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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Ursprung des Lebens

Die Erde ist vor 4,54 Milliarden Jahren durch Akkumulation von interstellarem Gas und
Staub entstanden (Manhes et al., 1980). Aufgrund astronomischer, geologischer sowie
biologischer Phanomene und Ereignisse lasst sich die Geschichte der Erde in verschiedene
Erdzeitalter (Aonen) unterteilen (Abb. 1).

Zu Zeiten des Hadaikums bildete sich vor etwa 4,3 Milliarden Jahren durch das Ausgasen von
Wasserdampf, Schwefeldioxid, Kohlenstoffdioxid, Wasserstoff und anderen Gasen, die im
Zuge von Vulkanausbriichen in die Erdatmosphére gelangten, eine Hydrosphére und damit
ein Urozean, der die Grundlage fir die Entstehung von Leben schuf (Cavosie et al., 2005).
Der Ursprung und die Evolution des Lebens auf der Erde stellen eines der grofiten Ratsel der
Evolutionsbiologie dar. Untersuchungen von Sedimentgestein mittels Uran-Blei-Datierung
lassen auf eine biologische CO,-Fixierung und demnach einem Auftreten erster Organismen
wéhrend des Archaikums vor circa 3,8 Milliarden Jahren schliefen (Mojzsis et al., 1996;
Rosing, 1999). Erste Mikrofossilien konnten in 3,5 Milliarden Jahren altem Gestein
nachgewiesen werden (Schopf, 1993). Somit entstand das Leben nach dem sogenannten
GroRen Bombardement, das von terrestrischen Einschldgen von Asteroiden und anderen
Himmelskérpern gepréagt war und sich vor 4,1 bis 3,8 Milliarden ereignete (Chyba and Sagan,
1992).

Biologische
COZ-Fixierung
i Erste

GroRes : Mikrofossilien

Eukaryotische
Bombardement

Fossilien

Entstehung: Great Kambrische

Erde Hydrosphéare i Ursprung der Photosynthese  Oxidation Event Explosion
4,54 4,3 4,1 3,8 3,5 2,7 2,3-2,2 2,0-1,8 0,5 0
Milliarden Jahre vor unserer Zeit
A°"| Hadaikum | Archaikum | Proterozoikum Phanerozoikum

Pré-Kambrium

Abb. 1 Erdzeitalter (Aonen) und die Entstehung von Leben. Die Erde entstand vor 4,54 Milliarden Jahren
wahrend des Hadaikums. Erste Lebensformen traten vermutlich nach Bildung der Hydrosphére und dem Grof3en
Bombardement vor 3,8 bzw. 3,5 Milliarden Jahren wahrend des Archaikums auf. Vor spétestens 2,7 Milliarden
Jahren entstanden die ersten sauerstoffproduzierenden Cyanobakterien, die einige Millionen Jahre spater das
Great Oxidation Event zu Zeiten des Proterozoikums verursachten. In diesem Aon evolvierten auch die ersten
Eukaryoten. Aus der Kambrischen Explosion vor ca. 540 Millionen Jahren, die das Ende des Pra-Kambriums
und den Beginn des Phanerozoikums markiert, resultiert die moderne Vielfalt der Pflanzen- und Tierwelt.
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Es ist bis heute umstritten, in Form welcher Organismen das Leben seinen Anfang nahm. Die
Ergebnisse der beschriebenen Uran-Blei-Datierung lassen auf einen autotrophen Organismus
schliel3en, wobei auch heterotrophe Urorganismen als erste Lebensformen in Frage kommen.
Ebenfalls unbekannt ist der Ursprung der Photosynthese, die ein wichtiges Ereignis in der
Erdgeschichte darstellt. Es gibt Hinweise auf die Existenz photosynthetisch aktiver
Organismen in 3,5 bis 3,2 Milliarden Jahren alten Stromatolithen, bei denen es sich um
biogene Sedimente handelt, die womdglich durch die Aktivitat sauerstoffproduzierender
Cyanobakterien gebildet wurden (Blankenship, 2010). Aufgrund der Entdeckung molekularer
Fossilien von biologischen Lipiden wird das Auftreten der Cyanobakterien auf spatestens 2,7
Milliarden Jahre vor unserer Zeit datiert (Brocks, 1999). Damit verbunden war die
Oxygenierung der Erdatmosphére, die jedoch erst wesentlich spéter, vor etwa 2,3 bis 2,2
Milliarden Jahren, zu Zeiten des Proterozoikums erfolgte und als Great Oxidation Event
bezeichnet wird (Holland, 2006). Der Zeitpunkt der Entstehung erster eukaryotischer Zellen
wird gleichermalien kontrovers diskutiert. Erste eukaryotische Fossilien wurden in 2 bzw. 1,8
Milliarden Jahren alten Gesteinsschichten identifiziert (Han and Runnegar, 1992; Knoll et al.,
2006). Die heutige eukaryotische Artenvielfalt wurde jedoch erst durch die sogenannte
Kambrische Explosion vor circa 540 Millionen Jahren erreicht, die das Ende des Pra-
Kambriums und den Beginn des Phanerozoikums markiert (Abb.1) (Valentine, 2002).

