiir passive
und aktive Transportmechanismen verantwortlich. Dartiber hinaus
ermoglichen die Membranen in Prokaryonten und in den
Mitochondrien und Chloroplasten von Eukaryonten die Synthese

von ATP durch Chemiosmose.

Polaritit der Membranen
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Abbildung (33): Interkalierte Alpha-Zelle.

Die apikale Membran einer polarisierten Zelle ist die

Oberflidche der Plasmamembran, die nach innen zum Lumen weist.
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Dies ist vor allem bei Epithel- und Endothelzellen der Fall, gilt aber
auch fiir andere polarisierte Zellen, wie z. B. Neuronen. Die
basolaterale Membran einer polarisierten Zelle ist die Oberfldche
der Plasmamembran, die ihre Basal- und Seitenfldchen bildet. Sie
ist nach auBlen, zum Interstitium hin, und vom Lumen weg
gerichtet. Basolateralmembran ist ein zusammengesetzter
Ausdruck, der sich auf die Begriffe Basalmembran und
Seitenmembran bezieht, die insbesondere in Epithelzellen in ihrer
Zusammensetzung und Aktivitit identisch sind. Proteine (wie z. B.
Ionenkandle und Pumpen) konnen sich gemdl dem
Flissigkeitsmosaikmodell frei von der Basalmembran zur
Seitenmembran oder umgekehrt -bewegen. Tight Junctions
verbinden Epithelzellen in der Nahe ihrer apikalen Oberfldche, um
die Migration von Proteinen‘von der basolateralen Membran zur
apikalen Membran zu verhindern. Die basale und die laterale
Oberflache bleiben somit in etwa gleichwertig, unterscheiden sich

jedoch von der apikalen Oberfldche.

Strukturen der Membrane
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Abbildung (34): Schematische Darstellung der Strukturen der

Zellmembranen.

Die  Zellmembran kann  verschiedene  Arten  von
"Supramembran"-Strukturen wie Caveola, postsynaptische Dichte,
Podosom, Invadopodium, fokale Adhision und verschiedene Arten
von Zellverbindungsstellen bilden. Diese Strukturen sind in der
Regel fur die Zelladhédsion, Kommunikation, Endozytose und
Exozytose verantwortlich. Sie konnen durch
Elektronenmikroskopie oder Fluoreszenzmikroskopie sichtbar
gemacht werden. Sie bestehen aus spezifischen Proteinen, wie

Integrinen und Cadherinen.

Zytoskelett

Das Zytoskelett befindet sich unter der Zellmembran im
Zytoplasma und dient als Geriist fiir die Verankerung von
Membranproteinen und bildet Organellen, die aus der Zelle
herausragen. Die Elemente des Zytoskeletts interagieren in der Tat
intensiv und eng mit der Zellmembran. Die Verankerung von
Proteinen beschrénkt sie auf eine bestimmte Zelloberflache - zum
Beispiel die apikale Oberfldche von Epithelzellen, die den Darm
von Wirbeltieren auskleiden - und begrenzt, wie weit sie innerhalb
der Doppelschicht diffundieren konnen. Das Zytoskelett ist in der

Lage, Anhingsel wie Organellen zu bilden, z. B. Zilien, die auf
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Mikrotubuli basierende Fortsitze sind, die von der Zellmembran
bedeckt sind, und Filopodien, die auf Aktin basierende Fortsétze
sind. Diese Fortsdtze sind mit einer Membran umhiillt und ragen
aus der Zelloberfliche heraus, um die &duflere Umgebung
wahrzunehmen und/oder mit dem Substrat oder anderen Zellen in
Kontakt zu treten. Die apikalen Oberfldchen von Epithelzellen sind
dicht mit aktinbasierten fingerartigen Fortsédtzen, den so genannten
Mikrovilli, besetzt, die die Zelloberfldche vergroflern und damit die
Absorptionsrate  von Néihrstoffen erhéhen. Eine ortliche
Entkopplung von Zytoskelett und Zellmembran fiihrt zur Bildung

einer Blase.

Intrazellulire Membranen

Der Inhalt der Zelle besteht innerhalb der Zellmembran aus
zahlreichen =~ membrangebundenen  Organellen, die  zur
Gesamtfunktion der Zelle beitragen. Ursprung, Struktur und
Funktion der einzelnen Organellen fithren zu einer groflen
Variation in der Zusammensetzung der Zelle aufgrund der
individuellen Einzigartigkeit, die mit jeder Organelle verbunden

ist.

« Es wird angenommen, dass sich Mitochondrien und
Chloroplasten aus Bakterien entwickelt haben, was als

Endosymbiontentheorie bekannt ist. Diese Theorie beruht auf
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der Idee, dass Paracoccus und Rhodopseudomonas, Arten von
Bakterien, &hnliche Funktionen wie Mitochondrien und
Blaualgen oder Cyanobakterien #hnliche Funktionen wie
Chloroplasten haben. Die Endosymbiontentheorie besagt, dass
im Laufe der Evolution eine eukaryontische Zelle diese beiden
Bakterienarten verschlungen hat, was zur Bildung von
Mitochondrien und Chloroplasten in eukaryontischen Zellen
fihrte. Diese Verschlingung fithrte zu den zwei
Membransystemen dieser Organellen, bei denen die &ufere
Membran von der Plasmamembran des Wirts stammt und die
innere Membran die Plasmamembran des Endosymbionten ist.
Die Tatsache, dass sowohl -~ Mitochondrien als auch
Chloroplasten ihre eigene DNA enthalten, ist ein weiterer Beleg
dafiir, dass sich diese beiden Organellen aus verschlungenen
Bakterien entwickelt haben, die im Inneren einer
eukaryontischen Zelle gediehen.

In eukaryontischen Zellen trennt die Kernmembran den Inhalt
des Zellkerns vom Zytoplasma der Zelle. Die Kernmembran
besteht aus einer inneren und einer dufleren Membran, die fiir
eine strenge Regulierung des Materialflusses in den und aus
dem Zellkern sorgen. Materialien bewegen sich zwischen dem
Zytosol und dem Zellkern durch Kermporen in der
Kernmembran. Ist der Zellkern in der Transkription aktiver,
weist seine  Membran mehr  Poren auf.  Die

Proteinzusammensetzung des Zellkerns kann sich stark vom
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Zytosol unterscheiden, da viele Proteine die Poren nicht durch
Diffusion passieren konnen. Innerhalb der Kernmembran
unterscheiden sich die innere und die dulere Membran in ihrer
Proteinzusammensetzung, und nur die dullere Membran ist mit
der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER)
verbunden. Wie das ER verfiigt auch die dulere Membran iiber
Ribosomen, die fiir die Produktion und den Transport von
Proteinen in den Raum zwischen den beiden Membranen
verantwortlich sind. Die Kernmembran zerlegt sich in den
frithen Phasen der Mitose und setzt sich in den spiteren Phasen
der Mitose wieder zusammen.

Das ER ist Teil des Endomembransystems, das einen sehr
groBen Teil des gesamten Membraninhalts der Zelle ausmacht.
Das ER ist ein geschlossenes Netz von Rohrchen und Sackchen,
zu dessen Hauptfunktionen die Proteinsynthese und der
Lipidstoffwechsel gehoren. Es gibt 2 Arten von ER, glatte und
raue. An das raue ER sind Ribosomen gebunden, die fiir die
Proteinsynthese verwendet werden, wéahrend das glatte ER eher
fiir die Verarbeitung von Toxinen und die Kalziumregulierung
in der Zelle verwendet wird.

Der Golgi-Apparat besteht aus zwei miteinander verbundenen
runden Golgi-Zisternen. Die Kompartimente des Apparats
bilden mehrere rohrenformig-retikuldre Netzwerke, die fiir die
Organisation, die Stapelverbindung und den Ladungstransport

verantwortlich sind und durchgehend traubenformig aufgereihte
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Vesikel mit einer GréB3e von 50-60 nm aufweisen. Der Apparat
besteht aus drei Hauptkompartimenten, einer flachen,
scheibenformigen Zisterne mit rohrenformigen-retikuldren

Netzwerken und Vesikeln.

Variationen

Die Zellmembran hat bei verschiedenen Zelltypen
unterschiedliche Lipid- und Proteinzusammensetzungen und kann

daher fiir bestimmte Zelltypen spezifische Namen haben.

« Sarkolemma in Muskelzellen: Sarkolemm ist die Bezeichnung
fir die Zellmembran von Muskelzellen. Obwohl das
Sarkolemm anderen Zellmembranen dhnlich ist, hat es andere
Funktionen, die es von anderen unterscheiden. So iibertrigt das
Sarkolemm beispielsweise synaptische Signale, hilft bei der
Erzeugung von Aktionspotenzialen und ist ma3geblich an der
Muskelkontraktion beteiligt. Im Gegensatz zu anderen
Zellmembranen besteht das Sarkolemm aus kleinen Kanélen,
den so genannten T-Tubuli, die die gesamte Muskelzelle
durchziehen. Es wurde auch festgestellt, dass das Sarkolemm im
Durchschnitt 10 nm dick ist, im Gegensatz zu einer 4 nm dicken
allgemeinen Zellmembran.

« Das Oolemma ist die Zellmembran in Eizellen: Das Oolemma
der Oozyten (unreife FEizellen) entspricht nicht einer

Lipiddoppelschicht, da es keine Doppelschicht hat und nicht aus
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Lipiden besteht. Vielmehr hat die Struktur eine innere Schicht,
die Befruchtungshiille, und die &uBlere besteht aus der
Vitellinschicht, die aus Glykoproteinen besteht; Kanidle und
Proteine sind jedoch weiterhin fiir ihre Funktionen in der
Membran vorhanden.

Axolemma: Die spezialisierte Plasmamembran auf den Axonen
von Nervenzellen, die fiir die Erzeugung des Aktionspotentials
verantwortlich ist. Sie besteht aus einer kornigen, dicht
gepackten  Lipiddoppelschicht, die eng mit den
Zytoskelettkomponenten Spektrin und Aktin
zusammenarbeitet. Diese Komponenten des Zytoskeletts sind in
der Lage, an Transmembranproteine im Axolemma zu binden

und mit thnen zu interagieren.

Zulissigkeit

Die Permeabilitit einer Membran ist die Geschwindigkeit der

passiven Diffusion von Molekiilen durch die Membran. Diese

Molekiile werden als durchldssige Molekiile bezeichnet. Die

Permeabilitéit hangt hauptsdchlich von der elektrischen Ladung und

der Polaritdit des Molekiils und in geringerem Malle von der

molaren Masse des Molekiils ab. Aufgrund der hydrophoben

Beschaffenheit der Zellmembran passieren kleine, elektrisch

neutrale Molekiile die Membran leichter als geladene, grofie

Molekiile. Da geladene Molekiile die Zellmembran nicht passieren
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konnen, kommt es zu einer pH-Verteilung von Substanzen in den

Fliissigkeitsrdaumen des Korpers.
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D- Organellen

In der Zellbiologie ist eine Organelle eine spezialisierte
Untereinheit, normalerweise innerhalb einer Zelle, die eine
bestimmte Funktion hat. Der Name Organelle leitet sich von der
Vorstellung ab, dass diese Strukturen Teile von Zellen sind, so wie
Organe zum Korper gehoren, daher Organelle, wobei die Endung -
elle eine Verkleinerungsform ist. Organellen sind entweder separat
in ihren eigenen Lipiddoppelschichten eingeschlossen (auch
membrangebundene Organellen genannt) oder sind rdumlich
getrennte  funktionelle Einheiten ohne eine umgebende
Lipiddoppelschicht (nicht membrangebundene Organellen).
Obwohl die meisten Organellen funktionelle Einheiten innerhalb
von Zellen sind, werden einige funktionelle Einheiten, die sich
aufBerhalb von Zellen erstrecken, oft als Organellen bezeichnet, wie

z. B. Zilien, das Flagellum und Archaellum und die Trichozyste.

Organellen werden durch Mikroskopie identifiziert und konnen
auch durch Zellfraktionierung gereinigt werden. Es gibt viele Arten
von Organellen, insbesondere in eukaryontischen Zellen. Dazu
gehoren Strukturen, die das interne Endomembransystem bilden
(wie die Kernhiille, das endoplasmatische Retikulum und der
Golgi-Apparat) sowie andere Strukturen wie Mitochondrien und
Plastiden. Prokaryonten besitzen zwar keine eukaryotischen
Organellen, doch enthalten einige von Proteinen umbhiillte

bakterielle Mikrokompartimente, von denen man annimmt, dass
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sie als primitive prokaryotische Organellen fungieren, und es gibt
auch Hinweise auf andere membrangebundene Strukturen. Auch
die prokaryotische Geif3el, die aus der Zelle herausragt, und ihr
Motor sowie der weitgehend extrazellulidre Pilus werden oft als

Organellen bezeichnet.

In der Biologie werden Organe als abgegrenzte
Funktionseinheiten innerhalb eines Organismus definiert.’] Die
Analogie zwischen Korperorganen und mikroskopischen
zelluldren Substrukturen ist offensichtlich, denn schon in den
frithen Werken gehen die Autoren der entsprechenden Lehrbticher

nur selten auf die Unterscheidung zwischen den beiden ein.

In den 1830er Jahren widerlegte Félix Dujardin die Ehrenberg-
Theorie, die besagte, dass Mikroorganismen die gleichen Organe

wie mehrzellige Tiere haben, nur in geringerem Umfang.

Der deutsche Zoologe Karl August Mobius (1884) war der erste,
der den Begriff Organula (Plural von Organulum, dem Diminutiv
des lateinischen organum) als Diminutiv von Organ z.B. kleines
Organ fiir zelluldre Strukturen verwendete. In einer FuBinote, die
als Korrektur in der nachsten Ausgabe der Zeitschrift verdffentlicht
wurde, begriindete er seinen Vorschlag, die Organe von Einzellern
als "Organellen" zu bezeichnen, da sie nur unterschiedlich
geformte Teile einer Zelle seien, im Gegensatz zu den mehrzelligen

Organen von Vielzellern.
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Typen

Wihrend die meisten Zellbiologen den Begriff Organelle als
Synonym fiir Zellkompartiment betrachten, einen Raum, der oft
durch eine oder zwei Lipiddoppelschichten begrenzt ist,
beschrinken einige Zellbiologen den Begriff auf diejenigen
Zellkompartimente, die Desoxyribonukleinsdure (DNS) enthalten,
die von ehemals autonomen mikroskopischen Organismen

stammen, die durch Endosymbiose erworben wurden.

Nach dieser Definition gidbe es nur zwei groBe Klassen von
Organellen, z. B. solche, die ihre eigene DNA enthalten, und

solche, die von endosymbiotischen Bakterien stammen:

« Mitochondrien (in fast allen Eukaryoten)

« Plastiden (z. B. in Pflanzen, Algen und einigen Protisten).

Auch  andere  Organellen  haben  vermutlich  einen

endosymbiotischen Ursprung, enthalten aber keine eigene DNA.

Eine zweite, weniger restriktive Definition von Organellen
lautet, dass sie membrangebundene Strukturen sind. Doch selbst
bei Verwendung dieser Definition gelten einige Teile der Zelle, die
nachweislich eigenstindige Funktionseinheiten sind, nicht als
Organellen. Daher ist die Verwendung des Begriffs Organelle auch
fiir nicht membrangebundene Strukturen wie Ribosomen iiblich
und akzeptiert. Dies hat dazu gefiihrt, dass in vielen Texten

zwischen membrangebundenen und nicht-membrangebundenen
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Organellen unterschieden wird. Die nicht membrangebundenen
Organellen, die auch als groe biomolekulare Komplexe
bezeichnet werden, sind groBe Ansammlungen von
Makromolekiilen, die bestimmte und spezialisierte Funktionen
ausiiben, aber keine Membrangrenzen haben. Viele von ihnen
werden als '"proteinhaltige Organellen" bezeichnet, da ihre
Hauptstruktur aus Proteinen besteht. Zu diesen Zellstrukturen

gehoren:

. groBe RNA- und Proteinkomplexe: Ribosom, Spleilosom,
Gewolbe

. grofle Proteinkomplexe: Proteasom, DNA-Polymerase III-
Holoenzym, RNA-Polymerase - [-Holoenzym, symmetrische
Viruskapsiden, Komplex' ' aus GroEL und GroES;
Membranproteinkomplexe: Porosom, Photosystem I, ATP-
Synthase

. groBBe DNA- und Proteinkomplexe: Nukleosom

« Zentriole und Mikrotubuli-Organisationszentrum (MTOC)

« Zytoskelett

« Geilel

« Nukleolus

. Stresskorn

« Keimzellengranulat

« neuronales Transportgranulat

147



Die Mechanismen, durch die sich solche nicht-
membrangebundenen Organellen bilden und ihre rdumliche
Integritdt bewahren, wurden mit der Phasentrennung zwischen

Flussigkeit und Fliissigkeit verglichen.

Eukaryontische Zellen sind strukturell komplex und per
Definition zum Teil durch innere Kompartimente organisiert, die
ihrerseits von Lipidmembranen umschlossen sind, die der
duBersten Zellmembran dhneln. Die groBeren Organellen, wie der
Zellkern und die Vakuolen, sind mit dem Lichtmikroskop leicht zu
erkennen. Sie gehorten zu den ersten biologischen Entdeckungen,

die nach der Erfindung des Mikroskops gemacht wurden.

Nicht alle eukaryontischen Zellenhaben alle unten aufgefiihrten
Organellen. In Ausnahmefillen gibt es Zellen, die einige
Organellen nicht enthalten, die sonst als universell fiir Eukaryoten
gelten wiirden (z. B. Mitochondrien). Auch bei der Anzahl der
Membranen, die die Organellen umgeben, gibt es gelegentlich
Ausnahmen, die in den nachstehenden Tabellen aufgefiihrt sind, z.
B. sind einige, die als Doppelmembranen aufgefiihrt sind,
manchmal mit Einzel- oder Dreifachmembranen anzutreffen.
Dariiber hinaus variiert die Anzahl der einzelnen Organellen jedes
Typs, die in einer bestimmten Zelle zu finden sind, je nach der

Funktion dieser Zelle.

Tabelle (1): Wichtige eukaryotische Organellen
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Zellmembran

Chloroplast
(Plastid)

trennt das Innere aller
Zellen von der #&uBeren
(dem

extrazelluldren Raum) und

Umgebung

schiitzt die Zelle vor ihrer

Umgebung.

