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Biochemische Reaktionen unter physiologischen
und extremen Bedingungen

Das Innere der Zelle:
Ein komplexes Losungsmittel
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Obwohl die Entdeckung des Lésungsmitteleinflusses auf chemische Reaktionen mehr als 150 Jahre zuriickliegt,
ist ein tieferes Verstdndnis der Ursachen erst in den letzten Jahrzehnten méglich geworden. Bedeutend waren
hierbei zunehmende Kenntnisse (iber die Mechanismen chemischer Reaktionen, (iber das Wirken I6sungsmit-
telvermittelter zwischenmolekularer Kréfte und (iber die innere Struktur von Fliissigkeiten. Mitentscheidend
war aber auch die Entwicklung einer ganzen Palette hochauflésender experimenteller Techniken, theoretischer
Modelle sowie von Methoden zur Simulation chemischer Prozesse auf Computerplattformen mit kontinuierlich
steigender Rechenleistung. Gleichwohl ist man von einer quantitativen und prddiktiven Erfassung des Solvens-
einflusses auf die Geschwindigkeit und die Gleichgewichtslage chemischer Reaktionen meist noch weit ent-
fernt. Noch schwieriger ist es, das komplexe Losungsmittel im Inneren lebender Zellen zu beschreiben, in denen
die essentiellen biochemischen Prozesse des Lebens ablaufen. Grund hierfiir ist die auBerordentliche Komplexi-
tdt der Struktur und Dynamik der molekularen Umgebung in biologischen Systemen mit einer Vielzahl von
Molekiilen mit unterschiedlichsten chemischen und physikalischen Eigenschaften. Erste Ansdtze einer Beschrei-
bung des zelluldren Milieus und einige seiner Besonderheiten werden im Folgenden erértert.

Losungsmittel ,Zelle*
Das Innere einer biologischen Zelle ist sehr dicht gepackt.
Bis zu 40 % des zelluliren Volumens wird von hochmole-
kularen Verbindungen oder Biopolymeren eingenommen,
z.B. Proteine, Nukleinsiuren, membranbildende Lipide,
Kohlenhydrate oder Metabolite. Das verbleibende Volumen
wird von fliissigem Wasser ,aufgefiillt“. Das Zellinnere, in
der die verschiedensten Gruppen von Biomolekiilen ihre
molekulare Arbeit verrichten, ist also keineswegs eine ver-
diinnte wissrige Losung wie oftmals angenommen wird.
Dies verdeutlicht schematisch die Abbildung 1, in der 50 der
hiufigsten Biomolekiile in ihren experimentell gemessenen
Konzentration in Escherichia coli gezeigt sind. Diese Bio-
molektile interagieren miteinander durch eine Vielzahl spe-
zifischer und nichtspezifischer Wechselwirkungen und kon-
nen die Eigenschaften des Mediums im Vergleich zu wiss-
rigen Losungen erheblich beeinflussen [1]. Somit ist
beispielsweise die intrazellulire Viskositit im Vergleich zu

verdiinntem Puffer deutlich erhoht; sie entspricht in etwa
der von flissigem Eiweif3 [2].

) ) i o B B Abb. 1 Graphische Darstellung der 50 meist vertretenen
Diese im Vergleich zu wiissrigen Losungen verinderten  pMakromolekiile des E. coli Zytoplasmas. Nach McGuffee &
Bedingungen im intrazelluliren Medium beschreiben die  Elcock (2010) [16].
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natiirliche Arbeitsumgebung der komplexen biomolekula-
ren Maschinen, welche fiir die chemischen und biophysi-
kalischen Prozesse des Stoffwechsels verantwortlich sind,
insbesondere Proteine und speziell Enzyme. Im Laufe der
Evolution haben sich die Struktur, Flexibilitat und Funkti-
onsweise von Proteinen sogar optimal an derartige Bedin-
gungen angepasst [3].

Biochemische Experimente zur Untersuchung der Funk-
tion von Biomolektilen in der Zelle sollten diese daher mdg-
lichst direkt ,vor Ort“ beobachten. Dies ist allerdings hiu-
fig mit grofRen technischen Herausforderungen verbunden.
So werden fiir derartige Experimente Biomolekiile oftmals
aus dem zelluliren Kontext herausgelost, indem Sie bei-
spielsweise in Bakterien exprimiert und dann aufgereinigt
(isoliert) werden. Die Untersuchung erfolgt dann meist in
homogener, stark verdiinnter Pufferlosung in einem Rea-
genzglas oder einer Kiivette. Dies hat den Vorteil, dass ver-
schiedene biochemische und biophysikalische Methoden
(Rontgenstrukturanalyse, Kalorimetrie, Spektroskopie) an-
gewendet werden konnen.