Unabhéngig von der Komplexitat der unterschiedlichen Spezies lasst sich ein universelles
Prinzip beobachten: Jede Form von Leben ist in Zellen organisiert, die sich durch eine
physikalische Abgrenzung von ihrer Umwelt, strukturierten Selbstorganisation, einen auf
Redoxreaktionen basierenden Energiestoffwechsel sowie die Fahigkeit zur Eigenreplikation
auszeichnen. Das zentrale Dogma des Lebens, auch Dogma der Molekularbiologie genannt,
beschreibt den sequentiellen Informationsfluss in jenen biologischen Systemen:
Informationen, die in der DNA gespeichert sind, werden mithilfe von RNA zur Synthese von
Proteinen genutzt (Crick, 1956). Die Proteinbiosynthese als universeller, molekularer
Mechanismus des Lebens beruht demnach auf den Eigenschaften komplexer Biomolekile wie
Nukleinsauren und Proteine. Daraus ergibt sich die Frage nach dem Ursprung bzw. der
Synthese dieser organischen Makromolekille und wie sie sich zu einer eigenstandigen

Funktionseinheit, einer Urzelle, organisieren konnten.
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1.1.1 Organische Molekiile und die Entstehung von Leben

Die organischen Molekile moderner Zellen kdnnten kosmischen oder terrestrischen
Ursprungs sein. Kosmische Quellen stellen Asteroiden, Kometen und Meteoriten dar, die
wahrend des Grolien Bombardements vor 4,1-3,8 Milliarden Jahren auf der Erde einschlugen
(Chyba and Sagan, 1992). Hinweise auf die Anwesenheit organischen Materials aus dem
Kosmos lieferte unter anderem der 1969 eingeschlagene und nach dem Ort des Ereignisses
benannte Murchison-Meteorit. Dieser Meteorit besitzt ein Alter von circa 4,6 Milliarden
Jahren und stellt einen sogenannten kohligen Chondriten dar, der sich durch einen grof3en
Anteil an Kohlenstoff (3 %) auszeichnet. Bei einer ersten Analyse des Meteoriten konnten die
Aminosduren Glycin, Alanin, Glutamat, Valin und Prolin sowie mehrere langkettige Alkane
identifiziert werden (Kvenvolden et al., 1970). Die organische Zusammensetzung des
Meteoriten wurde in den nachfolgenden Jahren mehrfach analysiert, sodass mittlerweile 66
Amino- und Diaminoséuren sowie unterschiedliche Nukleobasen nachgewiesen werden
konnten (Cronin et al., 1981; Cronin and Pizzarello, 1983; Meierhenrich et al., 2004; Lu and
Freeland, 2006; Martins et al., 2008). Weiterhin konnten eine Reihe proteinogener wie nicht-
proteinogener Aminosduren aus dem Kometen Wild 2 sowie dem Yamato-Meteoriten
extrahiert und identifiziert werden (Cronin and Moore, 1971; Shimoyama et al., 1979; Glavin
et al., 2008). Auch diese extraterrestrischen Objekte, die aus den Anfangen des
Sonnensystems stammen, indizieren, dass organische Molekiile im Kosmos vorkommen und
als Bausteine des Lebens gedient haben kdnnten.

Erste Hypothesen zum terrestrischen Ursprung organischer Strukturen wurden von Haldane
(1929) und Oparin (1938) postuliert. Haldane stellte die Theorie auf, dass UV-Strahlung die
Energie flur die Synthese organischer Molekile aus Methan, Ammoniak und Wasser
bereitstellte. Im Laufe der Zeit konnten sich diese organischen Molekile in einer primordialen
,Ursuppe* anreichern und die Bausteine fir die Synthese komplexer Biomolekule liefern, aus
denen sich (ber viele Millionen Jahre die ersten Zellen entwickeln konnten, welche die
verbliebenen organischen Molekiile als Energiequelle nutzten. DemgemaR hatte es sich bei
den ersten Organismen um heterotrophe Fermentierer gehandelt (Haldane, 1929). Unabhangig
davon postulierte Oparin die Synthese organischer Molekile in einer reduzierenden
Uratmosphdre, die sich im Urozean anreicherten und zelldhnlichen Koazervaten, bei denen es
sich um tropfchenartige Gebilde handelt, als Energie- und Elektronenquelle dienten (Oparin,
1938). Diese als Oparin-Haldane-Hypothese bekannt gewordene Theorie wurde in den 1950er

Jahren durch Stanley und Miller experimentell Gberprift. Hierbei wurde in einem kleinen
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Kolben eine Atmosphére bestehend aus Methan, Ammoniak, Wasserstoff und Wasserdampf
simuliert und elektrischen Entladungen ausgesetzt. Nach einigen Tagen konnten im
Kondensat dieses Gemisches die Aminosduren Glycin, a-Alanin, B-Alanin, Aspartat und o-
Amino-n-butansdure identifiziert werden. In diesem als Urey-Miller-Experiment bekannt
gewordenen Versuch wurde folglich erstmals der Nachweis einer abiotischen Synthese
organischer Molekiile erbracht (Abb. 2) (Miller, 1953).