Photosynthese, fingt die
Energie des Sonnenlichts

ein

zweidimensiona

le Fliissigkeit

149

alle Eukaryoten

Pflanzen,
Protisten, seltene
kleptoplastische

Organismen

hat eine

eigene
DNA; es
wird
angenomm
en, dass sie
von der
eukaryotisc
hen Urzelle
verschlung
en wurde

(Endosymb

iose)




Flagellum Fortbewegung, Eiweil einige
Sinnesorgane Eukaryoten

Mitochondrium Energieerzeugung aus der | Doppelmembra | die meisten | Bestandteil
Oxidation von | nfach Eukaryoten des

Glukosestoffen und der Chondriom

Freisetzung von s;  besitzt

Adenosintriphosphat eine eigene

DNA; es
wird

angenomm

en, dass es

von einer
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eukaryotisc

hen Urzelle
verschlung
en wurde
(Endosymb
iose)2
Nukleus DNA-Erhaltung, Kontrolle | Doppelmembra | alle Eukaryoten enthilt den
aller Aktivitidten der Zelle, | nfach Grofteil
RNA-Transkription des
Genoms
Vakuolen Speicherung,  Transport, | Einzelmembran | Eukaryoten
Unterstiitzung der | -Kompartiment
Homdostase

Mitochondrien und Plastiden,

einschlieBlich der Chloroplasten,

haben Doppelmembranen und ihre Ceigene DNA. Nach der

Endosymbiontentheorie sollen sie aus unvollstindig verzehrten

oder

eingedrungenen

hervorgegangen sein.

prokaryotischen

Organismen

Tabelle (2): Kleinere eukaryotische Organellen und Zellbestandteile

Abbau sequestriert

Organelle/M | Hauptfunktion Struktur | Organismen
akromolekiil
Akrosom unterstiitzt die Verschmelzung | Einzelme |die meisten
der Spermien mit der Eizelle | mbran- Tiere
Komparti
ment
Autophagos | Vesikel, das zytoplasmatisches | Doppelme | alle
om Material und Organellen zum | mbranfach | Eukaryoten
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Centriole Anker fiir das Zytoskelett, | Mikrotubu | Tiere
organisiert die Zellteilung | li-Protein
durch Bildung von
Spindelfasern
Zilium Bewegung in oder von einem | Mikrotubu | Tiere,
externen Medium; "kritischer | li-Protein | Protisten,
Entwicklungssignalweg".[2!] wenige
Pflanzen
Nesselzelle | Stinging gewunden | Nesseltiere
er
Hohltubul
us
Eyespot- detektiert Licht und ermoglicht Griinalgen
Geriit so die Phototaxis und andere
einzellige
photosynthet
ische
Organismen
wie z. B.
Eugleniden
Glykosom | fiihrt die Glykolyse durch Einzelme | Einige
mbran- Protozoen,
Komparti |wie z. B.
ment Trypanosom
en.
Glyoxysom | Umwandlung von Fett in |Einzelme | Pflanzen
Zucker mbran-
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Komparti

ment
Hydrogenos | Energie- und | Doppelme | ein paar
om Wasserstofferzeugung mbranfach | einzellige
Eukaryoten
Lysosom Abbau grofler Molekiile (z. B. | Einzelme | Tiere
Proteine + Polysaccharide) mbran-
Komparti
ment
Melanosom | Pigmentspeicher Einzelme | Tiere
mbran-
Komparti
ment
Mitosom spielt wahrscheinlich - “eine | Doppelme | einige
Rolle beim Aufbau von Eisen- | mbranfach | einzellige
Schwefel-Clustern (Fe-S) Eukaryoten,
denen
Mitochondri
en fehlen
Myofibrille | Myozytenkontraktion gebiindelt | Tiere
e Faden
Nukleolus | Prda-Ribosomen-Produktion Protein- die meisten
DNA- Eukaryoten
RNA
Ocelloid erkennt Licht und | Doppelme | Mitglieder
moglicherweise Formen, | mbranfach | der Familie
der
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wodurch Phototaxis stattfinden Warnowiace
kann ae
In nicht gekennzeichnet nicht Pilze
Klammern gekennzei
chnet
Peroxisom | Abbau des metabolischen | Einzelme | alle
Wasserstoffperoxids mbran- Eukaryoten
Komparti
ment
Porosom Sekretariatsportal Einzelme | alle
mbran- Eukaryoten
Komparti
ment
Proteasom | Abbau nicht benétigter “oder | sehr alle
beschidigter Proteine durch | groler Eukaryoten,
Proteolyse Proteinko | alle
mplex Archaeen
und  einige
Bakterien
Ribosom Ubersetzung von RNA in | RNA- alle
(80S) Proteine Protein Eukaryoten
Stresskorn | mRNA-Speicherung!?? membranl | die meisten
0s Eukaryoten
(mRNP-
Komplexe
)
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TIGER- mRNA, die fiir Proteine [ membranl | die meisten
Bereich kodiert 0s Organismen
Vesikel Stofftransport Einzelme | alle
mbran- Eukaryoten
Komparti
ment

Prokaryonten sind strukturell nicht so komplex wie
Eukaryonten. Frither dachte man, dass sie wenig interne
Organisation haben und keine zelluliren Kompartimente und
internen Membranen besitzen, aber langsam tauchen Details iiber
die internen Strukturen von Prokaryonten auf, die diese Annahmen
umstoBen. Ein frither Irrtum war die in den 1970er Jahren
entwickelte Idee, dass Bakterien Zellmembranfalten, so genannte
Mesosomen, enthalten konnten, die sich jedoch spéter als Artefakte
herausstellten, die durch die zur Vorbereitung der Zellen fur die
Elektronenmikroskopie verwendeten Chemikalien verursacht

wurden.

Es gibt jedoch zunehmend Hinweise auf eine
Kompartimentierung zumindest bei einigen Prokaryonten. Jiingste
Forschungen haben ergeben, dass zumindest einige Prokaryonten
Mikrokompartimente, wie z. B. Carboxysomen, besitzen. Diese
subzelluldren Kompartimente haben einen Durchmesser von 100-
200 nm und sind von einer Hiille aus Proteinen umgeben. Noch

bemerkenswerter ist die Beschreibung von membrangebundenen
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Magnetosomen in Bakterien, iiber die im Jahr 2006 berichtet

wurde.

Das bakterielle Phylum Planctomycetes hat eine Reihe von
Kompartimentierungsmerkmalen offenbart. Der Zellplan von
Planctomycetes umfasst eine intrazytoplasmatische Membran, die
das  Zytoplasma in  Paryphoplasma  (einen  &uf3eren,
ribosomenfreien Raum) und Pirellulosom (oder Riboplasma, einen
inneren, ribosomenhaltigen Raum) trennt. Membrangebundene
Anammoxosomen wurden in fiinf Planctomycetes-Gattungen
entdeckt, die eine anaerobe Ammoniumoxidation durchfiihren. Bei
der Planctomycetes-Art Gemmata obscuriglobus wurde eine
kernartige Struktur entdeckt, die von Lipidmembranen umgeben
ist.

Die = Kompartimentierung  ist ein  Merkmal  der
photosynthetischen Strukturen von Prokaryonten. Lila Bakterien
haben "Chromatophoren", das sind Reaktionszentren, die sich in
Einstiilpungen der Zellmembran befinden. Griine
Schwefelbakterien haben Chlorosomen, photosynthetische
Antennenkomplexe, die an die Zellmembranen gebunden sind.
Cyanobakterien haben interne Thylakoidmembranen fiir die
lichtabhédngige Photosynthese; Untersuchungen haben ergeben,
dass die Zellmembran und die Thylakoidmembranen nicht

miteinander verbunden sind.
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Anammox Bacteria

cell wall

riboplasm

nucleoid

Abbildung (35): Anammox-Bakterien.

cytoplasmic membrane
paryphoplasm
intracytoplasmic membrane

anammoxosome membrane
anammoxosome

Tabelle (3): Prokaryotische Organellen und Zellbestandteile
Organelle/ | Hauptfunktion Struktur Organismen
Makromol
ekiil
Anammox | anaerobe ladderane "Candidatus"-
osom Ammoniumoxidation Lipidmembran Bakterien innerhalb
der Planctomycetes
Carboxyso | Kohlenstofffixierung bakterielles einige Bakterien
m Mikrokompartiment mit
Proteinhiille
Chlorosom | Photosynthese an der Zellmembran | griine
befestigter Schwefelbakterien
Lichtsammelkomplex
Flagellum | Bewegung im externen | Proteinfilament einige Prokaryoten
Medium
Magnetoso | magnetische anorganischer Kristall, | magnetotaktische
m Ausrichtung Lipidmembran Bakterien
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Nukleoid | DNA-Erhaltung, DNA-Protein Prokaryoten

Transkription in RNA
Pilus Anhaftung an andere | ein haardhnliches | prokaryotische

Zellen zur Konjugation | Anhéngsel, das aus der | Zellen

oder an ein festes | Plasmamembran

Substrat zur Erzeugung | herausragt (wenn auch

von Bewegungskriften. | teilweise darin

eingebettet)

Plasmid DNA-Austausch zirkuldre DNA einige Bakterien
Ribosom Ubersetzung von RNA | RNA-Protein Bakterien und
(708) in Proteine Archaeen
Thylakoid- | Photosynthese Photosystemproteine meist
Membrane und Pigmente Cyanobakterien
n

158




E - Nukleinsiduren

Nukleinsduren sind Biopolymere, also groBe Biomolekiile, die
fiir alle bekannten Lebensformen unerldsslich sind. Sie bestehen
aus Nukleotiden, d. h. Monomeren, die aus drei Komponenten
bestehen: einem 5-Kohlenstoff-Zucker, einer Phosphatgruppe und
einer stickstoffhaltigen Base. Die beiden Hauptklassen der
Nukleinsduren sind die Desoxyribonukleinsdure (DNA) und die
Ribonukleinsdure (RNA). Handelt es sich bei dem Zucker um
Ribose, ist das Polymer RNA; handelt es sich bei dem Zucker um
das Ribose-Derivat Desoxyribose, ist das Polymer DNA.

Nukleinsduren sind natiirlich  vorkommende chemische
Verbindungen, die als primdre informationstragende Molekiile in
den Zellen dienen und das ‘genctische Material ausmachen.
Nukleinsduren sind in allen Lebewesen reichlich vorhanden, wo sie
die Informationen jeder lebenden Zelle und jeder Lebensform auf
der Erde erzeugen, kodieren und speichern. Sie haben wiederum
die Aufgabe, diese Informationen innerhalb und aufBlerhalb des
Zellkerns an die inneren Vorgénge der Zelle und schlieflich an die
nichste Generation jedes lebenden Organismus zu tibertragen und
auszudriicken. Die  kodierte Information ist in der
Nukleinsduresequenz enthalten und wird {iber diese iibermittelt, die
die "Stufenleiter" der Nukleotide innerhalb der RNA- und DNA-
Molekiile bildet. Sie spielen eine besonders wichtige Rolle bei der

Steuerung der Proteinsynthese.
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Nukleotidketten werden zu schraubenférmigen Riickgraten
verbunden - in der Regel ein Riickgrat fiir die RNA und zwei fiir
die DNA - und zu Ketten von Basenpaaren zusammengefiigt, die
aus den fiinf priméren oder kanonischen Nukleobasen ausgewihlt
werden: Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin und Uracil. Thymin
kommt nur in der DNA und Uracil nur in der RNA vor. Mit Hilfe
von Aminosduren und dem als Proteinsynthese bekannten
Prozess,!!!  ermoglicht die spezifische Sequenzierung dieser
Nukleobasenpaare in der DNA die Speicherung und Ubertragung
kodierter Anweisungen in Form von Genen. In der RNS sorgt die
Sequenzierung der Basenpaare fiir die Herstellung neuer Proteine,
die das Geriist und die Teile sowie die meisten chemischen

Prozesse aller Lebensformen bestimmen.
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Abbildung (36): Strukturen von DNA und RNA.

Nuclein wurde 1869 von Friedrich Miescher an der Universitat
Tiibingen, Deutschland, entdeckt.

In den frithen 1880er Jahren reinigte Albrecht Kossel die
Substanz weiter und entdeckte ihre stark sauren Eigenschaften.
Spéter identifizierte er auch die Nukleobasen.

1889 kreiert Richard Altmann den Begriff Nukleinsdure

Im Jahr 1938 verdffentlichten Astbury und Bell das erste
Rontgenbeugungsmuster der DNA.

Im Jahr 1944 zeigte das Avery-MacLeod-McCarty-Experiment,
dass die DNA Tréger der genetischen Information ist.

1953 présentierten Watson und Crick die Struktur der DNA.
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Experimentelle Untersuchungen von Nukleinsduren sind ein
wichtiger Bestandteil der modernen biologischen und
medizinischen Forschung und bilden die Grundlage fur die
Genom- und die forensische Wissenschaft sowie fiir die

Biotechnologie und die pharmazeutische Industrie.

Nukleinsduren sind im Allgemeinen sehr gro3e Molekiile. In der
Tat sind DNA-Molekiile wahrscheinlich die gréfiten bekannten
Einzelmolekiile. Gut untersuchte biologische
Nukleinsduremolekiile reichen von 21 Nukleotiden (kleine
interferierende RNA) bis zu groen Chromosomen (das
menschliche Chromosom 1 ist ein einziges Molekil, das 247

Millionen Basenpaare enthilt).

In den meisten Fillen sind natiirlich vorkommende DNA-
Molekiile doppelstrangig und RNA-Molekiile einzelstrangig. Es
gibt jedoch zahlreiche Ausnahmen - einige Viren haben Genome,
die aus doppelstrangiger RNA bestehen, andere Viren haben
einzelstrangige DNA-Genome, und unter bestimmten Umsténden
konnen sich Nukleinséure-Strukturen mit drei oder vier Strangen

bilden.

Nukleinsduren sind lineare Polymere (Ketten) aus Nukleotiden.
Jedes Nukleotid besteht aus drei Komponenten: einer Purin- oder
Pyrimidin-Nukleobase (manchmal auch als stickstoffhaltige Base
oder einfach als Base bezeichnet), einem Pentosezucker und einer
Phosphatgruppe, die das Molekiil sauer macht. Die Substruktur, die
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aus einer Nukleobase und einem Zucker besteht, wird als
Nukleosid bezeichnet. Die Nukleinsduretypen unterscheiden sich
durch die Struktur des Zuckers in ihren Nukleotiden - die DNA
enthdlt 2'-Desoxyribose, wihrend die RNA Ribose enthédlt (der
einzige Unterschied ist das Vorhandensein einer Hydroxylgruppe).
Auch die Nukleobasen, die in den beiden Nukleinsduretypen
vorkommen, sind unterschiedlich: Adenin, Cytosin und Guanin
kommen sowohl in der RNA als auch in der DNA vor, wihrend

Thymin in der DNA und Uracil in der RNA vorkommt.

Die Zucker und Phosphate in Nukleinsduren sind durch
Phosphodiesterbindungen in einer alternierenden Kette (Zucker-
Phosphat-Riickgrat) miteinander - verbunden. In  der
konventionellen Nomenklatur sind die Kohlenstoffe, an denen die
Phosphatgruppen hingen, die 3'-Endkohlenstoffe und die 5'-
Endkohlenstoffe des Zuckers. Dies verleiht den Nukleinsduren eine
Richtungsabhéngigkeit, und die Enden der Nukleinsdauremolekiile
werden als 5'-Ende und 3'-Ende bezeichnet. Die Nukleobasen sind
mit den Zuckern tiber eine N-glykosidische Bindung verbunden, an
der ein Ringstickstoff der Nukleobase (N-1 fiir Pyrimidine und N-
9 fiir Purine) und das 1'-Kohlenstoffatom des Pentosezuckerrings

beteiligt sind.

Auch Nicht-Standard-Nukleoside kommen sowohl in der RNA
als auch in der DNA vor und entstehen in der Regel durch

Modifikation der Standard-Nukleoside innerhalb des DNA-
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Molekiils oder des priméren (urspriinglichen) RNA-Transkripts.
Transfer-RNA-Molekiile (tRNA) enthalten eine besonders grof3e
Anzahl modifizierter Nukleoside.

- Einige der letzten Punkte wurden als Nukleinséuren bezeichnet,
obwohl sie eigentlich keine Nukleinsduren sind. Nukleinsduren
kommen in den Kernen der Zellen vor, aber Molekiile wie PNAs
oder Morpholinos sind rein synthetische Analoga. Sie sollten
entweder als solche gekennzeichnet oder ganz aus dieser Liste
gestrichen werden (obwohl ich denke, dass sie von

ausreichendem Interesse sind, um beibehalten zu werden).

« Ich habe eine Seite mit dem Titel "Nukleinsdureanaloga"
erstellt, um die Analoga zu verlinken. Es gibt viele verwaiste
Artikel, die entweder < unter Genetik oder Biochemie
kategorisiert sind (je nach Fachgebiet der Autoren?). wire ein
"Andere" fiir die Vorlage geeignet? Squidonius (talk) 14:58, 20.
November 2007 (UTC) behoben.

. cpDNA (Chloroplasten-DNA) sollte hinzugefiigt werden;
allerdings gibt es noch keine Seite dafiir (cpDNA leitet zu
Chloroplast weiter). - tameeria (talk) 04:28, 11. Dez. 2007
(UTC)

Ein DNA- oder RNA-Molekiil unterscheidet sich von einem
anderen in erster Linie durch die Sequenz der Nukleotide.

Nukleotidsequenzen sind in der Biologie von grofer Bedeutung, da
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sie die ultimativen Anweisungen enthalten, die alle biologischen
Molekiile, Molekiilverbdnde, subzelluliren und zelluldren
Strukturen, Organe und Organismen kodieren und unmittelbar
Kognition, Gedéichtnis und Verhalten ermoglichen. Enorme
Anstrengungen wurden unternommen, um experimentelle
Methoden zur Bestimmung der Nukleotidsequenz biologischer
DNA- und RNA-Molekiile zu entwickeln,?*1>3] und heute werden
tiaglich Hunderte Millionen von Nukleotiden in Genomzentren und
kleineren Labors weltweit sequenziert. Neben der Pflege der
GenBank-Datenbank fiir Nukleinsduresequenzen bietet das NCBI
Analyse- und Abfrageressourcen fiir die Daten in GenBank und
andere biologische Daten, die tiber die NCBI-Website verfligbar

sind.[?%]

Desoxyribonukleinsiure

Die Desoxyribonukleinsdure (DNS) ist eine Nukleinséure, die
die genetischen Anweisungen fiir die Entwicklung und das
Funktionieren aller bekannten lebenden Organismen enthélt. Die
DNA-Abschnitte, die diese genetische Information tragen, werden
als Gene bezeichnet. Auch andere DNA-Sequenzen haben
strukturelle Aufgaben oder sind an der Regulierung der Nutzung
dieser genetischen Informationen beteiligt. Neben der RNA und
den Proteinen ist die DNA eines der drei wichtigsten

Makromolekiile, die fiir alle bekannten Lebensformen unerlisslich
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sind. Die DNS besteht aus zwei langen Polymeren aus einfachen
Einheiten, den Nukleotiden, deren Riickgrat aus Zuckern und
Phosphatgruppen besteht, die durch Esterbindungen verbunden
sind. Diese beiden Stringe verlaufen in entgegengesetzter
Richtung zueinander und sind daher antiparallel. An jeden Zucker
ist eine von vier Arten von Molekiilen gebunden, die als
Nukleobasen (informell: Basen) bezeichnet werden. Die Abfolge
dieser vier Nukleobasen entlang des Riickgrats kodiert die
Information. Diese Informationen werden mit Hilfe des
genetischen Codes gelesen, der die Reihenfolge der Aminosduren
in den Proteinen festlegt. Das Ablesen des Codes erfolgt durch
Kopieren von DNA-Abschnitten indie verwandte Nukleinsdure
RNA in einem Prozess, der Transkription genannt wird. In den
Zellen ist die DNA in langen Strukturen, den Chromosomen,
angeordnet. Bei der Zellteilung werden diese Chromosomen im
Prozess der DNA-Replikation verdoppelt, wodurch jede Zelle
thren  eigenen  vollstindigen = Chromosomensatz  erhilt.
Eukaryontische Organismen (Tiere, Pflanzen, Pilze und Protisten)
speichern den grofiten Teil ihrer DNA im Zellkern und einen Teil
ihrer DNA in Organellen, wie Mitochondrien oder Chloroplasten.
Im Gegensatz dazu speichern Prokaryoten (Bakterien und
Archaeen) ihre DNA nur im Zytoplasma. Innerhalb der
Chromosomen verdichten und organisieren Chromatinproteine wie
Histone die DNA. Diese kompakten Strukturen lenken die

Wechselwirkungen zwischen der DNA und anderen Proteinen und
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helfen dabei zu steuern, welche Teile der DNA transkribiert

werden.