Es stellt sich aber die Frage, ob Experimente unter der-
artigen Bedingungen wirklich das Verhalten von Biomole-
kiilen innerhalb einer Zelle wiederspiegeln (Abbildung 2).
Nach bisherigen Erkenntnissen gibt es zwei Antworten: ,ja“
und ,nein“. Zum einen konnte an einzelnen Beispielen ge-

ABB. 2 [ ]

Experimente in verdlnnten
homogenen Lésungen

+ Homogene, aufgereinigte Lésung
+ Konzentration 0.3 mg/ml

KOLUMNENTITEL

zeigt werden, dass die Enzymkatalyse in Zellen mit dhnli-
cher Geschwindigkeit abliuft, wie sie auch in verdiinnter
Losung gemessen wird [4]. Andererseits konnte gezeigt wer-
den, dass das Gleichgewicht zwischen nativ gefalteten und
entfalteten Proteinkonformationen sowie die in vielen Fil-
len medizinisch relevante Tendenz zur Bildung von Amy-
loid-Fibrillen (eine Form der Aggregation von Proteinen),
von der Packungsdichte und Zusammensetzung der jewei-
ligen Umgebung beeinflusst werden konnen. Dies kann ent-
scheidenden Einfluss auf pathologische Prozesse haben,
welche z.B. bei der Entstehung neurodegenerativer Er-
krankungen wie Alzheimer und Parkinson eine Rolle spie-
len. Hier stellt die Entfaltung und Aggregation von Prote-
inen einen entscheidenden Schritt der Pathogenese dar
[3,5].

Dartiber hinaus passt sich auch das intrazellulire Medi-
um selbst an duflere Umgebungsbedingungen an. Im Fall
niedriger Temperaturen oder hoher Driicke produzieren
die Zellen angepasster Lebensformen unterschiedliche Os-
molyte und spezielle Proteine, welche die Bildung von Eis-
kristallen oder die druckabhingige Entfaltung von Proteinen
verhindern. Die Biosynthese von Lipiden kann sich eben-
falls den Umweltbedingungen anpassen. Man fand z.B. he-
raus, dass die Membranen von Tiefseeorganismen einen ho-
heren Anteil ungesittigter Fettsiuren enthalten, um die Flui-

Biomolekuhle in der lebenden
Zelle

= Komplexe, heterogene Losung
* Konzentration 300 mg/ml

Vergleich eines typischen Experimentes in verdiinnter Pufferlé6sung im Vergleich zu Bedingungen, wie sie in lebenden Zellen

vorherrschen [16].
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VOLUMEN-AUSSCHLUSS EFFEKT

Das verminderte Platzangebot verringert die Anzahl der méglichen Zustdnde, die von
einem Biomolekiil eingenommen werden kénnen. Kompaktere Strukturen mit geringe-
rem Volumen-Ausschluss werden bevorzugt. Dieser Effekt kann anschaulich anhand
einer Analogie aus dem alltdglichen Leben verdeutlicht werden. Befindet sich eine Per-
son in einem leeren Personenaufzug, kann sie sich problemlos und frei bewegen. Befin-
det sich diese Person hingegen in einem maximal besetzten Aufzug mit vielen mitfah-
renden Personen, wird diese Person versuchen, méglichst wenig Platz einzunehmen
und eine ,kompakte“ Haltung anzunehmen (z.B. die Arme anzulegen). Dieser Effekt ist
vergleichbar zu der kompakten Struktur, die ein Biomolekiil in einer dichtgedrdngten
zelluldren Umgebung einnimmt.

ditit ihrer Membranen aufrecht zu erhalten [6]. Die genau-
en Wirkmechanismen, insbesondere bei komplexen Mi-
schungen unterschiedlicher Osmolyte, sind Gegenstand ak-
tueller Forschung.

