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A1 Kapitel 3 - Naturwissenschaftliche Forschung und Gesell-

schaft

A1.1 Liste der analysierten Biologielehrwerke

Aktuelle Forschungsinhalte werden oftmals nicht zeitnah in Schulbiichern abgebildet. Um
dies zu zeigen, wurden in Tabelle 1 sechs aktuelle Biologielehrwerke hinsichtlich der dort
erwihnten Membranmodelle untersucht.

Tabelle 1: Ausziige aus Biologielehrwerken mit Bezug zu verschiedenen Mebranmodellen.

Lehrwerk

Relevante Textstellen

Natura Oberstufe -
Biologie flir Gymnasien
Klett 2016 [

Das Fliussig-Mosaik-Modell wurde inzwischen erweitert: Biomembranen
weisen lokale Funktionseinheiten auf (Lipidrafts; engl. raft Flof2), in denen die
Membran aufgrund ihrer Zusammensetzung weniger beweglich ist. Aufier-
dem liegen Membranproteine haufig in so hohen Konzentrationen vor, dass
sie nicht frei beweglich sind, sondern sich gegenseitig beeinflussen.

Biologie Oberstufe -
Gesamtband
Cornelsen 2017 [2]

Das Fliissig-Mosaik-Modell stellt die heute allgemein akzeptierte Vorstel-
lung vom Aufbau der Biomembran dar. Es dient als Grundlage der aktuellen
zellbiologischen Forschung.

Bioskop SII -
Einfiihrungsphase Nie-
dersachsen

Westermann 2017 3]

Das Fliissig-Mosaik-Modell gilt inzwischen nur noch mit Einschrankungen.
Zellmembranen besitzen Bereiche, in denen keine freie Beweglichkeit der Be-
standteile mdglich ist. Ankerproteine z.B. bilden in der Zellmembran durch
Verbindungen mit dem Cytoskelett, oder in Bereichen mit Zell-Zell-Kontakten,
geordnete und stabile Strukturen.

Biosphére -
Einfithrungsphase Nie-
dersachsen

Cornelsen 2018 [4]

Mithilfe des Fluid-Mosaik-Modells von SINGER und NICOLSON lassen sich die
meisten Funktionen der Biomembran gut erkldren. In den 1990er-Jahren
durchgefiihrte Untersuchungen zeigten jedoch, dass sich die Proteine und Li-
pide nicht gleichméafiig in der Membran verteilen. Man konnte nachweisen,
dass es Gebiete mit einer hohen Anzahl an Proteinen gibt. Diese Gebiete wer-
den als Rezeptor-Inseln bezeichnet. Aufierdem gibt es Gebiete, in denen be-
stimmte Lipidtypen besonders haufig sind. Diese Gebiete gleichen FlofRen, die
sich umgruppieren, auflésen und wieder neu zusammenfinden kdnnen. Dies
fiihrte zur englischen Bezeichnung Lipid-Flof3-Modell.

Zusatzlich werden erwahnt: Picket-Fence-Modell, Protein-Island-Modell

Markl Biologie
Klett 2018 [5

In neuerer Zeit gibt es aber immer mehr Hinweise darauf, dass die Proteine
und auch die Lipidmolekiile nicht in allen Bereichen einer Membran gleicher-
mafien beweglich sind. Kleine starrere Membranbereiche mit verdnderter Li-
pid- und Proteinzusammensetzung treiben wie Fl6f3e in der Membran. Solche
Bereiche treten immer wieder neu auf, existieren fir kurze Zeit und vermi-
schen sich dann wieder mit der umgebenden Membran. Die biologische Funk-
tion solcher Lipidflofie (lipid rafts) ist noch weitgehend unklar. Aber es ist gut
moglich, dass ein zukiinftiges Membranmodell ein ,Lipidflof3-Modell“ sein
wird.

Linder Biologie
Westermann 2019 [€]

In den 1950er Jahren lief? sich mit dem Elektronenmikroskop zeigen, dass
nicht alle Membranen gleich dick sind. Das wurde mit einem unterschiedli-
chen Proteingehalt erklart. Gefrierdtzbilder zeigten Proteine innerhalb und
auf der Plasmamembran. Diese Ergebnisse fithrten 1972 zur Entwicklung des
noch heute giiltigen Fliissig-Mosaik-Modells durch Seymour Singer und
Garth Nicholson.
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A1.2 Liste der analysierten Kerncurricula

Neben Biologielehrwerken wurden auch die Kerncurricula aller Lander beztiglich der der

Nennung verschiedener Membranmodell untersucht (Tabelle 2).

Tabelle 2: Nennung verschiedener Membranmodelle in den Kerncurricula bzw. Rahmenlehrpldnen des

Fachs Biologie (Sek. II) nach Landern.

Bundesland Link zum Kerncurriculum bzw. Rahmenlehrplan Membranmodell

Baden- http://www.bildungsplaene-bw.de/site/bildungs- Kein Modell explizit

Wiirttemberg ~ plan/get/documents/Isbw/export-pdf/depot- genannt
pdf/ALLG/BP2016BW_ALLG_GYM_BIO.pdf

Bayern http://www.gym8-lehrplan.bayern.de/conten- Kein Modell explizit
tserv/3.1.neu/g8.de/index.php?StoryID=26196 genannt

Berlin/ https://www.berlin.de/sen/bildung/unterricht/faecher-rah- Kein Modell explizit

Brandenburg menlehrplaene/rahmenlehrplaene/ genannt

Bremen https://www.lis.bremen.de/schulqualitaet/curriculument- Kein Modell explizit
wicklung/bildungsplaene/sekundarbereich_ii__allgemeinbil- genannt
dend-16698

Hamburg https://www.hamburg.de/content- Fliissig-Mosaik-
blob/1475192/5f573ae3d07e456015dad1b7b72fcbb2/data/  Modell
biologie-gyo.pdf

Hessen https://kultusministerium.hessen.de/sites/default/files/me- Kein Modell explizit
dia/kcgo-bio.pdf genannt

Mecklenburg- https://www.bildung-mv.de/export/sites/bildungsser- Fliissig-Mosaik-

Vorpommern ver/downloads/unterricht/rahmenplaene_allgemeinbil- Modell
dende_schulen/Bio/RP_BIO_SEK2.pdf

Niedersach- https://db2.nibis.de/1db/cuvo/datei/kc_biolo- Kein Modell explizit

sen gie_go_i_2009.pdf genannt

Nordrhein- https://www.schulentwicklung.nrw.de/lehrplaene/lehr- Kein Modell explizit

Westfalen plan/147 /KLP_GOSt_Biologie.pdf genannt

Rheinland- https://lehrplaene.bildung-rp.de/?category=4 Fliissig-Mosaik-

Pfalz Modell

Saarland https://www.saarland.de/dokumente/thema_bil- Fliissig-Mosaik-
dung/LP_Bi_EP_2019.pdf Modell

Sachsen https://www.schule.sachsen.de/lpdb/web/down- Fliissig-Mosaik-
loads/1394_lp_gy_biologie_2019.pdf?v2 Modell

Sachsen-An-  https://lisa.sachsen-anhalt.de/fileadmin/Bibliothek/Poli- Fliissig-Mosaik-

halt tik_und_Verwaltung/MK/LISA/Unterricht/Lehrpla- Modell
ene/Gym/Anpassung/Biologie_FLP_Gym_01_07_2019.pdf

Schleswig- https://lehrplan.lernnetz.de/index.php?wahl=120 Kein Modell explizit

Holstein genannt

Thiiringen https://www.schulportal-thueringen.de/media/de- Fliissig-Mosaik-

tail?tspi=2284

Modell
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Die Chemiecurricula der Lander wurden quantitativ hinsichtlich der Nennung des Wortes
,2Forschung” untersucht (Tabelle 3). Dabei wurden u. a. Dopplungen in wiederkehrenden
Uberschriften oder Begriffe, die das Wort Forschung enthalten, jedoch nicht in Bezug zu
naturwissenschaftlicher Forschung stehen (u. a.,Lernforschung®), nicht erfasst. Typische
Beispiele fiir die Verwendung des Wortes Forschung in den Kerncurricula sind chemische
Forschung, Forschungsaspekt, Forschungsstatte, Forschungsschwerpunkt, Forschungs-
ergebnis, Forschungsfrage, Forschungsstand.

Tabelle 3: Anzahl der Nennungen des Wortes ,Forschung” in den Kerncurricula bzw. Rahmenlehrpldnen
der Lander.

Bundesland Link zum Kerncurriculum bzw. Rahmenlehrplan »~Forschung"

Baden- http://www.bildungsplaene-bw.de/site/bildungs- 9

Wiirttemberg plan/get/documents/lsbw/export-pdf/depot-
pdf/ALLG/BP2016BW_ALLG_GYM_CH.pdf

Bayern http://www.gym8-lehrplan.bayern.de/contentserv/3.1.neu/g8.de/in- 0
dex.php?StorylD=26195
Klasse 11/12 Forschung = 0

Berlin/ https://www.berlin.de/sen/bildung/unterricht/faecher-rahmenlehr- 0

Brandenburg Pplaene/rahmenlehrplaene/

Bremen https://www.lis.bremen.de/schulqualitaet/curriculumentwick- 0
lung/bildungsplaene/sekundarbereich_ii__allgemeinbildend-16698

Hamburg https://www.hamburg.de/content- 6
blob/1475194/bf7b01c3faaa85e8b71a69480373a142/data/chemie-
gyo.pdf

Hessen https://kultusministerium.hessen.de/sites/default/files/media/kcgo- 4
ch.pdf

Mecklenburg- https://www.bildung-mv.de/export/sites/bildungsserver/down- 0

Vorpommern loads/unterricht/rahmenplaene_allgemeinbildende_schulen/Che-
mie/RP_CHE_SEK2.pdf

Niedersach- https://db2.nibis.de/1db/cuvo/datei/ch_go_kc_druck _2017.pdf 0

sen

Nordrhein- https://www.schulentwicklung.nrw.de/lehrplaene/lehr- 7

Westfalen plan/151/KLP_GOSt_Chemie.pdf

Rheinland- https://lehrplaene.bildung-rp.de/?category=4 8

Pfalz 1998 Sek Il Forschung = 8

Saarland https://www.saarland.de/dokumente/thema_bil- 2
dung/LP_Ch_HP_LK_2019.pdf

Sachsen https://www.schule.sachsen.de/lpdb/web/down- 1
loads/1395_lp_gy_chemie_2019.pdf?v2

Sachsen-An-  https://lisa.sachsen-anhalt.de/fileadmin/Bibliothek/Politik_und_Ver- 1

halt waltung/MK/LISA/Unterricht/Lehrplaene/Gym/Anpassung/Che-
mie_FLP_Gym_01_07_2019.pdf

Schleswig- https://lehrplan.lernnetz.de/index.php?wahl=119 7

Holstein

Thiiringen https://www.schulportal-thueringen.de/media/detail?tspi=2285 1
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A2 Kapitel 5 - Didaktische Erschlief3ung der Forschung des
SFB 803

A2.1 Liste curricularer Lernziele mit Relevanz beziiglich der SO-Akti-
vititen des SFB 803

Im Rahmen der Erschliefung der Forschung des SFB 803 wurden die niedersachsischen
Kerncurricula der Facher und Biologie und Chemie (Sek. I und II) auf inhalts- und pro-
zessbezogene Kompetenzen hin untersucht, um zu erfassen, welche Kompetenzen in wel-
chen Jahrgangsstufen vorausgesetzt werden kénnen (Tabellen 4 und 5).

Tabelle 4: Nach Kompetenzen geordnete Lernziele aus dem niedersachsischen Kerncurriculum Biolo-

gie [7.8], die beziiglich der SO-Aktivitdten des SFB 803 von Relevanz sind. EP = Einfiihrungsphase, QP = Qua-
lifikationsphase.

Kompetenz Lernziel Phase
Beobachten, ... beschreiben Strukturen auf zellulirer Ebene sowie Versuchsablaufe Sek 1
beschr.elben, ... zeichnen lichtmikroskopische Praparate unter Einhaltung von Zeichenre- SeklI
vergleichen 1
geln
... mikroskopieren und skizzieren biologische Praparate (Plasmolyse (EP), bi- EP, QP
fasziales Laubblatt (QP))
... vergleichen Zelltypen anhand schematischer Darstellungen basierend auf EP
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Tierzelle, Pflanzenzelle, Bakterien-
zelle)
Mit Modellen ... erldutern biologische Sachverhalte mithilfe von Modellen EP, QP
arbeiten ... wenden Modelle an, erweitern sie und beurteilen die Aussagekraft und Giil- EP, QP
tigkeit (Flissig-Mosaik-Modell (EP))
Struktur und ... beschreiben den Bau und die wesentlichen Eigenschaften biologisch be- EP
Funktion deutsamer Molekiile (Lipide, Proteine, Nucleinsduren)
.. erldutern Struktur-Funktionsbeziehungen auf der Ebene von Molekiilen EP
modellhaft (Phospholipide, komplementédre Basen der DNA)
... erlautern Struktur- und Funktionsbeziehungen auf der Ebene von Molekii- QP
len modellhaft (Enzyme, Rezeptormolekiile, Aktin- und Myosinfilamente bei
der Kontraktion von Skelettmuskelfasern?)
Komparti- ... beschreiben Zellen als Grundeinheiten Sek I
mentierung ... beschreiben einzelne Zellbestandteile (Zellkern, Cytoplasma, Chloroplasten, SekI

Vakuole) als kleinere Funktionseinheiten
... vergleichen Tier- und Pflanzenzellen auf lichtmikroskopischer Ebene Sek 1

... beschreiben Unterschiede im Bau von pro- und eukariotischen Zellen (Zell- Sek
kern, Zellwand)

... erldutern modellhaft den Aufbau von Biomembranen (Fliissig-Mosaik-Mo- EP
dell)

... beschreiben Kompartimentierungen innerhalb von Zellen (Zellkern - Zell- EP
plasma, Vakuole - Zellplasma)

... erldutern verschiedene Arten von Stofftransport zwischen Kompartimen- EP
ten (Diffusion, Osmose, aktiver Transport)

. erlautern biologische Phdnomene mithilfe verschiedener Arten von QP
Stofftransport zwischen Kompartimenten (passiver und aktiver Transport)

1 Zusétzliche Lernziele auf erhohtem Anforderungsniveau.
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... erlautern die Funktion der Kompartimentierung (Ruhepotenzial, chemi- QP
osmotisches Modell der ATP Bildung)

Steuerung ... erlautern Regulationsprozesse bei Zellen (osmotische Regulation) EP

und Regelung

Information ... beschreiben den Weg vom addquaten Reiz liber die Auslosung der Erregung  Sek I

und Kommu- und die Erregungsweiterleitung zum Gehirn

nikation ... erldutern das Prinzip der Signaltransduktion als Ubertragung von extrazel- QP
luldren Signalen in intrazellulare Signale (Geruchssinn, Lichtsinn!, Hormone?)

