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V

Vorwort
Nicht erst mit der Einführung der modularisierten Studienordnungen an den deut-
schen Hochschulen, an denen auch die Pharmazie nicht vorbeikommen wird, sind
gute Grundlagenkenntnisse der Mikrobiologie gefragt. Die Mikrobiologie wird
mehr und mehr zu einem zentralen Fach der naturwissenschaftlichen und medizi-
nischen Ausbildung.

Der Begriff „pharmazeutische Mikrobiologie“ ist keinesfalls als Abgrenzung zur
„biologischen“ und „medizinischen“ Mikrobiologie zu verstehen. Eher versteht sich
die „pharmazeutische Mikrobiologie“ als eine Disziplin, die das mikrobiologische
Wissen der Biologie und Medizin vereint.

Als Pharmazeut hat man in der Industrie heutzutage sehr gute Möglichkeiten.
Berufsfelder für Pharmazeuten, die sich intensiv mit der Mikrobiologie beschäftigt
haben, sind zahlreich. Dabei geht es um den Einsatz von Mikroorganismen in der
Biotechnologie zur Herstellung von Arzneistoffen oder um die Erkennung und Be-
handlung von Krankheitserregern.

Auf dem Hintergrund meiner Erfahrungen aus Lehrveranstaltungen bieten wir
den Studierenden der Pharmazie und anderer Lebenswissenschaften mit dem in
diesem Buch zusammengestellten Wissen eine solide Grundlage speziell für den
ersten Studienabschnitt. Beschrieben werden pathogene Mikroorganismen (Viren,
Bakterien, Parasiten), aber auch Mikroorganismen mit biotechnologischer Rele-
vanz. Neben rein mikrobiologischen Themen werden auch Grundlagen der Mole-
kularbiologie und Biochemie behandelt, ohne deren Kenntnisse moderne Mikro-
biologie nicht möglich ist.

Gut verwendet werden kann das Buch auch zur Wissensauffrischung im zweiten
Studienabschnitt und später im Berufsleben.

Der Autor dankt Frau Dr. Gabriele Weitnauer, Herrn Dr. Johannes Härle, Herrn
Prof. Dr. Dr. Hoffmeister und Herrn Prof. Dr. T. Friedrich für Korrekturen und An-
merkungen.

Bei Stefanie bedanke ich mich für ihre Unterstützung, bei Carla und Mia für ihre
Geduld.

Freiburg i. Breisgau, im Frühjahr 2012 Andreas Bechthold
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Molekularbiologie

1962 erhielten Crick, Wilkins und Watson für ihr räumliches Modell der DNA den

Nobelpreis für Medizin. Ihre Arbeiten, für die sie den Preis erhielten, hatten sie 1953

veröffentlicht. Man mag dies als Beginn des Zeitalters der Molekularbiologie bezeichnen.

Tausende von Verfahren wurden in den kommenden Jahren entwickelt und weltweit

etabliert. Die Molekularbiologie wurde zu derjenigen Wissenschaft unserer Zeit, die den

höchsten Einfluss auf die Pharmazie, Medizin und Biologie genommen hat. Grundlagen der

Molekularbiologie sind die prokaryotische und eukaryotische Genetik. Erneut war es Crick,

der 1958 aus der Erkenntnis über genetische Zusammenhänge das zentrale Dogma der

Molekularbiologie publizierte, in der er den möglichen Informationsfluss zwischen den

Biopolymeren DNA, RNA und Protein beschreibt.

Die ersten Erfolge beim Einsatz molekularbiologischer Arbeitsmethoden traten vor etwa 40

Jahren ein, als es gelang, Restriktionsenzyme und Ligasen im Reagenzglas einzusetzen und

dadurch DNA neu zu kombinieren. Unter Einsatz von Vektoren, zunächst Lambda-Vekto-

ren, später Plasmiden, begann man in großem Umfang DNA zu klonieren und zu vervielfäl-

tigen. Dabei spielte die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) eine

sehr wichtige Rolle. Bald wurden Genbibliotheken erstellt, die Ausgangsmaterial für

tiefgehende Forschungsprojekte waren. Die Weiterentwicklung von Vektoren führte dazu,

dass heute für jedes gentechnologische Experiment (z. B. Klonieren eines Gens, Expression

eines Gens, Herstellung von cDNA-Banken, Deletion eines Gens, Sequenzierung eines

Gens) spezielle Vektoren existieren. Die Etablierung ausgearbeiteter Protokolle und die

Bereitstellung von Kits für die Molekularbiologie führten dazu, dass heute weltweit

molekularbiologische Arbeitsmethoden fast überall eingesetzt werden.

Die moderne Mikrobiologie kommt ohne die Molekularbiologie nicht mehr aus. Das

vorliegende Kapitel gibt eine allgemeine Einführung in Themen der Genetik und in

Techniken der Molekularbiologie. Beides ist für das Verständnis mikrobiologischer

Zusammenhänge essenziell.