Wechselwirkungen von Biomolekiilen mit ihrer LoO-
sungsmittelumgebung spielen dariiber hinaus nicht nur fiir
ihre Struktur und Stabilitit eine Rolle. Zur Ausiibung ihrer
Funktion miissen Proteine und Enzyme in der Regel unter-
schiedliche Konformationen einnehmen konnen. Die Dy-
namik dieser Konformationsinderungen wird hierbei eben-
falls stark vom Losungsmittel beeinflusst. Spektroskopische
Messungen und Computersimulationen zeigen, dass sich
Biomolekiile und Molekiile des umgebenden Losungsmittels
nicht unabhingig bewegen, sondern sich liber einen ge-
wissen Abstand hinweg gegenseitig beeinflussen. Dieser
Abstand entspricht hierbei in etwa dem mittleren Abstand
benachbarter Proteine im Inneren einer Zelle, allerdings ist
der Einfluss dieser kollektiven Dynamik bisher kaum er-
forscht.

Einfluss des Losungsmittels ,Zelle

auf chemische Reaktionen
Um Unterschiede in der Stabilitit von Biomolektilen und der
Kinetik biochemischer Prozesse, im Zell-Inneren und in ver-
dinnten Losungen, sowie die Ursachen dieser Unterschie-
de genauer zu untersuchen, gibt es unterschiedliche An-
sitze: Theoretische Modelle und Computersimulationen
versuchen den Einfluss dicht gepackter Umgebungen auf
Biomolekiile zu beschreiben, um so die allgemeinen Me-
chanismen zu verstehen. Dariiber hinaus werden neuartige
experimentelle Messmethoden entwickelt, welche es er-
lauben, biomolekulare Prozesse direkt im Inneren lebender
Zellen zu untersuchen - ohne die involvierten Proteine und
anderen Molekiile herauszulosen und zu isolieren. Alterna-
tiv werden Proteine in wissriger Losung unter Zugabe von
weiteren Agenzien untersucht, um deren Einfluss isoliert
oder auch in Kombination kontrolliert untersuchen zu
konnen.

»Crowding“ - drangvolle Enge in der Zelle
Die Entwicklung eines quantitativen Modells, mit dem sich
experimentelle Ergebnisse im Reagenzglas verlisslich auf
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die zellulire Ebene tibertragen lassen, ist aufgrund der Viel-
zahl verschiedener physikalisch-chemischer Effekte, die auf
eine biochemische Reaktion einwirken, sehr schwierig. Ein
oftmals zentraler Aspekt ist das verminderte Platzangebot
in der Zelle, das ,Makromolekulare Crowding®. Dieses oft
auch als Volumen-Ausschluss-Effekt [7] bezeichnete Phi-
nomen betrachtet den Einfluss hoher makromolekularer
Konzentrationen in der Zelle auf darin enthaltene Biopoly-
mere unter Beriicksichtigung abstoender Wechselwirkun-
gen. Das verminderte Platzangebot fiihrt hierbei im Mittel
zu einer Bevorzugung kompakter Zustinde eines Biomole-
kiils. Weiterhin dndert sich die Aktivitit und damit Reakti-
vitit der bei biochemischen Reaktionen und Prozesse be-
teiligten Partner.

Fiir die nativ gefaltete dreidimensionale Struktur eines
Proteins bedeutet dies in der Regel eine Stabilisierung, da
diese meist sehr kompakt ist und eine Entfaltung bzw. De-
naturierung des Proteins eine Volumenvergrof3erung ver-
ursacht. Derselbe Effekt kann jedoch auch eine Aggregati-
on von Proteinen begiinstigen.

Die Beschreibung des Volumen-Ausschluss-Effekts be-
riicksichtigt primir abstoende Wechselwirkungen zwi-
schen den Molekiilen. Anziehende Wechselwirkungen
zwischen den Molekiilen sowie Interaktionen mit
dem Losungsmittel konnen das Verhalten realer Sys-
teme jedoch entscheidend beeinflussen.

Derzeit arbeiten verschiedene Laboratorien an der
quantitativen Beschreibung der verschiedenen Effekte. So
wurde beispielsweise ein Sensor entwickelt, der den netto-
Einfluss der Umgebung auf die Stabilitit gefalteter Biopoly-
mere, beispielsweise aufgrund von Volumen-Ausschluss-Ef-
fekten, in lebenden Zellen und auch im Reagenzglas mess-
bar macht [8]. Zu diesem Zweck wird ein in verdiinnter
Losung als ungeordnetes Polymerkniuel vorliegendes und
ungeladenes Polymer, Polyethylenglykol (PEG), an beiden
Enden chemisch mit unterschiedlichen Farbstoffmolekiilen
markiert [8]. Diese konnen durch Anregung von aufien zur
Fluoreszenz angeregt werden, wobei die Anregungsenergie
durch intramolekularen Forster-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET)Mbitte Begriff erkliren® zwischen den beiden Farb-
stoffmolekiilen tibertragen werden kann. Das hierdurch ver-
inderte Fluoreszenzsignal erlaubt eine direkte Messung der
Abstinde zwischen diesen bzw. des End-zu-End-Abstands
des gefalteten Polymers.