BN Stromkabel

Elektrostatische
Entladung Wasserdampf
Methan
' Ammoniak |
N Wasserstoff /

ol
Kuhler Kithlwasser

>

Kondensat mit Aminosduren

Kochendes
Wasser

Abb.2 Urey-Miller-Experiment. Im dargestellen Urey-Miller-Experiment wurde Wasser in einem Rundkolben
erhitzt und der entstehende Wasserdampf in einen weiteren Kolben geleitet, der die Gase Methan, Ammoniak
und Wasserstoff als Bestandteile einer hypothetischen Uratmosphéare enthielt. Um urzeitliche Gewitter zu
simulieren, wurde dieses Gemisch elektrostatischen Entladungen ausgesetzt. Nach Kihlung des
Reaktionsansatzes konnten im Kondensat des Gemisches unter anderem Aminosduren nachgewiesen werden
(moadifiziert nach: www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/science/images/aga_chem_miller-urey.jpg).

Unter ahnlichen Bedingungen wurden bei einem nachfolgenden Experiment organische
Sauren sowie Harnstoff nachgewiesen (Miller and Urey, 1959). Auf Basis des klassischen
Urey-Miller-Experiments wurden weitere Versuche zur Aminosauresynthese in modifizierter
Form durchgefiihrt, wobei unter anderem Alanin, Aspartat, Glutamat, Glycin, Isoleucin,
Leucin, Prolin, Serin, Threonin und Valin nachgewiesen werden konnten (Wolman et al.,
1972; Keefe et al., 1995; Johnson et al., 2008; Parker et al., 2011). Nachdem Aminosauren

und andere einfache organische S&uren auf diese Weise synthetisiert werden konnten, gelang
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Or6 und Kimball erstmals die ebenfalls abiotische Synthese der Nukleinbase Adenin,
wodurch sie einen entscheidender Beitrag zur Untersuchung der Entstehung von Leben (Or6
and Kimball, 1961) leisteten und die Grundlage fiir die RNA-Welt-Hypothese schufen. Nach
dieser Hypothese liegt der Ursprung von Leben in der préabiotischen Bildung eines
zelldhnlichen Kompartiments, in welchem RNA oder RNA-dhnliche Polymere sowohl die
Funktion als Informationstrdger wie auch als biochemischer Katalysator ibernahmen und
Proteine sowie DNA erst spéter entstanden (Gilbert, 1986).

In einem alternativen Szenario lage der terrestrische Ursprung organischer Molekule und der
ersten Zellen nicht an der Oberflache eines Urozeans, in dem sich eine RNA-Welt
entwickelte, sondern in einer unterseeischen wvulkanischen Eisen-Schwefel-Welt
(Wéchtershduser, 1988, 1992). Demnach bildeten sich in der N&he von Hydrothermalquellen
Strukturen aus Eisensulfid (Pyrit), die zusammen mit weiteren kationischen
Ubergangsmetallhaltigen Mineralen eine katalytische Oberflache darstellten. An diesen
katalytischen Zentren konnte demgemaR die Synthese organischen Materials aus
anorganischen Molekilen wvulkanischen Ursprungs stattgefunden haben. Folglich wurde
postuliert, dass die Synthese erster Biomolekile auf dem reduktiven Citratzyklus beruht, der
eine Form der CO,-Fixierung darstellt (Wé&chtershduser, 1992). Die sulfidhaltigen Minerale
konnten hierbei nicht nur als Katalysatoren, sondern auch als Bindestellen flr die neu
synthetisierten, anionischen, organischen Gruppen fungiert haben. Nach dieser Theorie
entwickelte sich ein chemoautotropher ,,Pionicrorganismus®, wic er von Wachtershiuser
bezeichnet wurde (Wachtershduser, 1988, 1992, 2006). Dieser Organismus entwickelte
zunéchst einen autotrophen Metabolismus, bei dem unter anderem auch die organischen
Bestandteile von Nukleinsduren synthetisiert wurden, bevor die genetische Maschinerie
evolvierte. Entgegen der RNA-Welt-Hypothese, bei der RNA als replikatives Element
vorausgesetzt wird und sich der Prozess der Proteintranslation im Laufe der Evolution
entwickelte, wird in der Eisen-Schwefel-Welt eine Coevolution von Transkription und
Translation postuliert (Wéchtershauser, 2006).

Unabhéngig von den Modellen zur Entstehung erster Zellen bzw. Organismen stellt sich die
Frage, wie der komplexe Prozess der Proteintranslation in der hypothetischen RNA-Welt bzw.
Eisen-Schwefel-Welt evolvierte und die damit verbundene Entstehung eines genetischen

Codes ihren Anfang nahm.
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1.2 Der genetische Code

Der genetische Code Ubersetzt die Nukleotidsequenz der messenger-RNA (mRNA) in die
Aminosduresequenz der Proteine. Die Entschlisselung des genetischen Codes begann mit
dem von Nirenberg und Matthaei durchgefiihrten Poly-U-Experiment. Hierzu wurde ein E.
coli-Extrakt verwendet, der unter anderem aus Ribosomen, mRNAs, tRNAs, ATP, GTP und
Aminoséuren bestand. Nach dem Verdau der nativen mRNAs durch eine Ribonuclease
wurden dem Extrakt kunstliche template-RNAs (mRNAs) und radioaktiv markierte
Aminosauren hinzugefiigt. Durch Messung der Radioaktivitat der aus den markierten
Aminosduren gebildeten Peptide konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung eines Uridin-
Polynukleotids als template ein Polypeptid synthetisiert wurde, das ausschliel3lich aus
Phenylalanin-Einheiten bestand. Diente jedoch Polyadenin oder ein Gemisch aus Polyuridin
und Polyadenin als template, so erfolgte kein Einbau von radioaktivem Phenylalanin in
Proteine, wodurch die Nukleotidsequenz UUU als Codon fir Phenylalanin identifiziert
werden konnte (Nirenberg and Matthaei, 1961). In den nachfolgenden Jahren konnten auf
Grundlage verschiedener Bindungsstudien alle 64 Codons entschlisselt werden.