Ribonukleinsiure

Die Ribonukleinsdure (RNA) hat die Aufgabe, die genetische
Information aus den Genen in die Aminosduresequenzen der
Proteine umzuwandeln. Zu den drei universellen RNA-Typen
gehoren die Transfer-RNA (tRNA), die Boten-RNA (mRNA) und
die ribosomale RNA (rRNA). Die Boten-RNA dient der
Ubermittlung der genetischen Sequenzinformationen zwischen der
DNA und den Ribosomen und steuert die Proteinsynthese; sie
ibertrdgt die Anweisungen von der DNA im Zellkern zum
Ribosom. Die ribosomale RNA liest die DNA-Sequenz und
katalysiert die Bildung von Peptidbindungen. Die Transfer-RNA
dient als Trigermolekiil fiir die Aminosduren, die in der
Proteinsynthese verwendet werden sollen, und ist fiir die
Entschliisselung der mRNA verantwortlich. Dartiber hinaus sind

inzwischen viele weitere RNA-Klassen bekannt.
Kiinstliche Nukleinsiure

Kiinstliche Nukleinsdureanaloga wurden von Chemikern
entwickelt und synthetisiert. Dazu gehoren Peptidnukleinséure,
Morpholino- und Locked-Nukleinsdure, Glykolnukleinsdure und

Threose-Nukleinsiure. Jede dieser Nukleinsduren unterscheidet
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sich von der natiirlich vorkommenden DNA oder RNA durch

Verdnderungen am Molekiilgeriist.

Strukturen der Nukleinsidure

Die Nukleinsdurestruktur bezieht sich auf die Struktur von
Nukleinsduren wie DNA und RNA. Chemisch gesehen sind sich
DNA und RNA sehr dhnlich. Die Struktur von Nukleinsduren wird
hiufig in vier verschiedene Ebenen unterteilt: primér, sekundar,

tertidr und quaternér.
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Abbildung (37): Die Primérstruktur besteht aus einer linearen

Abfolge von Nukleotiden.

Die Primirstruktur besteht aus einer linearen Abfolge von
Nukleotiden, die durch eine Phosphodiesterbindung miteinander
verbunden sind. Diese lineare Sequenz von Nukleotiden bildet die
Primérstruktur der DNA oder RNA. Nukleotide bestehen aus 3

Komponenten:

1. Stickstofthaltige Basis
1. Adenin
2.Guanin
3.Cytosin
4. Thymin (nur in der DNA vorhanden)
5.Uracil (nur in RNA vorhanden)
2. 5-Kohlenstoff-Zucker, der Desoxyribose (in der DNA) und
Ribose (in der RNA) genannt wird.

3. Eine oder mehrere Phosphatgruppen.!!]

Die Stickstoffbasen Adenin und Guanin haben eine Purinstruktur
und bilden eine glykosidische Bindung zwischen ihrem 9-
Stickstoff und der 1'-OH-Gruppe der Desoxyribose. Cytosin,
Thymin und Uracil sind Pyrimidine und bilden daher glykosidische
Bindungen zwischen ihrem 1-Stickstoff und der 1'-OH-Gruppe der
Desoxyribose. Sowohl bei den Purin- als auch bei den

Pyrimidinbasen bildet die Phosphatgruppe eine Bindung mit dem
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Desoxyribosezucker durch eine Esterbindung zwischen einer ihrer
negativ geladenen Sauerstoffgruppen und dem 5'-OH des Zuckers.
Die Polaritdt in DNA und RNA ergibt sich aus den Sauerstoff- und
Stickstoffatomen im Riickgrat. Nukleinsduren werden gebildet,
wenn Nukleotide durch Phosphodiesterbindungen zwischen den 5'-
und 3'-Kohlenstoffatomen zusammenkommen. Eine
Nukleinsduresequenz ist die Reihenfolge der Nukleotide innerhalb
eines DNA- (GACT) oder RNA- (GACU) Molekiils, die durch eine
Reihe von Buchstaben festgelegt ist. Die Sequenzen werden vom
5'- zum 3'-Ende dargestellt und bestimmen die kovalente Struktur
des gesamten Molekiils. Sequenzen konnen zu einer anderen
Sequenz komplementér sein, d. h. die’ Basen an jeder Position sind
komplementdr, aber auch in -umgekehrter Reihenfolge. Ein
Beispiel fiir eine komplementére Sequenz zu AGCT ist TCGA. Die
DNA ist doppelstriangig und enthilt sowohl einen Sinnesstrang als
auch einen Gegensinnesstrang. Daher wird die komplementére

Sequenz zum Sinnstrang sein.
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Abbildung (38): Strukturen der stickstoffhaltigen Basen.

DNA

Die Sekundirstruktur ist die Gesamtheit der Wechselwirkungen
zwischen den Basen, d. h. die Teile der Stringe, die aneinander
gebunden sind. In der DNA-Doppelhelix werden die beiden
Strange der DNA  durch  Wasserstoffbriickenbindungen
zusammengehalten. Die Nukleotide des einen Strangs bilden
Basenpaare mit dem Nukleotid des anderen Strangs. Die

Sekundirstruktur ist verantwortlich fiir die Form, die die
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Nukleinsdure annimmt. Die Basen in der DNA werden als Purine
und Pyrimidine klassifiziert. Bei den Purinen handelt es sich um
Adenin und Guanin. Purine bestehen aus einer doppelten
Ringstruktur, einem sechsgliedrigen und einem fiinfgliedrigen
Ring mit Stickstoff. Die Pyrimidine sind Cytosin und Thymin. Sie
haben eine einfache Ringstruktur, einen sechsgliedrigen Ring mit
Stickstoff. Eine Purinbase paart sich immer mit einer
Pyrimidinbase (Guanin (G) paart sich mit Cytosin (C) und Adenin
(A) paart sich mit Thymin (T) oder Uracil (U)). Die
Sekundirstruktur der DNA wird in erster Linie durch die
Basenpaarung der beiden Polynukleotidstringe bestimmt, die
umeinander gewickelt sind und eine Doppelhelix bilden. Obwohl
die beiden Stringe durch Wasserstoffbriickenbindungen in
Basenpaaren ausgerichtet sind, sind die stiarkeren Krifte, die die
beiden Stringe zusammenhalten, Stapelwechselwirkungen
zwischen den Basen. Diese Stapelwechselwirkungen werden durch
Van-der-Waals-Krifte und hydrophobe Wechselwirkungen
stabilisiert und weisen eine groBe lokale Strukturvariabilitdt auf.
AuBerdem gibt es in der Doppelhelix zwei Furchen, die aufgrund
ihrer relativen GroB3e als Hauptfurche und Nebenfurche bezeichnet

werden.
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Abbildung (40): Sekundérstruktur der RNA.

Ein Beispiel fiir die Sekundérstruktur der RNA. Dieses Bild
enthdlt mehrere Strukturelemente, darunter einzelstrangige und
doppelstrangige Bereiche, Ausbuchtungen, interne Schleifen und
Haarnadelschleifen. Doppelstrangige RNA bildet eine A-Typ-
Helixstruktur, im Gegensatz zur {iblichen B-Typ-Konformation,

die von doppelstrangigen DNA-Molekiilen eingenommen wird.

Die Sekundirstruktur der RNA besteht aus einem einzigen
Polynukleotid. Die Basenpaarung in der RNA findet statt, wenn
sich die RNA zwischen komplementiren Regionen faltet. In RNA-
Molekiilen finden sich haufig sowohl einzel- als auch

doppelstrangige Regionen.

Die vier Grundelemente der Sekundirstruktur der RNA sind:

« Helices
. Beulen
o Schleifen

. Abzweigungen

Die antiparallelen  Stringe bilden eine  Helixform. !
Ausbuchtungen und innere Schleifen entstehen durch die Trennung
der Doppelhelix entweder auf einem Strang (Ausbuchtung) oder
auf beiden Striangen (innere Schleifen) durch ungepaarte

Nukleotide.



Die Stem-Loop oder Haarnadelschleife ist das haufigste Element
der RNA-Sekundérstruktur. Eine Stem-Loop entsteht, wenn sich
die RNA-Ketten auf sich selbst zuriickfalten, um einen
doppelhelicalen Trakt zu bilden, der "Stem" genannt wird, wihrend
die ungepaarten Nukleotide einen einzelstringigen Bereich bilden,
der "Loop" genannt wird. Ein Tetraloop ist eine vier Basenpaare
umfassende Haarnadel-RNA-Struktur. In der ribosomalen RNA
gibt es drei héufige Tetraloop-Familien: UNCG, GNRA und
CUUG (N ist eines der vier Nukleotide und R ist ein Purin). UNCG

ist das stabilste Tetraloop.

Pseudoknoten sind eine RNA-Sekundirstruktur, die erstmals
beim Riibengelbmosaikvirus entdeckt wurde. Pseudoknoten
entstehen, wenn sich Nukleotide aus der Haarnadelschleife mit
einer einzelstrangigen Region aullerhalb der Haarnadel verbinden
und ein schraubenférmiges Segment bilden. Pseudoknoten der H-
Typ-Faltung sind am besten charakterisiert. Bei der H-Typ-Faltung
paaren sich Nukleotide in der Haarnadelschleife mit den Basen
aullerhalb des Haarnadelstamms und bilden einen zweiten Stamm
und eine zweite Schleife. Dies fiihrt zur Bildung von Pseudoknoten
mit zwei Stdimmen und zwei Schleifen. Pseudoknoten sind
funktionelle Elemente in der RNA-Struktur, die unterschiedliche

Funktionen haben und in den meisten RNA-Klassen vorkommen.

Die Sekundirstruktur der RNA kann anhand experimenteller Daten

iiber die Sekundirstrukturclemente, Helices, Schleifen und
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Ausbuchtungen vorhergesagt werden. Die DotKnot-PW-Methode

wird fiir die vergleichende

Vorhersage von Pseudoknoten

verwendet. Die wichtigsten Punkte der DotKnot-PW-Methode sind

die Bewertung der

Sekundérelementen und H-Typ

Ahnlichkeiten,

die in Stdmmen,

-Pseudoknoten gefunden werden.
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Abbildung (41): Tertidirstruktur der RNA.

Die Tertidrstruktur bezieht sich auf die Anordnung der Atome im

dreidimensionalen Raum unter Beriicksichtigung geometrischer
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und sterischer Beschrankungen. Sie ist eine hhere Ordnung als die
Sekundairstruktur, bei der eine grol angelegte Faltung in einem
linearen Polymer stattfindet und die gesamte Kette in eine
bestimmte dreidimensionale Form gefaltet wird. Es gibt 4
Bereiche, in denen sich die Strukturformen der DNA unterscheiden

konnen.

1. Handigkeit - rechts oder links
2. Lange der Helixwindung
3. Anzahl der Basenpaare pro Runde

4. GroBenunterschied zwischen der Haupt- und der Nebenrillel’!

Die tertidre Anordnung der DNA-Doppelhelix im Raum umfasst
B-DNA, A-DNA und Z-DNA.

Die B-DNA ist die hdufigste Form der DNA in vivo und ist eine
schmalere, ldngliche Helix als die A-DNA. Thre breite Hauptfurche
macht sie fiir Proteine besser zugénglich. Auf der anderen Seite hat
sie eine schmale Nebenrille. Die bevorzugten Konformationen der
B-DNA treten bei hohen Wasserkonzentrationen auf; die
Hydratisierung der Nebenrille scheint die B-DNA zu begiinstigen.
Die Basenpaare der B-DNA stehen nahezu senkrecht zur
Helixachse. Der Zuckerpucker, der die Form der a-Helix bestimmt,
d. h. ob die Helix in der A-Form oder in der B-Form vorliegt, tritt
am C2'-Ende auf.
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A-DNA ist eine Form des DNA-Duplex, die unter
Austrocknungsbedingungen beobachtet wird. Sie ist kiirzer und
breiter als die B-DNA. Die RNA nimmt diese doppelhelicale Form
an, und RNA-DNA-Duplexe sind meist A-Form, aber es wurden
auch RNA-DNA-Duplexe in B-Form beobachtet. In lokalisierten
Einzelstrang-Dinukleotid-Kontexten kann die RNA auch die B-
Form annehmen, ohne sich mit der DNA zu paaren. A-DNA hat
eine tiefe, enge Hauptfurche, die sie fiir Proteine nicht leicht
zugénglich macht. Ihre breite, flache Nebenrille macht sie dagegen
fir  Proteine  zugénglich, allerdings mit  geringerem
Informationsgehalt als die Hauptrille. Thre bevorzugte
Konformation liegt bei niedrigen Wasserkonzentrationen vor. Die
Basenpaare der A-DNA sind gegentiber der Helixachse gekippt
und von der Achse verschoben. Der Zuckerpucker tritt am C3'-
Ende auf, und in der RNA hemmt 2'-OH die C2'-
Endokonformation.['*" Die A-DNA, die lange Zeit nur als
Laborkunstwerk betrachtet wurde, hat inzwischen mehrere

biologische Funktionen.

Z-DNA ist eine relativ seltene linkshiandige Doppelhelix. Bei
entsprechender Sequenz und superhelicaler Spannung kann sie in
vivo gebildet werden, ihre Funktion ist jedoch unklar. Sie hat eine
schmalere, ldnglichere Helix als A oder B. Die Hauptrille der Z-
DNA ist nicht wirklich eine Rille, und sie hat eine schmale

Nebenrille. Die bevorzugte Konformation tritt auf, wenn hohe
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Salzkonzentrationen = vorhanden sind. Es gibt einige
Basensubstitutionen, die jedoch eine alternierende Purin-
Pyrimidin-Sequenz erfordern. Das N2-Amino von G H bindet an 5'
PO, was den langsamen Austausch von Protonen und die
Notwendigkeit des Purins G erklért. Die Basenpaare der Z-DNA
stehen nahezu senkrecht zur Helixachse. Z-DNA enthilt keine
einzelnen Basenpaare, sondern eine GpC-Wiederholung mit
unterschiedlichen P-P-Abstinden fir GpC und CpG. Auf dem
GpC-Stapel gibt es eine gute Baseniiberlappung, wihrend auf dem
CpG-Stapel weniger Uberlappung vorhanden ist. Das Zickzack-
Riickgrat der Z-DNA ist darauf zuriickzufithren, dass die
Konformation des C-Zuckers die Konformation der glykosidischen
Bindung des G kompensiert. Die Konformation von G ist syn, C2'-

endo; fiir C ist sie anti, C3'-endo.

Ein lineares DNA-Molekiil mit freien Enden kann sich drehen,
um sich den Verdnderungen verschiedener dynamischer Prozesse
in der Zelle anzupassen, indem es @ndert, wie oft sich die beiden
Ketten seiner Doppelhelix umeinander drehen. Einige DNA-
Molekiile sind kreisformig und unterliegen topologischen
Beschriankungen. Kiirzlich wurde auch beschrieben, dass zirkulédre
RNA eine natiirliche, weit verbreitete Klasse von Nukleinsduren

ist, die in vielen Organismen vorkommt.

Eine kovalent geschlossene, zirkulire DNA, auch bekannt als

cccDNA, ist topologisch eingeschriankt, da sich die Anzahl der
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umeinander gewundenen Ketten nicht &ndern kann. Diese cccDNA
kann supercoiled sein, was die Tertidrstruktur der DNA darstellt.
Supercoiling ist durch die Verkniipfungszahl, die Verdrehung und
die Windung gekennzeichnet. Die Verkniipfungszahl (Lk) fiir
zirkuldre DNA ist definiert als die Anzahl der Durchginge, die ein
Strang durch den anderen Strang machen miisste, um die beiden
Stréange vollstidndig zu trennen. Die Verkniipfungszahl fiir zirkuldre
DNA kann nur durch Aufbrechen einer kovalenten Bindung in
einem der beiden Striange gedndert werden. Die Verkniipfungszahl
einer cccDNA ist immer eine ganze Zahl und setzt sich aus zwei
Komponenten  zusammen: Verdrehungen (Tw) und

Verkriimmungen (Wr).

Verdrehungen sind die Anzahl der Verdrehungen der beiden
DNA-Stringe umeinander., Windungen sind die Anzahl der
Uberkreuzungen der DNA-Helix iiber sich selbst. Die DNA in den
Zellen ist negativ iberdreht und hat die Tendenz, sich abzuwickeln.
Daher ist die Trennung der Strange bei negativ supercoiled DNA
leichter als bei entspannter DNA. Die beiden Komponenten der
supergespulten DNA sind solenoid und plektonemisch. Die
plektonemische Supercoil kommt in Prokaryonten vor, wihrend

die solenoidale Supercoil meist in Eukaryonten zu finden ist.
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Abbildung (42): Quaterniire Struktur der Nukleinséiure.

Die quaterndre Struktur von Nukleinsduren dhnelt der
quaterndren Struktur von Proteinen. Obwohl einige der Konzepte
nicht genau die gleichen sind, bezieht sich die quaterndre Struktur
auf eine hohere Organisationsebene der Nukleinsduren. Au3erdem
bezieht sie sich auf die Wechselwirkungen der Nukleinsduren mit
anderen Molekiilen. Die am héufigsten anzutreffende Form der
iibergeordneten Organisation von Nukleinsduren ist das
Chromatin, das mit den kleinen Proteinen, den Histonen,
interagiert. Die quaterndre Struktur bezieht sich auch auf die
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen RNA-Einheiten im

Ribosom oder Spleilosom .
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Abbildung (43): Quaternire Struktur der Nukleinsiiure.
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Nukleinsdure-Methoden sind Techniken, die zur Untersuchung

von Nukleinsduren eingesetzt werden: DNA und RNA.

o Klérung

« DNA-Extraktion

« Phenol-Chloroform-Extraktion

« Minisdulen-Reinigung

« RNA-Extraktion

« Ausleger-Methode

« Synchronous coefficient of drag alteration (SCODA) DNA-

Reinigung

Quantifizierung

« Abundanz in Gewicht: Spektroskopische Quantifizierung von
Nukleinsduren

. Absolute Haufigkeit in Zahlen: Polymerase-Kettenreaktion in
Echtzeit (quantitative PCR)

. Relative Abundanz im Hochdurchsatzverfahren: DNA-
Mikroarray

« Absolute Abundanz im Hochdurchsatz: serielle Analyse der
Genexpression (SAGE)

« GroBe: Gelelektrophorese
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Synthese

« De novo: Oligonukleotidsynthese

« Amplifikation: Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Kinetik

« Multiparametrische Oberflachenplasmonenresonanz
. Dualpolarisations-Interferometrie

« Quarzkristallmikrowaage mit Verlustleistungsiiberwachung

(QCM-D).
Funktion der Gene

RNA-Interferenz

Andere

« Bisulfit-Sequenzierung

« DNA-Sequenzierung

« Expressionsklonierung

« Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

« Lab-on-a-chip

« Vergleich von Nukleinsdure-Simulationssoftware

« Northern Blot
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« Nuklearer Nachlauftest

« Radioaktivitit in den Biowissenschaften

« Southern Blot

. Differenzialzentrifugation (Saccharosegradient)

. Toeprinting-Versuch

. Verschiedene bioinformatische Methoden, wie in der Liste der

Software zur Vorhersage der RNA-Struktur zu sehen

In der Molekulargenetik verwendete Technik

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).ist eine weit verbreitete
Methode zur schnellen Herstellung von Millionen bis Milliarden
von Kopien (vollstindige Kopien oder Teilkopien) einer
bestimmten DNA-Probe, die‘es den Wissenschaftlern ermoglicht,
eine sehr kleine DNA-Probe zu nehmen und sie (oder einen Teil
davon) auf eine ausreichende Menge zu vervielfiltigen, um sie im
Detail zu untersuchen. Die PCR wurde 1983 von dem
amerikanischen Biochemiker Kary Mullis bei der Cetus
Corporation erfunden. Sie ist von grundlegender Bedeutung fiir
viele Verfahren, die bei genetischen Tests und in der Forschung
eingesetzt werden, einschlieBlich der Analyse alter DNA-Proben
und der Identifizierung von Infektionserregern. Bei der PCR
werden Kopien sehr kleiner Mengen von DNA-Sequenzen in einer
Reihe von Zyklen mit Temperaturdnderungen exponentiell

vervielfdltigt. Die PCR ist heute eine gingige und oft
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unverzichtbare Technik, die in der medizinischen Laborforschung
fiir eine Vielzahl von Anwendungen eingesetzt wird, darunter in

der biomedizinischen Forschung und in der Kriminalistik.