Prokaryotische und eukaryotische Genetik

Struktur der DNA
Die DNA besteht aus zwei Polynukleotidsträngen. Ein Nukleotid ist aus drei Bau-
steinen aufgebaut, aus einer Base, einem Zucker und einem Phosphat (�Abb. 1.1).
Zucker und Phosphat sind immer abwechselnd miteinander verbunden und bilden
das Rückgrat der DNA. Die Basen sind mit den Zuckern N-glykosidisch verknüpft.
In der Doppelhelix winden sich zwei Polynukleotidstränge umeinander. Sie werden
durch Wasserstoffbrückenbindungen miteinander verbunden. Es stehen sich im-
mer eine Purin- und eine Pyrimidinbase gegenüber (A-T oder G-C). Adenin und
Thymin sind mit zwei, Guanin und Cytosin mit drei Wasserstoffbrücken verbun-
den. Folglich ist die A-T-Bindung leichter zu lösen (z. B. durch die Einwirkung von
Wärme) als die G-C-Bindung. Die Helix ist nach außen hin aufgrund der Phosphat-
reste negativ geladen. DNA kommt in drei biologisch aktiven Konformationen in

1
Inhaltsvorschau

1.1

1.1.1

DNA: Biomolekül das
die Erbinformation
beinhaltet

Doppelhelix:
Beschreibung für die
räumliche Anordnung
der DNA
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der Zelle vor, der A-, B- und Z-Form. Am häufigsten sind die rechtsdrehenden For-
men A und B anzutreffen, die linksdrehende Z-Form findet man vor allem in GC-
reichen Sequenzen. Alle drei Formen unterscheiden sich außerdem im Durchmes-
ser, der Anzahl an Basenpaaren pro Windung und den sich daraus ergebenden Pa-
rametern.

Chromosom und Topoisomerasen
Um den ganzen DNA-Faden in einer Zelle unterzubringen, muss die DNA »aufge-
wickelt« werden. Man spricht von Superspiralisierung. In eukaryotischen Zellen
spielen Histon-Oktamere bei diesem Prozess eine große Rolle. Einen Komplex aus
DNA und Histon-Oktamer nennt man Nukleosom. Ketten aus Nukleosomen be-
zeichnet man als Filamente, und wie ein Telefonkabel verdrehte Filamente nennt
man Fibern. Die meisten Prokaryoten besitzen ein einzelnes, lineares oder zirkulä-
res Chromosom.

1.1.2

Chromosom:
Zusammenlagerung
von Proteinen und DNA

� Abb.1.1 Nukleotide eines DNA-Doppelstranges
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1.1.5 DNA-Replikation

Eine wesentliche Rolle bei der Bildung superhelikaler Strukturen spielen Topoiso-
merasen. Sie werden je nachdem, ob sie Einzelstrang- oder Doppelstrangbrüche
katalysieren können, in unterschiedliche Typen eingeteilt. Sie kommen in allen pro-
und eukaryotischen Zellen vor. In Bakterien wird die Topoisomerase des Typ 2 als
Gyrase bezeichnet. Gyrasen weisen die Fähigkeit auf, doppelsträngige DNA aus ei-
nem energiearmen, relaxierten Zustand unter ATP-Verbrauch in einen energierei-
cheren, negativ überspiralisierten Zustand zu überführen. Wie auch andere To-
poisomerasen sind sie für die Replikation der DNA und die Transkription essenzi-
ell.

Plasmide
Häufig findet man, besonders in prokaryotischen Zellen, extrachromosomale DNA,
die, wenn sie zirkulär ist, als Plasmid bezeichnet wird. Diese können bis zu 1000 kb
groß sein und in geringer oder großer Kopienzahl in einer Zelle vorkommen. Sie
enthalten ein Replikon, das ihre Vermehrung garantiert. Plasmide mit unterschied-
lichen Replikons können in einer Zelle nicht miteinander koexistieren (Inkompati-
bilität). Viele Plasmide enthalten Antibiotika- oder Schwermetall-Resistenzgene.
Oft sind sie über Konjugation von Zelle zu Zelle übertragbar.

Merke
Unterschiedliche Plasmide, die das gleiche Replikon aufweisen, können in einer Zelle

meist nicht miteinander koexistieren.

Genomsequenzen

In den letzten Jahren sind weltweit Sequenzier-Technologien entwickelt worden,
mit denen sich ganze Genome in kurzer Zeit sequenzieren lassen. Alleine im Natio-
nal Center for Biotechnology Information in den USA sind derzeit 2544 virale Ge-
nome, 1412 komplette Bakteriengenome, 17 Pilzgenome, 18 Protozoengenome, 14
Genome von wirbellosen Tieren und neun Genome von Säugern hinterlegt. Dazu
kommen zahlreiche sequenzierte Genome aus anderen Datenbanken. Mit moder-
nen Sequenzierern lässt sich ein durchschnittliches Genom eines Bakteriums in ei-
ner Woche vollständig sequenzieren. Das Lesen der Daten, das Verstehen und Ver-
arbeiten der Information wird die Herausforderung der kommenden Jahre sein.
¥ Tab. 1.1 beschreibt einige Meilensteine der Genomsequenzierung.

DNA-Replikation
1959 erhielten S. Ochoa und A. Kornberg den Nobelpreis für Physiologie und Medi-
zin für ihre Entdeckung der biologischen Synthese von DNA und RNA. 1956 hatte
Kornberg die DNA-Polymerase I aus Escherichia coli isoliert. DNA wird durch
DNA-Polymerasen (Polymerase III und I) repliziert. Dabei werden an einen beste-
henden Strang vom 5´- zum 3´-Ende des neuen Strangs Nukleotide angeknüpft. Da
ganz am Anfang der Replikation kein Strang als Ansatzpunkt für die DNA-Polyme-
rase vorhanden ist, werden von Primasen kleine RNA-Stückchen (Okazaki-Frag-

1.1.3

Plasmid: meist
autonom replizierendes
DNA-Molekül

� �

1.1.4

Genom: Gesamtheit
der DNA einer Zelle

1.1.5

Replikation: Vorgang
der Vervielfältigung der
DNA
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mente, Initiator-RNA, iRNA) synthetisiert, die als Startpunkt für die Replikation
dienen (�Abb. 1.2). Die RNA-Fragmente werden wieder entfernt.