Hierdurch wird indirekt eine quantitative Beobachtung
von Anderungen des Molekiilvolumens in unterschiedlichen
Umgebungen moglich. In kiinstlichen Systemen, beispiels-
weise wissrigen Losungen mit hohen Konzentrationen ku-
gelformiger Makromolekiile unterschiedlicher Grof3e, kann
hiermit der Einfluss des Volumen-Ausschluss-Effektes, also
eine Bevorzugung kompakt gefalteter Polymer-Konforma-
tionen, direkt beobachtet werden (Abbildung 3).

Interessanterweise wird trotz dhnlicher Packungsdich-
ten dieser Effekt im Inneren lebender Zellen unter physio-
logischen Bedingungen nicht beobachtet. Erst wenn den
Zellen zusitzlich, beispielsweise durch die Zugabe von Sal-
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zen, Wasser entzogen wird, ist die Bevorzugung kompakt
gefalteter Polymere experimentell eindeutig messbar. Die-
ses Beispiel zeigt, dass im Zell-Inneren attraktive Wechsel-
wirkungen zwischen den Molekiilen eine bedeutende Rol-
le spielen und reinen Volumen-Ausschluss-Effekten zu ei-
nem gewissen Grad entgegenwirken konnen.

Experimentelle Untersuchungen der Eigenschaften ein-
zelner Biomolekiile in lebenden Zellen, wie sie hier be-
schrieben werden, sind methodisch sehr anspruchsvoll, da
das zu untersuchende Biomolekiil nicht isoliert vorliegt,
sondern in der heterogenen Umgebung einer Zelle unter
vielen anderen identifiziert werden muss. Selbst in ein-
fachsten Modellorganismen wie Escherichia coli gibt es
mehr als 4000 unterschiedliche Proteine verschiedenster
Formen und Groflen [9]. Somit beruhen derartige Techni-
ken auf Verfahren, in denen das zu untersuchende Biomo-
lekiil zunichst speziell markiert wird, wie im Fall der PEG-
Polymere durch die chemisch gebundenen Farbstoffmole-
kiile. Eine dhnliche Markierungsmethode kann auch bei
Proteinen eingesetzt werden. Die Markierung erfolgt hier in
der Regel durch die Expression eines Fusionsproteins, wo-
bei der genetische Code des zu untersuchenden Proteins
mit dem eines kleinen fluoreszierenden Molekiils kombi-
niert wird. Eine Anwendungsmaoglichkeit hierfiir bietet das
Fast Relaxation Imaging (FRel) [10]. Die Methode kombi-
niert zeitlich aufgeldste Fluoreszenzmikroskopie (in der nur
die fluoreszenz-markierten Proteine sichtbar werden) mit
Temperaturspriingen, welche durch Bestrahlung mit einem
kurzen Laserimpuls erzeugt werden. Durch diese Kombi-
nation konnen sowohl thermodynamische als auch kineti-
sche Prozesse, an denen die markierten Proteine beteiligt
sind, mit hoher riumlicher und zeitlicher Auflésung anhand
der Fluoreszenz-Anderung direkt in der lebenden Zelle ver-
folgt werden.

KOLUMNENTITEL

Eine Alternative zur Untersuchung fluoreszenzmarkier-
ter Molekiile bietet die Kernspinresonanzspektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance = NMR). Hier werden Bio-
molekiile vor dem Experiment in der Zelle speziell isoto-
penmarkiert [11-13]. Mit dieser Methode war es erstmals
moglich, die Struktur eines Proteins im Inneren einer le-
benden Zelle, also in seiner natiirlichen Umgebung, zu be-
stimmen. Dieses Experiment kann als Startpunkt einer neu-
en Forschungsrichtung angesehen werden, der ,zelluliren
Strukturbiologie“ [11,14]. Ein Beispiel fiir ein wichtiges Ex-
periment, welches durch diese Entwicklung ermoglicht
wurde, ist die Untersuchung der Stabilitit des Enzyms Su-
peroxid Dismutase 1 (SOD1) in lebenden Zellen. Dieses En-
zym, bzw. dessen fehlerhafte Faltung, 10st die schwerwie-
gende neurodegenerative Krankheit Amyotrophe Lateral-
sklerose aus. Ein detailliertes Verstindnis der stabilisierenden
und destabilisierenden Faktoren in seiner intrazelluliren
Umgebung ist daher von groflem medizinischen Interesse.