Die meisten PCR-Methoden beruhen auf thermischen Zyklen.
Dabei werden die Reagenzien wiederholten Zyklen von
Erwdrmung und Abkiihlung ausgesetzt, um verschiedene
temperaturabhidngige Reaktionen zu ermoglichen, insbesondere
das Schmelzen der DNA und die enzymgesteuerte DNA-
Replikation. Fiir die PCR werden zwei Hauptreagenzien
verwendet: Primer, kurze einzelstringige DNA-Fragmente, die als
Oligonukleotide bezeichnet werden und eine komplementire
Sequenz zur Ziel-DNA-Region darstellen, und eine DNA-
Polymerase. Im ersten Schritt der PCR werden die beiden Stridnge
der DNA-Doppelhelix bei hoher Temperatur in einem Prozess, der
als Nukleinsduredenaturierung bezeichnet wird, physikalisch
getrennt. Im zweiten Schritt wird die Temperatur gesenkt und die
Primer binden an die komplementiren DNA-Sequenzen. Die
beiden DNA-Strange werden dann zu Vorlagen fiir die DNA-
Polymerase, die enzymatisch einen neuen DNA-Strang aus freien
Nukleotiden, den Bausteinen der DNA, zusammensetzt. Im
weiteren Verlauf der PCR wird die erzeugte DNA selbst als
Vorlage fiir die Replikation verwendet, wodurch eine
Kettenreaktion in Gang gesetzt wird, bei der die urspriingliche

DNA-Vorlage exponentiell vervielfiltigt wird.
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Bei fast allen PCR-Anwendungen wird eine hitzestabile DNA-
Polymerase verwendet, z. B. die Taq-Polymerase, ein Enzym, das
urspriinglich aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus
isoliert wurde. Wére die verwendete Polymerase hitzeempfindlich,
wiirde sie bei den hohen Temperaturen des Denaturierungsschritts
denaturieren. Vor der Verwendung der Tag-Polymerase musste die
DNA-Polymerase bei jedem Zyklus manuell zugegeben werden,

was ein langwieriger und kostspieliger Prozess war.

Zu den Anwendungen dieser Technik gehoren das Klonen von
DNA fiir die Sequenzierung, das Klonen und die Manipulation von
Genen, die Genmutagenese, die Erstellung von DNA-basierten
Phylogenien oder die Funktionsanalyse von Genen, die Diagnose
und Uberwachung genetischer Stérungen, die Amplifikation alter
DNA, die Analyse genetischer Fingerabdriicke fiir die Erstellung
von DNA-Profilen (z. B. in der Forensik und bei
Abstammungstests) und der Nachweis von Krankheitserregern in

Nukleinsduretests fiir die Diagnose von Infektionskrankheiten.
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Abbildung (44): Die PCR amplifiziert einen bestimmten
Bereich eines DNA-Strangs.

Grundsitze

Bei der PCR wird ein bestimmter Bereich eines DNA -Strangs
(das DNA-Ziel) amplifiziert. Die meisten PCR-Methoden
amplifizieren DNA-Fragmente mit einer Lédnge zwischen 0,1 und
10 Kilobasenpaaren (kbp), obwohl einige Techniken die
Amplifikation von Fragmenten bis zu 40 kbp ermoglichen. Die
Menge des amplifizierten Produkts wird durch die verfiigbaren
Substrate in der Reaktion bestimmt, die mit fortschreitender

Reaktion begrenzt werden.
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Fiir einen grundlegenden PCR-Aufbau sind mehrere Komponenten

und Reagenzien erforderlich, darunter:

DNA-Vorlage, die die zu amplifizierende DNA-Zielregion
enthilt.

DNA-Polymerase ein Enzym, das neue DNA-Stringe
polymerisiert; besonders verbreitet ist die hitzeresistente Taq-
Polymerase, da sie wihrend des DNA-Denaturierungsprozesses
bei hohen Temperaturen eher intakt bleibt.

Zwei DNA-Primer, die komplementér zu den 3’-Enden (drei
Primzahlen) jedes der Sense- und Anti-Sense-Strange des DNA-
Ziels sind (DNA-Polymerase kann nur an eine doppelstrangige
DNA-Region binden und sich von dieser aus verldngern; ohne
Primer gibt es keine doppelstrangige Initiationsstelle, an die die
Polymerase  binden «kann), spezifische Primer, die
komplementidr zur - DNA-Zielregion sind, werden zuvor
ausgewdhlt und oft in einem Labor speziell angefertigt oder von
kommerziellen biochemischen Anbietern gekauft.
Desoxynukleosidtriphosphate oder dNTPs, manchmal auch
Desoxynukleotidtriphosphate ~ genannt, = Nukleotide = mit
Triphosphatgruppen, die Bausteine, aus denen die DNA-
Polymerase einen neuen DNA-Strang synthetisiert

eine Pufferlosung, die eine geeignete chemische Umgebung fiir
eine optimale Aktivitdit und Stabilitdt der DNA-Polymerase
bietet
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. zweiwertige Kationen, typischerweise Magnesium- (Mg) oder
Mangan- (Mn) Ionen; Mg?" ist am gebrduchlichsten, aber auch
Mn?" kann fiir die PCR-vermittelte DNA-Mutagenese
verwendet werden, da eine héhere Mn?' Konzentration die
Fehlerquote bei der DNA-Synthese erhoht, und einwertige

Kationen, typischerweise Kalium- (K) Ionen-

Die Reaktion wird in der Regel in einem Volumen von 10-200
ul in  kleinen Reaktionsgefden (0,2-0,5 mL) in einem
Thermocycler durchgefiihrt. Der Thermocycler erwarmt und kiihlt
die Reaktionsgefde, um die fiir jeden Schritt der Reaktion
erforderlichen Temperaturen zu erreichen. Viele moderne
Thermocycler nutzen den Peltier-Effekt, der es ermoglicht, den
Block, in dem sich die PCR-Gefd3e befinden, durch ecinfache
Umkehrung des elektrischen Stroms sowohl zu erhitzen als auch
zu kithlen. Dinnwandige Reaktionsgefille haben eine giinstige
Wirmeleitfahigkeit, die ein schnelles thermisches Gleichgewicht
ermoglicht. Die meisten Thermocycler sind mit beheizten Deckeln
ausgestattet, um Kondensation am oberen Ende des
Reaktionsgefiles zu verhindern. Altere Thermocycler ohne
beheizten Deckel benstigen eine Olschicht auf dem
Reaktionsgemisch oder eine Wachskugel im Inneren des

Rohrchens.
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Abbildung (45): In der Regel besteht die PCR aus einer Reihe
von 20-40 wiederholten < Temperaturwechseln, den so

genannten thermischen Zyklen.

Verfahren

In der Regel besteht die PCR aus einer Reihe von 20-40
wiederholten Temperaturwechseln, den so genannten thermischen
Zyklen, wobei jeder Zyklus in der Regel aus zwei oder drei
diskreten Temperaturschritten besteht (siche Abbildung unten).
Dem Zyklus geht hdufig ein einzelner Temperaturschritt bei einer
sehr hohen Temperatur (>90 °C) voraus, gefolgt von einem Halt

am Ende fiir die Verldngerung des Endprodukts oder eine kurze
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Lagerung. Die verwendeten Temperaturen und die Dauer der
einzelnen Zyklen hingen von einer Vielzahl von Parametern ab,
darunter das fir die DNA-Synthese verwendete Enzym, die
Konzentration der zweiwertigen lonen und dNTPs in der Reaktion
und die Schmelztemperatur (75, ) der Primer. Die einzelnen
Schritte, die den meisten PCR-Methoden gemeinsam sind, lauten

wie folgt:

« Initialisierung: Dieser Schritt ist nur bei DNA-Polymerasen
erforderlich, die eine Warmeaktivierung durch Hot-Start-PCR
erfordern. Er besteht darin, die Reaktionskammer auf ecine
Temperatur von 94-96 °C (201-205 °F) bzw. 98 °C (208 °F) zu
erhitzen, wenn extrem thermostabile Polymerasen verwendet
werden, die dann fiir 1-10 Minuten gehalten wird.

« Denaturierung: Dieser -~ Schritt ist das erste regulére
Zyklusereignis und besteht aus dem Erhitzen der
Reaktionskammer auf 94-98 °C (201-208 °F) fur 20-30
Sekunden. Dies fiihrt zum Schmelzen oder zur Denaturierung
der doppelstrangigen DNA-Matrize, indem die
Wasserstoftbriicken zwischen den komplementéren Basen
gebrochen werden, wodurch zwei -einzelstringige DNA-
Molekiile entstehen.

« Annealing: Im néchsten Schritt wird die Reaktionstemperatur
fiir 20-40 Sekunden auf 50-65 °C gesenkt, um das Annealing

der Primer an jede der einzelstringigen DNA-Vorlagen zu
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ermoglichen. In der Regel werden zwei verschiedene Primer in
die Reaktionsmischung gegeben: einer fiir jedes der beiden
einzelstrangigen Komplemente, die die Zielregion enthalten.
Die Primer sind selbst einzelstringige Sequenzen, die jedoch
viel kiirzer sind als die Lénge der Zielregion und nur sehr kurze
Sequenzen am 3'-Ende jedes Strangs erginzen.

Es ist von entscheidender Bedeutung, die richtige Temperatur fiir
den Annealing-Schritt zu bestimmen, da die Effizienz und
Spezifitit stark von der Annealing-Temperatur beeinflusst werden.
Diese Temperatur muss niedrig genug sein, um die Hybridisierung
des Primers mit dem Strang zu ermdglichen, aber hoch genug,
damit die Hybridisierung spezifisch ist, d. h. der Primer sollte nur
an einen perfekt komplementédren Teil des Strangs binden und
nirgendwo anders. Ist die Temperatur zu niedrig, kann der Primer
unvollstindig binden. Ist sie zu hoch, bindet der Primer
moglicherweise {iberhaupt nicht. Eine typische Annealing-
Temperatur liegt etwa 3-5 °C unter dem 7, der verwendeten
Primer.  Stabile = Wasserstoffbriickenbindungen = zwischen
komplementiren Basen werden nur dann gebildet, wenn die
Primer-Sequenz  sehr eng mit der Template-Sequenz
iibereinstimmt. In diesem Schritt bindet die Polymerase an das

Primer-Template-Hybrid und beginnt mit der DNA-Bildung.

« Verlidngerung/ Streckung: Die Temperatur bei diesem Schritt

hidngt von der verwendeten DNA-Polymerase ab; die
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optimale Aktivitdtstemperatur fiir die thermostabile DNA -
Polymerase der Taq-Polymerase liegt bei etwa 75-80 °C
(167-176 °F),131141 - Allerdings wird fiir dieses Enzym
iiblicherweise eine Temperatur von 72 °C (162 °F)
verwendet. In diesem Schritt synthetisiert die DNA-
Polymerase einen neuen DNA-Strang, der komplementir
zum DNA-Matrizenstrang ist, indem sie freie dNTPs aus
dem Reaktionsgemisch hinzufiigt, die komplementéir zur
Matrize in  5'-zu-3'-Richtung sind, und die 5'-
Phosphatgruppe der dNTPs mit der 3'-Hydroxygruppe am
Ende des entstehenden (verldngerten) DNA-Strangs
kondensiert. Die genaue Zeit, die fiir die Elongation benétigt
wird, hangt sowohl von der verwendeten DNA-Polymerase
als auch von der Lange der zu amplifizierenden DNA-
Zielregion ab. Als Faustregel gilt, dass die meisten DNA-
Polymerasen bei ihrer optimalen Temperatur tausend Basen
pro Minute polymerisieren. Unter optimalen Bedingungen,
d. h. wenn es bei jedem Verldngerungs-/Verldngerungsschritt
keine Einschrinkungen durch begrenzte Substrate oder
Reagenzien gibt, verdoppelt sich die Anzahl der DNA-
Zielsequenzen. Mit jedem aufeinanderfolgenden Zyklus
werden die urspriinglichen Template-Stringe plus alle neu
erzeugten Stringe zu Template-Strangen fiir die néchste

Verldngerungsrunde, was zu einer exponentiellen
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(geometrischen) Amplifikation der spezifischen DNA-
Zielregion fiihrt.

Die Prozesse der Denaturierung, des Annealings und der
Elongation bilden einen einzigen Zyklus. Es sind mehrere
Zyklen erforderlich, um das DNA-Ziel auf Millionen von
Kopien zu amplifizieren. Die Formel zur Berechnung der
Anzahl der nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen
gebildeten DNA-Kopien lautet 2" , wobei n die Anzahl der
Zyklen ist. Eine Reaktion mit 30 Zyklen ergibt also 23° oder
1.073.741.824 Kopien der urspriinglichen doppelstrangigen
DNA-Zielregion.

. Abschlieende Elongation:’ Dieser einzelne Schritt ist
fakultativ, wird jedoch bei einer Temperatur von 70-74 °C
(158-165 °F) (dem Temperaturbereich, der fiir die
optimale Aktivitdt der meisten in der PCR verwendeten
Polymerasen erforderlich ist) fiir 5-15 Minuten nach dem
letzten PCR-Zyklus durchgefiihrt, um sicherzustellen,
dass die verbleibende einzelstringige DNA vollstindig
elongiert ist.

« Endgiiltiges Halten: Der letzte Schritt kiihlt die
Reaktionskammer fiir eine unbestimmte Zeit auf 4-15 °C
ab und kann fiir die kurzfristige Lagerung der PCR-

Produkte verwendet werden.
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Abbildung (46): Schritte der PCR.

Um zu uberpriifen, ob die PCR erfolgreich die erwartete DNA-
Zielregion erzeugt hat, die manchmal auch als Amplimer oder
Amplikon bezeichnet wird, kann eine Agarosegel-Elektrophorese
zur GroBentrennung der PCR-Produkte eingesetzt werden. Die
GroBe der PCR-Produkte wird durch Vergleich mit einer DNA-
Leiter bestimmt, einem Molekulargewichtsmarker, der DNA-
Fragmente bekannter Gr6Be enthélt und neben den PCR-Produkten
auf dem Gel l4utft.
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Wie bei anderen chemischen Reaktionen werden die
Reaktionsgeschwindigkeit und die Effizienz der PCR von
begrenzenden Faktoren beeinflusst. Daher kann der gesamte PCR-
Prozess je nach Reaktionsfortschritt in drei Stufen unterteilt

werden:

« Exponentielle Amplifikation: Bei jedem Zyklus verdoppelt sich
die Produktmenge (unter der Annahme einer 100%igen

Reaktionseffizienz). Nach 30 Zyklen kann eine einzelne DNA -
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Kopie auf bis zu 1.000.000.000 (eine Milliarde) Kopien
vergroBert werden. In gewissem Sinne wird also die Replikation
eines einzelnen DNA-Strangs in einem Rohrchen unter
kontrollierten Bedingungen manipuliert.['”) Die Reaktion ist
sehr empfindlich: Es miissen nur winzige Mengen an DNA
vorhanden sein.

. Abflachungsphase: Die Reaktion verlangsamt sich, da die
DNA-Polymerase an Aktivitét verliert und der Verbrauch von
Reagenzien, wie dNTPs und Primern, dazu fiihrt, dass diese
immer weniger werden.

« Plateau: Aufgrund der Erschopfung der Reagenzien und des

Enzyms sammelt sich kein Produkt mehr an.

Optimierung

In der Praxis kann die PCR aus verschiedenen Griinden
scheitern, was zum Teil auf ihre Anfalligkeit fiir Verunreinigungen
zuriickzufiihren ist, die zur Amplifikation falscher DNA-Produkte
fithren. Aus diesem Grund wurde eine Reithe von Techniken und
Verfahren zur Optimierung der PCR-Bedingungen entwickelt. Der
Kontamination mit Fremd-DNA wird mit Laborprotokollen und -
verfahren begegnet, bei denen die Mischungen vor der PCR von
potenziellen DNA-Kontaminanten getrennt werden. Dies
beinhaltet in der Regel eine rdumliche Trennung der PCR-Setup-

Bereiche von den Bereichen fiir die Analyse oder Aufreinigung der
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PCR-Produkte, die Verwendung von Einweg-Plastikgeschirr und
die griundliche Reinigung der Arbeitsfliche zwischen den
Reaktions-Setups. Die Verwendung alternativer
Pufferkomponenten oder Polymeraseenzyme kann bei der
Amplifikation langer oder anderweitig problematischer DNA-
Regionen hilfreich sein. Die Zugabe von Reagenzien wie
Formamid in Puffersystemen kann die Spezifitit und Ausbeute der
PCR erhohen. Computersimulationen von theoretischen PCR-
Ergebnissen (elektronische PCR) koénnen zur Unterstiitzung des

Primerdesigns durchgefiihrt werden.
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of the region.

Exponential Amplification

Abbildung (48): Exponentiale Verstirkung.

Selektive DNA-Isolierung

Die PCR ermoglicht die Isolierung von DNA-Fragmenten aus
genomischer DNA durch selektive Amplifikation eines
bestimmten DNA-Bereichs. Dieser Einsatz der PCR ergénzt viele

Verfahren, wie z. B. die Herstellung von Hybridisierungssonden
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fiir die Southern- oder Northern-Hybridisierung und das DNA-
Klonen, fiir die groBere Mengen an DNA benétigt werden, die eine
bestimmte DNA-Region reprisentieren. Die PCR versorgt diese
Techniken mit groen Mengen reiner DNA und ermoglicht die
Analyse von DNA-Proben auch aus sehr kleinen Mengen von

Ausgangsmaterial.

Weitere Anwendungen der PCR sind die DNA-Sequenzierung
zur Bestimmung unbekannter PCR-amplifizierter Sequenzen,
wobei einer der Amplifikationsprimer fiir die Sanger-
Sequenzierung verwendet werden kann, sowie die Isolierung einer
DNA-Sequenz zur Beschleunigung rekombinanter DNA-
Technologien, bei denen eine DNA-Sequenz je nach Grofie in ein
Plasmid, einen Phagen oder ein Cosmid eingefiigt wird, oder das
genetische Material eines anderen Organismus. Bakterienkolonien,
wie z. B. E. coli, konnen mittels PCR schnell auf korrekte DNA -
Vektorkonstrukte untersucht werden. Die PCR kann auch fiir den
genetischen Fingerabdruck verwendet werden, eine forensische
Technik zur Identifizierung einer Person oder eines Organismus
durch den Vergleich experimenteller DNA mit verschiedenen

PCR-Methoden.
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Abbildung (49): Elektrophorese von PCR-amplifizierten DNA-

Fragmenten:
Vater

1. Kind
2. Mutter
Das Kind hat einige, abernicht alle Fingerabdriicke seiner Eltern

geerbt, so dass es einen neuen, einzigartigen Fingerabdruck hat.