... erldutern die Informationsiibertragung zwischen Zellen (Nervenzellen, Ent- QP

stehung und Weiterleitung elektrischer Potenziale, erregende cholinerge Sy-
napse, Beeinflussung der Synapse durch einen neuroaktiven Stoff, hemmende
Synapsel, rdumliche und zeitliche Summation?)

Tabelle 5: Nach Kompetenzen geordnete Lernziele aus dem niedersachsischen Kerncurriculum Chemie [8 9],
die beziiglich der SO-Aktivitaten des SFB 803 von Relevanz sind. EP = Einfithrungsphase, QP = Qualifikati-

onsphase.
Kompetenz Lernziel Phase
Stoff-Teilchen ... beschreiben anhand eines Teilchenmodells/Bausteinmodells den submik- SekI
roskopischen Bau von Stoffen
... beschreiben die Diffusion auf Stoff- und Teilchenebene Sek1
... verkniipfen Stoff- und Teilchenebene Sek1
... fithren die Eigenschaften eines Stoffes auf das Vorhandensein identischer SekI
Teilchen/Bausteine zuriick
... differenzieren zwischen polaren und unpolaren Atombindungen/Elektro- Sek I,
nenpaarbindungen in Molekiilen EP
... beschreiben die Molekiilstruktur von Aminosauren, Proteinen, Kohlenhyd- QP
raten (Glucose, Fructose, Saccharose, Stirke) und Fetten.
Struktur-Ei- ... erklaren Stoffeigenschaften anhand ihrer Kenntnisse iiber zwischenmole- EP, QP
genschaft kulare Wechselwirkungen: Van-der-Waals-Krafte, Dipol-Dipol, Wasserstoff-
briickenbindungen
... unterscheiden zwischen Hydrophilie und Lipophilie EP
Donator-Ak- ... nennen die charakteristischen Teilchen wéssriger sauerer und alkalischer QP
zeptor Losungen (Hydronium/Oxonium-Ion und Hydroxid-lon)
Energie ... beschreiben, dass Systeme bei chemischen Reaktionen Energie mitder Um-  Sek

gebung, z.B. in Form von Warme, austauschen kénnen und dadurch ihren
Energiegehalt verandern
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A3 Kapitel 6 - Entwicklung und Evaluation verschiedener
Science Outreach-Formate

A3.1 Ausfiihrliche Beschreibung des Adaptierungsprozesses Adap-
tierter Primarliteratur

Bei der Adaptierung von Primarliteratur reicht es nicht aus die zumeist englischsprachige
Literatur zu libersetzen, sondern es bedarf einer gezielten Uberarbeitung des Originals.
Da die organisatorische Struktur eines der auffalligsten Merkmale von wissenschaftlicher
Primadrliteratur ist, sollte diese im Zuge der Adaptierung unbedingt beibehalten werden.
Ziel ist es, eine lesergerechte Adaptierung durchzufiihren, die im Spannungsfeld zwischen
dem Vorwissen der Schiiler und der Originaltreue des wissenschaftlichen Artikels liegt.
Da die Adaptierung aller weiteren Abschnitte von der Auswahl der Ergebnisse abhangt,
werden im Adaptierungsprozess die verschiedenen Abschnitte der Primarliteratur ein-
zeln und in umgekehrter Reihenfolge adaptiert (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Schritte zur Adaptierung von Primarliteratur

Schritt Mafdnahme

1 Auswahl der Primarliteratur

Adaptierung der Ergebnisse
Adaptierung der Methoden
Adaptierung der Einleitung
Adaptierung der Diskussion

Auswahl eines Titels

N O 0o W

Schreiben einer Zusammenfassung

Auswahl der Primairliteratur

Bevor zundchst der eigentliche Adaptierungsprozess beginnen kann, muss die Auswahl
eines geeigneten wissenschaftlichen Artikels erfolgen. Fiir diesen Auswahlprozess stell-
ten YARDEN ET AL. [19] neun Kriterien auf, von denen die wichtigsten fiinfim Folgenden kurz
beschrieben werden:

() Zukiinftige Nutzung der Adaption: Bei der Auswahl muss der zukiinftige Ver-
wendungszweck der APL beachtet werden. Mogliche Zwecke sind der Einsatz als
Lern- und Unterrichtsmaterial in der Schule, die Verwendung in der universitaren
Lehre, sowie zu Forschungszwecken.

(ii) Curriculare Vorgaben: Falls eine schulische Nutzung geplant ist, ist das Beachten
von oOrtlichen curricularen Vorgaben notwendig.

(iii) Glaubwiirdigkeit der Quelle: YARDEN ET AL. [10] empfehlen die Verwendung von
Artikeln aus zentralen Fachzeitschriften, die einen hohen Impact-Factor besitzen,
da dies auf eine hohe Glaubwiirdigkeit schlief3en lasst.

(iv) Materialien decken sich mit Vorwissen: Geeignete Artikel nutzen Materialien
und Methoden, die den SuS entweder bereits bekannt sind oder deren zugrunde-
liegenden Prinzipien in der APL anschaulich erklart werden konnen.

(v) Interesse und Motivation: Das Thema sollte fiir SuS interessant und motivierend
sein. Mogliche Faktoren, die deshalb bei der Auswahl eine Rolle spielen kénnen,
sind Bezilige zum Alltag der SuS sowie zu Unterrichtsinhalten und Themen mit me-
dialer Aufmerksamkeit.
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Im Anschluss an die Auswahl der zu adaptierenden Primarliteratur folgt, wie oben er-
wahnt, die Adaptierung der verschiedenen Abschnitte in umgekehrter Reihenfolge.

Adaptierung der Ergebnisse

Im ersten Schritt des Adaptierungsprozesses erfolgt die Auswahl der Ergebnisse, die die
APL enthalten soll. Dabei miissen nicht zwangslaufig alle Ergebnisse des Originals tliber-
nommen werden. In der Regel reicht die Wahl der Hauptresultate vollkommen aus, wich-
tig ist jedoch, dass trotz der Auslassung eines Ergebnisses die adaptierten Ergebnisse wei-
ter logisch und schliissig bleiben und das Verstandnis der Leser nicht beeintrachtigt wird.
Wie im Original iiblich werden die Ergebnisse in einem erldauternd-erklarenden Schreib-
stil prasentiert. Als Teil der wissenschaftlichen Authentizitit sollten die Unsicherheiten
und Fehlerintervalle der Ergebnisse nicht verschwiegen werden. Alle nachfolgenden Ab-
schnitte konnen nun auf diese Ergebnisauswahl hinfiihren.

Adaptierung der Methoden

Die APL und das Original weisen in diesem Abschnitt die gréfste Diskrepanz auf. Fiir das
Verstindnis der Schiiler ist es notwendig, das Prinzip der verwendeten Methoden zu ver-
stehen. Diese werden jedoch im Original oftmals nicht ndher erlautert, da Wissenschaft-
lern die Funktionsweise der Methoden zumeist bekannt ist. Entsprechend bedarf es in der
APL einer ndheren Erlduterung der Methoden, wobei u. a. auch der Einsatz erklarender
Grafiken moglich ist. Dahingegen kann auf verschiedene Angaben aus der Primarliteratur,
die fiir die SuS uninteressant sind und nicht zum Verstindnis beitragen, wie z. B. Herstel-
lerangaben, verzichtet werden.

Adaptierung der Einleitung

Die Einleitung von Primarliteratur soll Interesse wecken und die Forschungsfrage darle-
gen. Die APL soll diese Funktion ebenfalls wahrnehmen, jedoch muss dabei beachtet wer-
den, dass die Leser ein geringes Hintergrundwissen besitzen. Hier wird an das Vorwissen
der Schiiler angekniipft und fehlendes Wissen zum Verstehen der Studie eingefiigt. An-
dere Ergebnisse aus dem entsprechenden Forschungsgebiet, die im Original zitiert wer-
den, sollten hier nur kurz zusammengefasst werden.

Adaptierung der Diskussion

In der Diskussion werden die erzielten Ergebnisse eingeordnet und interpretiert. Die Au-
toren miissen jeden Gedankenschritt rechtfertigen, wodurch der Schreibstil von erkla-
rend-narrativ zu argumentativ wechselt. Dabei verteidigen die Autoren ihre Arbeit gegen
mogliche Widerspriiche aus der Wissenschaftsgemeinde. Falls die Autoren des Originals
Argumente benutzen, die fiir die SuS nicht nachvollziehbar sind, sollten diese in der APL
erlautert werden. Gleichzeitig diirfen nur die Ergebnisse diskutiert werden, die vorher bei
der Adaptierung ausgewahlt wurden. Da die argumentative Struktur des Diskussionsteils
ein wesentliches Merkmal von Primarliteratur ist, muss diese bei der Adaptierung beibe-
halten werden.

Titel und Zusammenfassung

Der Titel der APL muss nicht dem Titel des Originalartikels entsprechen. Ein neuer Titel
bietet sich insbesondere dann an, wenn die Ergebnisse stark reduziert wurden. Eine Zu-
sammenfassung der Studie sollte vom Original gelost stattfinden und sich nur auf die APL
beziehen. Als Faustregel sollte jeder Abschnitt durch ein bis zwei Satze zusammengefasst
werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Der spannungsabhédngige Anionen-Kanal VDAC-1 ist ein sehr wichtiger Kanal innerhalb
der dufderen Mitochondrienmembran. Er transportiert verschiedene lonen, darunter
auch ATP, und ist in der Apoptose involviert. VDAC-1 besteht aus 19 (-Faltblattern, die
ringférmig zu einem sogenannten (-Fass angeordnet sind, und N-terminalen a-Helices
(N-a) innerhalb des Fasses. Viele verschiedene Studien haben den Kanal schon unter-
sucht, der Schliefmechanismus ist jedoch bis heute unbekannt. In dieser Arbeit unter-
suchten wir den Kanal mittels Patch-Clamp-Experimenten und Computersimulationen
und stellten eine Beziehung zwischen Stromstdrke und Spannung her (I/U). Dabei beo-
bachteten wir die molekularen Veranderungen des Kanals abhdngig von bestimmten Po-
tentialen und stellten Verformungen fest, die auf Ausrichtungsanderungen der geladenen
Aminosduren zuriickzufiihren sind.

EINLEITUNG

Ionenkanaile sind in Biomembranen befind-
liche Proteine und bestehen, wie alle Prote-
ine, aus definierten Aminosaureketten. Sie
erfiillen dabei die wichtige Funktion eines
kontrollierten Durchlasses bestimmter
Stoffe durch die Membran in ein anderes
Kompartiment, da die Biomembran durch
den hydrophoben Innenraum fiir wasser-
losliche Stoffe undurchlassig ist. Daher ist
der Mechanismus dieser Kanale, der vom
leitenden Zustand (offen) zum nichtleiten-
den Zustand (geschlossen) fiihrt, von be-
sonderem Interesse. Die Kanale konnen da-
bei auf verschiedene Faktoren reagieren,
wie z. B. auf die Membranzusammenset-
zung, lonen, Molekiile, Proteine, mechani-
sche Belastung oder auch Potentialande-
rungen. Ein besonderer lonenkanal, der auf

Anderungen der transmembranen Span-
nung reagiert, ist der VDAC-1-Kanal (Vol-
tage-dependent anion channel), der sich in
der dufderen Mitochondrienmembran be-
findet und den Durchlass von Ionen und
ATP zwischen dem Cytosol und dem Mito-
chondrium reguliert. VDAC-1 spielt auch
eine Rolle beim programmierten Zelltod,
der Apoptose, indem er eine Pore bildet
und das Mitochondrium so anschwillt. Au-
3erdem ist er in verschiedenen Krebs-Ty-
pen lUberexprimiert.

Wie in Abb. 1 zu sehen besteht VDAC-1
aus zwei Sekundarstrukturelementen: den
B-Faltblittern (gelb) und den a-Helices
(magentafarben). Die insgesamt 19 Falt-
blatter bilden ein $-Fass mit einem Durch-
messer von 2.5 bis 3 nm. Im N-terminalen

2 Bei diesem Artikel handelt es sich um eine Adaption von Briones et al.: Voltage Dependence of Conforma-
tional Dynamics and Subconducting States of VDAC-1. Biophysical Journal, 111 (6): 1223-1234, 2016.