Um die DNA überhaupt verdoppeln zu können muss der Doppelstrang an einer
Stelle geöffnet werden. Diese Stelle nennt sich » ori C« (origin of replication) und
besteht aus einer konservierten Sequenz, d. h. die Basenabfolge ist in vielen Orga-
nismen gleich.

Die drei Phasen der Replikation
Die Replikation verläuft in den Organismen sehr ähnlich. Gut untersucht ist die
Replikation in Escherichia coli, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird.

Die Replikation lässt sich in drei Phasen untergliedern, die Initiationsphase, die
Elongationsphase und die Terminationsphase. Gelegentlich wird die Elongations-
phase noch in Elongations- und Interphase unterteilt.

Initiationsphase: Um die meist verdrillt vorliegende DNA zu entwinden, wird zu-
nächst eine Topoisomerase benötigt. Diese führt kontrollierte Einzelstrang- oder
Doppelstrangbrüche durch, entwindet die DNA und fügt die Stränge dann wieder
zusammen. Bei Eukaryoten müssen zusätzlich Histon-Proteine und andere Proteine
entfernt werden, bevor die Replikation beginnt. Der Replikationsursprung ist Aus-
gangspunkt für die Initiationsphase. Er besteht aus einer konservierten Sequenz, die
von an der Replikation beteiligten Enzymen erkannt wird. Initiationsproteine
(DnaA) lagern sich an die DNA an, weitere Proteine (IHF, FIS) helfen bei der Aus-

Wichtige Enzyme der
Replikation:
Topoisomerasen,
Initiationsproteine,
Helikasen, SSB-Prote-
ine, DNA-Polymerasen,
RNAseH, Ligasen

¥ Tab.1.1 Die Geschichte der Genomsequenzierung

Jahr Organismus, dessen Genom veröffentlicht wird (Mbp)

1977 Bakteriophage Phi X 174 (0,006)

1982 Bakteriophage λ (0,005)

1984 HIV (9000b)

1990 HCV (9500 bp)

1990 Beginn des Humangenomprojekts (HUGO)

1993 Variola (0,186)

1995 Haemophilus influenzae (1,8)

1996 Saccharomyces cerevisiae (12)

1997 Escherichia coli (5)

1998 Caenorhabditis elegans (97)

2000/2001 Das menschliche Genom wird veröffentlicht (3200)

2000 Arabidopsis thaliana (125), Drosophila melanogaster (117)

2001 Fugu rubripes (400)

2001/2002 Streptomyces avermitilis (9) und Streptomyces coelicolor (9)

2007 Sorangium cellulosum (13)
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1.1.5 DNA-Replikation

bildung einer haarnadelähnlichen Struktur der DNA. Die Entwindung der DNA
erfolgt dann mit einer Helikase (DnaB), deren Funktion von einem weiteren Protein
(DnaC) gesteuert wird. Es entstehen zwei separierte Einzelstränge, die durch SSB-
Proteine voneinander getrennt gehalten werden und die beide als Matrize für die
Replikation dienen. Die Helikase sorgt dafür, dass kontinuierlich einzelsträngige
DNA-Stränge entstehen. Vor der eigentlichen DNA-Synthese werden RNA-Primer
bereitgestellt, die von der DNA-Polymerase benötigt werden.

Elongationsphase und Interphase: In der Elongationsphase werden nun von der
DNA-Polymerase die komplementären Einzelstränge synthetisiert. Die Synthese
findet an beiden Strängen statt, am Leitstrang und am Folgestrang. Da die DNA
immer von 5´ nach 3´ synthetisiert wird, ist nur die Synthese am Leitstrang konti-
nuierlich möglich. Die Synthese am Folgestrang erfolgt mit Unterbrechungen, da
die Synthese in entgegengesetzter Richtung zur Helikase verläuft. Die Arbeiten zur
Synthese der DNA am Folgestrang werden durch eine RNAse H (entfernt die RNA-
Primer), eine DNA-Polymerase (schließt entstandene Lücken) und eine Ligase
(knüpft die letzte Bindung zwischen zwei Strängen) unterstützt.

In der Interphase werden beide Stränge komplementär angeordnet und zusam-
mengefügt.

� Abb.1.2 Replikationsgabel. Für die Verdopplung von DNA wird die doppelsträngige
DNA mithilfe einiger Enzyme in beide Einzelstränge aufgetrennt. Die Synthese der DNA
mittels DNA-Polymerase findet von 5´ nach 3´ (bezogen auf den neu synthetisierten Strang)
statt. Okazaki-Fragmente werden benötigt um die Synthese der DNA an dem Strang, der in
entgegengesetzter Richtung zur Replikationsrichtung synthetisiert werden muss, zu
ermöglichen.
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Terminationsphase: Die Termination der Replikation kann durch Terminationsse-
quenzen angezeigt werden. An diese Sequenzen können Proteine wie das Protein Tu
binden, die dann die Funktion der Helikase beeinträchtigen. Aber auch das Aufein-
ander-Zulaufen zweier Replikationsgabeln führt letztendlich zum Abbruch der Re-
plikation.

Merke
DNA- und RNA-Polymerasen lesen die DNA bzw. RNA von von 3´ nach 5´, folglich syn-

thetisieren sie die DNA bzw. die RNA von 5´ nach 3´.