Einige = PCR-Fingerprint-Methoden = haben  eine  hohe
Trennschiarfe und konnen zur Identifizierung genetischer
Beziehungen zwischen Individuen, z. B. zwischen Eltern und
Kindern oder zwischen Geschwistern, verwendet werden und
werden bei Vaterschaftstests eingesetzt. Diese Technik kann auch
verwendet werden, um evolutiondre Beziechungen zwischen
Organismen zu bestimmen, wenn bestimmte molekulare Uhren
verwendet werden, z. B. 16SrRNA- und recA-Gene von

Mikroorganismen).
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Amplifikation und Quantifizierung von DNA

Da die PCR die DNA-Regionen vervielfiltigt, auf die sie abzielt,
konnen mit der PCR extrem kleine Probenmengen analysiert
werden. Dies ist oft entscheidend fiir forensische Analysen, wenn
nur Spuren von DNA als Beweismittel zur Verfiigung stehen. Die
PCR kann auch bei der Analyse alter DNA eingesetzt werden, die
mehrere zehntausend Jahre alt ist. Diese auf PCR basierenden
Techniken wurden erfolgreich bei Tieren, wie z. B. einem
vierzigtausend Jahre alten Mammut, und auch bei menschlicher
DNA eingesetzt, und zwar in Anwendungen, die von der Analyse
agyptischer Mumien bis zur Identifizierung eines russischen Zaren

und des Korpers des englischen Konigs Richard I11. reichen.

Quantitative PCR- oder Echtzeit-PCR-Methoden (qPCR, nicht
zu verwechseln mit RT-PCR) ermoéglichen die Schitzung der
Menge einer bestimmten Sequenz in einer Probe - eine Technik,
die hdufig zur quantitativen Bestimmung der Genexpression
eingesetzt wird. Die quantitative PCR ist ein bewéhrtes Instrument
zur DNA-Quantifizierung, das die Anhdufung von DNA-
Produkten nach jeder PCR-Amplifikationsrunde misst.

Die qPCR ermoglicht die Quantifizierung und den Nachweis
einer bestimmten DNA-Sequenz in Echtzeit, da sie die
Konzentration wihrend des Syntheseprozesses misst. Es gibt zwei

Methoden fiir den gleichzeitigen Nachweis und die
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Quantifizierung. Die erste Methode besteht in der Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen, die unspezifisch zwischen den
Doppelstrangen zuriickgehalten werden. Bei der zweiten Methode
werden Sonden verwendet, die fiir bestimmte Sequenzen kodieren
und fluoreszierend markiert sind. Der Nachweis von DNA mit
diesen Methoden ist erst nach der Hybridisierung der Sonden mit
threr komplementdiren DNA moglich. FEine interessante
Technikkombination ist die Echtzeit-PCR und die reverse
Transkription. Diese hochentwickelte Technik, RT-qPCR genannt,
ermoglicht die Quantifizierung einer kleinen RNA-Menge. Durch
diese kombinierte Technik wird die- mRNA in cDNA
umgewandelt, die dann mittels qPCR quantifiziert wird. Diese
Technik verringert die Moglichkeit von Fehlern am Endpunkt der
PCR,?* und erhoht die Chancen fiir den Nachweis von Genen, die
mit genetischen Krankheiten wie Krebs in Verbindung stehen.[!
Die Labors verwenden die RT-qPCR, um die Genregulation
empfindlich zu messen. Die mathematischen Grundlagen fiir die
zuverldssige Quantifizierung der PCR und der RT-gqPCR
erleichtern die Durchfithrung genauer Anpassungsverfahren fiir
experimentelle Daten in der Forschung, der Medizin, der

Diagnostik und bei Infektionskrankheiten.
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Medizinische und diagnostische Anwendungen

Werdende Eltern konnen darauf getestet werden, ob sie
Gentréger sind, oder ihre Kinder darauf, ob sie tatséchlich von
einer Krankheit betroffen sind.['! DNA-Proben fiir prinatale Tests
konnen durch Fruchtwasseruntersuchung, Chorionzottenbiopsie
oder sogar durch die Analyse seltener fotaler Zellen, die im
Blutkreislauf der Mutter zirkulieren, gewonnen werden. Die PCR-
Analyse ist auch fiir die genetische Pridimplantationsdiagnostik
wichtig, bei der einzelne Zellen eines sich entwickelnden Embryos

auf Mutationen untersucht werden.

« Die PCR kann auch als Teil eines empfindlichen Tests fiir die
Gewebetypisierung verwendet werden, die fur
Organtransplantationen unerlésslich ist. Seit 2008 gibt es sogar
einen Vorschlag, die traditionellen Antikorper-basierten Tests
zur Bestimmung der Blutgruppe durch PCR-basierte Tests zu
ersetzen.

 Bei vielen Krebsarten treten Verédnderungen an Onkogenen auf.
Durch den Einsatz von PCR-basierten Tests zur Untersuchung
dieser Mutationen konnen Therapien manchmal individuell auf
einen Patienten zugeschnitten werden. Die PCR ermdglicht die
Frithdiagnose bosartiger Erkrankungen wie Leukdmie und
Lymphome, die derzeit in der Krebsforschung am weitesten

entwickelt ist und bereits routineméBig eingesetzt wird. PCR-
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Assays konnen direkt an genomischen DNA-Proben
durchgefiihrt werden, um translokationsspezifische bosartige
Zellen mit einer Empfindlichkeit nachzuweisen, die mindestens
10.000-mal hoher ist als bei anderen Methoden. Die PCR ist im
medizinischen Bereich sehr niitzlich, da sie die Isolierung und
Amplifikation von Tumorsuppressoren ermdoglicht. Die
quantitative PCR kann beispielsweise zur Quantifizierung und
Analyse einzelner Zellen sowie zur Erkennung von DNA-,
mRNA- und Proteinkonfirmationen und -kombinationen

eingesetzt werden.

Anwendungen im Bereich Infektionskrankheiten

Die PCR ermoglicht eine schnelle und hochspezifische Diagnose
von Infektionskrankheiten, einschlieBlich solcher, die durch
Bakterien oder Viren verursacht werden.**) Die PCR erméglicht
auch die Identifizierung von nicht kultivierbaren oder langsam
wachsenden Mikroorganismen wie Mykobakterien, anaeroben
Bakterien oder Viren in Gewebekulturen und Tiermodellen. Die
Grundlage fiir diagnostische PCR-Anwendungen in der
Mikrobiologie ist der Nachweis von Infektionserregern und die
Unterscheidung zwischen nicht pathogenen und pathogenen

Staimmen anhand spezifischer Gene.
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Die Charakterisierung und der Nachweis von Erregern von
Infektionskrankheiten wurden durch die PCR auf folgende Weise

revolutioniert:

« Das humane Immundefizienzvirus (HIV) ist ein schwer zu
findendes und auszurottendes Ziel. Die ersten Tests zum
Nachweis einer Infektion stiitzten sich auf das Vorhandensein
von Antikorpern gegen das Virus, die im Blutkreislauf
zirkulieren. Antikorper treten jedoch erst viele Wochen nach der
Infektion auf, miitterliche Antikorper maskieren die Infektion
eines Neugeborenen, wund therapeutische Mittel zur
Bekdmpfung der Infektion haben-keinen Einfluss auf die
Antikorper. Es wurden PCR-Tests entwickelt, die nur ein
einziges virales Genom in der DNA von tiber 50 000 Wirtszellen
nachweisen konnen. Infektionen kénnen frither erkannt werden,
Blutspenden konnen - direkt auf das Virus untersucht werden,
Neugeborene konnen sofort auf Infektionen getestet werden und
die  Auswirkungen antiviraler Behandlungen konnen
quantifiziert werden.

. Einige  Krankheitsorganismen, wie  z. B. der
Tuberkuloseerreger, lassen sich nur schwer aus Patientenproben
gewinnen und nur langsam im Labor ziichten. Mit PCR-Tests
ist es moglich, eine geringe Anzahl von (lebenden oder toten)
Krankheitserregern in geeigneten Proben nachzuweisen.

Detaillierte genetische Analysen konnen auch zum Nachweis
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von Antibiotikaresistenzen verwendet werden, was eine
sofortige und wirksame Therapie ermoglicht. Auch die
Auswirkungen der Therapie konnen sofort bewertet werden.
Die Ausbreitung eines Krankheitsorganismus in Populationen
von Haus- oder Wildtieren kann durch PCR-Tests tiberwacht
werden. In vielen Fallen ldsst sich das Auftreten neuer virulenter
Subtypen nachweisen und iiberwachen. Die Subtypen eines
Organismus, die fiir frithere Epidemien verantwortlich waren,
konnen ebenfalls durch PCR-Analysen bestimmt werden.
Virale DNA kann durch PCR nachgewiesen werden. Die
verwendeten Primer miissen fiir die Zielsequenzen in der DNA
eines Virus spezifisch sein, und die PCR kann fiir diagnostische
Analysen oder die DNA-Sequenzierung des viralen Genoms
verwendet werden. Die. hohe Empfindlichkeit der PCR
ermoglicht den Virusnachweis kurz nach der Infektion und
sogar vor dem Ausbruch der Krankheit.*’] Eine solche
frithzeitige Erkennung kann den Arzten einen erheblichen
Zeitvorsprung bei der Behandlung verschaffen. Die Virusmenge
("Viruslast") in einem Patienten kann auch durch PCR-basierte
DNA-Quantifizierungstechniken = bestimmt werden. FEine
Variante der PCR (RT-PCR) wird fiir den Nachweis viraler
RNA anstelle von DNA verwendet: Bei diesem Test wird das
Enzym Reverse Transkriptase verwendet, um eine DNA-
Sequenz zu erzeugen, die mit der viralen RNA iibereinstimmt;

diese DNA wird dann wie bei der iiblichen PCR-Methode
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amplifiziert. Die RT-PCR wird hiufig zum Nachweis des
SARS-CoV-2-Virusgenoms eingesetzt.

« Krankheiten wie Pertussis (Keuchhusten) werden durch das
Bakterium Bordetella pertussis verursacht. Dieses Bakterium ist
durch eine schwere akute Atemwegsinfektion gekennzeichnet,
die verschiedene Tiere und Menschen befillt und zum Tod
vieler Kleinkinder gefiihrt hat. Das Pertussis-Toxin ist ein
Proteinexotoxin, das sich iiber zwei Dimere an Zellrezeptoren
bindet und mit verschiedenen Zelltypen wie T-Lymphozyten
reagiert, die eine Rolle bei der Zellimmunitét spielen. Die PCR
ist ein wichtiges Testinstrument, mit dem Sequenzen innerhalb
des Gens fiir das Pertussis-Toxin nachgewiesen werden konnen.
Da die PCR eine hohe Empfindlichkeit fiir das Toxin und eine
schnelle Durchlaufzeit hat, ist sie im Vergleich zur Kultur sehr

effizient fiir die Diagnose von Pertussis.

Forensische Anwendungen

Die Entwicklung von PCR-basierten Protokollen fiir den
genetischen (oder DNA-) Fingerabdruck hat in der Forensik breite
Anwendung gefunden:

« In seiner besten Form kann der genetische Fingerabdruck jede
einzelne Person eindeutig von der gesamten Weltbevolkerung
unterscheiden. Winzige DNA-Proben kdnnen von einem Tatort

isoliert und mit der DNA von Verdéchtigen oder aus einer
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DNA-Datenbank mit fritheren Beweisen oder Verurteilten
verglichen werden. Einfachere Versionen dieser Tests werden
haufig verwendet, um  Verddchtige widhrend einer
strafrechtlichen Untersuchung schnell auszuschlieBen. Beweise
aus jahrzehntealten Verbrechen konnen getestet werden, um die
urspriinglich verurteilten Personen zu bestitigen oder zu
entlasten.

Die forensische DNA-Typisierung ist ein wirksames Mittel zur
Identifizierung oder Entlastung von Verdichtigen aufgrund der
Analyse von Beweisen, die an einem Tatort gefunden wurden.
Das menschliche Genom hat viele® sich wiederholende
Regionen, die innerhalb von Gensequenzen oder in nicht
codierenden Bereichen des Genoms zu finden sind. Bis zu 40 %
der menschlichen DNA ist repetitiv. Es gibt zwei verschiedene
Kategorien dieser sich wiederholenden, nicht codierenden
Regionen im Genom. Die erste Kategorie heifit Variable
Number Tandem Repeats (VNTR), die 10-100 Basenpaare lang
sind, und die zweite Kategorie hei3t Short Tandem Repeats
(STR) und besteht aus wiederholten Abschnitten mit 2-10
Basenpaaren. Mit der PCR werden mehrere bekannte VNTRs
und STRs mit Hilfe von Primern amplifiziert, die jede der sich
wiederholenden Regionen flankieren. Die GroBBe der
Fragmente, die von einer Person fiir jede der STRs erhalten
werden, zeigt an, welche Allele vorhanden sind. Durch die

Analyse mehrerer STRs fiir eine Person wird ein Satz von
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Allelen fiir jede Person gefunden, der statistisch gesehen
wahrscheinlich einzigartig ist. Die Forscher haben die
vollstindige Sequenz des menschlichen Genoms ermittelt.
Diese Sequenz ist iiber die NCBI-Website leicht zugénglich und
wird in vielen realen Anwendungen verwendet. So hat
beispielsweise das FBI eine Reihe von DNA-Markerstellen
zusammengestellt, die zur Identifizierung verwendet werden
und als DNA-Datenbank Combined DNA Index System
(CODIS) bezeichnet werden. Die Verwendung dieser
Datenbank ermoglicht eine statistische Analyse zur
Bestimmung der Wahrscheinlichkeit, dass eine DNA-Probe
tibereinstimmen wird. Die PCR istein sehr leistungsfahiges und
aussagekriftiges Analyseinstrument fiir die forensische DNA-
Typisierung, da die Forscher nur eine sehr kleine Menge der zu
analysierenden  Ziel-DNA  bendtigen. Ein  einzelnes
menschliches Haar mit angehidngtem Haarfollikel reicht
beispielsweise aus, um die Analyse durchzufiihren. Ebenso
konnen einige wenige Spermien, Hautproben unter den
Fingernédgeln oder eine kleine Menge Blut genug DNA fiir eine
schliissige Analyse liefern.

Weniger differenzierte Formen des DNA-Fingerabdrucks
konnen bei DNA-Vaterschaftstests helfen, bei denen eine
Person mit ihren nahen Verwandten abgeglichen wird. Die
DNA von nicht identifizierten menschlichen Uberresten kann

getestet und mit der von moglichen Eltern, Geschwistern oder
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Kindern verglichen werden. Ahnliche Tests konnen verwendet
werden, um die biologischen Eltern eines adoptierten oder
entfihrten Kindes zu ermitteln. Auch der tatsdchliche
biologische Vater eines Neugeborenen kann bestdtigt (oder
ausgeschlossen) werden.

« Das PCR AMGX/AMGY-Design hat die Amplifikation von
DNA-Sequenzen aus einer sehr kleinen Menge Genom
erleichtert. Es kann jedoch auch zur Echtzeit-
Geschlechtsbestimmung aus forensischen Knochenproben
verwendet werden. Dies bietet eine leistungsstarke und
effektive Moglichkeit zur Bestimmung des Geschlechts in

forensischen Fillen und bei alten Proben.

Anwendungen

Die PCR wurde - -in vielen Forschungsbereichen der

Molekulargenetik eingesetzt:

« Die PCR ermoglicht die schnelle Herstellung kurzer DNA-
Stiicke, auch wenn nur die Sequenz der beiden Primer bekannt
ist. Diese Fihigkeit der PCR erginzt viele Methoden, wie z. B.
die Herstellung von Hybridisierungssonden fiir die Southern-
oder Northern-Blot-Hybridisierung. Die PCR liefert diesen
Techniken grofBe Mengen reiner DNA, manchmal als
Einzelstrang, und ermdglicht so die Analyse auch von sehr

kleinen Mengen an Ausgangsmaterial.
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« Die Aufgabe der DNA-Sequenzierung kann auch durch PCR
unterstiitzt werden. Bekannte DNA-Abschnitte konnen leicht
aus einem Patienten mit einer genetischen Krankheitsmutation
gewonnen werden. Durch Modifikationen der
Amplifikationstechnik konnen Segmente aus einem vollig
unbekannten Genom extrahiert werden, oder es kann nur ein
einzelner Strang eines interessierenden Bereichs erzeugt
werden.

« Die PCR bietet zahlreiche Anwendungen fiir das herkommliche
Verfahren des DNA-Klonens. Sie kann aus einem groferen
Genom, das moglicherweise nur in geringen Mengen vorhanden
ist, Segmente extrahieren, die in einen Vektor eingefiigt werden
sollen. Mit Hilfe eines einzigen Satzes von "Vektorprimern"
konnen auch Fragmente analysiert oder extrahiert werden, die
bereits in Vektoren eingefiigt worden sind. Einige Anderungen
des PCR-Protokolls konnen Mutationen (allgemein oder
ortsabhédngig) eines eingefiigten Fragments hervorrufen.

« Sequenzmarkierte Stellen sind ein Verfahren, bei dem die PCR
als Indikator dafiir verwendet wird, dass ein bestimmtes
Segment eines Genoms in einem bestimmten Klon vorhanden
ist. Im Rahmen des Humangenomprojekts war diese
Anwendung fiir das Mapping der sequenzierten Cosmid-Klone
und die Koordinierung der Ergebnisse verschiedener Labors

unerlésslich.
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« Eine Anwendung der PCR ist die phylogenetische Analyse von
DNA aus alten Quellen, wie z. B. aus den geborgenen Knochen
von Neandertalern, aus gefrorenen Geweben von Mammuts
oder aus dem Gehirn dgyptischer Mumien. In einigen Féllen
kann die stark degradierte DNA aus diesen Quellen in den
frithen Stadien der Amplifikation neu zusammengesetzt werden.

. FEine héufige Anwendung der PCR ist die Untersuchung von
Mustern der Genexpression. Gewebe (oder sogar einzelne
Zellen) konnen in verschiedenen Stadien analysiert werden, um
festzustellen, welche Gene aktiv geworden sind bzw. welche
abgeschaltet wurden. Bei dieser Anwendung kann auch die
quantitative PCR eingesetzt werden, um das tatsdchliche
AusmalR der Expression zu quantifizieren.

. Die Fahigkeit der PCR, gleichzeitig mehrere Loci aus einzelnen
Spermien zu amplifizieren, hat die eher traditionelle Aufgabe
der genetischen Kartierung durch die Untersuchung
chromosomaler Kreuzungen nach der Meiose erheblich
verbessert. Seltene Crossover-Ereignisse zwischen sehr nahe
beieinander liegenden Loci konnten durch die Analyse von
Tausenden von einzelnen Spermien direkt beobachtet werden.
Ebenso konnen ungewohnliche Deletionen, Insertionen,
Translokationen oder Inversionen analysiert werden, ohne dass
die langen und miihsamen Prozesse der Befruchtung und

Embryogenese abgewartet oder bezahlt werden miissen.
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« Ortsgerichtete Mutagenese: Mit Hilfe der PCR konnen
Mutantengene mit von Wissenschaftlern beliebig gewdihlten
Mutationen erzeugt werden. Diese Mutationen konnen gewahlt
werden, um zu verstehen, wie Proteine ihre Funktionen erfiillen,

und um die Proteinfunktion zu verdndern oder zu verbessern.

Vorteile

Die PCR hat eine Reihe von Vorteilen. Sie ist relativ einfach zu
verstehen und anzuwenden und liefert schnell Ergebnisse. Die
Technik ist sehr empfindlich und hat das Potenzial, Millionen bis
Milliarden von Kopien eines bestimmten Produkts fiir die
Sequenzierung, das Klonen und die Analyse zu produzieren. Die
qRT-PCR hat die gleichen Vorteile wie die PCR, mit dem
zusitzlichen Vorteil der’ Quantifizierung des synthetisierten
Produkts. Daher kann sie zur Analyse von Verdnderungen der
Genexpression in  Tumoren, Mikroben oder anderen

Krankheitszustdnden eingesetzt werden.