Abb. 1: Verschiedene Modellansichten von VDAC-1. (A) Seitenansicht und (B) Draufsicht im Bandermodell.
Die 19 (-Faltblatter sind gelb, die a-Helices magentafarben und die Loops weif3 eingefarbt. (C) Draufsicht
im Kalottenmodell (ohne Wasserstoff). Die Atome sind geméf? ihrer Grofde reprasentiert und analog zu (A)
und (B) passend eingefarbt. Graue Kugeln reprisentieren koordinierte Wassermolekiile. Die Abbildung
wurde mit Jmol: an open-source Java viewer for chemical structures in 3D (http://www.jmol.org/) unter der
Proteinnummer 3EMN (PDB) erstellt.

Teil von VDAC-1 ist eine a-Helix-Struktur
vorhanden (im Folgenden N-a). N-a ver-
engt die Pore auf ca. 1.4 nm, deren Position
und Orientierung kann in verschiedenen
Spezies allerdings leicht unterschiedlich
sein.

Das Verhalten von VDAC-1 wurde be-

reits in vielen Studien zuvor untersucht.
Dabei wurde experimentell ermittelt, dass
die Leitfahigkeit des Kanals im offenen Zu-
stand bei 1 M NaCl oder KCl 4 nS betragt
und anionenselektiv ist, wahrend sie im ge-
schlossenen Zustand die Halfte davon be-
tragt und kationenselektiv ist. Eine Compu-
tersimulation, die erstmalig die Beobach-
tung des Kanals auf molekularer Ebene er-
moglichte, erzielte ahnliche Ergebnisse.
In einer anderen Untersuchung wurden
durch eine gezielte Mutation die ersten 20
Aminosduren - und damit Teile von N-a -
von VDAC-1 entfernt und das Verhalten
dieses verdnderten Proteins untersucht.
Dabei wurden mithilfe von Computersimu-
lationen und NMR-spektroskopischen Un-
tersuchungen Verzerrungen des [3-Fasses
bei verschiedenen Spannungen festgestellt
und der Kanal regulierte weiterhin. Dies
deutet darauf hin, dass die Verzerrung des
Fasses ein Teil des Schliefimechanismus
sein konnte.

Auch N-a war Gegenstand verschiede-
ner Untersuchungen. Die positiv geladenen
Aminosduren K12, R15 und K20 (K: Lysin,
R: Arginin; im Folgenden KRK-Motiv) von

N-a sind wichtig fiir den Ubergang der An-
ionen. Eine NMR-spektroskopische Unter-
suchung hat die Interaktion von ATP mit
K20 bestatigt. Das KRK-Motiv formt mit
zwei anderen Aminosauren, K119 und
R218, den sogenannten ,geladenen Pinsel”,
der das Durchlaufen von Anionen erleich-
tert. Ebenso wurde bestatigt, dass negativ
geladene Aminosdauren den Durchgang von
Kationen erleichtern.

Mithilfe dieser Daten wurden schon
viele Hypothesen beziiglich des Schliefdme-
chanismus von VDAC-1 postuliert, die z. B.
die Verschiebung von N-a und/oder die
Verzerrung des [(-Fasses vorschlagen.
Trotzdem ist es immer noch Gegenstand
der Debatte, wie genau sich VDAC-1 o6ffnet
und schliefd3t und wie dies mit den elektro-
physiologischen Daten zusammenpasst.
Eine gezielte Mutation in einem Experi-
ment ermoglichte die Deaktivierung von N-
a im Kanal. Trotzdem wurden spannungs-
abhingige Offnungen und Schlieffungen
des Kanals beobachtet. Dies lasst vermu-
ten, dass der Mechanismus nicht vollstan-
dig auf N-a angewiesen ist.

In dieser Arbeit simulierten wir die
Spannungsabhangigkeit von VDAC-1 und
ermittelten das Strom-Spannungs-Verhalt-
nis. Dabei modellierten wir die Konforma-
tionsanderungen im Protein. In Experi-
menten mit VDAC-1 zeigten wir, dass der
Kanal definierte geschlossene Zustinde
aufweist. Die angelegten oder simulierten



Spannungen wurden mit den globalen und
lokalen strukturellen Anderungen des Ka-
nals in Korrelation gebracht. Dabei wurden
vor allem die Positionsanderungen von N-
a, die Verzerrung des [3-Fasses und der Fla-
cheninhalt des Kanals untersucht.

MATERIAL UND METHODEN
MD Simulationen

Molekulardynamische Computersimulatio-
nen (MD Simulationen) dienen der Be-
schreibung des VDAC-1-Kanals auf moleku-
larer Ebene. In den Simulationen werden
die Krafte berechnet und simuliert, die auf
die einzelnen Molekiile, Atome und lonen

einwirken.  Grundlage ist das 2.
Newtonsche Gesetz
5 d*7
F=m-d=m- —. 1
m-d=m TE (1)

Die verschiedenen Wechselwirkungen,
wie z. B. von kovalenten Bindungen, van-
der-Waals-Wechselwirkungen und elekt-
rostatische Wechselwirkungen, wirken als
Krafte auf die Teilchen. Die Simulation un-
terliegt einer Periodizitat, d. h. bei Ubertritt
der Simulationsgrenzen wir die Bewegung
des Teilchens auf der gegeniiberliegenden
Seite fortgesetzt.

Abb. 2 zeigt den Aufbau der Simulation
von VDAC-1. Aufgrund der Periodizitdt ist
es notig zwei Membranen zu simulieren,
damit zwei echte Kompartimente unter-
schieden werden konnen (Kompartimente
A (blau) und B (rot)). Dadurch ist es mog-
lich den Kanal zu beiden Polarititen gleich-
zeitig zu berechnen, d. h. zur negativen
Stromrichtung (Ch0) und zur positiven
Stromrichtung (Ch1). Die Membran besteht
aus einer Lipiddoppelschicht (Lipide mit
hydrophilem Kopf (tirkisfarben darge-
stellt) und zwei lipophile Reste (als
schwarze gewellte Linien dargestellt)) und
dem VDAC-1-Kanal (gelb/magentafarben).
In den Kompartimenten sind Natriumionen

(6B, rot) und Chloridionen (6, blau) gelost.
Dadurch ist das Kompartiment A negativ
und B positiv geladen. Um die Stromstarke
zu messen, werden die Uberginge von Na*
und Cl- gezahlt und dann umgerechnet
(siehe Ergebnisse).

NMR-Spektroskopie

Fiir den experimentellen Teil wird VDAC-1
mittels einer NMR-Spektroskopie (nuclear
magnetic resonance) untersucht. Be-
stimmte Atomkerne richten sich wie Stab-
magnete in einem starken Magnetfeld pa-
rallel oder antiparallel aus (Abb. 3A),
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Simulations-
aufbaus von VDAC-1. Die Abbildung zeigt einen
Querschnitt der dreidimensionalen Simulation, die
aus zwei Membranen aufgebaut ist. Die Membranen
bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, deren Lip-
ide aus hydrophilen Kdpfen (tiirkisfarbener Kreis)
und zwei lipophilen Resten (schwarze, gewellte Li-
nien) ausgestattet sind, und trennen durch die peri-
odischen Randbedingungen die gleichgrofien Kom-
partimente A (blau) und B (rot) voneinander. In den
Kompartimenten liegen Na*-lonen (&, rot) und Cl-
Ionen (8, blau) vor. In A befindet sich Netto eine ho-
here Anzahl an Cl-lonen, sodass Kompartiment a
negativ geladen ist. Analog ist B mit einem Uber-
schuss von Na*-lonen positiv geladen, wodurch eine
Membraniibergreifende Potentialdifferenz (Span-
nung) folgt. In den Membranen befindet sich ein
VDAC-1-Kanal (B-Fass gelb, N-a magentafarben),
einmal zur negativen (Ch0) und zur positiven Pola-
ritat (Ch1).
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Abb. 3: Grundlegende Prinzipien der verwendeten Messmethoden. (A) Prinzip der NMR-Spektroskopie.
Atomkerne richten sich in einem starken Magnetfeld parallel oder antiparallel aus. Das duf3ere Magnetfeld
(N, rot: Nordpol; S, griin: Stidpol) ist hier grofd dargestellt, die grauen Pfeile deuten die Magnetfeldlinien an.
Die antiparallele Anordnung ist energiereicher und kann durch die Bestrahlung mit einer bestimmten Ra-
diowelle (blauer Pfeil) angeregt werden. Nach kurzer Zeit fallt der Atomkern in die parallele Anordnung
zuriick (Relaxation). Im Falle einer Anregung detektiert das Gerat eine Intensitdtsverringerung der Radio-
welle. (B) Prinzip der Patch-Clamp-Technik. Hierbei wird ein Vesikel bzw. eine Biomembran auf eine 16ch-
rige Chipoberflache angebracht. Der Chip trennt Kompartiment K1 (hellgelb, oben) vom Kompartiment K2
(braun, unten). Dadurch ist es méglich die Spannung und Stromstarke zwischen K1 und K2 zu messen.

wobei die parallele Ausrichtung energiear-
mer ist. Durch das Bestrahlen mit Radio-
wellen kann eine Umorientierung in die an-
tiparallele Ausrichtung erfolgen. Diese not-
wendige Radiowelle ist von der ndheren
chemischen Umgebung des Atomkerns ab-
hangig und hochspezifisch. Im Falle einer
Anregung detektiert das Gerat eine gerin-
gere Strahlungsintensitat als zu Beginn, als
die Radiowelle eingestrahlt wurde.
Dadurch lasst sich die Struktur des Mole-
kiils bzw. Proteins ermitteln.

Patch-Clamp-Verfahren

Durch das Patch-Clamp-Verfahren kénnen
in effizienter Weise die VDAC-1-Kanaéle in
der Membran untersucht werden. Dazu
werden Biomembranen in Form von Vesi-
keln mit Ionenkandlen auf eine Chipober-
flache mit 1-3 pm grofden Poren gegeben,
die zwei verschiedene Fliissigkeiten (K1 in
hellgelb bzw. K2 in braun) voneinander
trennt. Es wird eine elektrisch dichte Ver-
bindung ausgebildet, die einen elektrischen
Stromfluss durch Zwischenrdume verhin-
dert. Dadurch wird es maoglich die Span-
nung bzw. den Stromfluss zwischen Kom-
partiment K1 und K2 zu messen. Nach dem
Ohmschen Gesetz lasst sich so der fiir

Ionenkanale charakteristische elektrische
Leitwert G bestimmen;
1 1

G=—=—, 2

2=T (2)
Woraus sich auch die zugehérige Einheit
Siemens (S) ableitet, fiirdie 1 S =1 Q1 bzw.
1S=1A/Vgilt.

ERGEBNISSE

Durch die MD-Simulation war es uns mog-
lich das Verhalten des Ionenkanals auf mo-
lekularer Ebene zu beobachten. Zunachst
vergleichen wir die simulierten mit den ex-
perimentellen Ergebnissen beziglich der
Strom-Spannung-Beziehung (I/U). Daraus
folgen die Ergebnisse der Modellierung
zum Verhalten des Kanals.

Ergebnisse der Simulationen

Durch die Anordnung in der Simulation
war es uns moglich den VDAC-1-Kanal
gleichzeitig zur negativen und zur positi-
ven Spannung in molekularen Zeitspannen
zu beobachten (siehe Material und Metho-
den). Bei einem zu erwartenden Leitwert
von 2 nS bei 0.5 M [Cl-] bedeutet dies einen
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Abb. 4: Strom-Spannung-Verhaltnis (I/U) von VDAC-1. (A) Ergebnisse in der simulierten Membran bei 0.5 M
NaCl. Jeder Datenpunkt ist nach seiner Selektivitit eingefarbt, d. h. nach dem Verhéltnis der Permeationen
zwischen Chlorid- und Natriumionen. Der durchschnittliche Leitwert ist mittels einer roten Linie einge-
zeichnet und betrdgt bei negativer Polaritat (Ch0) (1.63 + 0.08) nS, bei positiver Polaritat (Ch1) (1.96 +
0.11) nS. (B) Ergebnisse des Strom-Spannungs-Verhéltnis von VDAC-1 im Experiment bei 1M KCI. Der
durchschnittliche Leitwert im offenen Kanal ist durch eine rote Linie eingezeichnet und betrigt
(4.200 - 4.500 £+ 0.006) nS. Die gestrichelten Linien zeigen die Leitwerte (Gs: und Gsz2) zweier unterschied-
licher geschlossener Zustdnde des Kanals und liegen bei Gs1 = 3 nS und Gsz = 2 nS.

Gesamtstrom (Na* und Cl-) von 13 Elemen- Der durchschnittliche Leitwert G des offe-
tarladungen/nS - V. nen Kanals liegt bei 4.2 - 4.5 nS. Die Erho-

Die lineare Regression von I/U ergab ei- hung der Membranspannung um + 30 mV
nen durchschnittlichen Leitwert von fiihrt zu einer Schlieffung des Kanals und
G =1.6-1.9 nS (Abb. 4A).In Ch0, also beine- der Leitwert sinkt schrittweise um
gativer Spannung, ergab sich ein geringerer 40 - 70 % gegeniiber dem offenen Kanal.

Leitwert (1.6 nS) als bei Ch1 (1.9 nS). Zwei verschiedene geschlossene Zustinde
des Kanals zeigten Leitwerte (Gs1 und Gs:)
Ergebnisse der Experimente von 3 nS und 2 nS.