Modellierung des Lésungsmittels ,Zelle*
Neben neuartigen experimentellen Untersuchungsmetho-
den gewihren auch Computersimulationen von Modellsys-
temen einen virtuellen Einblick in das Innere lebender Zel-
len und tragen zum Verstindnis der Einfliisse der zelluliren
Umgebung auf Struktur und Dynamik darin enthaltener Bio-
molekiile bei. Eine realistische Beschreibung mit allen ato-
maren Details ist hierbei noch nicht fiir ganze Zellen mog-
lich. Simulationen mit dieser Auflosung sind in der Regel da-
rauf beschrinkt, die Wechselwirkungen zwischen einzelnen
Biomolekiilen zu beschreiben bzw. deren Interaktionen mit
der Losungsmittel-Umgebung, z. B. Wasser, Salze und Os-
molyte.

Allerdings kann die Detailauflosung den jeweiligen Fra-
gestellungen angepasst werden. Um beispielsweise Diffu-

ABB. 3 ‘ SCHEMATISCHE DARSTELLUNG EINES CROWDING-SENSORS

Steigende Konzentrationen an kiinstlichen Crowding-Substanzen (von links nach rechts) fiihren zu einer Kompression der
random coil Kette. Dadurch befinden sich Donor- und Akzeptor-Fluorophor in einer ndheren Umgebung, wodurch das FRET-
Signal ansteigt. Damit erlaubt der Sensor Riickschliisse auf das molekulare Volumen in dicht gedringten Lésungen zu ziehen.

Adaptiert von Gnutt et al. (2015) [8].
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sionsprozesse im dichtgepackten Inneren einer Zelle mit
verdiinnten Losungen zu vergleichen, gentigt in erster Ni-
herung eine stochastische Beschreibung der Brownschen
Dynamik von starren Proteinen in einem dielektrischen
Kontinuum als Losungsmittel. Das heif3t, Losungsmittel-Mo-
lekiile wie Wasser und unterschiedliche Elektrolyte werden
nicht explizit simuliert, sondern nur ihr Einfluss, insbeson-
dere auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Bio-
molekiilen, wird implizit in die Berechnung einbezogen
[15]. So ist es moglich, die Diffusionsdynamik von Protein
und Biomolekiilen in Umgebungen zu simulieren, welche
den Bedingungen im Inneren einer Zelle sehr nahe kom-
men. Abbildung 1 wurde anhand von Daten aus einer sol-
chen Simulation generiert [16].

Auch wenn in solchen Simulationen die Molekiile zu-
nichst als starr angenommen werden, kann die Stabilisie-
rung von kompakt gefalteten und entfalteten Zustinden ein-
zelner Molekiile in erster Niherung abgeschitzt werden.
Hierzu wird in einem Zufalls-Verfahren die bendtigte An-
derung der Energie berechnet, um ein kompakt gefaltetes
Protein durch ein entfaltetes zu ersetzen. Hieraus kann auf
das Gleichgewicht zwischen diesen Zustinden riickge-
schlossen werden. Allerdings ist es auch moglich, die Fle-
xibilitit der Molekiile in gewissem Mafle direkt in der Si-
mulation zu bericksichtigen. Hierzu konnen die Molekiile
wihrend der Simulation zwischen vielen unterschiedlichen
Konformationen hin und her wechseln [17]. Diese Metho-
de kann beispielsweise verwendet werden, um die unter-
schiedlichen Einfliisse von Volumen-Ausschluss-Effekten
und attraktiven Wechselwirkungen zwischen Molekiilen an-
hand hochkonzentrierter Losungen des PEG-Polymers zu

KOLUMNENTITEL | SOLVATATION

untersuchen, welches experimentell als Sensor fiir den Ein-
fluss der zelluliren Umgebung auf die Stabilitit kompakt ge-
falteter Strukturen eingesetzt wird. Ergebnisse einer sol-
chen Simulation sind in Abbildung 3 dargestellt.

Wasser - Hauptbestandteil des Lebens
Neben Interaktionen zwischen den Biomolekiilen im Zell-
Inneren sind auch die Wechselwirkungen mit dem LoO-
sungsmittel selbst nicht zu vernachlissigen. Trotz hoher
Konzentrationen von Proteinen, Nukleinsiuren, Metaboli-
ten etc. ist der Hauptbestandteil aller lebenden Zellen letzt-
endlich Wasser.