Die PCR st ein sehr leistungsfahiges und praktisches
Forschungsinstrument. Die Sequenzierung unbekannter Atiologien
vieler Krankheiten wird durch die PCR herausgefunden. Die
Technik kann dazu beitragen, die Sequenz von bisher unbekannten
Viren zu identifizieren, die mit den bereits bekannten verwandt
sind, und uns so ein besseres Verstindnis der Krankheit selbst

vermitteln. Wenn es gelingt, das Verfahren weiter zu vereinfachen
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und empfindliche, nicht radiometrische Nachweissysteme zu
entwickeln, wird die PCR in den néchsten Jahren einen wichtigen

Platz im klinischen Labor einnehmen.

Beschrinkungen

Eine wesentliche Einschrinkung der PCR besteht darin, dass
vorherige Informationen iiber die Zielsequenz erforderlich sind,
um die Primer zu erzeugen, die eine selektive Amplifikation
ermoglichen. Das bedeutet, dass PCR-Anwender in der Regel die
genaue(n) Sequenz(en) stromaufwirts der Zielregion auf jeder der
beiden einzelstrangigen Vorlagen kennen miissen, um
sicherzustellen, dass die DNA-Polymerase ordnungsgemél an die
Primer-Template-Hybride bindet und anschlielend wahrend der

DNA-Synthese die gesamte Zielregion erzeugt.

Wie alle Enzyme sind auch DNA-Polymerasen fehleranfillig,
was wiederum zu Mutationen in den erzeugten PCR-Fragmenten

fiihrt.

Eine weitere Einschrinkung der PCR besteht darin, dass selbst
die kleinste Menge kontaminierter DNA amplifiziert werden kann,
was zu irrefithrenden oder uneindeutigen Ergebnissen fithrt. Um
das Kontaminationsrisiko so gering wie moglich zu halten, sollten
die Forscher getrennte Rdume fiir die Reagenzienvorbereitung, die
PCR und die Analyse des Produkts reservieren. Die Reagenzien

sollten in Einweg-Aliquots dosiert werden. Es sollten routineméfig

4190



Pipetten mit Einwegkolben und extralangen Pipettenspitzen
verwendet werden. Dariiber hinaus sollte sichergestellt werden,
dass der Laboraufbau einem unidirektionalen Arbeitsablauf folgt.
Materialien und Reagenzien, die in den PCR- und Analyserdumen
verwendet  werden, sollten niemals ohne griindliche
Dekontamination in den PCR-Vorbereitungsraum gebracht
werden. Umweltproben, die Huminsduren enthalten, konnen die

PCR-Amplifikation hemmen und zu ungenauen Ergebnissen

fithren.

Variationen

« Allel-spezifische PCR: ein Diagnose- oder
Klonierungsverfahren auf der Grundlage von

Einzelnukleotidvariationen (SNVs, nicht zu verwechseln mit
SNPs) (Unterschiede zwischen einzelnen Basen bei einem
Patienten). Sie erfordert eine vorherige Kenntnis der DNA-
Sequenz, einschlieBlich der Unterschiede zwischen den Allelen,
und verwendet Primer, deren 3'-Enden die SNV einschlieBen (in
der Regel wird ein Basenpaar-Puffer um die SNV herum
eingebaut). Die PCR-Amplifikation ist unter strengen
Bedingungen wesentlich weniger effizient, wenn eine
Fehlpaarung zwischen Matrize und Primer vorliegt, so dass eine

erfolgreiche Amplifikation mit einem SNP-spezifischen Primer
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das Vorhandensein des spezifischen SNP in einer Sequenz
signalisiert.

Assembly PCR oder Polymerase Cycling Assembly (PCA):
kiinstliche Synthese langer DNA-Sequenzen durch PCR an
einem Pool langer Oligonukleotide mit kurzen iiberlappenden
Segmenten. Die Oligonukleotide wechseln zwischen Sinn- und
Antisinn-Richtung, und die {berlappenden Segmente
bestimmen die Reihenfolge der PCR-Fragmente, wodurch das
endgiiltige lange DNA-Produkt selektiv hergestellt wird.
Asymmetrische PCR: amplifiziert bevorzugt einen DNA-Strang
in einer doppelstringigen DNA-Matrize. Sie wird bei der
Sequenzierung und Hybridisierung verwendet, wenn nur einer
der beiden komplementéren Stringe amplifiziert werden soll.
Die PCR wird wie tiblich durchgefiihrt, jedoch mit einem
groBen Uberschuss des Primers fiir den zu amplifizierenden
Strang. Wegen der langsamen (arithmetischen) Amplifikation
im weiteren Verlauf der Reaktion, nachdem der limitierende
Primer verbraucht ist, sind zusidtzliche PCR-Zyklen
erforderlich. Eine neuere Abwandlung dieses Verfahrens, die so
genannte Linear-After-The-Exponential-PCR (LATE-PCR),
verwendet einen limitierenden Primer mit einer hoheren
Schmelztemperatur (T m) als der {iberschiissige Primer, um die
Reaktionseffizienz aufrechtzuerhalten, wenn die Konzentration

des limitierenden Primers in der Mitte der Reaktion abnimmt. [4¢]
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Konvektive PCR: eine pseudo-isotherme Methode zur
Durchfithrung der PCR. Anstatt die PCR-Mischung wiederholt
zu erhitzen und abzukiihlen, wird die Losung einem
thermischen Gradienten unterworfen. Durch die daraus
resultierende thermische Instabilitit werden die PCR-
Reagenzien automatisch von den heiflen in die kalten Regionen
umgelenkt, was eine wiederholte PCR ermdglicht. Parameter
wie die thermischen Randbedingungen und die Geometrie des
PCR-Gehiuses konnen optimiert werden, um eine robuste und
schnelle PCR zu erzielen, indem die Entstehung chaotischer
Stromungsfelder genutzt wird, 48] Eine solche
Konvektionsstromungs-PCR-Anordnung reduziert den
Energiebedarf des Gerits und die Betriebszeit erheblich.
Dial-out-PCR: eine hochparallele Methode zur Gewinnung
praziser DNA-Molekiile fiir die Gensynthese. Eine komplexe
Bibliothek von DNA-Molekiilen wird vor der massiven
parallelen Sequenzierung mit eindeutigen flankierenden Tags
modifiziert. Mit Hilfe von Tag-directed Primern kdnnen dann
Molekiile mit den gewiinschten Sequenzen durch PCR
gewonnen werden.

Digitale PCR (dPCR): dient zur Messung der Menge einer Ziel-
DNA-Sequenz in einer DNA-Probe. Die DNA-Probe wird stark
verdiinnt, so dass nach der Durchfiihrung vieler paralleler PCRs
einige von ihnen kein einziges Molekiil der Ziel-DNA erhalten.

Die Konzentration der Ziel-DNA wird anhand des Anteils der
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negativen Ergebnisse berechnet. Daher auch der Name "digitale
PCR".

« Helicase-abhingige Amplifikation: #hnelt der traditionellen
PCR, verwendet jedoch eine konstante Temperatur, anstatt
Denaturierungs- und  Annealing/Extension-Zyklen  zu
durchlaufen. Anstelle der thermischen Denaturierung wird
DNA-Helikase, ein Enzym, das die DNA abwickelt, verwendet.

« Hot Start PCR: eine Technik, die die unspezifische
Amplifikation wéhrend der ersten Phasen der PCR reduziert. Sie
kann  manuell  durchgefithrt  werden, indem  die
Reaktionskomponenten auf die Denaturierungstemperatur (z. B.
95 °C) erhitzt werden, bevor die Polymerase hinzugefiigt wird.
Es wurden spezialisierte Enzymsysteme entwickelt, die die
Aktivitdit der Polymerase bei Raumtemperatur hemmen,

1521 oder durch

entweder durch die Bindung eines Antikorpers!!?
das Vorhandensein von kovalent gebundenen Inhibitoren, die
erst nach einem Aktivierungsschritt bei hoher Temperatur
dissoziieren. Hot-Start/Cold-Finish-PCR  wird mit neuen
Hybridpolymerasen erreicht, die bei Raumtemperatur inaktiv
sind und bei der Elongationstemperatur sofort aktiviert werden.
« Die In-silico-PCR (digitale PCR, virtuelle PCR, elektronische
PCR, e-PCR) bezieht sich auf computergestiitzte Werkzeuge
zur Berechnung theoretischer Ergebnisse der Polymerase-

Kettenreaktion unter Verwendung eines bestimmten Satzes von

Primern (Sonden) zur Amplifikation von DNA-Sequenzen aus
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einem sequenzierten Genom oder Transkriptom. Die In-silico-
PCR wurde als Lehrmittel fur die Molekularbiologie
vorgeschlagen. >3]

Intersequenz-spezifische PCR (ISSR): eine PCR-Methode fiir
den DNA-Fingerabdruck, bei der Regionen zwischen einfachen
Sequenzwiederholungen amplifiziert werden, um einen
eindeutigen Fingerabdruck der amplifizierten Fragmentldngen
Zu erzeugen.

Inverse PCR: wird hédufig zur Identifizierung der flankierenden
Sequenzen um genomische Insertionen verwendet. Sie umfasst
eine Reihe von DNA-Verdauungen und Selbstligierungen, die
zu bekannten Sequenzen an beiden Enden der unbekannten
Sequenz fiihren.

Ligationsvermittelte PCR: verwendet kleine DNA-Linker, die
an die DNA von Interesse ligiert werden, und mehrere Primer,
die sich an die DNA-Linker anlagern; sie wurde fiir die DNA-
Sequenzierung, das Genome Walking und das DNA-
Footprinting verwendet.

Methylierungsspezifische PCR (MSP): wurde von Stephen
Baylin und James G. Herman an der Johns Hopkins School of
Medicine entwickelt und wird zum Nachweis der Methylierung
von CpG-Inseln in genomischer DNA verwendet. Die DNA
wird zundchst mit Natriumbisulfit behandelt, wodurch

unmethylierte Cytosinbasen in Uracil umgewandelt werden, das
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von PCR-Primern als Thymin erkannt wird. AnschlieBend
werden zwei PCRs mit der modifizierten DNA durchgefiihrt,
wobei Primer-Sets verwendet werden, die bis auf die CpG-
Inseln innerhalb der Primer-Sequenzen identisch sind. An
diesen Stellen erkennt ein Primer-Set DNA mit Cytosinen, um
methylierte DNA zu amplifizieren, und ein Set erkennt DNA
mit Uracil oder Thymin, um unmethylierte DNA zu
amplifizieren. MSP mit qPCR kann auch durchgefiihrt werden,
um echer quantitative als qualitative Informationen iiber
Methylierung zu erhalten.

Miniprimer-PCR: verwendet eine thermostabile Polymerase (S-
Tbr), die von kurzen Primern "Smalligos" mit nur 9 oder 10
Nukleotiden ausgehen kann. Diese Methode ermoglicht die
PCR auf kleinere Primer-Bindungsregionen und wird zur
Amplifikation von konservierten DNA-Sequenzen wie dem
16S- oder eukaryotischen 18S-rRNA-Gen verwendet.
Multiplexe ligationsabhingige Sondenamplifikation (MLPA):
Ermoglicht die Amplifikation mehrerer Ziele mit einem
einzigen Primerpaar, wodurch die Auflosungsbeschrinkungen
der Multiplex-PCR vermieden werden.

Multiplex-PCR: besteht aus mehreren Primersdtzen in einer
einzigen PCR-Mischung, um Amplikons unterschiedlicher
Grofle zu erzeugen, die fiir verschiedene DNA-Sequenzen
spezifisch sind. Durch die gleichzeitige Untersuchung mehrerer

Gene konnen mit einem einzigen Testdurchlauf zusitzliche
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Informationen gewonnen werden, fiir die sonst ein Vielfaches
an Reagenzien und mehr Zeit erforderlich wiére. Die Annealing-
Temperaturen fiir die einzelnen Primer-Sets miissen so
optimiert werden, dass sie in einer einzigen Reaktion korrekt
funktionieren, ebenso wie die Amplikongréfen. Das heif3t, ihre
Basenpaarlidnge sollte so unterschiedlich sein, dass sie bei der
Gelelektrophorese unterschiedliche Banden bilden.

Nanopartikel-unterstiitzte PCR (nanoPCR): Einige
Nanopartikel (NPs) konnen die Effizienz der PCR verbessern
(daher die Bezeichnung nanoPCR), und einige konnen sogar die
urspriinglichen PCR-Verstérker tibertreffen. Es wurde berichtet,
dass Quantenpunkte (QDs) die Spezifitit und Effizienz der PCR
verbessern konnen. Einzelwandige Kohlenstoffnanordhren
(SWCNTs) und mehrwandige  Kohlenstoffnanorohren
(MWCNTs) sind effizient bei der Verbesserung der
Amplifikation von langen PCR. Kohlenstoffnanopulver (CNP)
konnen die Effizienz der wiederholten PCR und der langen PCR
verbessern, wéhrend Zinkoxid, Titandioxid und Ag-
Nanopartikel die PCR-Ausbeute erhohen. Frithere Daten
deuteten darauf hin, dass nichtmetallische NPs eine akzeptable
Amplifikationstreue beibehalten. In Anbetracht der Tatsache,
dass viele NPs die PCR-Effizienz steigern konnen, liegt es auf
der Hand, dass es wahrscheinlich ein grof3es Potenzial fur die
Verbesserung  der  Nano-PCR-Technologie und  die

Produktentwicklung gibt.[31160]
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Verschachtelte PCR: Erhoht die Spezifitit der DNA-
Amplifikation, indem der Hintergrund aufgrund unspezifischer
DNA-Amplifikation reduziert wird. Zwei Primersitze werden
in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen verwendet. In
der ersten Reaktion wird ein Primerpaar verwendet, um DNA-
Produkte zu erzeugen, die neben dem beabsichtigten Ziel noch
aus unspezifisch amplifizierten DNA-Fragmenten bestehen
konnen. Das Produkt bzw. die Produkte werden dann in einer
zweiten PCR mit einem Satz von Primern verwendet, deren
Bindungsstellen sich ganz oder teilweise von denen der in der
ersten Reaktion verwendeten Primer unterscheiden und jeweils
3'davon liegen. Die verschachtelte PCR ist bei der spezifischen
Amplifikation langer DNA-Fragmente oft erfolgreicher als die
herkommliche PCR, erfordert aber eine genauere Kenntnis der
Zielsequenzen.

Overlap-Extension-PCR oder Spleillen durch
Uberlappungsextension (SOEing): eine gentechnische Technik,
mit der zwei oder mehr DNA-Fragmente, die komplementére
Sequenzen enthalten, zusammengespleiit werden. Sie wird
verwendet, um DNA-Stiicke zu verbinden, die Gene,
regulatorische Sequenzen oder Mutationen enthalten; die
Technik ermoglicht die Schaffung von spezifischen und langen
DNA-Konstrukten. Sie kann auch Deletionen, Insertionen oder

Punktmutationen in eine DNA-Sequenz einfiihren.
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« PAN-AC: verwendet isothermische Bedingungen fiir die
Amplifikation und kann in lebenden Zellen verwendet werden.

« Quantitative PCR (qPCR): wird zur Messung der Menge einer
Zielsequenz (in der Regel in Echtzeit) verwendet. Sie misst
quantitativ die Ausgangsmengen an DNA, cDNA oder RNA.
Die quantitative PCR wird {iblicherweise eingesetzt, um
festzustellen, ob eine DNA-Sequenz in einer Probe vorhanden
ist und wie viele Kopien sie enthélt. Die quantitative PCR hat
einen sehr hohen Prizisionsgrad. Quantitative PCR-Methoden
verwenden Fluoreszenzfarbstoffe wie Sybr Green, EvaGreen
oder fluorophorhaltige DNA-Sonden wie TagMan, um die
Menge des amplifizierten Produkts in Echtzeit zu messen. Sie
wird manchmal auch mit RT-PCR (Echtzeit-PCR) abgekiirzt,
aber diese Abkiirzung sollte nur fiir die reverse Transkriptions-
PCR verwendet werden. qPCR ist die geeignete Abkiirzung fiir
quantitative PCR (Echtzeit-PCR).

« Reverse Complement PCR (RC-PCR): Ermoglicht das
unabhédngige Anhidngen von funktionellen Doménen oder
Sequenzen der Wahl an beide Enden des erzeugten Amplikons
in einer einzigen Reaktion in einem geschlossenen Rohrchen.
Diese Methode erzeugt zielspezifische Primer innerhalb der
Reaktion durch die Interaktion von universellen Primern (die
die gewiinschten Sequenzen oder Doméinen enthalten, die

angehingt werden sollen) und RC-Sonden.
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« Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR): zur Vervielfiltigung
von DNA aus RNA. Reverse Transkriptase transkribiert RNA
in cDNA, die dann durch PCR amplifiziert wird. Die RT-PCR
wird hédufig bei der Erstellung von Expressionsprofilen
eingesetzt, um die Expression eines Gens zu bestimmen oder die
Sequenz eines RNA-Transkripts zu ermitteln, einschlieBlich der
Start- und Terminierungsstellen der Transkription. Wenn die
genomische DNA-Sequenz eines Gens bekannt ist, kann die
RT-PCR dazu verwendet werden, die Lage der Exons und
Introns im Gen zu kartieren. Das 5'-Ende eines Gens
(entsprechend der Transkriptionsstartstelle) wird in der Regel
durch RACE-PCR (Rapid Amplification of ¢cDNA Ends)
identifiziert.

« RNase H-abhingige PCR (thPCR): eine Modifikation der PCR,
bei der Primer mit €inem 3'-Verlangerungsblock verwendet
werden, der durch ein thermostabiles RNase HII-Enzym
entfernt werden kann. Dieses System reduziert Primer-Dimere
und ermoglicht Multiplex-Reaktionen mit einer hoheren Anzahl
von Primern.

« Single Specific Primer-PCR (SSP-PCR): ermoglicht die
Amplifikation doppelstrdngiger DNA, auch wenn die
Sequenzinformation nur an einem Ende verfiigbar ist. Diese
Methode ermoglicht die Amplifikation von Genen, fiir die nur

eine partielle Sequenzinformation verfiigbar ist, und erlaubt ein
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unidirektionales Genom-Walking von bekannten in unbekannte
Regionen des Chromosoms.

Festphasen-PCR: umfasst mehrere Bedeutungen, darunter die
Polony-Amplifikation, bei der PCR-Kolonien in einer
Gelmatrix entstehen, z. B. die Briicken-PCR (Primer sind
kovalent mit einer Festtrigeroberfliche verbunden),
konventionelle Festphasen-PCR (bei der die asymmetrische
PCR in Gegenwart eines Primers auf einem festen Triger
durchgefiithrt wird, dessen Sequenz mit der eines wéssrigen
Primers tibereinstimmt) und verstérkte Festphasen-PCR, bei der
die konventionelle Festphasen-PCR durch die Verwendung von
Primern mit hohem Tm-Wert und verschachtelten Primern auf
einem festen Trager verbessert werden kann, wobei optional ein
thermischer "Schritt" angewendet werden kann, um das Priming
auf dem festen Trédger zu fordern.

Suizid-PCR: wird in der Regel in der Paldogenetik oder bei
anderen Studien eingesetzt, bei denen die Vermeidung falsch
positiver Ergebnisse und die Gewahrleistung der Spezifitit des
amplifizierten Fragments hochste Prioritdt haben. Urspriinglich
wurde sie in einer Studie beschrieben, um das Vorhandensein
der Mikrobe Yersinia pestis in Zahnproben nachzuweisen, die
aus Gribern von Menschen aus dem 14. Jahrhundert stammten,
die vermutlich wihrend der mittelalterlichen Pest-Epidemie
gestorben waren. Die Methode schreibt vor, dass jede Primer-

Kombination nur einmal in einer PCR verwendet werden darf -
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daher der Begriff "Selbstmord" - und dass die Primer immer auf
eine genomische Region abzielen miissen, die noch nie zuvor
im Labor mit diesem oder einem anderen Satz von Primern
amplifiziert wurde. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass im
Labor keine kontaminierende DNA aus fritheren PCR-
Reaktionen vorhanden ist, die andernfalls zu falsch positiven
Ergebnissen fiihren konnte.