Zum Vergleich wurden Experimente mit Konformationsmodell und Porenradius
VDAC-1 bei 1 M KCl durchgefiihrt. Mittels
eines 1H-1N-NMR-Spektrums wurde die Um die Spannungsabhangigkeit von VDAC-
Integritdt des Kanals tiberpriift und gezeigt, 1 zu verstehen priiften wir, ob die Span-
dass sich das Protein korrekt in seine Se- nung als externe Grofde Einfluss auf die si-
kundarstrukturen der a-Helices und der - mulierten VDAC-Strukturen hat. Dazu be-
Faltblatter gefaltet hat und in die tertidre rechneten wir den Porenradius r entlang
N-a- und B-Fass-Strukturen iibergegangen der z-Achse fiir jeden MD-Frame. Diese Me-
ist. Im zweiten Schritt wurde die Funktio- thode war schon erfolgreich bei der Unter-
nalitat getestet und alle Kanale, die einen suchung von anderen lonenkanalen, bspw.
geringeren Leitwert als 4 - 4.5 nS im offe- Chloridkanalen. Wir stellten fest, dass der
nen Zustand und < 3 nS im geschlossenen geringste Porenradius im Bereich von N-a
Zustand zeigten, aussortiert, um einer Ver- liegt.
falschung der Messergebnisse vorzubeu- Mithilfe der Spannungen und der Pro-
gen. teinkoordinaten erstellten wir ein Modell,
Abbildung 4B zeigt das aus den Patch- dass die Veranderungen des Proteins als
Clamp-Versuchen resultierende I/U-Ver- Reaktion auf die Spannung und dessen Po-
haltnis des VDAC-1-Kanals im Experiment. laritdt darstellt. Abbildung 5A zeigt diese



Abb. 5: VDAC-1 Konformationsmodell der Spannung (U) und des minimallen Porenradius (min:). Alle Mo-
delle schiefden alle Atome des Proteins aufder Wasserstoff mit ein. (A) Schematische Reprasentation des
Konformationsmodells von VDAC-1 in Abhadngigkeit zur Spannung. Die vorhergesagte Struktur unter nega-
tiver Polaritat (Ch0) ist in rot (links), unter neutraler in grau (mitte) und unter positiver Polaritiat (Ch1) in
blau (rechts) abgebildet. Beschriftungen deuten die cytoplasmatische Seite (cytopl) und die Seite zum In-
termembranraum (IMS) an. Wie in Abb. 2 zu sehen, zeigt fiir Ch0 die ,,obere” Seite (cytoplasmatische Seite)
zum negativ geladenen Kompartiment (-) und die ,untere” (IMS-Seite) zum positiv geladenen Komparti-
ment (+), umgekehrt fiir Ch1. Fiir das mittlere Modell sind die Kompartiente insgesamt ungeladen (0). Die
schematischen Vierecke deuten die Deformation des [-Fasses, die Position von N-a und die relative Ver-
schiebung der positiv geladenen Seitenreste des KRK-Motivs an. (B) Oberflachenstruktur des VDAC-1 zu
verschiedenen minimalen Porenradien (links 4 A, rechts 11 A). Die Seitenreste des KRK-Motivs sind dun-

kelblau eingefarbt.

Verformungen, die vom Modell vorherge-
sagt werden, bei -400mV (rot), 0 mV
(grau) und 400 mV (blau). Bei negativer
Polaritdt (ChO, rot, links) findet eine Ver-
groflerung auf der Seite des Cytoplasmas
statt, bei positiver Polaritit (Ch1, blau,
rechts) hingegen auf der Seite des Inter-
membranraums (IMS, Intermembrane
space).

Die groéfiten Anderungen konnten bei
Loops auf der cytoplasmatischen Seite und
in den B-Faltblattern 1, 3 und 7 beobachtet
werden. Aufderdem beschreibt das Modell
eine massive Verschiebung der positiv ge-
ladenen Aminosauren des KRK-Motivs,
also K12 und K20 (Lysin) und R15 (Argi-
nin), sowie einiger anderer Aminosauren
auf Seiten des IMS. N-a wurde so um ca.
3 - 4 A verschoben, das Porenradiusmini-
mum verkleinerte sich von 11 A auf 4 A
(Abb. 5B).

VDAC-1 Fassdeformation

Das  vorherige  Konformationsmodell
schliefst alle Atome des Proteins aufder
Wasserstoff mit ein. Um die eigentliche Re-
aktion des [3-Fasses auf die Spannung sepa-
riert zu untersuchen, modellierten wir die
Uber die Zeit gemittelten Fassdeformatio-
nen zu verschiedenen berechneten Span-
nungen.

Dabei untersuchten wir Ellipsen, die
durch die C-a-Atome geformt werden.

Die modellierten Ellipsenachsen (a
Hauptachse, b Nebenachse) wurden an N-a
orientiert und lagen an dieser senkrecht
bzw. parallel. Wir berechneten den durch-
schnittlichen Flacheninhalt

A=m-a-b (3)
zur Quantifizierung der Deformation. Da-
bei teilten wir den Kanal in drei Abschnitte
ein (cytopl. Mitte und IMS) und berechne-
ten deren durchschnittlichen Flachenin-
halt. Abbildung 6 zeigt den Flacheninhalt
des Kanals. Der cytoplasmatische Abschnitt
besitzt einen grofleren Flacheninhalt als
der IMS-Abschnitt und der mittlere Ab-
schnitt. Letztere bleibt zu jeder Spannung
konstant bei einer Grofde, wahrend der
IMS-Abschnitt von negativer zu positiver
Polaritat steigt und der zum Cytoplasma
gerichtete Abschnitt sinkt.

DISKUSSION

Eine der grofsten Herausforderungen der
Computersimulation waren die Zeitskalen,
in denen der Schliefmechanismus von
VDAC-1 stattfindet. Molekulardynamische
Simulationen auf aktuellem Stand der
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Abb. 6: Anderung des Fass-Flicheninhalts von
VDAC-1 als Funktion der Spannung. Jede Kurve re-
prasentiert die Anderung des Flicheninhalts fiir ei-
nen Abschnitt in einer membran (cytopl = cytoplas-
matische Seite, central = Mitte des Kanals, IMS =
Seite zum Intermembranraum). Fiir die Farble-
gende siehe die schematischen Zylinder in der Mitte.

Technik bewegen sich im Nano- bis Mikro-
sekundenbereich, wahrend sich der experi-
mentelle Mechanismus zwischen Millise-
kunden bis Sekunden bewegt, somit tiber
1000-mal langsamer ist. Erst durch die Si-
mulation ist es moglich den Kanal auch in
langsameren Zeitfenstern zu beobachten.
Wir erhéhten den Spannungsbereich in der
Computersimulation, um so spannungsab-
hangige Veranderungen sichtbar zu ma-
chen. Durch die Kombination von Experi-
ment und Simulation versuchten wir das
Verhalten von VDAC-1 zu erforschen.

Wie bereits beschrieben, war die Ver-
schiebung von N-q, die durch unsere Simu-
lation erst sichtbar wurde, ca. 3 - 4 A grofs.
Der Wert der Verschiebung lasst sich auf-
grund der zeitlichen Skala nicht ausrei-
chend signifikant messen. Somit kann dies-
beztglich nur von einer allgemeinen Ver-
schiebung gesprochen werden.

Der Vergleich zwischen Experiment und
Simulation fiihrt zu dem Ergebnis, dass bei-
des hervorragend miteinander iiberein-
stimmt, wenn die Chloridkonzentration
von 0.5 auf 1M hochskaliert wird. Bei hohe-
rem transmembranen Potential lassen sich
wie im Experiment bei den Simulationen
weniger leitfahige Zwischenstufen finden.

Wie diese Stufen zu einer dauerhaft ge-
schlossenen Konformation fithren, bleibt
bisher jedoch unverstanden.

Die Experimente an VDAC-1 bestédtigen
mit 4 - 4.5 nS im offenen Zustand eindeutig
bisherige Ergebnisse (bei 1M KCl). Eben-
falls wurden zwei geringer leitfahige ge-
schlossene Zustiande beobachtet, die einen
geringeren Leitwert von 40 - 70 % gegen-
liber dem offenen Zustand aufwiesen. Auch
dies deckt sich mit schon bekannten Ergeb-
nissen.

In den MD Simulationen zeigte sich
durch die Spannungsdnderung eine asym-
metrische Verzerrung des 3-Fasses (Abbil-
dung 6). Dies ist auf die geladenen Amino-
sauren im Kanal zuriickzufiithren, die sich
nach dem elektrischen Feld der trans-
membranen Spannung ausrichten. Beson-
ders sichtbar war dies am KRK-Motiv (K12,
R15, K20) des N-a, welches auch mit dem
B-Fass wechselwirkte. Allerdings ist be-
kannt, dass mehrere VDAC-1-Kanile in ei-
ner Membran assoziieren und sich gegen-
seitig beeinflussen. Dieser Einfluss kann
sich auch auf den Schliefmechanismus er-
strecken. Wir untersuchten jedoch nur ein-
zelne Kanale in den Membranen.

Unsere Arbeit zeigt, dass VDAC-1 in der
Lage ist sich zur entgegengesetzten Span-
nungspolaritit asymmetrisch zu verfor-
men, indem es sich in der Nihe der N-a-Ho-
rizontale sowohl auf der cytoplasmati-
schen, als auch auf der IMS-Seite bisher un-
bekannte Effekte bzw. Wechselwirkungen
hervorruft. Unterstiitzt wird dies durch die
signifikante Umorientierung der Seiten-
reste des KRK-Motivs. Wir vermuten, dass
sich in Zukunft durch die Moglichkeit zu
langeren Zeitskalen zu modellieren ein kla-
reres Bild auf molekularer Ebene des
Schliefdmechanismus und insbesondere ein
Bild des nichtleitenden Kanals ergibt, wel-
cher sonst nur im makroskopischen Expe-
riment beobachtet wurde. Kenntnisse tiber
diese Bilder konnen uns helfen das Ver-
standnis des Kanals auch in der Apoptose
zu fordern.
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Abkiirzungsverzeichnis

ATP

C-a-Atom

Cho/1
IMS

KRK-Motiv

MD Simulationen

minr

N-a

NMR-Spektroskopie

VDAC-1

NH

Adenosintriphosphat. Energiereiches Molekil in allen Lebewe-
sen, dass durch Abspaltung von Phosphat Energie bereitstellt.

Erstes Kohlenstoffatom einer Aminosdure nach der Carboxyg-
ruppe.
Channel 0 bzw. Channel 1 der Computersimulation (siehe Abb. 2).

Intermembranraum (intermembrane space). Raum zwischen der
inneren und duf3eren Mitochondrienmembran.

Das KRK-Motiv besteht aus den Aminosauren K12, R15, K20 (K:
Lysin, R: Arginin), die sich in N-a befinden.

Molekulardynamische Simulationen, in denen die Krafte berech-
net werden, welche die Bewegungen der einzelnen Teilchen be-
einflussen.

Minimaler Porenradius von VDAC-1.

a-Helices des lonenkanals VDAC-1. Befindet sich am N-terminalen
Teil des Proteins.

Aufklarungsverfahren zur Struktur eines Teilchens (nuclear mag-
netic resonance).

Spannungsabhingiger Anionenkanal (voltage-dependent anion
channel) innerhalb der dufieren Mitochondrienmembran, der lo-
nen zwischen dem Cytosol und dem Intermembranraum trans-
portiert.
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Abb. 7: Lewis-Formeln der Aminosduren Arginin (R, links) und Lysin (K; rechts).
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Abb. 8: Lewis-Formeln von Adenosintriphosphat (ATP).
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Mathematische Symbole und physikalische Einheiten

A Flacheninhalt [m2, Quadratmeter]

a Hauptachse der Ellipse

a Beschleunigungsvektor

b Nebenachse der Ellipse

F Kraftvektor

G Elektrische Leitfahigkeit [S, Siemens]
I Elektrische Stromstdrke [A, Ampere]
M Molar (1M =1mol - L1)

m Masse

T Kreiszahl

R Elektrischer Wiederstand [{), Ohm]

r Porenradius von VDAC-1 [A, Angstrom; 1 A = 10-10 m]
7 Ortsvektor

t Zeit [s, Sekunde]

U Elektrische Spannung [V, Volt]

z Koordinatenachse der Simulation
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Arbeitsblatt

Bei dem vor Ihnen liegenden Artikel handelt es sich um eine inhaltlich reduzierte Version
eines Fachzeitschriftenartikels des wissenschaftlichen Journals Biophysical Journal. Sol-
che Artikel werden von Wissenschaftlern geschrieben, die neue Forschungsergebnisse er-
zielt haben, und an den Verlag einer Zeitschrift eingereicht. Nach einer Kontrolle durch

andere Wissenschaftler (,Peer-Review"“), wird der Artikel veroffentlicht.

Aufgabe 1
Aufgabe 2

der falsch sind.

1.

3.

Es ist bis heute unklar, wie VDAC-1
aussieht, wenn es permanent ge-
schlossen ist.

Mit der NMR-Spektroskopie iiber-
priiften die Wissenschaftler, ob der
Kanal sich 6ffnet und schlief3t.

Je hoher die transmembrane Span-
nung, desto hoher ist auch der Strom-

Stellen Sie die drei Hauptaussagen des Textes in Ihren eigenen Worten dar.

Begriinden Sie anhand des Textes, welche der folgenden Aussagen wahr o-

5. N-a tragt nur durch die KRK-Amino-

sauren zum Mechanismus bei. Alles
andere kann nicht zweifelsfrei nach-
gewiesen werden.