Transkription

47 Jahre nach seinem Vater erhielt R. D. Kornberg ebenfalls den Nobelpreis für Me-
dizin. Er erhielt diesen Preis für seine Arbeiten zur Aufklärung der eukaryotischen
Transkription. Die genetische Information, die sich in der DNA verbirgt, wird letzt-
endlich für die Synthese von Enzymen benötigt. In den meisten Fällen wird DNA
zunächst in Messenger-RNA (mRNA) übersetzt. Dieser Prozess, der durch RNA-
Polymerasen katalysiert wird, wird als Transkription bezeichnet. Statt Desoxynuk-
leotiden werden Nukleotide eingebaut, die statt Desoxyribose Ribose als Struktur-
element aufweisen. Statt Thymin wird Uracil eingebaut. Auch die RNA-Polymerase
arbeitet von 3´ nach 5´, folglich synthetisiert sie die RNA von 5´ nach 3´ (�Abb. 1.3).

Die RNA-Polymerase benötigt einen Promoter, eine Erkennungssequenz, die vor
einem Gen oder Operon liegt. Man unterscheidet:
� konstitutive Promotoren, die zu einer konstanten Transkription führen,
� induzierbare Promotoren und
� reprimierbare Promotoren.

Das Ende der Transkription wird durch Terminatoren festgelegt.

� �

1.1.6

Transkription:
Umschreibung der DNA
in mRNA

Promoter: für die
Transkription
essenzieller DNA-
Bereich, an den die
RNA-Polymerase
bindet; Operon:
Organisationseinheit
von Genen

Terminator: DNA-
Bereich, der das Ende
der Transkription
bewirkt

� Abb.1.3 Transkription. Die Biosynthese der RNA erfolgt mithilfe einer DNA-abhängigen
RNA-Polymerase. Die RNA-Polymerase benötigt den codierenden DNA-Strang als Matrize
für die Synthese der mRNA.
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1.1.6 Transkription

RNA-Synthese bei eukaryotischen Mikroorganismen
Der Vorgang der Transkription ist bei prokaryotischen und eukaryotischen Zellen
ähnlich, Unterschiede finden sich vor allem in der Regulation und in der Modifika-
tion der mRNA. Bei Prokaryoten findet man Operatoren, bei Eukaryoten Enhancer
oder Silencer, die die Transkription steuern. Eukaryotische mRNA wird nach der
Synthese mit einer Cap-Struktur versehen, am 3´-Ende polyadenyliert und an-
schließend gespleißt.

Unter Spleißen versteht man das Entfernen von Introns und das Verbinden der
Exons miteinander. Das Spleißen findet an definierten, oft konservierten Stellen der
RNA statt. Introns beginnen fast immer mit der Nukleotid-Sequenz GU und enden
fast immer mit AG (in 5´-3´-Richtung). Einige andere wichtige Nukleotide in der
Nähe der Spleiß-Stellen sind weniger gut konserviert. Die Verzweigungsstelle
(branch site) liegt etwa 20–50 Basen stromaufwärts der Akzeptorstelle und hat die
Konsensus-Sequenz CU(A/G) A (C/U). Als Spleiß-Donor wird das 5´-Ende des In-
trons bezeichnet, während der Spleiß-Akzeptor vom 3´-Ende des Introns gebildet
wird. Für das RNA-Spleißen wird ein Spleißosom gebildet, das an die Spleiß-Stellen
bindet und die Exons zusammenbringt. Die mRNA wird am 5´-Ende an einem kon-
servierten GU in der ersten Spleißstelle gespalten. Über das G wird dann der erste
Teil des Introns auf die 2´-OH-Gruppe eines Adenosins übertragen. Eine zweite
Spleißstelle liegt hinter einem konservierten AG vor dem 2. Exon (�Abb. 1.4). Nach
dem 2. Spaltvorgang wird dann Exon I mit Exon II fusioniert. Katalysiert wird der
Spleißvorgang u. a. durch snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins).

Es ist anzumerken, dass das Vorkommen von Introns nicht nur auf Eukaryoten
begrenzt ist. Auch in Bakteriophagen und Cyanobakterien sind Introns gefunden
worden.

Ribozyme
Für die Entdeckung der Ribozyme wurden S. Altman und T. R. Cech 1989 mit dem
Nobelpreis für Chemie ausgezeichnet. Ribozyme sind katalytische RNA-Moleküle.
In jeder Zelle kommen zahlreiche Ribozyme vor, am bekanntesten sind:
� Ribozyme, die die Verknüpfung von Peptidbindungen katalysieren,
� Ribozyme, die virale RNA modifizieren oder
� Ribozyme, die am Spleißvorgang beteiligt sind.

Operator: DNA-Bereich
auf einem Operon, an
den ein Regulations-
protein binden kann;
Enhancer und Silencer:
DNA-Bereich, die bei
Eukaryoten die
Anlagerung von
RNA-Polymerasen
beeinflussen;
Spleißen: Vorgang bei
Eukaryoten, bei dem
aus prä-mRNA mRNA
gebildet wird

Ribozyme: katalytische
RNA-Moleküle

� Abb.1.4 RNA-Sequenz vor dem Spleißvorgang. Die »fettgedruckten« Basen sind häufig
konserviert. Gespalten wird die RNA in den mit ---- gekennzeichneten Bereichen. Mit
CCCUUU ist ein pyridinhaltiger Bereich gekennzeichnet, der oft konserviert ist. N steht für
eine beliebige Base.
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Translation
Die mRNA ist die Matrize für die Synthese von Enzymen und Proteinen. Diese Syn-
these findet an den Ribosomen statt. Ribosomen selbst bestehen aus ribosomaler
RNA und Proteinen. V. Ramakrishnan, T. A. Steitz und A. Yonath erhielten 2009 für
die Aufklärung der gesamten Struktur des Ribosoms den Chemienobelpreis. Eine
wichtige Rolle bei der Übersetzung des genetischen Codes in das Protein spielen
Transfer-RNAs (tRNAs,�Abb. 1.5). Für die Bindung der mRNA an das Ribosom ist
eine spezielle Sequenz, die Ribosomenbindestelle (Shine-Dalgarno-Sequenz), es-
senziell. Der Translationsstart wird durch das Startcodon angegeben. Das Ende der
Translation wird durch ein Stopcodon angezeigt.