Thermische asymmetrische verschachtelte PCR (TAIL-PCR):
zur Isolierung einer unbekannten Sequenz, die eine bekannte
Sequenz flankiert. Innerhalb der bekannten Sequenz verwendet
die TAIL-PCR ein verschachteltes Primerpaar mit
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen; ein degenerierter
Primer wird zur Amplifikation in der anderen Richtung der
unbekannten Sequenz verwendet.

Touchdown-PCR (Step-down-PCR): eine Variante der PCR, die
darauf abzielt, den unspezifischen Hintergrund zu reduzieren,
indem die Annealing-Temperatur im Verlauf der PCR-Zyklen
schrittweise gesenkt wird. Die Annealing-Temperatur liegt bei
den ersten Zyklen in der Regel einige Grad (3-5 °C) tiber der T
der verwendeten Primer, wéhrend sie bei den spéteren Zyklen
einige Grad (3-5 °C) unter der Primer-Tm liegt. Die hoheren
Temperaturen sorgen fiir eine hohere Spezifitdt der Primer-
Bindung, und die niedrigeren Temperaturen ermdglichen eine
effizientere Amplifikation der spezifischen Produkte, die

wihrend der ersten Zyklen gebildet werden.
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« Universal Fast Walking: fiir Genom-Walking und genetisches
Fingerprinting unter Verwendung einer spezifischeren
"zweiseitigen" PCR als bei herkommlichen "einseitigen"
Ansitzen (unter Verwendung nur eines genspezifischen Primers
und eines allgemeinen Primers, was zu artefaktischem
"Rauschen" fithren kann) aufgrund eines Mechanismus, der die
Bildung von Lariat-Strukturen beinhaltet. Optimierte Derivate
von UFW sind LaNe RAGE (lariat-dependent nested PCR for
rapid amplification of genomic DNA ends), 5’RACE LaNe und
3'RACE LaNe.

Die hitzebestédndigen Enzyme, die eine Schliisselkomponente der
Polymerase-Kettenreaktion sind, wurden in den 1960er Jahren als
Produkt einer mikrobiellen Lebensform entdeckt, die in den

iiberhitzten Gewdssern der Pilzquelle im Yellowstone lebte.

1971 beschrieben Kjell Kleppe und seine Mitarbeiter im Labor von
H. Gobind Khorana erstmals eine Methode, bei der eine kurze
DNA-Vorlage mit Primern in vitro mit Hilfe eines enzymatischen
Tests vervielfiltigt wurde. Diese frithe Manifestation des PCR-
Grundprinzips fand damals jedoch keine grofle Beachtung, und die
Erfindung der Polymerase-Kettenreaktion im Jahr 1983 wird im
Allgemeinen Kary Mullis zugeschrieben.

Als Mullis 1983 die PCR entwickelte, arbeitete er in Emeryville,
Kalifornien, fiir die Cetus Corporation, eines der ersten
Biotechnologieunternehmen, wo er fiir die Synthese kurzer DNA-
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Ketten zustandig war. Mullis hat geschrieben, dass er die Idee fiir
die PCR hatte, als er eines Nachts in seinem Auto den Pacific Coast
Highway entlangfuhr. Er spielte im Geiste mit einer neuen
Methode zur Analyse von Mutationen in der DNA, als ihm klar
wurde, dass er stattdessen eine Methode zur Vervielfiltigung
beliebiger DNA-Regionen durch wiederholte Zyklen der
Vervielfiltigung, angetrieben durch die DNA-Polymerase,
erfunden hatte. Im Scientific American fasste Mullis das Verfahren
zusammen: "Ausgehend von einem einzigen Molekiil des
genetischen Materials DNA kann die PCR an einem Nachmittag
100 Milliarden &hnliche Molekiile erzeugen. Die Reaktion ist
einfach auszufiihren. Sie erfordert nicht mehr als ein Reagenzglas,
ein paar einfache Reagenzien und eine Warmequelle." Der DNA -
Fingerabdruck wurde erstmals 1988 fiir Vaterschaftstests

verwendet.

Mullis und Professor Michael Smith, der andere wesentliche
Methoden zur Manipulation der DNA entwickelt hatte, erhielten
1993 gemeinsam den Nobelpreis fiir Chemie, sieben Jahre
nachdem Mullis und seine Kollegen bei Cetus seinen Vorschlag
erstmals in die Praxis umgesetzt hatten. Mullis' Arbeit aus dem Jahr
1985 mit R. K. Saiki und H. A. Erlich, "Enzymatic Amplification
of B-globin Genomic Sequences and Restriction Site Analysis for
Diagnosis of Sickle Cell Anemia" (Enzymatische Amplifikation

von B-Globin-Genomsequenzen und Restriktionsstellenanalyse fiir
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die Diagnose der Sichelzellenandmie) - die Erfindung der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) - wurde 2017 von der Division
of History of Chemistry der American Chemical Society mit einem

Citation for Chemical Breakthrough Award ausgezeichnet.

Das Kernstiick der PCR-Methode ist die Verwendung einer
geeigneten DNA-Polymerase, die den hohen Temperaturen von
>90 °C standhdlt, die fiir die Trennung der beiden DNA-Strénge in
der DNA-Doppelhelix nach jedem Replikationszyklus erforderlich
sind. Die DNA-Polymerasen, die urspriinglich fiir In-vitro-
Experimente im Vorfeld der PCR eingesetzt wurden, konnten
diesen hohen Temperaturen nicht standhalten. Daher waren die
frithen Verfahren zur DNA-Replikation sehr ineffizient und
zeitaufwindig und erforderten grofie Mengen an DNA-Polymerase
und eine kontinuierliche Handhabung wéhrend des gesamten

Prozesses.

Die Entdeckung der Tag-Polymerase im Jahr 1976, einer DNA-
Polymerase, die aus dem thermophilen Bakterium Thermus
aquaticus gereinigt wurde, das von Natur aus in heiflen (50 bis 80
°C) Umgebungen wie heiflen Quellen lebt, ebnete den Weg fiir
dramatische Verbesserungen der PCR-Methode. Die aus T.
aquaticus isolierte DNA-Polymerase ist bei hohen Temperaturen
stabil und bleibt auch nach der Denaturierung der DNA aktiv, so
dass nicht nach jedem Zyklus neue DNA-Polymerase hinzugefuigt
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werden muss. Dies ermoglichte einen automatisierten

Thermocycler-basierten Prozess fiir die DNA-Amplifikation.
Patentstreitigkeiten

Das PCR-Verfahren wurde von Kary Mullis patentiert und der
Cetus Corporation zugewiesen, bei der Mullis arbeitete, als er das
Verfahren 1983 erfand. Das Enzym Taq-Polymerase war ebenfalls
durch Patente geschiitzt. Im Zusammenhang mit dieser Technik
gab es mehrere viel beachtete Gerichtsverfahren, darunter eine
erfolglose Klage von DuPont. Das Schweizer Pharmaunternechmen
Hoffmann-La Roche erwarb 1992 die Rechte an den Patenten und

hilt derzeit die noch geschiitzten Patente:.

Ein damit zusammenhéngender Patentstreit zwischen Roche und
Promega tiber das Enzym Tag-Polymerase ist noch immer in
mehreren Gerichtsbarkeiten weltweit anhédngig. Die rechtlichen
Auseinandersetzungen haben sich tiber die Laufzeit der
urspriinglichen PCR- und Tag-Polymerase-Patente hinaus

erstreckt, die am 28. Mérz 2005 abgelaufen sind.
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Abbildung (50): Thermocycler-basiertes Verfahren zur DNA-

Amplifikation.

RT-PCR

RT-PCR" wird hierher umgeleitet. Fiir die Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion, auch quantitative Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (qPCR) oder kinetische
Polymerasekettenreaktion genannt, siche Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion.

Reverse Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion (RT-

PCR)
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ist eine Labortechnik, bei der die reverse Transkription von
RNA in DNA, in diesem Zusammenhang als komplementdre DNA
oder cDNA bezeichnet, und die Vervielfiltigung spezifischer
DNA-Ziele mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
kombiniert werden. Sie wird in erster Linie zur Messung der
Menge einer bestimmten RNA verwendet. Dies geschieht durch
die Uberwachung der Amplifikationsreaktion mit Hilfe von
Fluoreszenz, eine Technik, die als Echtzeit-PCR oder quantitative
PCR (qPCR) bezeichnet wird. Kombinierte RT-PCR und qPCR
werden routinemifig fiir die Analyse der Genexpression und die
Quantifizierung viraler RNA in der Forschung und in klinischen

Einrichtungen eingesetzt.

Die enge Verbindung zwischen RT-PCR und qPCR hat dazu
gefiihrt, dass der Begriff qPCR metonymisch fiir RT-PCR
verwendet wird. Eine solche Verwendung kann verwirrend sein, da
RT-PCR auch ohne qPCR verwendet werden kann, z. B. um
molekulares Klonen, Sequenzierung oder den einfachen Nachweis
von RNA zu ermoglichen. Umgekehrt kann die qPCR auch ohne
RT-PCR eingesetzt werden, z. B. zur Quantifizierung der

Kopienzahl eines bestimmten DNA-Stiicks
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Abbildung (51): RT-PCR und q PCR-Technik.

Die kombinierte RT-PCR- und qPCR-Technik wurde als
quantitative RT-PCR oder Echtzeit-RT-PCR (manchmal auch als
quantitative Echtzeit-RT-PCR) bezeichnet und mit qRT-PCR, RT-
gPCR, RRT-PCR und rRT-PCR abgekiirzt. Um Verwechslungen
zu vermeiden, werden in der Tabelle (4) durchgéngig die folgenden

Abkiirzungen verwendet.

235



Tabelle (4): Abkiirzungstypen PCR-Technik.

Technik AbKkiirzung
Polymerase-Kettenreaktion PCR
Umgekehrte Transkriptions- RT-PCR

Polymerase-Kettenreaktion

Polymerase-Kettenreaktion in Echtzeit qgPCR

Kombinierte RT-PCR/qPCR-Technik qRT-PCR

Nicht alle Autoren, insbesondere frithere, verwenden diese
Konvention, und der Leser sollte vorsichtig sein, wenn er Links
folgt. RT-PCR wurde sowohl fiir die Echtzeit-PCR (qPCR) als
auch fiir die reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR) verwendet.

Seit seiner Einfithrung im Jahr 1977 wurde der Northern Blot in
groBem Umfang fiir die RNA-Quantifizierung verwendet, obwohl
er einige Schwichen aufweist: (a) er ist zeitaufwandig, (b) er
erfordert eine grofBe Menge an RNA fiir den Nachweis und (c) er
ist quantitativ ungenau, wenn der RNA-Gehalt gering ist.111 Seit
ithrer Erfindung durch Kary Mullis im Jahr 1983 hat die RT-PCR
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jedoch den Northern Blot als Methode der Wahl fiir den Nachweis

und die Quantifizierung von RNA verdrangt.

Die RT-PCR hat sich aus mehreren Griinden zur
Referenztechnologie fiir den Nachweis und/oder Vergleich von
RNA-Konzentrationen entwickelt: (a) sie erfordert keine PCR-
Nachbearbeitung, (b) es kann ein grofer Bereich (>107 -fach) der
RNA-Haufigkeit gemessen werden, und (c) sie bietet Einblick in
qualitative und quantitative Daten.’) Aufgrund ihrer Einfachheit,
Spezifitdt und Empfindlichkeit wird die RT-PCR in einem breiten
Spektrum von Anwendungen eingesetzt, von so einfachen
Experimenten wie der Quantifizierung von Hefezellen in Wein bis
hin zu komplexeren Anwendungen als Diagnoseinstrumente zum
Nachweis von Infektionserregern wie dem Vogelgrippevirus und

SARS-CoV-2.

Grundsitze

Bei der RT-PCR wird die RNA-Vorlage zunédchst mit Hilfe einer
reversen Transkriptase (RT) in eine komplementidre DNA (cDNA)
umgewandelt. Die c¢cDNA wird dann als Vorlage fiir die
exponentielle Amplifikation mittels PCR verwendet. Die
Verwendung der RT-PCR fiir den Nachweis von RNA-
Transkripten hat die Untersuchung der Genexpression in folgender

Hinsicht revolutioniert:
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« Theoretisch ist

es moglich, die Transkripte praktisch aller Gene

nachzuweisen.[1o!

. Ermoglicht die Amplifikation von Proben und eliminiert den

Bedarf an umfangreichem Ausgangsmaterial, das bei der

Northern-Blot-Analyse erforderlich ist'
« Toleranz gegeniiber RNA-Abbau, solange die RNA, die den

Primer umspannt, intakt ist.

Einstufige RT-PCR gegeniiber zweistufiger RT-PCR

RMA,

Primers
ReverseTransohiptase
DNAFPolymerase
Bufer Reagents

RN&,
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Reverse Transciptase
DNAPolymerase

Buffer Reagents

»

One-Step
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Abbildung (52): Einstufige RT-PCR vs. zweistufige RT-PCR

Einschrittige vs. zweistufige RT-PCR

Die Quantifizierung von mRNA mittels RT-PCR kann entweder

in einem Schritt oder in zwei Schritten erfolgen. Der Unterschied

zwischen den beiden Ansétzen liegt in der Anzahl der Rohrchen,

die bei der Durchfiihrung des Verfahrens verwendet werden. Bei
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der zweistufigen Reaktion miissen die reverse Transkriptase-
Reaktion und die PCR-Amplifikation in getrennten Rohrchen
durchgefiihrt werden. Der Nachteil des zweistufigen Ansatzes ist
die Anfilligkeit fiir Kontaminationen aufgrund der hiufigeren
Handhabung der Proben. Bei der einstufigen Methode hingegen
erfolgt die gesamte Reaktion von der cDNA-Synthese bis zur PCR-
Amplifikation in einem einzigen Rohrchen. Der Ein-Schritt-Ansatz
soll experimentelle Schwankungen minimieren, da alle
enzymatischen Reaktionen in einer einzigen Umgebung
stattfinden.  Dadurch entfillt das arbeitsintensive und
kontaminationsanfillige Pipettieren des cDNA-Produkts in die
PCR-Reaktion. Die weitere Verwendung von inhibitorentoleranten
Polymerasen und Polymeraseverstirkern mit einer optimierten
einstufigen RT-PCR-Bedingung unterstiitzt die reverse
Transkription der RNA aus ungereinigten oder rohen Proben, wie
Vollblut und Serum. Allerdings sind die Ausgangs-RNA-Vorlagen
beim einstufigen Ansatz anfillig fiir Degradation, und die
Verwendung dieses Ansatzes wird nicht empfohlen, wenn
wiederholte Assays aus derselben Probe erforderlich sind.
AuBerdem wird berichtet, dass der Ein-Schritt-Ansatz im
Vergleich zum Zwei-Schritt-Ansatz weniger genau ist. Es ist auch
die bevorzugte Analysemethode bei der Verwendung von DNA -
Bindungsfarbstoffen wie SYBR Green, da die Eliminierung von
Primer-Dimeren ~ durch  eine  einfache  Anderung  der

Schmelztemperatur erreicht werden kann. Dennoch ist der
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einstufige Ansatz eine relativ bequeme Losung fiir den schnellen

Nachweis von Ziel-RNA direkt in der Biosensorik.

Endpunkt-RT-PCR vs. Echtzeit-RT-PCR

Die Quantifizierung von RT-PCR-Produkten ldsst sich
weitgehend in zwei Kategorien einteilen: Endpunkt- und Echtzeit-
RT-PCR. Die Endpunkt-RT-PCR wird bevorzugt fiir die Messung
von Genexpressionsverdnderungen in einer kleinen Anzahl von
Proben verwendet, aber die Echtzeit-RT-PCR hat sich zur
Goldstandard-Methode fiir die Validierung quantitativer
Ergebnisse aus Array-Analysen oder

Genexpressionsverdnderungen im globalen Maf3stab entwickelt.

Endpunkt RT-PCR

Die Messansitze der Endpunkt-RT-PCR erfordern den Nachweis
der Genexpressionsniveaus durch die Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen wie Ethidiumbromid, P32-Markierung der
PCR-Produkte mittels Phosphorimager oder durch
Szintillationszéhlung. Die  Endpunkt-RT-PCR ~ wird im
Allgemeinen mit drei verschiedenen Methoden durchgefiihrt:

relativ, kompetitiv und vergleichend.
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Relative RT-PCR

Bei der relativen Quantifizierung der RT-PCR wird eine interne
Kontrolle gleichzeitig mit dem interessierenden Gen amplifiziert.
Die interne Kontrolle wird zur Normalisierung der Proben
verwendet. Nach der Normalisierung kann ein direkter Vergleich
der relativen Transkriptionshdufigkeiten iiber mehrere mRNA-
Proben hinweg durchgefiihrt werden. Eine Vorsichtsmafinahme ist,
dass die interne Kontrolle so gewahlt werden muss, dass sie nicht
durch die experimentelle Behandlung beeinflusst wird. Das
Expressionsniveau sollte iiber alle Proben hinweg und mit der
mRNA von Interesse konstant sein, damit die Ergebnisse genau
und aussagekriftig sind. Da die’Quantifizierung der Ergebnisse
durch den Vergleich des linearen Bereichs der Zielmolekiil- und
Kontrollamplifikation analysiert wird, ist es von entscheidender
Bedeutung, die Ausgangskonzentration der Zielmolekiile und ihre
Amplifikationsrate vor Beginn der Analyse zu beriicksichtigen.
Die Ergebnisse der Analyse werden als Verhéltnis von Gensignal
zu internem Kontrollsignal ausgedriickt, wobei die Werte dann fiir
den Vergleich zwischen den Proben bei der Schitzung der relativen

Ziel-RNA-Expression verwendet werden konnen.

Kompetitive RT-PCR
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Die kompetitive RT-PCR-Technik wird fiir die absolute
Quantifizierung verwendet. Dabei wird eine synthetische
"Konkurrenten"-RNA verwendet, die sich durch einen geringen
Groflen- oder Sequenzunterschied von der Ziel-RNA
unterscheiden ldsst. Fiir genaue Ergebnisse ist es wichtig, dass die
synthetische RNA in ihrer Sequenz identisch, aber etwas kiirzer als
die Ziel-RNA ist. Nach dem Entwurf und der Synthese wird eine
bekannte Menge der Konkurrenz-RNA zu den Versuchsproben
gegeben und mittels RT-PCR mit der Ziel-RNA ko-amplifiziert.
Anschlieend wird eine Konzentrationskurve der Kompetitor-
RNA erstellt, die zum Vergleich der RT-PCR-Signale der
endogenen Transkripte verwendet wird, um die Menge des in der

Probe vorhandenen Targets zu bestimmen.

Vergleichende RT-PCR

Die vergleichende RT-PCR ist der kompetitiven RT-PCR
insofern dhnlich, als die Ziel-RNA in einer einzigen Reaktion mit
einem internen Standard einer nicht verwandten Sequenz um
Amplifikationsreagenzien konkurriert. Sobald die Reaktion
abgeschlossen ist, werden die Ergebnisse mit einer externen
Standardkurve verglichen, um die Ziel-RNA-Konzentration zu
bestimmen. Im Vergleich zu den relativen und kompetitiven
Quantifizierungsmethoden gilt die komparative RT-PCR als die
bequemere Methode, da der Untersucher kein Pilotexperiment

durchfithren muss; bei der relativen RT-PCR muss der
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exponentielle Amplifikationsbereich der mRNA vorher festgelegt
werden, und bei der kompetitiven RT-PCR muss eine synthetische

Konkurrenz-RNA synthetisiert werden.