Die in Abb. 4 berechneten Fliachenin-
halte sind nicht die echten freien In-
nenflachen des Kanals.

Dass die Leitfahigkeit in Experiment

fluss durch den Ionenkanal.

4. Die Simulation hitte auch mit einer
statt mit zwei Membranen durchge-
filhrt werden konnen.

Aufgabe 3 Der wissenschaftliche Erkenntnisweg kann gut durch ein Flussdiagramm
dargestellt werden. In diesem Fall symbolisiert er das Zusammenspiel von Experiment
und Simulation. Prinzipiell sind mehrere Umgangsformen denkbar, Abbildung 7 (niachste
Seite) zeigt zwei solcher Flussdiagramme. Diskutieren Sie die verschiedenen Modelle. Ge-
hen Sie dazu auf gegenseitige Einflussmoglichkeiten, Vor- und Nachteile eines Modells so-
wie mogliche Anwendungsfille ein.

Aufgabe 4 Diskutieren Sie folgende Aussage: Auf lange Sicht werden Computersimu-
lationen das Experiment ersetzen konnen.

Aufgabe 5 Der Text ist in fliinf Abschnitte aufgeteilt: Zusammenfassung, Einleitung,
Material und Methoden, Ergebnisse und Diskussion. Deuten Sie den jeweiligen Zweck des
Abschnitts. Beachten Sie dabei auch folgende Leserperspektiven: (1) Wissenschaftler, der
sich auch mitdem VDAC-1 Kanal beschaftigt; (2) Wissenschaftler desselben Fachbereichs,
der nicht an diesem Kanal forscht; (3) Leser, die keine Wissenschaftler sind.

Aufgabe 6 Neben Fachartikeln werden auch in Schulbiichern und Zeitungen wissen-
schaftliche Informationen verbreitet. Wie prasentieren diese solche Informationen? Ent-
wickeln Sie (in Partnerarbeit) einen Schulbucheintrag und/oder einen Zeitungsartikel Th-
rer Lokalzeitung iiber diese Forschung. Berticksichtigen Sie dabei die Kenntnisstande der
Leser und die Relevanz der Informationen.

und Simulation gleich sind zeigt, dass
die Simulation richtig ist
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Abb. 9: Modellhaftes Flussdiagramm der Erkenntnisgewinnung. Modell A (oben) und Modell B (unten)
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Erwartungshorizont zum Arbeitsblatt

Im Folgenden werden die zu erwartenden Schiilerantworten aufgefiihrt.

Aufgabe 1
tersuchung:

Die drei Hauptaussagen des Textes sind die drei Hauptergebnisse der Un-

- Das Experiment und die Simulation liefern gleiche Leitwerte, stimmen dement-
sprechend iiberein.

- Die Verschiebung von N-a konnte Teil des Schliemechanismus sein, kann aber
nicht signifikant nachgewiesen werden.

- Die asymmetrische Verzerrung des 3-Fasses ist Teil des Schliefdmechanismus und
beruht auf dem elektrischen Feld.

Aufgabe 2
Aussage Begriindung
Wabhr. Bisher wurde keine dauerhaft geschlossene, das heifdt eine nicht-lei-
1 tende Konformation des Kanals in Simulationen beobachtet (dritter Absatz

der Diskussion).

Falsch. Mittels der NMR-Spektroskopie wurde liberpriift, ob sich der Kanal
in die richtigen Strukturelemente gefaltet hat. Erst im zweiten Schritt
wurde das Offnen und Schliefien untersucht und alle Kanile mit fehlerhaf-
ten Leitwerten aussortiert (erster Absatz der Ergebnisse der Experimente)

Wahr. Wie Abbildung 4 zeigt und der Text beschreibt, ist der Leitwert des
Kanals immer gleich. Gleichung 2 beschreibt einen Zusammenhang zwi-
schen Leitwert, Spannung und Stromstarke. Daraus wird ersichtlich, dass
die Stromstdrke I im gleichen Mafde wie die Spannung U steigen muss, da-
mit der elektrische Leitwert G konstant bleibt.

Falsch. Mit nur einer Membran konnten aufgrund der periodischen Rander
keine zwei Kompartimente voneinander getrennt vorliegen, die fiir die Un-
tersuchung notwendig sind (zweiter Absatz von MD Simulationen).

Wahr. In der Diskussion wird auf die fehlende Signifikanz der Verschie-
bung von N-a hingewiesen (zweiter Absatz der Diskussion).

Wahr. Die dort berechneten Flacheninhalte benutzen nur die C-a-Atome
als Grenzen, sind also vergleichbar mit Abbildung 1B. Der , echte” Flachen-
inhalt ist jedoch der, der in Abbildung 1C gezeigt wird.

Falsch. Der Vergleich kann als Indiz dafiir gewertet werden. Eine Richtig-
keit der Simulation ist dennoch allein dadurch nicht gegeben. Nur Erfah-
rungswerte lber die Simulation hinaus kdnnen dazu weitere Indizien lie-
fern.

Aufgabe 3

Der wesentliche Unterschied zwischen beiden Modellen sind die jeweiligen

unterschiedlichen Abhangigkeiten von Experiment und Simulation. In Modell A agieren
beide vollkommen unabhangig voneinander und produzieren Ergebnisse, die gegebenen-
falls eine innerliche Optimierung des Vorgangs nach sich ziehen. Erst am Ende des Pro-
zesses findet ein Vergleich der unabhingigen Ergebnisse statt. Dem entgegen sind Expe-
riment und Simulation in Modell B hochst abhangig von einander. Ein stetiger Vergleich



beider Ergebnisse bietet einen Anlass zur Optimierung des Experiments oder der Simula-
tion.

Modell A kann nur angewandt werden, wenn ein Grundvertrauen in die Richtigkeit der
Simulation besteht und unabhédngig von der experimentellen Wirklichkeit kontrolliert
wird. Daher ist eine zuvor programmierte und durch andere Probleme validierte Simula-
tion notwendig. Dieses Modell ermdglicht bei einem positiven Vergleich eine Erkenntnis
auf molekularer Ebene. Modell B beschreibt diese gegenseitige Uberpriifung und kann bei
der Entwicklung einer Simulation Anwendung finden.

Die Vor- und Nachteile sind vielfaltig und anwendungsspezifisch. Modell A ist gegeniiber
B nicht so zeit- und ressourcenintensiv, benoétigt jedoch eine erprobte Simulation. In B
konnen die gegenseitigen Optimierungen dazu fiihren, dass die Simulation zu sehr ange-
passt wird und nicht mehr die Realitdt, sondern nur die Erwartung der Wissenschaftler
abbildet.

Aufgabe4  Unter anderem sind folgende Argumente moglich:

- Simulationen ermdglichen relativ einfache Einblicke auf molekularer Ebene (zum
Beispiel die Verformung des (3-Fasses von VDAC-1). Experimentelle Ansatze (Kris-
tallstrukturanalyse u. A.) sind dahingegen deutlich komplizierter.

- Durch Simulationen ist die Kontrolle und Ubersicht iiber die einzelnen Variablen
einfacher als im Experiment. Dahingegen berechnen Simulationen Ergebnisse im-
mer nur durch Naherungen. Sie sind also nur so gut wie die Naherung es zuldsst.

- Eine Verfalschung von Messergebnissen durch unsaubere Arbeit wird vorgebeugt.

- Simulationen miissen durch Experimente kontrolliert werden. Eine Entwicklung ei-
ner Simulation ist demnach an ein Experiment gekoppelt.

- Die Simulationen berechnen das, was Wissenschaftler erwarten. Sie sind in gewisser
Weise ,vorprogrammiert”. Unerwartete Ergebnisse werden als Programmierfehler
identifiziert.

Aufgabe 5 Fiir Wissenschaftler dient die Zusammenfassung als Entscheidungshilfe, ob
der Artikel lesenswert ist oder nicht. Dies ist aufgrund der hohen Anzahl an wissenschaft-
lichen Publikationen wichtig, um eine fundierte Selektion zu ermdéglichen. Eine Einleitung
ist fiir Wissenschaftler, die sich mit dem Kanal beschaftigen (1) unbedeutend, da sie durch
ihre tagliche Forschung an dem gleichen Thema schon informiert sind (tatsachlich zeigen
Studien, dass diese Lesegruppe diesen und den Material- und Methodenabschnitt in der
Regel beim ersten Mal nicht lesen).

Wissenschaftler der Kategorie (2) hingegen sind nicht so gut informiert und lesen diese
Abschnitte. Der Material- und Methodenteil erméglicht aufRerdem die Uberpriifung der
Ergebnisse durch eigene Experimente und stellt Transparenz her. Der Ergebnisabschnitt
berichtet neutral von den Ergebnissen der Forschung, die in der Diskussion interpretiert
werden.

Da Laien nicht die Zielgruppe wissenschaftlicher Fachartikel sind, ist fiir diese eine Ein-
ordnung schwierig. Anders als bei den Wissenschaftlern ist der Material- und Methoden-
abschnitt fiir Laien unbedeutend, da sie die Experimente nicht nachstellen kénnen. An-
sonsten gilt fur sie ahnliches wie fiir Zielgruppe (2).

Aufgabe 6  Beidieser kreativen Aufgabe kann kein Musterbeispiel vorgegeben werden.
Die Ergebnisse aus Aufgabe 5 sollten hier mit einflief3en. Der Text sollte fiir die jeweilige
Zielgruppe der SuS (Schulbuch) bzw. Erwachsene ohne wissenschaftlichen Hintergrund
(Lokalzeitung) geeignet sein. Dartiber hinaus sollte sich zeigen, dass auf die Erklarung der



Methoden in populdren Texten in der Regel verzichtet wird. Durch den Popularisierungs-
prozess verliert der Artikel an fachwissenschaftlichen Inhalten und enthalt deutlich mehr
Erklarungen fiir das unwissenschaftliche Publikum. Dies sollte in einem Vergleich deut-
lich werden.



Synthese von Glycosphingolipiden mit fluoreszenzmarkierten Fettsdu-
ren fiir die quantitative Untersuchung der Anbindung von Shiga-Toxin
an Lipidmembranen3

Lukas J. Patalagl, Jeremias Sibold?, Ole M. Schiitte?, Claudia Steinem?, Daniel B. Werz!

Adaptierung durch Philipp Lanfermann3, Elena von Hoff3, Franziska Joppe3, Thomas Waitz3
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Unstitut fiir Organische Chemie, Technische Universitat Braunschweig; 2Institut fiir Organische und Biomo-

lekulare Chemie, Georg-August-Universitiat Gottingen; 3Abteilung Fachdidaktik Chemie, Georg-August-Uni-
versitat Gottingen

ZUSAMMENFASSUNG

Glycosphingolipide gehdren zu den wichtigsten Bestandteilen biologischer Membranen
und wirken als Rezeptoren fiir eine Vielzahl von bakteriellen Toxinen und Viren. Es wur-
den fluoreszenzmarkierte Gbs-Glycosphingolipide synthetisiert und zur Untersuchung
der Verteilung in den Phasen der Zellmembran mittels konfokaler Fluoreszenzmikrosko-
pie in der phasenseparierten Doppellipidschichtlokalisiert. Der ermittelte Verteilungsko-
effizient deutete darauf hin, dass sich die synthetisierten Gbsz-Derivate bevorzugt in der
fliissig-ungeordneten (l4) Phase anlagern. Um zu analysieren, ob sich die Verbindungen
wie ihre natiirlichen Gegenstiicke verhalten, wurde Cys-markiertes Shiga-Toxin (STxB)
spezifisch an die synthetisierten Gbz-Molekiile gebunden. Es zeigte sich, dass das Toxin
vermehrt in der Ig-Phase lokalisiert war. Dies widerspricht bisherigen Forschungsergeb-
nissen tiber das Verhalten natiirlich vorkommender Gbs-Lipide bei Toxin-Anbindung und
wird abschliefsend in Bezug auf die Packungsdichte der Lipide in der fliissig-geordneten
(Io) Phase diskutiert.

EINLEITUNG

Zellen sind von Zellmembranen umgeben,
welche als selektive Barrieren einen kon-
trollierten und geregelten Stoff-, Energie-
und Informationsaustausch in und zwi-
schen Zellen gewahrleisten. Diese Zell-
membranen bestehen aus einer Vielzahl
von Lipiden wie Glycerophospholipiden,
Sphingolipiden und Cholesterol, die jeweils
tber eine hydrophile Kopfgruppe und zwei
hydrophobe Schwanzgruppen verfligen
und somit amphiphile Eigenschaften auf-
weisen. Aufgrund dieser Eigenschaften bil-
den solche Membranlipide in wassriger
Umgebung Lipiddoppelschichten aus, die
eine Kontaktminimierung zwischen den
hydrophoben Fettsduren und dem hydro-
philen wassrigen Medium ermdéglichen
(vgl. Abb. 1).

Der genauere Aufbau dieser Lipid-
schichten wurde in erster Naherung durch
das von Nicolson und Singer entwickelte
Flissig-Mosaik-Modell beschrieben. Dieses
geht davon aus, dass Membranlipide inner-
halb der Doppelschicht frei treiben, was
fortlaufend zu dynamischen Umordnungen
fiihrt. Zusatzlich vorkommende Membran-
proteine sind unterschiedlich tief in der
Membran verankert, wodurch eine asym-
metrische Anordnung entsteht, die einem
Mosaik dhnelt.