Abgesehen von Membranproteinen, die sich bevorzugt
in der Umgebung der Lipid-Doppelschichten befinden, wel-
che die Zellen und darin enthaltenen Organellen vonei-
nander abgrenzen, haben sich Proteine und Enzyme im
Zellplasma an die wissrige Losungsmittelumgebung ange-
passt. Wasser ist oft sogar integraler Bestandteil einer Pro-
teinstruktur und daher nicht nur ein Losungsmittel. Darii-
ber hinaus sind dynamische Prozesse geloster Proteine und
des umgebenden Wassers stark aneinander gekoppelt. Dies
wird zum Beispiel bei tiefen Temperaturen sichtbar, bei
denen Proteinlosungen sich oft wie Gliser verhalten, also
wie Fliissigkeiten mit unendlich hoher Viskositit. In Neu-
tronenstreuungs-Experimenten mit partiell deuterierten
Proben kann z. B. beobachtet werden, dass die Bewegun-
gen der Proteinatome und des umgebenden Wassers bei
der gleichen Temperatur einfrieren bzw. nicht mehr mess-
bar sind.

Auch bei Raumtemperatur treten interessante Phino-
mene auf. In detaillierten Computersimulationen von Pro-

Abb. 4 Illustration von Proteinhydrathiillen wie sie anhand kollektiver Protein-Wasser-Schwingungen beobachtet werden
[18,19]. Konturlinien in Magenta, Blau und Cyan deuten einzelne Hydratwasserschichten mit einer Dicke von ca. 2,8 A an. Bei
typischen Abstdnden zwischen Biomolekiilen im Inneren einer Zelle konnen diese Hydrathiillen iiberlappen und beispielsweise
kollektive Schwingungen durch das H-Briickennetzwerk von einem Protein aufs andere iibertragen [20].
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teinen in ihrer expliziten Losungsmittelumgebung (alle Ato-
me des Systems werden beschrieben), kann beobachtet
werden, wie sich die Dynamik des Wassers in der Nihe ei-
nes Proteins verlangsamt. Von besonderem Interesse ist
hierbei die Dynamik des Wasserstoffbriicken-Netzwerks des
Wassers, welches fiir die besonderen Eigenschaften des
Wassers verantwortlich ist. Die H-Briicken zwischen den
Wassermolekiilen stellen hierbei eine ungewohnliche star-
ke nichtkovalente Wechselwirkung dar. Dennoch brechen
H-Briicken zwischen Wassermolekiilen in der Regel in
Bruchteilen einer Milliardstel Sekunde, um sich sofort mit
neuen Bindungspartnern neu zu bilden.

Mithilfe von Licht im fern-infraroten Frequenzbereich
(Terahertz = 10'2 Hertz) lassen sich die Schwingungen zwi-
schen Wassermolekiilen des H-Briicken-Netzwerks direkt
beobachten. Messungen der konzentrationsabhingigen Ab-
sorption von Proteinlosungen deuten hierbei darauf hin,
dass die Schwingungen des H-Briicken-Netzwerks in der
Umgebung geloster Proteine verindert sind [18]. Die Reich-
weite dieser Effekte betrigt hierbei mit 1-2 Nanometern et-
wa dem Abstand zwischen Biomolekiilen im zelluliren Me-
dium (Abbildung 4). Detaillierte Computersimulationen der
dynamischen Bewegungen von Atomen der Proteine und
des umgebenden Wassers zeigen, dass deren Schwin-
gungsbewegungen korreliert sind [19]. Hierbei breiten sich
die Schwingungen benachbarter, direkt interagierender Mo-
lekiile durch das H-Briicken-Netzwerk des Wassers mit gro-
Rer Geschwindigkeit aus, wobei der Mechanismus in etwa
der Weiterleitung von Schall in Fliissigkeiten entspricht.

In speziellen Simulationen konnte sogar gezeigt wer-
den, dass sich Schwingungsbewegungen durch diesen Me-
chanismus durch das Wasser von einem Protein auf ein an-
deres Ubertragen konnen, ohne dass die beiden Proteine
sich direkt berithren [20]. Welchen Einfluss diese Form der
Informationsiibertragung in lebenden Systemen haben
kann, ist aber bisher nicht bekannt.