Von den 64 mRNA-Codons codieren 61 fiir die 20 proteinogenen Standard-Aminoséuren,
wohingegen 3 Codons (UAA, UAG, UGA) als Stoppsignal der Translation dienen. Die
Aminosduren koénnen aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften in verschiedene Gruppen
unterteilt werden (Farbe der Markierung; Abb. 3). Wie in Abb. 3 weiterhin zu erkennen,
werden die Aminoséauren durch eine unterschiedliche Anzahl an Tripletts codiert: Wéhrend
jeweils 6 Codons die Aminosduren Leucin, Serin und Arginin codieren, existiert flr
Methionin- und Tryptophan nur je ein Codon. Die Eigenschaft der Aminosauren-Codierung

durch mehrere Codons wird als Degeneration des genetischen Codes bezeichnet.
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Abb. 3. Der genetische Code und die 20 proteinogenen Standard-Aminosauren. Der genetische Code
besteht aus 64 Codons, von denen 61 fur die 20 kanonischen Aminosduren codieren. Die Codons UAA, UAG
und UGA dienen als Stopp-Codons. Die Aminosdauren sind anhand ihrer chemischen Eigenschaften als
hydrophob, ungeladen (hellgrau), neutral, ungeladen (dunkelgrau), neutral positiv (hellblau), hydrophil, positiv
(tarkis), neutral, polar (gelb), hydrophil, polar (orange) und hydrophil, negativ (rot) dargestellt (modifiziert nach:
Miller and Levine (,,Biology*)).

Die Informationen, die in Form der Basentripletts der mRNA (Codons) gespeichert sind,
werden wahrend der Translation zur Synthese von Proteinen genutzt. Der sukzessive Einbau
der Aminosauren, der durch die Abfolge an Tripletts der mRNA vorgegeben ist, erfordert eine
vorherige Aktivierung und Verknupfung der Aminosdure an eine spezifische tRNA.

Dieser zweistufige Prozess wird durch das Enzym Aminoacyl-tRNA-Synthetase (AARS)
katalysiert und wurde bereits vor Entdeckung der Triplett-Natur des Codes beschrieben (Berg
and Offengand, 1958; Hoagland et al., 1958). Hierbei erfolgt zunachst die
Aminosdureaktivierung durch  ATP, wodurch die AMP-gebundene Aminosdure
(Aminoacyladenylat) und Pyrophosphat entstehen. Anschliefend wird unter Abspaltung des
Pyrophosphats die aktivierte Aminosdure mit dem 3°‘-Ende (CCA-Triplett) der tRNA
verkniipft. Anhand der Katalyseprodukte werden zwei Klassen von AARSs unterschieden:
Klasse-1-AARSs katalysieren die Bindung der jeweiligen Aminoséure an die 2°-OH-Gruppe
des terminalen Adenosins der tRNA, wohingegen Klasse-11-AARSs eine Verkniipfung mit der
3°-OH-Gruppe herstellen (Abb. 4).

11
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Abb. 4 Aminoacyl-tRNA-Synthetasen. Die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (AARSs) katalysieren die ATP-
abhangige Aktivierung von Aminosauren zu den entsprechenden Aminoacyladenylaten (Aminoacyl-AMP).
Anschliefend werden die Aminosduren am 3‘-Ende (CCA-Triplett) der tRNA mit der 2-OH-Gruppe (Klasse-1-
AARSSs) oder 3‘-OH-Gruppe (Klasse-1I-AARSs) des terminalen Adenosins zur Aminoacyl-tRNA verkniipft
(madifiziert nach: http://web.uconn.edu/mcb201/F04-29.JPG).

Die mit der entsprechenden Aminosdure beladene tRNA ist nun in der Lage, Uber ihr
Anticodon, bei dem es sich ebenfalls um ein Basentriplett handelt, mit dem komplementéaren
Codon eine Bindung einzugehen. Interessanterweise wird diese Bindung meist nur tber die
beiden ersten Basen des Codons (5‘—3‘) bzw. die beiden letzten Basen des Anticodons
(3°—>5°) spezifiziert. Die dritte Basenpaarung ist flexibler, weshalb sie als wobble-
Basenpaarung bezeichnet wird. Dies erklart, warum mehrere Codon-Tripletts, die sich nur in
der dritten Base voneinander unterscheiden und die gleiche Aminosdure codieren, von
derselben tRNA erkannt werden kdnnen. Diese Besonderheit wurde erstmals in der Wobble-
Hypothese beschrieben, die somit einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der der
Proteintranslation beisteuerte (Abb. 5) (Crick, 1966).
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Abb. 5. Wobble-Basenpaarung. Das Anticodon GAG einer mit Leucin beladenen tRNA bindet komplementar
an das Leucin-Codon (CUC) der mRNA (linke Seite). Die identische tRNA ist zusatzlich in der Lage, an das
Codon CUU zu binden, das ebenfalls Leucin codiert, da nur die Komplementaritdt der ersten beiden
Basenpaarungen (5‘— 3° auf der mRNA) die Bindung spezifiziert. Die dritte Paarung (G der tRNA mit U der
mRNA) wird daher als Wobble-Basenpaarung bezeichnet (modifiziert nach: 2010 PJ Russell, iGenetics 3rd ed.).