Neuere Modelle wie das Lipid-Flof3-Mo-
dell gehen davon aus, dass kleine viskose
Lipidflof3e als gesonderte Phasen in der Li-
pidmembran vorliegen. Diese Zusammen-
schliisse, welche einen hohen Anteil an
Cholesterol und Lipiden mit langeren ge-
sattigten Fettsduren besitzen, bilden eine

3 Bei diesem Artikel handelt es sich um eine Adaption von Patalag et al.: Gbs Glycosphingolipids with Flu-
orescent Oligoene Fatty Acids; Synthesis and Phase Behavior in Model Membranes. ChemBioChem, 18 (21),

2172-2178, 2017.



) (
) C

)
) (

D) (€
I

) (
D C

D¢
) (

Fettsduren

Glycerin Phosphat Cholin

Abb. 1: Schematische Darstellung der Struktur einer Lipiddoppelschicht. Rechts ist vergrofdert die moleku-

lare Struktur eines Phosphatidylcholins dargestellt.

geordnete Phase (liquid-ordered phase, l,),
die in der ungeordneten, fliissigeren Phase
(liquid-disordered phase, l4) der restlichen,
oft ungesattigten Lipide driften.

Neben der Eigenschaft zur Phasenbil-
dung konnen einzelne Lipide auch zusatzli-
che Funktionen aufweisen. Beispielsweise
dienen die Kopfgruppen bestimmter Lip-
ide als Zellrezeptoren. Hier sind insbeson-
dere Lipide mit Kohlenhydrat-Kopfgrup-
pen, sogenannte Glycolipide, von grofdem
Forschungsinteresse. Glycolipide befinden
sich hauptsachlich an der Aufienseite der
Zellmembran und dienen einerseits als
molekulare Rezeptoren fiir Nachbarzellen.
Andererseits sind sie auch spezifische An-
dockstellen fiir viele Bakterien, Viren und
Proteine. Eine Untergruppe dieser Glycoli-
pide stellen die Glycosphingolipide dar,
welche zusatzlich ein Sphingosin als Mole-
kilbestandteil besitzen. Dieser Artikel be-
fasst sich mit den Globotriaosylceramiden
(Gbs), welche zu dieser Untergruppe geho-
ren und als spezifische Andockstellen fiir
das sogenannte Shiga-Toxin dienen, wel-
ches von enterohdamorrhagischen E-
scherichia-coli-Bakterien (EHEC) produ-
ziert wird (vgl. Abb. 2).

Dieser Prozess des Andockens findet
unter anderem bei der Infektion mit EHEC
statt, in Folge derer es zu schwerem Durch-
fall und Erbrechen kommen kann. In
Deutschland kam es im Jahr 2011 zu einer
EHEC-Epidemie, bei der ein neuartiger E-
HEC-Typ fir ca. 3800 Erkrankte und rund
50 Todesopfer verantwortlich war.

Aktuell wird untersucht, inwiefern sich
das Rezeptorlipid Gbsz in der l,- oder ls-
Phase der phasenseparierten Membran

aufhalt, um das Bindungsverhalten des
Proteins Shiga-Toxin aufzuklaren und da-
mit Einsichten in die Mechanismen der E-
HEC-Infektion zu erlangen. Hierbei ist eine
zentrale Fragestellung der Forschung, ob
sich das Gbs-Molekiil nach Anbindung des
Shiga-Toxins in der Membran neu verteilt.
Die direkte Observation einzelner Lipide
ist nicht moglich, da Lipidmembranen nur
etwa 5 nm dick sind und so in einer Gro-
f8enordnung liegen, fiir die keine hochauf-
l6senden Abbildungstechniken mit ausrei-
chender zeitlicher Auflésung existieren.
Deshalb wurden fluoreszenzmarkierte Gly-
cosphingolipide synthetisiert, mit denen
die Forschungsfragen untersucht werden
kénnen (vgl. Zusatzliches Informationsma-
terial: Fluoreszenz).

Bei der Entwicklung eines fluoreszenz-
markierten Gbs-Molekiils muss darauf ge-
achtet werden, dass das Molekiil noch in
der Lage ist, sich wie sein natiirliches Ge-
genstlick in der l,-Phase der Membran zu
verteilen, als Rezeptor fiir Proteine wie die
Shiga-Toxin-Untereinheit (STxB) zu fun-
gieren und im sichtbaren Wellenlangenbe-
reich des Lichts zu fluoreszieren. Entspre-
chend wurden mehrere Versuche unter-
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Trisaccharid Sphingosin
Abb. 2: Struktur eines Glycosphingolipids. Das
Sphingosin enthéilt eine ungesattigte Kette beste-
hend aus 18 Kohlenstoffatomen und ist iiber eine
Amidbindung mit einer Fettsdure verbunden



nommen, die Glycosphingolipide in der
Membran sowie die verschiedenen Memb-
ranphasen zu markieren.

Die im Vorfeld aufgestellte Hypothese,
dass sich das fluoreszenzmarkierte Gbs-
Molekiil in der l,-Phase der Lipiddoppel-
schicht verteilt und das Protein STxB trotz-
dem noch bindet, soll nun im weiteren Ver-
lauf untersucht werden. Dazu miissen die
Glycosphingolipide vorab durch optische
Mikroskopie in den phasengetrennten
Membranen lokalisiert werden, was mit-
hilfe von Pentaenfettsdure als Fluoreszenz-
marker geschehen soll. Uber die Verteilung
der fiir die Untersuchung entwickelten
Gbs-Sphingolipide sowie deren Dynamik
und Wechselwirkungen mit anderen Lipid-
komponenten in Abwesenheit von gebun-
denen Proteinen ist noch nichts bekannt.

ERGEBNISSE

Synthese des fluoreszenzmarkierten
Gbs-Lipids

Fir die Fluoreszenzanalyse der Gbz-Mole-
kiile muss zunachst die dafiir vorgesehene
Fettsdure als Fluoreszenzfarbstoff synthe-
tisiert werden. Diese wird anschliefdend an
die Kopfgruppe des Gbs-Glycosphingoli-
pids gebunden.
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Das deprotonierte C-Atom des Wittig Reagenz
fungiert als Nucleophil und lagert sich am
elektrophilen Carbonylkohlenstoff an.

Dieses zerfillt sofort zum thermodynamisch 7

Die Synthese der Pentaenfettsdure mit
einem terminalen Phenylsubstituenten be-
ginnt mit einer nucleophilen Addition am
Benzaldehyd und wird als Wittig-Reaktion
bezeichnet (1). Das nucleophil angreifende
Wittig-Reagenz wird durch ein deproto-
niertes Kohlenstoffatom mit einem kova-
lent gebundenen protonierten Phospho-
ratom ausgezeichnet.

Im Anschluss erfolgt die Reduktion des
ungesattigten Esters zum Alkohol mittels
Diisobutyl-aluminiumhydrid (DIBAL) und
eine Oxidation vom Alkohol zum Aldehyd
durch Mangandioxid (Braunstein). Insge-
samt wird so das urspriingliche Aldehyd
durch die Wittig-Reaktion um zwei zusatz-
liche konjugierte Doppelbindungen erwei-
tert (2).

Die Reaktionen (1) und (2) werden an-
schlieffend mit dem Reaktionsprodukt aus
(2) wiederholt, um die Kohlenstoffkette er-
neut um zwei konjugierte Doppelbindun-
gen zu erweitern. Abschliefdend erfolgt
eine weitere, allerdings verdanderte Wittig-
Reaktion, bei der die gebildete funktionelle
Aldehydgruppe durch eine ungesattigte
Carbonsdure mit 16 Kohlenstoffatomen
ausgetauscht wird, um die gewiinschte
Fettsdure mit fiinf Doppelbindungen her-
zustellen (3).
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In situ bildet sich
ein zyklisches
Oxaphosphetan 1

stark begilinstigten Phosphodiester und zum
gewtlinschten ungesattigten Dienester OMe
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Im Anschluss an die Synthese der Penta-
enfettsdure erfolgt die Zusammenfiihrung
der Bestandteile des Gbs-Lipids unter Ver-
wendung von sogenannten Schutzgrup-
pen. Diese werden eingesetzt, um uner-
wiinschten Nebenreaktionen an funktio-
nellen Gruppen vorzubeugen und somit ge-
zielte Reaktionen zu ermoglichen. Gleich-
zeitig erhoht der Einsatz von Schutzgrup-
pen die Reaktivitat der fiir die Reaktion re-
levanten funktionellen Gruppen. Dabei ist
zu beachten, dass die Einfithrung und Ab-
spaltung der Schutzgruppen unter milden
Bedingungen ablduft, um eine Beschadi-
gung der Edukte und Produkte durch uner-
wiinschte Nebenreaktionen zu vermeiden.
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Nachfolgend wurden Hydroxylgruppen
der Gbs-Kopfgruppe mit Benzoylgruppen
geschiitzt, wobei sie aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit mit Bz abgekiirzt werden. Die
Zusammenfiihrung beginnt mit einer Gly-
cosylierungsreaktion von Perbenzoylat-
Globotriaosyl-Trichloroacet-(PGT) mit ei-
nem sduregeschiitzten Sphingosin-Alko-
hol. Die Verkniipfung erfolgt iiber die unge-
schiitzte Hydroxylgruppe des Sphingosin-
Alkohols. Eine anschliefiende Umwand-
lung der Azidgruppe in eine Aminogruppe
sowie eine spezielle Verseifung bindet die
zuvor hergestellte Pentaenfettsdure an das
Molekiil und fiihrt zu dem gewiinschten
fluoreszenzmarkierten Gbsz-Glycosphingo-
lipid. Abschliefend werden die Schutz-
gruppen unter milden Bedingungen durch
Zugabe von Natriumethanolat und Metha-
nol abgespalten (4).
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Fluoreszenzanalyse der Gbs-Lipide

Anfangs muss die Fluoreszenzeigenschaft
des Gbs-Derivats untersucht werden, da
die Verteilung der synthetisierten Gbz-Mo-
lekiile in phasenseparaten Doppellipid-
schichten noch unbekannt ist. Die Vertei-
lung natiirlich vorkommender Gbsz-Mole-
kiile im Allgemeinen wurde bisher nur in-
direkt bestimmt. Die Synthese eines fluo-
reszenzmarkierten Gbs-Molekiils erlaubt
erstmals die direkte quantitative Bestim-
mung der Verteilung des Lipids in einer
phasenseparaten Lipidmembran mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie.

Um die Verteilung von Gbs studieren zu
konnen ist es notwendig, mindestens eine
der Lipidphasen durch einen weiteren Flu-
oreszenzfarbstoff zu markieren. Da nur
zwei Phasen in der genutzten Lipidmi-
schung vorliegen, ist so eine exakte Aus-
sage Uber die Verteilung des Gbz-Molekiils
moglich. Zur Markierung der I3-Phase
wurde der standardmafdig verwendete
Farbstoff Texas-RED-DHPE genutzt.

In Voruntersuchungen hat sich jedoch
herausgestellt, dass es zu einer Uberlap-
pung zwischen dem Absorptionsspektrum
des Texas-RED-DHPE mit dem Emissions-
spektrum des markierten Glycosphingoli-
pids kommt. Diese Uberlappung wird als
FRET-Effekt (Fluoreszenz-Resonanz-Ener-
gie-Transfer-Effekt) bezeichnet. Dabei fin-
det eine direkte und strahlungsfreie Ener-

gieiibertlfgung statt, bei der die Energie
E

.

o=

w

)
J

5

Donor Akzeptor
Abb. 3: Jablonski-Diagramm des FRET-Effekts. Die
strahlungsfreie Energieiibertragung zwischen den
beiden Fluorophoren ist in blau dargestellt.

des angeregten Fluoreszenzfarbstoffes
(Donor-Fluorophor) an den Akzeptor
tibertragen wird (vgl. Abb. 3).

Dadurch fluoresziert der Akzeptor-Flu-
orophor wesentlich intensiver, wahrend
die Fluoreszenz des Donor-Fluorophors
nicht mehr sichtbar ist. In Folge dessen
kann nur ein Farbstoff beobachtet werden,
was eine Analyse der Gbs-Verteilung in den
beiden Membranphasen unméglich macht.
Um dieses Problem zu umgehen wurde ein
langwelliger Farbstoff, welcher weniger
tiberlappt, gesucht.

Flr die Minimierung des FRET-Effektes
ist die Auswahl eines passenden Farbstoft-
paares notwendig. Hierzu wurden fluores-
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Abb. 4: Fluoreszenzspektren der Farbstoffe Dy731-
DOPE in Verbindung mit Gbs (griin), Texas-RED-
DHPE in Verbindung mit Gbs (rot) und Fluoreszenz-
spektrum des Gbs als Referenz (blau).

zenzmikroskopische Studien durchge-
fiihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 4 dar-
gestellt sind. Getestet wurde die Fluores-
zenz der beiden Farbstoffe Dy731-DOPE
und Texas-RED-DHPE in Anwesenheit des
markierten Gbs.

Die Fluoreszenzintensitiat des Farbstof-
fes Dy731-DOPE mit dem Gbsz-Molekiil ist
vergleichbar mit der Fluoreszenzintensitat
des alleinigen Gbz-Molekiils. Der FRET-Ef-
fekt bei dieser Kombination ist nur sehr ge-
ring (0.2 %), wird aber dennoch rechts in
der Abbildung 4 in einem zweiten Peak auf-
gezeigt, der in der Vergrofderung abgebil-
det ist. Das rote Spektrum des Farbstoffes
Texas-RED-DHPE mit dem Gb3z-Molekiil
weist ebenfalls einen Peak an derselben



Stelle wie das Gbs-Spektrum auf, dieser ist
hier in Folge des FRET-Effekts aber deut-
lich geringer ausgepragt. Hier kann eine In-
tensitats-abnahme um ca. 50% und die Bil-
dung eines zweiten grofden Peaks beobach-
tet werden. Dieser Peak enthilt die Inten-
sitatsdifferenz, welche durch den FRET-Ef-
fekt zustande gekommen ist.