Das Losungsmittel ,Zelle*

unter extremen Bedingungen
Das zunehmende Interesse an der Erforschung neuartiger
Lebensriume, die vorher oftmals als unbewohnbar galten
- von den heiflen Quellen im Yellowstone-Park, den Per-
mafrostregionen in der Antarktis bis zu Meerestiefen von
10 km Tiefe - haben auch die besondere Rolle des zelluli-
ren Losungsmittels ,Zytoplasma“ in den Fokus des Interes-
ses geriickt (Abbildung 5).

Im Gegensatz zum Menschen tolerieren viele Tiefseefi-
sche und Mikroorganismen sogar Driicke von mehreren
100 bis 1000 bar. Wahrscheinlich kommt unser erster Vor-
fahre LUCA (Last Universal Common Ancestor) sogar aus
der Tiefsee, wo unter erhohtem Druck, abgeschirmt von der
extremen Strahlung auf der frithen Erdoberfliche, mogli-
cherweise unter Zuhilfenahme katalytischer RNA, erste Le-
bensformen entstanden. Vieles scheint dafiir zu sprechen,
z.B. eine erhohte Toleranz gegentiiber erhohten Driicken,
die in allen Dominen des Lebens gefunden wurden [6].
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Bislang gibt es nur vage Vorstellungen dartiiber, wie sich
die Anpassung dieser Organismen an Bedingungen erhoh-
ten Drucks vollzieht. Bekannt ist z.B., dass Tiefseeorganis-
men gerne Osmolyte im Zellinneren nutzen. Als Osmolyte
werden Substanzen bezeichnet, die von einer Zelle gebildet
werden, um den osmotischen Druck des Zytosols an die
Umgebung anzugleichen. Zu den Mechanismen, die zu ei-
ner Anreicherung von Osmolyten in der Zelle fithren, ge-
horen intrazellulire Synthesesteigerung, verzogerter Abbau
oder Import in die Zelle. Ein bemerkenswerter Osmolyt ist
das Trimethyl-N-Oxid, das sogar als ,Piezolyt“ bezeichnet
wird, da es nicht nur Proteine gegen Temperaturstress zu
stabilisieren vermag, sondern auch dem destabilisierenden
Effekt von Druck auf biomolekulare Systeme in der Tiefsee
entgegenwirkt [21]. Wie genau es arbeitet, ist bislang al-
lerdings noch weitgehend Spekulation. Es scheint der
druckinduzierten Anderung der Wasserstruktur entgegen-
zuwirken und Biomolekile und biomolekulare Prozesse,
wie die drucksensitive Polymerisation von Aktin zum Ak-
tinzytoskelett, durch den Volumenausschluss-Mechanismus
zu stabilisieren (Abbildung 6) [21-23].

Wie sich die Wechselwirkungen zwischen LOosungs-
mittel und TMAO bei hohem Druck verindern, wurde kiirz-
lich mit Infrarotspektroskopie und Computersimulationen

Abb. 5 Einige Lebewesen lieben extreme Umweltbedingun-
gen wie hohe Temperaturen oder hohe Driicke, die beispiels-
weise in der Ndhe von Hydrothermalquellen in der Tiefsee
herrschen. Quelle: P. Rona, OAR/National Undersea Research
Program (NURP); NOAA.

© 2017 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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analysiert. Aus der Form und druckabhingigen Freguenz-
verschiebung der Schwingungsmoden des TMAO konnte
geschlossen werden, dass die NO-Gruppe des TMAO bei ho-
hen Driicken neben drei auch vier H-Briicken auszubilden
vermag und damit seine Solvatationseigenschaften drastisch
verandert [24].

KOLUMNENTITEL | SOLVATATION

Aber nicht nur bestimmte Osmolyte, auch der oben an-
gesprochene Crowding-Effekt fithrt zu einer Stabilisierung
von Proteinen gegeniiber hohen Driicken (Abbildung 6).
Neben der Adaption ihres zelluliren Milieus besitzen Ex-
tremophile jedoch noch weitere Strategien, die sie gegen-
uber duBeren Stressbedingungen unempfindlicher machen,