1.2.1 Entstehung des genetischen Codes

Die Entschlisselung aller 64 Codons und die Entdeckung der molekularen Mechanismen der
Proteintranslation lieferten wichtige Erkenntnisse zur Beschreibung von Leben, beantworten
jedoch nicht die Frage, welchem Prinzip die Codierung unterliegt. Zur Entstehung und den
ersten Evolutionsschritten des Codes gibt es vier bekannte Erklarungsmodelle: die frozen
accident-Theorie, die Stereochemische Theorie, die Adaptive Theorie und die Co-
Evolutionstheorie.

Der genetische Code galt lange Zeit als universell und unverdnderbar. Dies wurde in der
sogenannten frozen accident theory postuliert, nach welcher der genetische Code das Resultat
eines Zufallsprozesses darstellt und jede Verénderung des genetischen Codes zu einer letalen
Mutation in Proteinen fiihren wirde, weshalb der Code als nicht evolvierbar betrachtet wurde
(Crick, 1968).

Nach der Stereochemischen Theorie hingegen fanden in einer hypothetischen RNA-Welt
spezifische, raumliche, stereochemische Interaktionen zwischen Aminosauren und Codons
bzw. Anticodons einer als Ribozym vorliegenden RNA statt. Dies wirde bedeuten, dass
Codons solche Aminosduren codieren, die zu ihnen oder den entsprechenden Anticodons
komplementér sind. Durch diese Komplementaritat ware die Codierung, die man als Codon
assignment bezeichnet, festgelegt worden (Dunnill, 1966; Koonin and Novozhilov, 2009; Pelc
and Welton, 1966). Auch wenn Wechselwirkungen zwischen Aminoséuren und

Nukleinsduren eine Rolle bei der Etablierung des genetischen Codes gespielt haben koénnten,
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gilt die Stereochemische Theorie heute als unwahrscheinlich, da direkte Interaktionen fir die
meisten Aminosauren nicht nachgewiesen werden konnten (Di Giulio, 2008).

Im Gegensatz zu diesem nichtadaptiven Ansatz basiert die Adaptive Theorie auf der
Fehlerminimierung bei der Translation. Grundlage hierflr ist die Sequenzahnlichkeit von
Codons, die zwar verschiedene, jedoch chemisch verwandte Aminosduren codieren.
Demzufolge wirde der Austausch einer einzigen Base in einem Codon zu einer Substitution
einer Aminosaure durch eine chemisch eher verwandte Aminosaure fuhren, sodass Struktur
und Funktion des translatierten Proteins haufig erhalten blieben (Woese et al., 1966; Haig and
Hurst, 1991).

Nach der Co-Evolutionstheorie hingegen werden Aminoséuren in zwei Gruppen unterteilt, die
als Phase I- und Phase IlI-Aminoséuren bezeichnet werden. Wahrend Phase I-Aminoséauren
abiotisch verfugbar waren, wurden Phase I1-Aminoséuren im Laufe der Evolution durch
enzymatische oder nicht-enzymatische Katalysatoren aus Phase [-Aminoséauren
biosynthetisiert. Nach dieser Theorie wird postuliert, dass der genetische Code zunachst nur
fur die abiotischen Aminosduren codierte und die neu synthetisierten Aminoséuren Codons
ihrer Synthesevorganger iibernahmen (Wong, 1975). Dies setzt eine strukturelle Ahnlichkeit
zwischen Synthesevorlaufer und -produkt voraus, wodurch die beiden Molekiile um die
Aminosdurebindestelle der tRNA des Vorlaufers konkurrieren konnten. Wird die neue
Aminosdure in das Protein eingebaut, spricht man von einer pratranslationalen Biosynthese.
Beispiele hierflr sind die Synthese von Glutamin und Asparagin aus Glutamat und Aspartat
sowie die anschlielende Besetzung der Vorlaufer-tRNAs durch die Syntheseprodukte. Dies
spiegelt sich in den heute verwendeten Codons wider, die sich zwischen Glutamat und
Glutamin einerseits, Aspartat und Asparagin andererseits, nur um eine Base voneinander

unterscheiden.

1.2.2 Evolution des genetischen Codes

Die unterschiedlichen Theorien beschreiben die Codierungs-Prinzipien des Codes und mdgen
in unterschiedlichem Malie eine Erklarung fiur die Bildung des Standard-Codes liefern.
Interessanterweise existieren in einigen Organismen jedoch genetische Codes, die vom
Standard-Code abweichen. Die Existenz alternativer Codes indiziert, dass der genetische

Code nicht universell ist, sondern evolutiondren Verdnderungen unterworfen ist. Somit
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widerspricht dies der ursprunglichen Annahme, dass es sich bei der urspriinglichen
Entstehung um einen frozen accident gehandelt hat.