Ein so grofier FRET-Effekt wiirde zu
Fehleinschatzungen der Gbs-Verteilung bei
Markierung der l4-Phase durch Texas-RED-
DHPE fiihren. Deshalb wurde sich fiir eine
Markierung der Phase durch Dy731-DOPE
entschieden, welche nur einen vernachlas-
sigbaren FRET-Effekt mit dem Gbs auf-
weist.

Mit diesem Wissen kann nun mithilfe
von fluoreszenzmikroskopischen Aufnah-
men das Ver-teilungsverhalten des Gbs-
Molekiils in der phasenseparaten Memb-
ran analysiert werden. Der Farbstoff mar-
kiert die Il3-Phase, damit eine eindeutige
Identifizierung der Phasen und die Aus-
richtung der Profillinie erfolgen kann. Die
Aufnahmen bestatigen, dass Dy731-DOPE
wie erwartet fast ausschliefdlich in der un-
geordneten Phase lokalisiert ist (Abb. 5B).
Durch Intensitdtslinienprofile konfokaler
Bilder kann der Anteil des Gbz-Molekiils in
der geordneten Phase bestimmt werden.
Dabei wird die Fluoreszenzintensitat der
geordneten Phase /;, und der ungeordneten

Phase l’d aus den Peaks der Linienscans der

Abbildung 5A bestimmt. Der Verteilungs-
koeffizient %I, wird durch folgende Glei-
chung berechnet:

llo - 100%
ll - ll '

%l, =

(5)

0 d

Die Gleichung (5) beschreibt dabei das Ver-
haltnis der Peakflachen zwischen der Ig-
und der l,-Phase, wodurch sich der Vertei-
lungskoeffizient ergibt. Die Verteilung
wurde vor und nach der Anbindung von
Shiga-Toxin untersucht. Fiir eine umfang-
reiche Statistik wurden fir beide Fille eine
grofde Anzahl an Linienscans der konfoka-
len Bilder ausgewertet (vor Proteinanbind-
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Abb. 5: Verteilung des Gbs-Molekiils (A) und des
Farbstoffes Dy731-DOPE (B) in phasenseparaten
Membranen. Die gelbe Linie stellt die Profillinie dar,
welcher durch beide Phasen der Membran verlauft.
Die Messwerte konnen jeweils unter dem Bild abge-
lesen werden.

dung n=2175, nach Proteinanbindung
n =2103). Der Verteilungskoeffizient fiir
das Gbs-Molekiil vor An-
bindung des Shiga-Toxins  betragt
%lo = (45+22) %, (n=2175). Dies deutet
auf eine fast gleichmafdige Verteilung des
fluoreszierenden Gbs-Molekiils zwischen
der geordneten und ungeordneten Phase
hin. Da die Verteilung von natiirlichem Gbs
bisher nur indirekt iiber die Bindung von
Shiga-Toxin bestimmt werden konnte, gibt
es keine bisherigen Forschungsergebnisse
fiir die Verteilung von Gbz vor Toxinanbin-
dung.

Bekannt ist jedoch, dass STxB bevorzugt
in der l,-Phase anbindet. Daraus wurde ge-
schlossen, dass sich auch Gbs in dieser
Phase befindet. Daher wurde der Vertei-
lungskoeffizient des fluoreszierenden Gbs-
Molekiils bei der Bindung des Shiga-Toxins
ermittelt: %l, = (41+x21) %, (n=2103). Im
Rahmen der Fehler sind diese Verteilungs-
koeffizienten naherungsweise gleich, es
konnte demnach keine Verdnderung des
Verteilungsverhaltens des Rezeptorlipids
Gbs bei der Bindung des STxB nachgewie-
sen werden. Dieses Ergebnis steht im Kon-
flikt mit den bisherigen Forschungen, wel-
che eine bevorzugte Lokalisierung des Gbsz
in der l,-Phase gefunden haben.



Abb. 6: Verteilungen bei der Anbindung des Cys-
markierten STxB. (A) zeigt das Cys-markierte STxB,
(B) die Verteilung von Dy731-DOPE nach Anbin-
dung.

Da ein anderes Verteilungsverhalten
der synthetisierten Gbs-Molekiile beobach-
tet werden konnte, welches nicht den Er-
wartungen entspricht, sollen nun weitere
Untersuchungen folgen, die mehr Auf-
schluss dariiber geben sollen, warum sich
die Gbs-Molekiile homogen zwischen den
Phasen der Membran verteilen.

Fir diese Untersuchung wurde das
Shiga-Toxin mit dem Cyaninfarbstoff Cys
markiert. Abbildung 6 zeigt in griin das an-
gebundene Shiga-Toxin und in rot die
durch das Dy731-DOPE markierte l3-Phase
der Lipidmembran. Es ist eine deutliche
Priaferenz der mit Shiga-Toxin verbunde-
nen Gbs-Lipide fiir die ungeordnete Phase
erkennbar. Diese Befunde stehen im Kon-
trast zu dem Verteilungsverhalten der na-
turlich vorkommenden Gbs-Molekiile, wel-
che nach Bindung mit STxB bevorzugt in
der geordneten Phase vorzufinden sind.
Die Ergebnisse deuten stark darauf hin,
dass die Pentaenstruktur durch den termi-
nalen aromatischen Ring bereits ausrei-

chend sperrig ist, sodass ein dichtes Pa-
cken der Gbs-Lipide bei der Bindung von
StxB in der l,-Phase verhindert wird.

SCHLUSSFOLGERUNG

Es wurde ein fluoreszenzmarkiertes Gbs-
Molekiil synthetisiert, welches eine Fett-
sdure mit fluoreszierenden Eigenschaften
besitzt, dessen Linge mit natirlich vor-
kommenden Gbs-Lipiden iibereinstimmt.
Die Verteilung dieses Derivats wurde vor
und nach der Anbindung von Shiga-Toxin
untersucht.

Die Bindung des Proteins STxB an die
Kopfgruppe des Rezeptorlipids bleibt trotz
der Fettsauremarkierung erhalten, aller-
dings wird das Phasenverhalten stark be-
einflusst. Im Gegensatz zu bisherigen Be-
funden zu natiirlich vorkommenden Gbs-
Molekiilen zeigte sich hier eine Bindung
von STxB in die ungeordnete statt in die ge-
ordnete Lipidphase. Es wird vermutet, dass
schon kleinste Veranderungen der Fettsau-
rekettenstruktur die Moglichkeiten des
Gbs-Derivats fiir dichte Packungen in der
l,-Phase verandern, was das Phasenverhal-
ten des Lipids stark beeintrachtigt. Um die-
ses Problem zu l6sen und damit das natur-
liche Phasenverhalten beizubehalten, soll
ein neues Gbsz-Derivat entwickelt und syn-
thetisiert werden, welches den Fluores-
zenzmarker in der Kopfgruppe beinhaltet,
ohne das Bindungsverhalten zu verandern.
Beispielhaft konnten als Abstandshalter
sogenannte Spacer eingesetzt werden.



Synthese von Glycosphingolipiden mit fluoreszenzmarkierten Fettsdu-
ren fiir die quantitative Untersuchung der Anbindung von Shiga-Toxin

an Lipidmembranen

Zusatzliches Informationsmaterial: Fluoreszenz

Fluoreszenz beschreibt die Emission (Wie-
derausstrahlung) von Licht. Strahlt Licht
bestimmter Wellenldnge auf Molekiile, wel-
che fluoreszieren konnen, wird durch die
eingestrahlte Lichtenergie ein Elektron von
einem niedrigen Energieniveau auf ein ho-
heres Niveau angehoben, das Licht wird
von dem Molekiil absorbiert. Beim Riickfall
des Elektrons in seinen Ausgangszustand
wird wiederum Energie frei, welche sowohl
strahlungsfrei als auch in Form von Licht
(Fluoreszenz) emittiert wird. Strahlungs-
freie Abregung erfolgt nur fiir sehr kleine
Energiedifferenzen, wahrend Fluoreszen-
zemission bei der Uberbriickung grofier
Energiedifferenzen auftritt. Dabei ent-
spricht die Wellenlange des Lichts der
energetischen Differenz zweier Energieni-
V(‘e\aus (vgl. Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Anregung zur
Fluoreszenz in einem vereinfachten Jabtonski-Dia-
gramm.

Insbesondere konjugierte Doppelbindun-
gen und aromatische m-Elektronensysteme
absorbieren Licht im sichtbaren Spektrum
und sind Basis vieler Fluoreszenzfarb-
stoffe. Durch die Delokalisierung der Elekt-
ronen in diesen Systemen wird eine Anre-
gung durch Licht erleichtert, sodass mit zu-
nehmender Linge des Systems delokali-
sierter m-Elektronen die zur Anregung be-
notigte Energie geringer wird. Die Liange

des Systems bestimmt somit die spezifi-
sche Farbigkeit. Um eine Absorption des
Lichts im sichtbaren Wellenldngenbereich
(ca. 400-750 nm) zu erreichen, muss die
Energiedifferenz zwischen Grund- und an-
geregtem Zustand ebenfalls in diesem Wel-
lenlangenbereich liegen.

Zur Erklarung dieses Phanomens kann
die Molekiilorbitaltheorie herangezogen
werden. Jedes Molekiil besitzt ein hdchst
besetztes Molekiilorbital (Highest Occu-
pied Molecular Orbital, HOMO) und ein
niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital,
LUMO). Je grofder das System konjugierter
Doppelbindungen ist, desto geringer ist der
Abstand zwischen HOMO und LUMO (vgl.
Abb. 2). Molekiile mit vielen konjugierten
Doppelbindungen emittieren entspre-
chend energiearmeres und langwelligeres
Licht. Die Einfilhrung ausreichend vieler
Doppelbindungen fiihrt so zu einer Ver-
schiebung der Wellenldange vom UV-Spekt-
rum hin zum Bereich des sichtbaren Lichts,
was auch als Rotverschiebung bezeichnet

wird.
EA

A=227 A= 274 A=310
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Abb. 2: Mit grofler werdenden konjugierten m-Sys-
tem nimmt die auch die absorbierte Wellenldnge zu.



Synthese von Glycosphingolipiden mit fluoreszenzmarkierten Fettsdu-
ren fiir die quantitative Untersuchung der Anbindung von Shiga-Toxin
an Lipidmembranen

Modularer Aufgabenkatalog

Allgemeine Aufgaben zur APL:

Skizzieren Sie die zentralen Forschungsfragen und fassen Sie die Forschungsergeb-
nisse zusammen. Beurteilen Sie, inwieweit die Erwartungen der Forscher erfiillt wur-

den.

Flir die Zusammenfithrung der Pentaenfettsaure und dem Gbsz-Glycosphingolipid
werden Schutzgruppen verwendet.

a)
b)

Erkldren Sie die Funktion von Schutzgruppen.
Geben Sie wieder, wie die genutzten Schutzgruppen in diesem Fall wieder abge-
spalten werden.

Entscheiden Sie, ob die folgenden Aussagen richtig oder falsch sind. Korrigieren Sie
die falschen Aussagen.

a)

b)

c)

d)

In den Lipiddoppelschichten befinden sich die Glycosphingolipide. Sie gehéren zu
den Hauptbestandteilen der Membran und dienen als spezifische Rezeptoren fiir
Ionen.

Nach heutigen Modellen tiber die Zusammensetzung von Lipiddoppelmembra-
nen ist bekannt, dass sich die Fluiditat innerhalb der Membran unterscheidet und
so verschiedene Phasen entstehen.

Uber die Verteilung der natiirlich vorkommenden Gbs-Molekiile bei der Bindung
von STxB ist bis heute sehr wenig bekannt. Allerdings liegen Ergebnisse vor, dass
sich Gbsz-Molekiile vor Bindung des STxB bevorzugt in der l,-Phase verteilen.
Der entscheidende Schritt bei der Wittig-Reaktion ist die nucleophile Addition.
Dabei greift das protonierte Phosphoratom des Wittig-Reagenz nucleophil am
Carbonylkohlenstoffatom an.

Mithilfe von Fluoreszenzspektren kann die Auswahl eines geeigneten Farbstoff-
Paares erfolgen. Das Farbstoff-Paar Dy731-DOPE/Gbs ist im Vergleich zu dem
gangigen Farbstoff-Paar Texas-RED-DHPE/Gbs in diesem Fall geeigneter und
wird fiir die Untersuchungen verwendet.

Aufgaben zum inhaltsbezogenen Kompetenzbereich (Einfithrungsphase)

Benennen Sie die Stoffklassen der verschiedenen Molekiile aus (2).

Benennen Sie das untenstehende Molekiil nach den [UPAC-Regeln.



Zeichnen Sie die Oxidationszahlen aller Kohlenstoffatome in den unten dargestellten
Dienester ein.

OMe

Stellen Sie begriindete Vermutungen tiber die Veranderung der Loslichkeit sowie der
Siedetemperatur vom Edukt zum Produkt in (3) auf.

Im Reaktionsschema (4) werden die Hydroxygruppen durch den Einsatz von Schutz-
gruppen vor einer Reaktion bewahrt. Erlautern sie begriindet, zu welchen funktionel-
len Gruppen die ungeschiitzten Hydroxygruppen maximal in einer stark oxidierenden
Umgebung reagieren konnten.