Die verschiedenen Phasen der Translation
Die Translation lässt sich in verschiedene Phasen einteilen: die Initiationsphase, die
Elongationsphase und die Terminationsphase. Vorgänge innerhalb dieser drei Pha-
sen werden durch hoch spezialisierte Enzyme katalysiert. Die Synthese von tRNA-

1.1.7

Translation: Proteinbio-
synthese

Für die Translation
essenzielle Enzyme:
Initiations-, Elonga-
tions-, Terminations-
und Ribosom-Recyc-
ling-Faktoren

tRNA: kleine
RNA-Moleküle, die
Aminosäuren an die
Ribosomen transportie-
ren

� Abb.1.5 Elongationsphase der Translation. Die Biosynthese von Proteinen findet am
Ribosom statt. Mit Aminosäuren beladene tRNAs gelangen in der Elongationsphase zur
A-Stelle. Die zuvor gebundene Aminosäure (hier Methionin, M) wird über eine Peptidbin-
dung an die zweite Aminosäure (hier Alanin, A) gebunden. In der Translokation werden die
unbeladene tRNA zur E-Stelle (nicht eingezeichnet) und die nun zwei Aminosäuren
tragende tRNA zur P-Stelle verschoben. Anschließend gelangt die nächste mit einer
Aminosäure (hier Tryptophan, T) beladenen tRNA an die A-Stelle.
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1.1.7 Translation

Molekülen ist ebenfalls Bestandteil des Translationsvorgangs, genau wie posttrans-
lationale Veränderungen der Proteine und Enzyme, welche die Synthese der Eiweiß-
moleküle abschließen.

Aminoacyl-tRNA-Synthese: tRNA-Moleküle weisen die Form eines Kleeblatts auf
und besitzen ein Anticodon, das an das komplementäre Codon der mRNA binden
kann. Am 3´-Ende werden tRNAs, katalysiert durch Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
unter ATP-Verbrauch mit Aminosäuren beladen. Für alle Aminosäuren gibt es
mehr als eine tRNA. Die Anzahl an tRNA-Molekülen pro Organismus variiert,
ebenso variiert die Konzentration der einzelnen tRNA-Moleküle. Da die Paarung
zwischen Codon und Anticodon auch dann funktionieren kann, wenn die Basen an
der dritten Position nicht zur Basenpaarung nach der Watson-Crick-Regel befähigt
sind, reichen weniger als 61 tRNAs aus, um die 61 möglichen Codons (UAA, UAG
und UGA nicht einberechnet) zu bedienen. Außerdem enthalten tRNAs auch sel-
tene Basen im Anticodon (z. B. Inosin), die mit verschiedenen Basen interagieren
können. In der Praxis beobachtet man jedoch, dass nicht jede mRNA in jedem Or-
ganismus in ein aktives Protein überführt werden kann. Dies spielt besonders bei
der biotechnologischen Herstellung von Proteinen eine große Rolle.

Initiationsphase: Die eigentliche Synthese der Proteine und Enzyme beginnt mit der
Initiationsphase. Die Initiationsfaktoren IF1–IF3, mRNA mit der Ribosomenbin-
destelle, die kleinere 30S-Untereinheit der Ribosomen, eine mit N-Formyl-Methio-
nin beladene tRNA und GTP werden benötigt, um den Translationsprozess zu initi-
ieren. Die kleine Untereinheit nimmt regulative Funktionen wahr: Sie bindet die
mRNA, erkennt das Startsignal für die Proteinsynthese und führt die Decodierung
der genetischen Information durch. Erst wenn sich eine mRNA als Abschrift eines
Gens, mehrere Proteine (Initiationsfaktoren) sowie eine mit der modifizierten Ami-
nosäure N-Formyl-Methionin beladene tRNA an die 30S-Untereinheit des Ribo-
soms angelagert haben, bindet auch die 50S-Untereinheit unter Bildung des 70S-
Initiationskomplexes.

Elongationsphase: Nach Abdissoziation der Initiationsfaktoren und Anlagerung der
50S-Untereinheit wird nun in der Elongationsphase das Protein gebildet. Benötigt
werden ein Elongationsfaktor EF-Tu, GTP, beladene tRNAs (ternärer Komplex, der
für die Bereitstellung der Aminosäuren verantwortlich ist), ein Elongationsfaktor
EF-G und GTP (beide sind für die Bewegung des Ribosoms an der mRNA verant-
wortlich) und die Peptidyltransferaseaktivität des Ribosoms, die die Peptidbindung
knüpft.

Nach Assoziation der 50S-Untereinheit, die das enzymatische Zentrum für die
Bildung der Peptidbindung enthält, kann die Proteinsynthese beginnen. Die tRNAs
übernehmen die Rolle eines Adapters, der
� einerseits ein zu dem jeweiligen Codon der mRNA komplementäres Anticodon

trägt und
� andererseits an einer weiteren Bindungsstelle die dazu passende Aminosäure.