Das Phanomen der Abweichung vom Standard-Code wurde zuerst bei Untersuchungen der
mitochondrialen und nucledren Codes von Mensch und Rind festgestellt. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass das Codon UGA in den nucledren Codes als
Stopcodon fungiert, in den mitochondrialen Codes jedoch die Aminoséure Tryptophan codiert
(Barrell et al.,, 1979). Es sind mittlerweile zahlreiche mitochondriale wie nucleére Codes
beschrieben worden, die von universellen Standardcode abweichen (Clark-Walker and
Weiller, 1994; Hayashi-Ishimaru et al., 1997, 1996; Kano et al., 1993; Kiick et al., 2000).
Interessanterweise haben unabhéngig voneinander identische Code-Veranderungen in nicht
miteinander verwandten Arten innerhalb eines relativ kurzen Zeitraums von einigen Millionen
Jahren stattgefunden (Knight et al., 2001). Die heute bekannten Variationen sind in Abb. 6
dargestellt.
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Abb. 6. Alternative genetische Codes. Zuséatzlich zum Standard-Code (schwarz markiert) existieren in
zahlreichen  mitochondrialen, bakteriellen und nucledren Genomen alternative genetische Codes. Die
betroffenen Codons sind rot, die korrespondieren Standard-Aminoséuren blau markiert. Selenocystein und
Pyrrolysin sind als nicht-kanonische Aminosduren in Rot dargestellt. Einige Codons sind in bestimmten
Organismen unassigned (blauer Stern). Blaue Quadrate symbolisieren alternative, schwarze Quadrate Standard-
Stopp-Codons (modifiziert nach: Ambrogelly et al., 2007).
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1.2.3 Mechanismen der Evolution des genetischen Codes

Anhand der postulierten Mechanismen der Evolution, die zu alternativen genetischen Codes
gefuhrt haben, lassen sich mehrere Theorien voneinander unterscheiden: die codon capture-
Theorie (CCT), die ambiguous intermediate-Theorie (AIT) und die genome streamlining-
Theorie (GST) (Knight et al., 2001). Die CCT (Osawa et al., 1992) basiert auf den
unterschiedlichen genomischen Basenzusammensetzungen der Organismen. Die genomische
DNA aller Organismen zeichnet sich durch einen bestimmten GC-Gehalt aus. In der Doméne
der Eubakterien betragt der GC-Gehalt beispielsweise 25-75 %. Dabei sind die grofien
Unterschiede wohl auf einen evolutiondren Mutationsdruck hinsichtlich der DNA-Replikation
zuruckzufuhren. Daraus resultiert eine genomische Zunahme von GC-Basenpaaren oder AT-
Basenpaaren bei gleichzeitiger Abnahme des jeweils anderen Paares. Dementsprechend
wirden nach der CCT z.B. Guanin-reiche Codons eines AT-reichen Genoms nach einiger Zeit
aus dem Genom verschwinden, was als codon unassignment bezeichnet wird. Unterstitzt wird
diese Theorie durch das Verschwinden des arginincodierenden CGG-Codons im AT-reichen
Genom von Mycoplasma capricolum, womit ein Verlust der korrespondierenden tRNA
(tRNA™9)  verbunden ist (Oba et al, 1991). Verandert sich jedoch die
Basenzusammensetzung desselben Genoms durch genetische Drift, was in diesem Fall eine
Erhohung des GC-Gehalts zur Folge hitte, so besteht die Moglichkeit, dass das ,,unbelegte*
Codon wieder auftritt und reassigned wird, in dem es von einer nicht-komplementéren tRNA
falschlicherweise erkannt wird. Dadurch wirde sich die Bedeutung des Codons veréndern,
sodass dieses nun fur eine andere als die urspriingliche Aminosaure codieren wirde. Die CCT
setzt demnach einen vollstandigen Verlust (unassignment) eines Codons wahrend eines
neutralen Replikationsdrucks voraus, bevor es nach genetischer Drift wieder in Erscheinung
tritt und reassigned werden kann. Das Prinzip der CCT ist auf Grundlage eines anfanglichen
hohen GC-Mutationsdrucks in Abb. 7A veranschaulicht.
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(A) Codon capture-Theorie (B) Ambiguous intermediate-Theorie

tRNA1 tRNA2
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Abb. 7. Mechanismen der Evolution des genetischen Codes. (A) Nach der codon capture-Theorie (CCT) fuhrt
ein hoher GC-Mutationsdruck zur Mutation des NNA-Codons (N: beliebige Nucleobase), das fiir die
Aminosdure 1 (Asl) codiert und durch eine tRNA (tRNA1) erkannt wird, zum NNG-Codon. Das NNA-Codon
und die korrespondierende tRNA1 verschwinden (codon unassignment). Durch genetische Drift tritt das NNA-
Codon spater wieder in Erscheinung und wird durch eine nicht-komplementére tRNA (tRNA2) erkannt, wodurch
das Codon entsprechend fir eine andere Aminosaure (As2) codiert. (B) Nach der ambiguous intermediate-
Theorie (AIT) wird das NNA-Codon, das fiir die Asl codiert, sowohl durch die komplementére tRNA (tRNA1)
als auch durch eine mutierte Form einer weiteren tRNA (tRNA2) erkannt, weshalb eine Codon-Ambiguitét
entsteht, wobei die urspriingliche Decodierung zunéchst starker ausgepragt ist. Fiihrt die alternative Codierung
des Codons jedoch zu einem Selektionsvorteil, so besteht die Mdglichkeit, dass das NNA-Codon vermehrt durch
die tRNA2 erkannt wird, bis die tRNA1 komplett verschwindet. Dadurch wiirde das Codon ausschlieBlich fur
As2 codieren. Im Unterschied zur CCT ist kein Verlust des urspriinglichen NNA-Codons Voraussetzung flr das
neue codon assignment (modifiziert nach: Santos et al., 2004).