Aufgaben zum inhaltsbezogenen Kompetenzbereich (Qualifikationsphase, gA)

Nennen Sie eine mogliche Reaktion fiir den Nachweis von Doppelbindungen in orga-
nischen Molekiilen.

Die im Artikel behandelten Glycosphingolipide enthalten unter anderem eine aus ei-
nem Trisaccharid bestehende Kopfgruppe. Um diese Kopfgruppe nachzuweisen,
wurde eine Fehling-Probe durchgefiihrt, welche jedoch negativ verlief. Begriinden Sie
dieses Ergebnis.

Markieren Sie im untenstehenden Molekiil alle Ihnen bekannten funktionellen Grup-
pen und benennen sie diese. Bei mehrfachem Vorkommen einer funktionellen Gruppe
gentigt eine einmalige Markierung.
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Definieren Sie die Begriffe Chiralitatszentrum und Enantiomer. Kennzeichnen Sie an-
schlief3end die jeweilige Konfiguration (R, S) in den Chiralitdtszentren des unten dar-
gestellten Sphingosin-Alkohols.

OBz

Aufgaben zum inhaltsbezogenen Kompetenzbereich (Qualifikationsphase, eA)

Stellen Sie begriindete Vermutungen liber die Unterschiede der Sdurestarken von Es-
sigsaure, Chloressigsaure (Ein Wasserstoffatom der Methylgruppe ist durch ein Chlo-
ratom ersetzt) und der in (3) gebildeten Carbonsaure auf.

Im Mechanismus (1) greift das nucleophile Kohlenstoffatom des Wittig-Reagenz an
dem elektrophilen Carbonylkohlenstoffatom an. Erldutern Sie anhand bekannter Ef-
fekte, warum dieses Atom elektrophil ist.

Formulieren Sie fiir Formaldehyd (Methanal) den Mechanismus der Wittig-Reaktion.
Gehen Sie davon aus, dass dafiir das gleiche Wittig-Reagenz wie in (1) verwendet
wird.

Das untenstehende Molekiil soll unter Anwesenheit eines Palladiumkatalysators mit
Wasserstoff reagieren. Stellen Sie begriindet dar, welche Reaktionen vermutlich ab-
laufen werden und zeichnen Sie das entstehende Molekiil.

/ / OH

Stellen Sie Vermutungen auf, welche Doppelbindungen des unten dargestellten Die-
nesters von Brom angegriffen werden kénnten. Formulieren Sie den Mechanismus
fir die Reaktion von Brom an einer dieser méglichen Doppelbindungen. Stellen Sie
auch den entstehenden Ubergangszustand dar.

OMe



Synthese von Glycosphingolipiden mit fluoreszenzmarkierten Fettsau-
ren fiir die quantitative Untersuchung der Anbindung von Shiga-Toxin
an Lipidmembranen

Erwartungshorizont zum modularen Aufgabenkatalog
Allgemeine Aufgaben zur APL:

e Skizzieren Sie die zentralen Forschungsfragen und fassen Sie die Forschungsergeb-
nisse zusammen. Beurteilen Sie, inwieweit die Erwartungen der Forscher erfiillt wur-
den.

Forschungsfragen: = Wie verteilen sich die natiirlichen Gbz-Molekiile in der Memb-
ran?

Ist das Verteilungsverhalten der synthetisierten Molekiile identisch mit den nattrli-
chen Molekiilen?

Ergebnisse: Das Verteilungsverhalten der synthetisierten Molekiile unter-
scheidet sich von dem Verhalten der natiirlichen Gegenstii-
cke.

Die Erwartungen der Forscher wurden nicht erfiillt, da sich die synthetisierten Mole-
kiile unerwarteter Weise nicht wie ihre naturlichen Gegenstiicke verhalten.

e Fir die Zusammenfiihrung der Pentaenfettsdure und dem Gbs-Glycosphingolipid
werden Schutzgruppen verwendet.
a) Erkléren Sie die Funktion von Schutzgruppen.
b) Geben Sie wieder, wie die genutzten Schutzgruppen in diesem Fall wieder abge-
spalten werden.

a) Schutzgruppen sind Substituenten, die voriibergehend an funktionelle Gruppen
gebunden werden, um unerwiinschte Reaktionen dieser Gruppen zu vermeiden.

b) Im vorliegenden Artikel werden sie unter milden Bedingungen durch Zugabe von
Natriummethanolat und Methanol abgespalten.

e Entscheiden Sie, ob die folgenden Aussagen richtig oder falsch sind. Korrigieren Sie
die falschen Aussagen.

a) Inden Lipiddoppelschichten befinden sich die Glycosphingolipide. Sie geh6ren zu
den Hauptbestandteilen der Membran und dienen als spezifische Rezeptoren fiir
lonen.

Sie dienen als Rezeptoren fiir bakterielle Toxine (Proteine), Viren und Nachbar-
zellen.

b) Nach heutigen Modellen tiber die Zusammensetzung von Lipiddoppelmembra-
nen ist bekannt, dass sich die Fluiditat innerhalb der Membran unterscheidet und
so verschiedene Phasen entstehen.

c) Uber die Verteilung der natiirlich vorkommenden Gbs-Molekiile bei der Bindung
von STxB ist bis heute sehr wenig bekannt. Allerdings liegen Ergebnisse vor, dass
sich Gbz-Molekiile vor Bindung des STxB bevorzugt in der /,-Phase verteilen.

Die Gbs-Molekiile verteilen sich nach der Bindung des STxB bevorzugt in der Io-
Phase.



d) Der entscheidende Schritt bei der Wittig-Reaktion ist die nucleophile Addition.
Dabei greift das protonierte Phosphoratom des Wittig-Reagenz nucleophil am
Carbonylkohlenstoffatom an.

Das deprotonierte Kohlenstoffatom des Wittig-Reagenz greift nucleophil an.

e) Mithilfe von Fluoreszenzspektren kann die Auswahl eines geeigneten Farbstoff-
Paares erfolgen. Das Farbstoff-Paar Dy731-DOPE/Gbs ist im Vergleich zu dem
gangigen Farbstoff-Paar Texas-RED-DHPE/Gbs in diesem Fall geeigneter und
wird fiir die Untersuchungen verwendet.

Aufgaben zum inhaltsbezogenen Kompetenzbereich (Einfiihrungsphase)

Benennen Sie die Stoftklassen der verschiedenen Molekiile aus (2).
Erstes Molekiil: Ester

Zweites Molektl: Alkohol

Drittes Molekiil: Aldehyd

Benennen Sie das untenstehende Molekiil nach den IUPAC-Regeln.

/ / OH
(2E, 4E)-5-Phenylpenta-2,4-dien-1-ol

Zeichnen Sie die Oxidationszahlen aller Kohlenstoffatome in den unten dargestellten
Dienester ein.

Stellen Sie begriindete Vermutungen tiber die Veranderung der Loslichkeit sowie der
Siedetemperatur vom Edukt zum Produkt in (3) auf.

Loslichkeit: Die Aldehydgruppe wird zwar durch eine vergleichsweise starker polare
Carboxygruppe ausgetauscht, allerdings wird im gleichen Schritt auch eine aus 15
Kohlenstoffatomen bestehende Kette hinzugefiigt. Dementsprechend kann davon
ausgegangen werden, dass das Produkt unpolarer und damit wasserunloslicher als
das Edukt ist.

Siedetemperatur: Die hinzugefiigte Kohlenstoffkette diirfte zu einer Verstarkung
der London-Krafte (van-der-Waals-Krafte) fiihren und damit die Siedetemperatur er-
hohen.



e Im Reaktionsschema (4) werden die Hydroxygruppen durch den Einsatz von Schutz-
gruppen vor einer Reaktion bewahrt. Erlautern sie begriindet, zu welchen funktionel-
len Gruppen die ungeschiitzten Hydroxygruppen maximal in einer stark oxidierenden
Umgebung reagieren konnten.

Die Oxidierbarkeit von Hydroxygruppen hiangt von den Substituenten am gruppen-
tragenden Kohlenstoffatom ab. Die primdren Hydroxygruppen kénnen (iiber eine
Zwischenbildung zum Aldehyd) bis zu einer Carboxygruppe oxidiert werden. Dies ist
demnach bei allen endstiandigen Hydroxygruppen der Fall. Die sekundédren Hydro-
xygruppen des Zuckers kénnen nur bis zu einem Keton oxidiert werden. Tertidre
Hydroxygruppen liegen nicht vor, konnten aber auch nicht weiter oxidiert werden.

Aufgaben zum inhaltsbezogenen Kompetenzbereich (Qualifikationsphase, gA)

¢ Nennen Sie eine mogliche Reaktion fiir den Nachweis von Doppelbindungen in orga-
nischen Molekiilen.

Nachweis von Doppelbindungen mittels Brom.

e Die im Artikel behandelten Glycosphingolipide enthalten unter anderem eine aus ei-
nem Trisaccharid bestehende Kopfgruppe. Um diese Kopfgruppe nachzuweisen,
wurde eine Fehling-Probe durchgefiihrt, welche jedoch negativ verlief. Begriinden Sie
dieses Ergebnis.

Die Fehling-Probe weist nicht jeden Zucker nach. Der Zucker muss reduzierend wir-
ken, also eine freie Aldehydgruppe aufweisen. In den Glycosphingolipiden liegen alle
Aldehydgruppen als Vollacetale vor und konnen dementsprechend nicht mit den
Fehling-Reagenzien reagieren.

e Markieren Sie im untenstehenden Molekiil alle Ihnen bekannten funktionellen Grup-
pen und benennen sie diese. Bei mehrfachem Vorkommen einer funktionellen Gruppe
genligt eine einmalige Markierung.

OH

Ethergruppe

Vollacetal Hydroxygruppe (Primar) Amidbindung
OH @
R
o
o :

© X
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OH OH Hydroxygruppe (Sekundir)

Doppelbindung, Alken

Phenylgruppe



Definieren Sie die Begriffe Chiralitiatszentrum und Enantiomer. Kennzeichnen Sie an-
schliefdend die jeweilige Konfiguration (R, S) in den Chiralitatszentren des unten dar-
gestellten Sphingosin-Alkohols.

OBz

Chiralitiatszentrum: Atome, welche vier verschiedene Substituenten tragen.
Enantiomere: Stereoisomere, welche sich zueinander wie Spiegelbilder verhalten.

Aufgaben zum inhaltsbezogenen Kompetenzbereich (Qualifikationsphase, eA)

Stellen Sie begriindete Vermutungen tiber die Unterschiede der Saurestarken von Es-
sigsaure, Chloressigsdaure (Ein Wasserstoffatom der Methylgruppe ist durch ein Chlo-
ratom ersetzt) und der in (3) gebildeten Carbonsaure auf.

Die Saurestarken konnen anhand der vorliegenden induktiven Effekte abgeschatzt
werden. Negative induktive Effekte (elektronenziehend) destabilisieren die O-H-Bin-
dung der Carboxy-Gruppe, erleichtern somit die Abspaltung des Wasserstoffatoms
und erhohen demnach die Saurestarke. Positive induktive Effekte (elektronenschie-
bend) haben einen gegenteiligen Effekt. Der grofde Alkylrest der gebildeten Carbon-
saure bt einen +I-Effekt aus, das Chloratom der Chloressigsaure iibt einen -I-Effekt
aus. Demnach ergibt sich folgende Reihenfolge der Saurestarken:

In (3) gebildete Carbonsaure < Essigsdure < Chloressigsaure

Im Mechanismus (1) greift das nucleophile Kohlenstoffatom des Wittig-Reagenz an
dem elektrophilen Carbonylkohlenstoffatom an. Erldutern Sie anhand bekannter Ef-
fekte, warum dieses Atom elektrophil ist.

Das gebundene Sauerstoffatom ist elektronegativer und iibt deswegen einen -I-Effekt
(elektronenziehend) auf das Kohlenstoffatom aus. Die sp2-hybridisierten Kohlen-
stoffatome des aromatischen Rings sind ebenfalls leicht elektronegativer als das sp3-
hybridisierte Kohlenstoffatom, welches an diesen Ring gebunden ist. Dies flihrt zu ei-
ner partiellen positiven Ladung am betreffenden Kohlenstoffatom und somit zur
Elektrophilie.

Formulieren Sie fiir Formaldehyd (Methanal) den Mechanismus der Wittig-Reaktion.
Gehen Sie davon aus, dass dafiir das gleiche Wittig-Reagenz wie in (1) verwendet
wird.
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Das untenstehende Molekiil soll unter Anwesenheit eines Palladiumkatalysators mit
Wasserstoff reagieren. Stellen Sie begriindet dar, welche Reaktionen vermutlich ab-
laufen werden und zeichnen Sie das entstehende Molekiil.

/ / OH

Die Doppelbindungen der Alkylkette werden hydriert. Aufgrund der Stabilisierung
des aromatischen Systems (Stichwort Mesomerieenergie) werden die Doppelbindun-
gen des Phenylrestes nicht hydriert.

OH

Stellen Sie Vermutungen auf, welche Doppelbindungen des unten dargestellten Die-
nesters von Brom angegriffen werden konnten. Formulieren Sie den Mechanismus
fir die Reaktion von Brom an einer dieser méglichen Doppelbindungen. Stellen Sie
auch den entstehenden Ubergangszustand dar.



OMe
Aufgrund der Stabilisierung des aromatischen Systems werden die Doppelbindungen

des Phenylrestes nicht vom Brom angegriffen. Die Doppelbindungen der Alkylkette
konnen derweil elektrophil angegriffen werden.
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