ABB. 6 u
5000 T T T T T T T T T
4000
o 3000 [~
© L
0
~~ 2000
Q. i
1000
0
0
% cerennen 139 kJ mol”
104 mL mol”
wrevenr,, B5 kJ mol”
82 mL mol’
Aktin Aktinfilament
MM A A na e nnn n s mannnnn J  R  R AR R AR
L 20 °C, 1 bar 4 [ 500 bar, 20 °C ;
~20p 1E 410
= | 1 1 <
o | 1F 1 5
= 10f 1F 15
On ............ Liddiiiiiaiil Liiiiii " eI PPTPN TOPTUTOTOTTL TOUPI -
0 120 240 0 120 240
t/'s t/'s

a) Einfluss eines makromolekularen Crowders (30 % des Polysaccharids Ficoll, Radius ca. 5 nm) auf das Druck-Temperatur-Stabi-
litdtsdiagramm eines monomeren Proteins, der Staphylokokken-Nuklease, SNase (rot: mit Crowder, griin: ohne Crowder-Zu-
satz). Nicht nur die Temperatur-, auch die Druckstabilitit des Proteins wird durch den Crowder drastisch erhéht [25]. b) Einfluss
des Osmolyten TMAO auf die Temperatur- und Druckabhdingigkeit der Polymerisation von Aktin, einem zentralen Bestandteil
des Zytoskeletts (rote Kurven: ohne TVIAO, griine Kurven: mit 1 M TMIAO). Druckeinwirkung fiihrt zur Depolymerisation der
Aktinfilamente. Der Osmolyt TVIAO beschleunigt nicht nur die Polymerisationsreaktion des Aktins (die Aktivierungsenergie
sinkt von 139 auf 85 kj/mol), es ist auch in der Lage, den druckinduzierten Depolymerisationsprozess signifikant zu reduzieren
(das Aktivierungsvolumen sinkt von 104 auf 82 mL{mol). Adaptiert von Rosin et al. (2015) [23].
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etwa die oben erwihnte Anderung der Membranzusam-
mensetzung oder die Hochregulierung von Chaperonen,
Proteine, die die Proteinfaltung erleichtern und deren Miss-
faltung unterbinden helfen [6].

Die Kenntnis, welche zellulire biochemische Anpas-
sungen Organismen entwickelt haben, um extreme Le-
bensriume zu erobern, Lebensriume, in denen Lebewesen
wie wir nicht lebensfihig sind, ist nicht nur aus Sicht der
Grundlagenforschung, sondern auch fiir die Biotechnologie
relevant. Sie hilft nicht nur, die Lebensvorginge unter Ex-
trembedingungen zu verstehen, sondern auch diese , Erfin-
dungen der Natur® fiir den Menschen nutzbar zu machen,
z.B. fiir die Optimierung biotechnologischer Prozesse, wie
die Steuerung mikrobieller Fermentationsprozesse und en-
zymatischer Reaktionen.

Zusammenfassung

Bisher erlauben nur wenige, meist komplexe Techniken, Bio-
molekiile in zelluldrer Umgebung zu untersuchen. Doch es ist
klar, dass es in einigen Fdllen deutliche Unterschiede zwischen
einem verdiinnten Puffer und dem komplexen zelluldren Mi-
lieu geben kann. Diese Unterschiede zu verstehen und sie im
biologischen Kontext zu bewerten, wird Aufgabe zukiinftiger
Studien und Modelle sein. Dabei kénnen neue Techniken wie
In-Zell-NMR oder FRel helfen, krankheitsrelevante Mechanis-
men aufzudecken und neue Therapeutika bzw. Therapie-An-
sdtze zu entwerfen und zu testen. Es wird deutlich, dass die
Zelle als komplexes L6sungsmittel nicht nur eine passive Um-
gebung darstellt, sondern wichtiger Bestandteil biomoleku-
larer Prozesse ist. Die Kenntnis der biochemischen Anpassun-
gen des zelluldren Milieus, die Organismen entwickeln, um
extreme Lebensrdume zu erobern, hilft, die Lebensvorgdnge
unter Extrembedingungen besser zu verstehen sowie fiir bio-
technologische Anwendungen nutzbar zu machen.

Summary

The interior of a living cell is very distinct from dilute aqueous
solutions that are often used to study the function of proteins
and enzymes experimentally. Here, we discuss novel experi-
mental techniques and modeling approaches that provide a
deeper understanding of the effects of crowding, intermole-
cular interactions, and the influence of osmolytes in realistic
biological environments, including cells. Further, we discuss
adaptation mechanisms involving in-cell solvation environ-
ments to extreme conditions, such as high pressure in the
deep sea, and their relevance to biotechnology.

Schlagworter
Proteinfaltung, makromolekulares ,Crowding‘, Osmolyte,
Extremophile, Volumen-Ausschluss-Effekt
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