Im Gegensatz dazu postuliert die AIT (Schultz and Yarus, 1996), wie in Abb. 7B dargestellt,
einen nicht-neutralen Mechanismus des Codon reassigment, bei dem Mutationen in einer
tRNA zunachst zu einer Erweiterung der Decodierungseigenschaften dieser tRNA fiihren.
Jene mutierte tRNA wirde demgemaR an ein nicht-komplementéres Codon binden, das auch
von einer anderen, komplementaren tRNA erkannt wird. Die Folge ware eine translationale
Ambiguitat des Codons. Dies bedeutet, dass das Codon fir zwei verschiedene Aminosauren
codiert. Sollte dies nicht zu einer negativen Beeintrachtigung des Proteoms flihren oder
resultierte aus diesem Mechanismus gar ein Selektionsvorteil, kénnte dies den Verlust der
komplementédren tRNA zur Folge haben. Demnach wiirde das Codon zuletzt ausschliel3lich

von der mutierten, ehemals nicht-komplementaren tRNA erkannt. Auch hierbei handelt es
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sich um ein Codon reassignment, das jedoch keinen Verlust eines Codons voraussetzt. Eine
solche Doppelcodierung konnte in verschiedenen Hefen gezeigt werden: Demnach codiert das
CUG-Leucincodon in der Hefe Candida zeylanoides nur zu einem geringen Teil Leucin (3-5
%), zum Grol3teil (95-97 %) jedoch die Aminosdure Serin (Suzuki et al., 1997).

Die GST (Andersson and Kurland, 1991) wiederum postuliert einen Zusammenhang zwischen
den Codon reassignments und der GenomgrofRe. Demnach lassen sich reassignments
bevorzugt in kleinen Genomen, wie sie in Mitochondrien und obligatorischen Parasiten
vorkommen, beobachten. Dies diene einer Verringerung der lIsoakzeptor-tRNAs und des
Translationsapparates. Mechanistisch beruhe die Verkleinerung der Genomgrofie auf dem
differenziellen Verlust von nicht-funktioneller junk-DNA mittels Selektion oder genetische
Drift (Hessen et al., 2010).

1.2.4 Aminosaureselektion

Bis heute gibt es Hinweise auf (ber 80 prabiotische Aminoséuren (Lu and Freeland, 2006)
und 900 biosynthetisierbare Aminosauren (Uy and Wold, 1977; Fowden, 2001). Weiterhin
gibt es weit Uber 100 synthetische Aminoséuren, die durch eine kinstliche Erweiterung des
genetischen Codes in Proteine eingebaut werden konnten (Hohsaka and Sisido, 2002). Fir die
genetische Codierung wurde mit den bekannten 20 Standard-Aminoséuren demnach nur ein
Bruchteil der theoretisch verfligbaren Aminoséuren, sei es bei der ersten Etablierung eines
Codes oder bei spéaterer Inkorporation, selektiert.

Unabhéngig von der Theorie zum Ursprung und Etablierung des genetischen Codes, sei es
Stereochemische Theorie, Adaptive Theorie oder Co-Evolutionstheorie, ist davon
auszugehen, dass primordiale genetische Codes nur einen Teil der heute bekannten
proteinogenen Aminosauren umfassten. Der Grund hierfur liegt in der begrenzten Auswabhl
abiotisch verfugbarer, proteinogener Aminosauren zu Zeiten der Entstehung erster Zellen oder
zellahnlicher Komplexe. Die Quellen fir abiotische Aminosauren waren der bereits
beschriebene hypothetische Urozean, die unterseeischen Hydrothermalquellen sowie
kosmische Objekte, wie beispielsweise der Murchison-Meteorit. Aufgrund dieser Quellen
wurde eine Konsensusgruppe von 10 prébiotischen, proteinogenen Aminosauren, die Alanin,
Aspartat, Glutamat, Glycin, Isoleucin, Leucin, Prolin, Serin, Threonin und Valin umfasst,

gebildet (Doi et al., 2005). Die weiteren 10 Aminosauren wurden demnach biosynthetisiert,
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bevor sie in den genetischen Code aufgenommen werden konnten (Wong, 2005; Trifonov,
2009).