Svedberg-Konstante:
Ribosomen haben
einen Sedimentations-
koeffizienten von 70S
(S = Svedberg-Kons-
tante). In Anwesenheit
von Magnesium zerfällt
das Ribosom in eine
50S- und eine
30S-Untereinheit.
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Das vollständige Ribosom weist drei funktionelle Bindungsbereiche für tRNA-Mo-
leküle auf:
� den als P-Stelle bezeichneten Bereich, an dem sich zuerst die N-Formyl-Methio-

nin-tRNA und später jeweils die Peptidyl-tRNA mit der verlängerten Peptid-
kette anlagert,

� die A-Stelle, an der alle neu eintretenden Aminoacyl-tRNAs binden sowie
� die E-Stelle (exit), an der nach Abspaltung der wachsenden Peptidkette

vorübergehend freie tRNA gebunden ist, bevor sie das Ribosom verlässt.

Liegt der funktionsfähige 70S-Initiationskomplex mit korrekt positionierter mRNA
vor, tritt die Proteinbiosynthese in die Elongationsphase ein. Bei diesem repetitiven
Reaktionszyklus wird schrittweise die durch Basen-Tripletts (Codons) vorgegebene
genetische Information unter Beteiligung von Elongationsfaktoren und Aminoacyl-
tRNAs in eine Aminosäureabfolge umgesetzt. Zentrale Reaktion ist dabei die Knüp-
fung von Peptidbindungen durch die enzymatische Aktivität einer Peptidyl-Trans-
ferase, bei der es sich um Teile des 23S-rRNA-Moleküls handelt. Die 23S-rRNA be-
steht aus über 100 individuellen Helices, die wiederum in sechs verschiedene Domä-
nen eingeteilt sind. Aufgrund der Sekundärstruktur der ribosomalen RNA liegen
alle für die Peptidyl-Transferase-Aktivität relevanten Nukleotide in einem als Do-
mäne V bezeichneten Bereich.

Terminationsphase: Die Termination tritt ein, wenn ein Stopcodon in der A-Stelle
erscheint. Releasing-Faktoren (RF1–RF3) und ein Ribosom-Recycling-Faktor kata-
lysieren die Trennung der Untereinheiten und somit das Ende der Translation.

Co- und posttranslationale Modifikationen: Unter cotranslationalen Modifikationen
versteht man den Einbau von Selenocystein und Pyrrolysin in ein Protein. Dies wird
durch spezifische tRNA-Moleküle ermöglicht, die ein Stopcodon für den Einbau
verwenden.

Posttranslationale Veränderungen sind u. a. die Verkürzung von Proteinen, die
Einführung von Disulfidbrücken, Glykosilierung, Methylierung und Acetylierung.
Letztendlich beeinflussen derartige Modifikationen auch die Faltung und die Stabi-
lität eines Proteins.

Merke
Ein Dogma der Genetik ist, dass die DNA mittels Transkription in mRNA übersetzt wird.

Die mRNA dient am Ribosom als Matrize für die Biosynthese der Proteine (Translation).

� �
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1.1.7 Translation

Das zentrale Dogma der Molekularbiologie
1958 publizierte F. Crick, ein »Dogma« der Molekularbiologie, das den möglichen Informa-

tionsfluss zwischen DNA, RNA und Proteinen beschreibt. Crick erklärte zu einem späteren

Zeitpunkt, dass sein »Dogma« eigentlich als »Hypothese« gemeint war. 1970 spezifizierte

Crick seine »Theorie« und definierte drei Übertragungsarten der Information:

� die allgemeinen Übertragungsarten (Replikation, Transkription und Translation),

� die speziellen Übertragungsarten (RNA-Replikation, die Synthese der DNA aus RNA und

die direkte Synthese von Protein aus DNA) und

� die unbekannten Übertragungsarten (die Synthese von DNA, RNA und Proteinen) aus

Proteinen.

Kritiker weisen jedoch darauf hin, dass auch die Erklärungen von 1970 unzureichend sind.

Angeführt werden Prionen, die als Proteine über Protein-Protein-Wechselwirkungen Infor-

mationen an andere Proteine weitergeben können, und Feedbackmechanismen, über die

Proteine z. B. die Transkription eines Gens regulieren können. Trotz aller Kritik wird das

»Dogma« von F. Crick auch heute noch gerne in der Lehre den Studenten vermittelt.

Der genetische Code
Der Ablauf der Proteinbiosynthese zeigt, dass man einem mRNA-Triplett (Codon)
ein komplementäres Anticodon auf der tRNA zuordnen kann und dass sich daraus
dann die Aminosäure ergibt, die in ein Protein eingebaut wird. Für fast alle Amino-
säuren codieren mehrere Tripletts, dies bezeichnet man als Redundanz (Degenera-
tion) des genetischen Codes. Für die Tripletts UAG, UGA und UAA codiert keine
Aminosäure, diese Tripletts bezeichnet man als Stopcodons. Startcodons sind AUG,
GUG und UUG (¥ Tab. 1.2).

Der genetische Code ist hochkonserviert, er kommt in fast allen Organismen in
identischer Form vor. Unterschiede ergeben sich jedoch daraus, wie häufig ein be-
stimmtes Codon in einem Organismus verwendet wird, oder besser: verwendet
werden kann. Die Expression eines Gens, das einen hohen GC-Gehalt (ca. 80 %) hat,
in Escherichia coli (GC-Gehalt in E. coli etwa 50 %) kann eingeschränkt sein, weil E.
coli die eine oder andere tRNA nicht in ausreichender Konzentration bilden kann,
um beispielsweise alle GC-reichen Tripletts zu bedienen. Die Folge ist, dass das Pro-
tein entweder nur in geringen Mengen produziert wird oder dass die Proteinbiosyn-
these nicht vollständig abläuft.