RT-PCR in Echtzeit

Das  Aufkommen neuartiger fluoreszierender = DNA-
Markierungstechniken in den letzten Jahren hat die Analyse und
den Nachweis von PCR-Produkten in Echtzeit ermoglicht und
folglich zu einer weit verbreiteten Ubernahme der Echtzeit-RT-
PCR fiir die Analyse der Genexpression gefiihrt. Die Echtzeit-RT-
PCR ist heute nicht nur die Methode der Wahl fiir die
Quantifizierung der Genexpression, sondern auch die bevorzugte
Methode zur Gewinnung von Ergebnissen aus Array-Analysen und
Genexpressionen im globalen Malstab. Derzeit gibt es vier
verschiedene fluoreszierende DNA-Sonden fiir den Echtzeit-RT-
PCR-Nachweis von PCR-Produkten: SYBR Green, TagMan,
molekulare Beacons und Skorpionssonden. Alle diese Sonden
ermoglichen den Nachweis von PCR-Produkten durch die
Erzeugung eines Fluoreszenzsignals. Wéhrend der SYBR-Green-
Farbstoff sein Fluoreszenzsignal einfach durch Bindung an die
doppelstrdangige DNA in Losung abgibt, beruht die
Fluoreszenzerzeugung der TagMan-Sonden, der Molecular

Beacons und der Scorpions auf der Forster-Resonanz-Energie-
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Transfer-Kopplung (FRET) des Farbstoffmolekiils und eines

Quencher-Teils an die Oligonukleotidsubstrate.

SYBR-Griin

Wenn SYBR Green an die doppelstrangige DNA der PCR-
Produkte bindet, emittiert es bei Anregung Licht. Die Intensitét der
Fluoreszenz nimmt mit der Anhiufung der PCR-Produkte zu.
Diese Technik ist einfach anzuwenden, da aufgrund der fehlenden
Spezifitdt der Bindung keine Sonden entworfen werden miissen.
Da der Farbstoff jedoch nicht zwischen der doppelstrangigen DNA
der PCR-Produkte wund derjenigen der Primer-Dimere
unterscheidet, ist eine Uberschitzung der Zielkonzentration ein
hiufiges Problem. Wenn eine genaue Quantifizierung eine absolute
Notwendigkeit ist, miissen weitere Tests zur Validierung der
Ergebnisse durchgefiihrt werden. Dennoch ist SYBR Green unter
den Echtzeit-RT-PCR-Produktnachweisverfahren das

wirtschaftlichste und am einfachsten zu handhabende.

Taq Man-Sonden

TagMan-Sonden sind Oligonukleotide, an deren 5'-Ende eine
fluoreszierende Sonde und an deren 3'-Ende ein Quencher
gebunden ist. Wihrend der PCR-Amplifikation hybridisieren diese
Sonden mit den Zielsequenzen im Amplikon. Wenn die

Polymerase die Vorlage mit dem gebundenen TagMan repliziert,
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spaltet sie aufgrund der 5'-Nuklease-Aktivitdt der Polymerase auch
die fluoreszierende Sonde. Da die unmittelbare Néhe zwischen
dem Quench-Molekiill und der fluoreszierenden Sonde
normalerweise verhindert, dass die Fluoreszenz durch FRET
nachgewiesen wird, fithrt die Entkopplung zu einem Anstieg der
Fluoreszenzintensitét proportional zur Anzahl der
Sondenspaltungszyklen. Obwohl gut konzipierte TagMan-Sonden
genaue Echtzeit-RT-PCR-Ergebnisse liefern, ist ihre Synthese
teuer und zeitaufwéndig, wenn fiir jedes analysierte mRNA-Target
separate Sonden hergestellt werden miissen. Auflerdem sind diese
Sonden lichtempfindlich und miissen sorgfiltig als Aliquote

eingefroren werden, um einen Abbau zu verhindern.
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Abbildung (52): Schritte der RT-PCR.

Molekulare Beacon-Sonden
Ahnlich wie die TagMan-Sonden nutzen auch die Molecular
Beacons die FRET-Detektion mit fluoreszierenden Sonden am 5'-
Ende und einem  Quencher am  3'-Ende  cines
Oligonukleotidsubstrats. ~ Wiahrend jedoch die TagMan-
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Fluoreszenzsonden wihrend der Amplifikation gespalten werden,
bleiben die Molecular-Beacon-Sonden intakt und binden bei jedem
Reaktionszyklus erneut an ein neues Ziel. In freier Losung
verhindert die Ndhe zwischen der fluoreszierenden Sonde und dem
Quencher-Molekiil die Fluoreszenz durch FRET. Wenn
molekulare Beacon-Sonden jedoch an ein Target hybridisieren,
werden der Fluoreszenzfarbstoff und der Quencher getrennt, was
dazu fiihrt, dass bei Anregung Licht emittiert wird. Wie bei den
TagMan-Sonden ist die Synthese von Molecular Beacons teuer und

erfordert separate Sonden fiir jedes RNA-Target.

Skorpion-Sonden

Die Scorpion-Sonden sind “wie molekulare Beacons in
unhybridisiertem Zustand nicht fluoreszenzaktiv, was wiederum
darauf zuriickzufiihren ist, dass die fluoreszierende Sonde am 5'-
Ende durch die Einheit am 3'-Ende eines Oligonukleotids geloscht
wird; bei Scorpions enthélt das 3'-Ende jedoch auch eine Sequenz,
die komplementéir zum Verldngerungsprodukt des Primers am 5'-
Ende ist. Wenn die Scorpion-Verldngerung an ihr Komplement auf
dem Amplikon bindet, offnet sich die Scorpion-Struktur,
verhindert FRET und ermdéglicht die Messung des
Fluoreszenzsignals.

Multiplex-Sonden
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TagMan-Sonden, Molecular Beacons und  Scorpions
ermoglichen die gleichzeitige Messung von PCR-Produkten in
einem einzigen Rohrchen. Dies ist moglich, weil jeder der
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe mit einem spezifischen
Emissionsspektren verbunden werden kann. Der Einsatz von
Multiplexsonden spart nicht nur Zeit und Miithe, ohne den Nutzen
des Tests zu beeintrachtigen, sondern ist auch in vielen
Forschungsbereichen wie der Gendeletionsanalyse, der Mutations-
und Polymorphismusanalyse, der quantitativen Analyse und dem
RNA-Nachweis von unschidtzbarem Wert fiir Labors vieler

Fachrichtungen.

Fiir die Quantifizierung der mit der Echtzeit-RT-PCR erzielten
Ergebnisse werden iiblicherweise zwei Strategien angewandt: die
Standardkurvenmethode und die vergleichende

Schwellenwertmethode:
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Abbildung (53): Mit Sonde, 'Reporter und Quencher-
markierter Sonde hybridisierter Ziel-DNA-Strang.

Verwendung in der Zelltechnik

Es wurde iiber fluorogene Oligonukleotid-Sonden berichtet, die
zum Nachweis und zur Isolierung von Zellen verwendet werden
konnen, die ein oder mehrere gewiinschte Gene exprimieren,
einschlieBlich der Herstellung von stabilen Multigen-Zelllinien,
die den heteromultimeren epithelialen Natriumkanal (afy-ENaC),
den spannungsabhéngigen Natrium-lonenkanal 1.7 (NaV1.7-
af1B2), vier einzigartige y-Aminobuttersdure-A (GABAA)-
Rezeptor-lonenkanal-Untereinheiten-K ombinationen alP3y2s,

02p3y2s, a3B3y2s und aS5B3y2s, den zystischen Fibrose-
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Leitfihigkeitsregulator (CFTR), CFTR-A508 und zwei G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs).
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Abbildung (54): Die Strukturen einer typischen molekularen

Beacon-Sonde.

Anwendungen

Die exponentielle Vervielfdltigung durch die Polymerase-
Kettenreaktion mit reverser Transkription ermoglicht eine
hochempfindliche Technik, bei der eine sehr geringe Kopienzahl
von RNA-Molekiilen nachgewiesen werden kann. Die RT-PCR
findet breite Anwendung bei der Diagnose genetischer

Krankheiten und, semiquantitativ, bei der Bestimmung der
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Haufigkeit bestimmter RNA-Molekiile in einer Zelle oder einem

Gewebe als MaB fiir die Genexpression.

Methodik der RT-PCR

Die RT-PCR wird in der Forschung hiufig zur Messung der
Genexpression eingesetzt. Lin et al. beispielsweise verwendeten
gqRT-PCR zur Messung der Expression von Gal-Genen in
Hefezellen. Zunéchst stellten Lin et al. eine Mutation eines Proteins
her, das vermutlich an der Regulierung von Gal-Genen beteiligt ist.
Es wurde angenommen, dass diese Mutation die Gal-Expression
selektiv aufthebt. Um dies zu  bestitigen, wurden die
Genexpressionsniveaus von Hefezellen, die diese Mutation
enthielten, mittels qRT-PCR analysiert. Die Forscher konnten
eindeutig feststellen, dass die Mutation dieses regulatorischen
Proteins die Gal-Expression reduziert. Mit Hilfe der Northern-

Blot-Analyse wird die Genexpression der RNA weiter untersucht.

Gen-Einfiigung

Die RT-PCR kann auch sehr niitzlich sein, wenn es darum geht,
eukaryotische Gene in Prokaryonten einzufiigen. Da die meisten
eukaryotischen Gene Introns enthalten, die zwar im Genom, nicht
aber in der reifen mRNA vorhanden sind, ist die aus einer RT-PCR-

Reaktion gewonnene cDNA die exakte (ohne Beriicksichtigung der
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Fehleranfilligkeit der reversen Transkriptasen) DNA-Sequenz, die
nach der Transkription direkt in Protein tibersetzt wiirde. Wenn
diese Gene in prokaryontischen Zellen zur Proteinproduktion oder
-reinigung  exprimiert werden, muss die direkt aus der
Transkription gewonnene RNA nicht gespleilit werden, da das

Transkript nur Exons enthidlt. Prokaryoten, wie z. B. E. coli,

verfiigen nicht iiber den mRNA-SpleiBmechanismus von

Eukaryoten.

Genetische Krankheitsdiagnose

RT-PCR kann zur Diagnose von Erbkrankheiten wie dem Lesch-
Nyhan-Syndrom eingesetzt werden. Diese Erbkrankheit wird
durch eine Fehlfunktion im HPRT1-Gen verursacht, die klinisch zu
einem todlichen Harnsdurestein und gichtdhnlichen Symptomen
fithrt. Die Analyse einer schwangeren Mutter und eines Fotus auf
die mRNA-Expressionsniveaus von HPRT1 zeigt, ob die Mutter
Tréagerin ist und ob der Fotus wahrscheinlich das Lesch-Nyhan-

Syndrom entwickeln wird.
Krebserkennung

Wissenschaftler arbeiten an Moglichkeiten, RT-PCR bei der
Krebserkennung einzusetzen, um die Prognose zu verbessern und
das Ansprechen auf eine Therapie zu iiberwachen. Zirkulierende
Tumorzellen produzieren je nach Art des Krebses einzigartige

mRNA-Transkripte. Ziel ist es, herauszufinden, welche mRNA -
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Transkripte als beste Biomarker fiir einen bestimmten Krebszelltyp
dienen, und dann deren Expressionsniveau mit RT-PCR zu

analysieren.

RT-PCR wird héufig zur Untersuchung der Genome von Viren
verwendet, deren Genom aus RNA besteht, wie Influenzavirus A,

Retroviren wie HIV und SARS-CoV-2.

Herausforderungen

Trotz ihrer groBen Vorteile ist die RT-PCR nicht frei von
Nachteilen. Das exponentielle Wachstum der revers transkribierten
komplementdren DNA (cDNA) wéhrend der zahlreichen PCR-
Zyklen fiihrt zu einer ungenauen Endpunktquantifizierung, da es
schwierig ist, die Linearitit zu erhalten.[*”] Um einen genauen
Nachweis und eine genaue Quantifizierung des RNA-Gehalts in
einer Probe zu ermoglichen, wurde die qRT-PCR entwickelt, bei
der eine fluoreszenzbasierte Modifikation zur Uberwachung der
Amplifikationsprodukte wéhrend jedes PCR-Zyklus eingesetzt
wird. Die extreme Empfindlichkeit der Technik kann ein
zweischneidiges Schwert sein, da selbst die geringste DNA-
Kontamination zu unerwiinschten Ergebnissen fithren kann. Eine
einfache Methode zur Eliminierung falsch positiver Ergebnisse ist
das Einfiigen von Ankern oder Tags in die 5'-Region eines
genspezifischen Primers. Dariiber hinaus kann die Planung und

Gestaltung von Quantifizierungsstudien aufgrund zahlreicher
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Variationsquellen, einschlieBlich der Template-Konzentration und
der Amplifikationseffizienz, eine technische Herausforderung
darstellen. Die Zugabe einer bekannten RNA-Menge zu einer
Probe, die Zugabe einer Reihe von RNA-Verdiinnungen zur
Erstellung einer Standardkurve und die Zugabe einer Probe ohne
Template-Kopie (keine cDNA) konnen als Kontrollen dienen. Die
RT-PCR kann mit dem einstufigen RT-PCR-Protokoll oder dem
zweistufigen RT-PCR-Protokoll durchgefiihrt werden.

RT-PCR in einem Schritt

Bei der einstufigen RT-PCR werden mRNA-Ziele bis zu 6 kb
einer reversen Transkription unterzogen, gefolgt von einer PCR-
Amplifikation in einem einzigen Reagenzglas. Es ist wichtig zu
beachten, dass die Verwendung intakter, qualitativ hochwertiger
RNA und eines sequenzspezifischen Primers die besten Ergebnisse

liefert.

Sobald ein Ein-Schritt-RT-PCR-Kit mit einer Mischung aus
reverser  Transkriptase, Taq-DNA-Polymerase und einer
Korrekturpolymerase ausgewidhlt wurde und alle erforderlichen
Materialien und Gerdte vorhanden sind, muss eine
Reaktionsmischung hergestellt werden. Die Reaktionsmischung
enthdlt ANTPs, Primer, Template-RNA, die erforderlichen Enzyme
und eine Pufferlosung. Die Reaktionsmischung wird fiir jede

Reaktion in ein PCR-Gefd3 gegeben, gefolgt von der Template-
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RNA. Die PCR-Gefille werden dann in einen Thermocycler
gestellt, um den Zyklus zu beginnen. Im ersten Zyklus erfolgt die
Synthese der cDNA. Der zweite Zyklus ist die erste Denaturierung,
bei der die reverse Transkriptase inaktiviert wird. Die restlichen
40-50 Zyklen sind die Amplifikation, die Denaturierung,
Annealing und Elongation umfasst. Wenn die Amplifikation
abgeschlossen ist, konnen die RT-PCR-Produkte mittels

Gelelektrophorese analysiert werden.

Zweistufige RT-PCR

Die zweistufige RT-PCR erfolgt, wie der Name schon sagt, in
zwei Schritten. Zuerst die reverse Transkription und dann die PCR.
Diese Methode ist empfindlicher als die einstufige Methode. Kits
sind auch fiir die zweistufige RT-PCR niitzlich. Genau wie bei der
einstufigen PCR sollten Sie nur intakte, qualitativ hochwertige
RNA verwenden, um beste Ergebnisse zu erzielen. Der Primer fiir

die zweistufige PCR muss nicht sequenzspezifisch sein.

Schritt eins

Kombinieren Sie zunédchst Template-RNA, Primer, dNTP-Mix
und nukleasefreies Wasser in einem PCR-Gefdl3. Geben Sie dann
einen RNase-Inhibitor und reverse Transkriptase in das PCR-

GefdB. Legen Sie das PCR-Gefdl anschlieBend fiir einen Zyklus in
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einen Thermocycler, in dem das Annealing, die Verldngerung und
die Inaktivierung der reversen Transkriptase erfolgen. Fahren Sie
schlieBlich direkt mit Schritt zwei, der PCR, fort oder lagern Sie
das Produkt auf Eis, bis die PCR durchgefiihrt werden kann.

Zweiter Schritt

Geben Sie den Mastermix, der Puffer, INTP-Mix, MgCl> , Taq-
Polymerase und nukleasefreies Wasser enthilt, in jedes PCR-
Gefdl. Geben Sie dann den erforderlichen Primer in die Rohrchen.
Legen Sie die PCR-Gefdfle anschlieBend fir 30 Zyklen des
Amplifikationsprogramms in einen Thermocycler. Dazu gehoren:
Denaturierung, Annealing und Elongation. Die Produkte der RT-

PCR konnen mittels Gelelektrophorese analysiert werden.
Leitfiden zur Veroffentlichung

Der quantitative RT-PCR-Test gilt als Goldstandard fiir die
Messung der Anzahl der Kopien spezifischer cDNA-Ziele in einer
Probe, ist aber nur wenig standardisiert. Infolgedessen gibt es zwar
zahlreiche Veroffentlichungen zu dieser Technik, aber viele
enthalten nur unzureichende experimentelle Details und
verwenden eine ungeeignete Datenanalyse, um unangemessene
Schlussfolgerungen zu ziehen. Aufgrund der inhdrenten
Schwankungen in der Qualitét der quantitativen PCR-Daten fillt es
nicht nur den Gutachtern schwer, diese Manuskripte zu bewerten,
sondern die Studien sind auch unmoéglich zu wiederholen. Ein

internationales Konsortium akademischer Wissenschaftler hat die
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Notwendigkeit erkannt, die Berichterstattung iiber die
Versuchsbedingungen zu standardisieren und die Richtlinien
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments (MIQE, ausgesprochen: mykee) vertffentlicht.
Die MIQE-Richtlinien beschreiben die Mindestinformationen, die
fur die Auswertung quantitativer PCR-Experimente erforderlich
sind und die fiir die Veroffentlichung erforderlich sein sollten, um
eine bessere experimentelle Praxis zu fordern und die Relevanz,
Genauigkeit, korrekte Interpretation und Wiederholbarkeit
quantitativer PCR-Daten zu gewihrleisten. Neben den
Berichterstattungsrichtlinien betont das MIQE die Notwendigkeit,
die Nomenklatur im Zusammenhang mit der quantitativen PCR zu
standardisieren, um Verwechslungen zu vermeiden. So sollte
beispielsweise die Abkiirzung gPCR fiir quantitative Echtzeit-PCR
und RT-qPCR fiir reverse Transkriptions-qPCR verwendet
werden, und die zur Normalisierung verwendeten Gene sollten als
Referenzgene und nicht als Housekeeping-Gene bezeichnet
werden. Auflerdem wird vorgeschlagen, kommerziell abgeleitete
Begriffe wie TagMan-Sonden nicht zu verwenden, sondern sie als
Hydrolyse-Sonden zu bezeichnen. Dariiber hinaus wird
vorgeschlagen, den fiir die Quantifizierung verwendeten PCR-
Zyklus als Quantifizierungszyklus (Cq) zu bezeichnen und nicht
als Schwellenzyklus (Ct), Kreuzungspunkt (Cp) und Startpunkt
(TOP), die sich auf denselben Wert beziechen, aber von

verschiedenen Herstellern von Echtzeitgerdten gepragt wurden.
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Der Leitfaden besteht aus den folgenden Elementen:

1) Versuchsaufbau.
2) Probe.

3) Extraktion von Nukleinsduren.

4) Reverse Transkription.

5) qPCR-Zielinformationen.

6) Oligonukleotide.

7) Protokoll.

8) Validierung.

9) Datenanalyse.

Bestimmte Punkte innerhalb jedes Elements sind entweder mit
E (wesentlich) oder D (wiinschenswert) gekennzeichnet. Die mit E
gekennzeichneten Elemente gelten als kritisch und unverzichtbar,
wihrend die mit D gekennzeichneten Elemente als peripher, aber

wichtig fiir bewéhrte Praktiken angesehen werden.
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Abbildung (55): Zweistufige RT-PCR
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