� �

Genetischer Code: drei
aufeinanderfolgende
Basen (Triplett, Codon),
die bei der Translation
zusammen in eine
Aminosäure übersetzt
werden
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Aufbau eines prokaryotischen Gens
Ein typisches prokaryotisches Gen ist in�Abb. 1.6 dargestellt. Vor dem eigentlichen
Strukturgen kann ein Promotor liegen, an den die RNA-Polymerase binden kann,
um die Transkription zu katalysieren. Hinter einer Ribosomenbindestelle folgt dann
ein Translationsstartcodon, das Ende des zu translatierenden Bereichs wird durch
ein Stopcodon angezeigt. Terminatoren (Haarnadelschleifen) können das Tran-
skriptionsende bewirken.

Eukaryotische Gene unterscheiden sich von prokaryotischen Genen darin, dass
sie meist zwischen den codierenden Bereichen (Exon) eines Genes Bereiche enthal-
ten, deren Informationen nicht in Proteine übersetzt werden (Intron,Kap. 1.1.6).

Merke

� Promotoren sind Sequenzabschnitte, an denen die RNA-Polymerase bindet, um

die Transkription eines Gens zu ermöglichen.

� Prokaryotische und eukaryotische Gene unterscheiden sich in ihrem Aufbau.

Eukaryotische Gene enthalten Introns, deren Sequenz nicht in Protein übersetzt

wird.

1.1.8

� �

¥ Tab.1.2 Der genetische Code

U C A G

U UUU Phenylalanin UCU Serin UAU Tyrosin UGU Cystein

UUC Phenylalanin UCC Serin UAC Tyrosin UGC Cystein

UUA Leucin UCA Serin UAA STOP UGA STOP

UUG Leucin UCG Serin UAG STOP UGG Trypto-

phan

C CUU Leucin CCU Prolin CAU Histidin CGU Arginin

CUC Leucin CCC Prolin CAC Histidin CGC Arginin

CUA Leucin CCA Prolin CAA Glutamin CGA Arginin

CUG Leucin CCG Prolin CAG Glutamin CGG Arginin

A AUU Isoleucin ACU Threonin AAU Asparagin AGU Serin

AUC Isoleucin ACC Threonin AAC Asparagin AGC Serin

AUA Isoleucin ACA Threonin AAA Lysin AGA Arginin

AUG Methionin ACG Threonin AAG Lysin AGG Arginin

G GUU Valin GCU Alanin GAU Asparaginsäure GGU Glycin

GUC Valin GCC Alanin GAC Asparaginsäure GGC Glycin

GUA Valin GCA Alanin GAA Asparaginsäure GGA Glycin

GUG Valin GCG Alanin GAG Asparaginsäure GGG Glycin
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1.1.10 Mutationen

Gensequenzen zur Aufklärung verwandtschaftlicher
Beziehungen der Organismen
Die Sequenzen der Gene, die für rRNAs codieren, werden zur Aufklärung von ver-
wandtschaftlichen Beziehungen der Organismen herangezogen. rRNA gehört zur
Grundausstattung einer jeden Zelle. Man vermutet, dass ribosomale RNA schon bei
ersten lebenden Organismen eine Rolle spielte und dass rRNA-Gene fast nie über
horizontalen Gentransfer weitergegeben werden. Somit spiegelt die Sequenz der
rRNA-Gene die Entwicklungsgeschichte eines gesamten Organismus wider. Sie gel-
ten als ideale »molekulare Chronometer«, mit deren Hilfe sich verwandtschaftliche
Beziehungen rekonstruieren lassen. In der Phylogenie vergleicht man die Sequenz
der rRNA-Gene. Verwandtschaft und Abstammung von Organismen kann man in
Stammbäumen grafisch darstellen.

Merke
rRNAs gelten als ideale »molekulare Chronometer«, mit deren Hilfe sich verwandt-

schaftliche Beziehungen rekonstruieren lassen.

Mutationen
Mutationen treten mit einer Häufigkeit von 10–9–10–10 pro Basenpaar und Genera-
tion auf. Diese Mutationen entstehen natürlicherweise durch photochemische Re-
aktionen oder Fehler bei der Replikation. Außerdem können chemische Substanzen
(Ethidiumbromid, Akridinorange, oxidative Säuren, Basenanaloga) Mutationen
erzeugen. Allgemein können einzelne Basen verändert werden, es können aber auch
ganze DNA-Abschnitte entfernt (Deletion) oder zusätzlich eingefügt werden (Inser-
tion). Es gibt sehr viele durch Mutationen entstandene Krankheiten; schon lange
bekannt ist z. B. die Sichelzellenanämie, die in Verbindung mit Malaria inKap. 8.2.1
diskutiert wird.

1.1.9

Phylogenie: Evolutions-
geschichte (Stammes-
geschichte) der
Lebewesen

� �

1.1.10

Mutation: dauerhafte
Erbgutveränderung

� Abb.1.6 Aufbau eines prokaryotischen Gens. Dargestellt ist nur ein Strang der DNA.
5´ vor dem eigentlichen Gen liegt der Promoter mit einer meist AT-reichen Sequenz um die
Position –43 und mit konservierten Basen in den Regionen um die Position –35 und –10
(Pribnow-Box). Der Transkriptionsstartpunkt liegt bei + 1 (A). Es folgt die Shine-Dalgarno-
Sequenz (Ribosomenbindestelle, AGGAAA) und das Translationsstartcodon (ATG). Das
Translationsstopcodon (TGA) zeigt das Ende des in Protein übersetzten Bereichs an, der
Terminator stromabwärts des TGA-Codons beendet die Transkription.
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DNA-Reparatur
Der Körper ist täglich einer Vielzahl von Einflüssen ausgesetzt, die zu Mutationen
führen. Ohne ein funktionsfähiges DNA-Reparatursystem wäre das Leben auf der
Erde kaum entstanden. Am besten untersucht ist das Reparatursystem von Escheri-
chia coli. Es sind Enzyme bekannt, die Fehlbasenpaarungen korrigieren (DnaQ,
MutH, MuS, MutL, Dam, Vsr, Ung, MutY), alkylierte Basen entfernen (Ada, AlkA,
AlkB), oxidative Schäden beseitigen (MutT, MutM) und Strahlenschäden reparie-
ren (PhrB, UvrA, UvrB, UvrC, UvrD, PolII, DinB, UmuC und UmuD). Dabei ist die
Korrekturlesefunktion von DNA-Polymerasen (DnaQ, PolII, DinB, UmuC und
UmuD) oft essenziell.

Rekombinationen
Die Rekombination nimmt eine Schlüsselfunktion bei der Entstehung von Leben
ein, denn bei der Verschmelzung von Eizelle und Samenzelle kommt es zu Rekom-
binationsereignissen, die das ganze Genom betreffen. Dabei versteht man unter Re-
kombination eine Neuverknüpfung von DNA.

Homologe Rekombination: Die homologe Rekombination ist ein natürliches Ereig-
nis, bei dem DNA-Abschnitte, die an einem bestimmten Bereich identische oder
ähnliche DNA-Abschnitte aufweisen, neu kombiniert werden. Beteiligt an diesen
Vorgängen sind die sog. Rec-Proteine. Bei Bakterien ist die homologe Rekombina-
tion sicher die Basis dafür, dass DNA, die über den horizontalen Gentransfer aufge-
nommen wird, ins Genom eingebaut wird. Aber auch Mikrobiologen machen es
sich bei der Generierung von Mutanten zunutze, dass Bakterien zur homologen
Rekombination in der Lage sind.

Nichthomologe Rekombination: Bei den nichthomologen Rekombinationsvorgän-
gen wird DNA an bestimmte Positionen im Genom eines Wirtes (attachment site)
integriert, sie muss keine identische oder ähnliche DNA zur DNA des Wirtes haben.
Beteiligt sind an diesem Prozess Integrasen. Auch diese Art der Rekombination
wird von Mikrobiologen genutzt, um DNA in das Genom eines Wirtes hineinzu-
bringen. Ortsspezifische Rekombinasen wurden ursprünglich in Hefen und Phagen
gefunden. Hierbei verlaufen die Rekombinationen über kurze Erkennungsstellen.
Bekannte Rekombinasen dieses Typs sind die Enzyme Cre, Flp und Dre.

Transformation, Konjugation, Transduktion und Trans-
fektion

Die Übertragung von DNA ist in der Natur weit verbreitet. Nachgewiesen ist, dass
Bakterien untereinander, aber auch Prokaryoten und Eukaryoten DNA austau-
schen. Die Übertragung freier DNA wird als Transformation bezeichnet, die Über-
tragung von DNA zwischen zwei Zellen als Konjugation und der Transfer durch
Phagen als Transduktion.

Transformation: Unter Transformation versteht man die Übertragung von DNA
durch die Zellwand eines Bakteriums, ohne dass dabei zwei Zellen miteinander in

1.1.11

1.1.12

Rekombination:
Neuanordnung von
genetischem Material

1.1.13
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1.2.1 Transformation, Konjugation, Transduktion und Transfektion

Kontakt treten. Im Labor wird vor allem die Transformation eingesetzt, um DNA in
einen Organismus einzuschleusen.

Konjugation: Unter Konjugation versteht man einen Prozess, bei dem Bakterien
Gene untereinander austauschen. Die Übertragung der DNA erfolgt über Pili, durch
die DNA von einem Bakterium zum anderen gelangen kann.

Transduktion: Die Übertragung von DNA eines Bakteriums in ein anderes mittels
Phagen wird als Transduktion bezeichnet.

Transfektion: Die Übertragung proteinfreier DNA in eine Zelle wird als Transfek-
tion bezeichnet. Zur Abgrenzung von der Transformation wird der Begriff »Trans-
fektion« häufig nur für die Aufnahme von DNA durch eukaryotische Zellen ver-
wendet.

Molekularbiologische Arbeitsmethoden

Vervielfältigung von DNA mittels Polymeraseketten-
reaktion
1993 erhielten Michael Smith und K. B. Mullis den Nobelpreis für Chemie für ihre
Entwicklung der PCR zur Vervielfältigung von DNA. Sie hatten gezeigt, dass man in
geringster Konzentration vorkommende DNA-Mengen nachweisen kann, wenn
man geeignete Primer, Desoxynukleotide, einen geeigneten Magnesium- und ATP-
haltigen Puffer und eine DNA-Polymerase I zur Verfügung hat. Maßgebend für eine
erfolgreiche Reaktion ist, dass Denaturierungs-, Annealings- und Elongations-
schritte hintereinandergeschaltet werden, um die Trennung von doppelsträngiger
DNA (Denaturierung, ca. 94 °C), das Anlagern von Primern (Annealing, 55–65 °C)
und die Reaktion der Polymerase (Elongation, 72 °C) zu ermöglichen. Während die
klassische PCR der reinen Vervielfältigung von DNA dient, wurden die quantitative
Echtzeit-PCR (qRT-PCR) entwickelt, um die Expressionsrate eines Gens zu ermit-
teln, die Multiplex-PCR zur Identifizierung komplexer Erbkrankheiten, die immu-
noquantitative Echtzeit-PCR (iRT-PCR) zur Aufspürung von geringsten Mengen
eines Pathogens und die Nested-PCR zur Vervielfältigung allerkleinster Mengen
DNA.

1.2

1.2.1

PCR: molekularbiologi-
sche Technik zur
Vervielfältigung von
DNA