Bei einer ersten detaillierten Betrachtung der Aminoséureauswahl 1981 wurden als potentielle
Grunde fir die prébiotische Verfligbarkeit, die F&higkeit Sekundar- und Tertiarstrukturen in
Proteinen auszubilden, die Stabilitdt der Aminosduren in Loésung, die Stabilitdt gegenuber
Racemisierung, die Stabilitat als tRNA-Aminoséureacylester sowie die Synthetisierbarkeit
aufgefiihrt (Weber and Miller, 1981). Demnach waren Verfligharkeit und die Eigenschaft,
stabile, gefaltete Proteinstrukturen zu bilden, die Grundvoraussetzungen fiir die
Aminosdureselektion. Die biophysikalischen Parameter, die solche stabil gefalteten
Proteinstrukturen bedingen, kdnnen demnach unter den Begriffen Hydrophobizitat, Grof3e und
Ladung zusammengefasst werden (Lu and Freeland, 2008).

Hydrophobizitat ist hierbei die treibende Kraft der Proteinfaltung, bei welcher sich
hydrophobe Aminoséuren zu einem hydrophoben Kern zusammenlagern (Kellis et al., 1989).
Weiterhin kann Hydrophobizitét ein entscheidender Faktor bei der Wechselwirkung zwischen
Proteinen und Liganden sowie bei der Proteinfaltung zwischen Chaperonen und fehlgefalteten
Proteinen darstellen (Konuma et al., 2007; Sugase et al., 2007).

Neben der Hydrophobizitét ist die GroRe einer Aminosédure ein weiteres wichtiges Kriterium,
das Uber Proteinogenitat bzw. Nicht-Proteinogenitat entscheidet. So konnte gezeigt werden,
dass bei einer signifikanten Anderung der AminosauregroRe die Stabilitat des hydrophoben
Proteinkerns verringert und die Proteinfaltung gestort wird (Sakurai et al., 2005). Zusatzlich
konnen intermolekulare Wechselwirkungen von der AminoséuregroRe abhéngig sein, was
insbesondere auf fiir die Substraterkennung zustéandigen Proteinregionen zutrifft (Goto and
Klinman, 2002; Masada et al., 2007).

Auch der dritte Parameter, die elektrische Ladung der Aminosaure, ist bei der Strukturgebung
von Proteinen von groBer Bedeutung. Wahrend der hydrophobe Kollaps zu Beginn der
Proteinfaltung von der Hydrophobizitat der Aminosduren bestimmt wird, ist das Erreichen
einer nativen Proteinkonformation stark von den spezifischen Wechselwirkungen zwischen
geladenen Aminosdureresten abhangig (Kumar and Nussinov, 2002). Saure und basische
Aminosduren sind dartber hinaus hédufig Bestandteile aktiver Zentren von Enzymen
(Gutteridge and Thornton, 2005).

Unter Bericksichtigung der limitierten Verfligbarkeit abiotischer Aminosauren ergibt sich die
Frage, ob diese hinsichtlich Peptidlange sowie Hydrophobizitat, GrolRe und Ladung in der

Lage waren, stabile Proteinstrukturen zu bilden.
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So konnte gezeigt werden, dass fur eine kooperative Faltung bezuglich der Peptidlange
lediglich eine Sequenz aus 7-13 Aminoséduren mit bestimmten physikochemischen
Eigenschaften bendttigt wird. Die postulierte Zahl von 10 abiotischen Aminosduren musste
demnach fur diesen Zweck ausgereicht haben (Akanuma et al., 2002; Davidson et al., 1995;
Schafmeister et al., 1997; Walter et al., 2005). Durch die hydrophoben Aminosdauren Alanin,
Isoleucin, Leucin und Valin wére zudem die Voraussetzungen fir die Bildung eines
hydrophoben Kerns gegeben gewesen. Des Weiteren konnten diese hydrophoben
Aminosduren zusammen mit den abiotisch verfligbaren hydrophilen (Serin und Threonin) und
sauren (Aspartat und Glutamat) Aminoséuren die bekannten Sekundirstrukturelemente a-
Helix (Alanin, Leucin, Glutamat), -Faltblatt (Isoleucin, Threonin und Valin) und B-Schleife
(Aspartat, Glycin und Prolin) bilden. Zudem ist eine Kombination aus hydrophoben und
hydrophilen Aminosdureresten entscheidend fiir eine stabile Proteinstruktur in Losung (Dill,
1990). Aufgrund des wahrscheinlichen Fehlens basischer Aminoséuren ware jedoch die
Ausbildung ionischer Bindungen, die ein weiteres wichtiges Proteinstrukturelement
darstellen, nicht mdglich gewesen (Doi et al., 2005; McDonald and Storrie-Lombardi, 2010).
Wenn man darlber hinaus neutrale pH-Bedingungen voraussetzt, hétten sich die ersten
Peptide aufgrund der sauren Aminosduren durch eine negative Ladung ausgezeichnet,
wodurch die Proteinfaltung erschwert worden wére (Longo and Blaber, 2012). Setzt man
hingegen saure Umweltbedingungen voraus, so waren die negativen Ladungen durch
Protonierung maskiert worden. Ein Fehlen basischer Aminosauren hétte den Proteinen zudem
Halophilie verliehen: Hydratisierte Kationen hatten demgemall mit Carboxylatgruppen
wechselgewirkt, was wiederum zu einer Stabilisierung der Proteine geflihrt hatte (Eisenberg
et al., 1992).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die beschriebenen abiotisch verfugbaren
Aminosduren bezlglich der untersuchten Parameter geeignet gewesen sein kénnten, um als
Bausteine fiir gefaltete Proteine verwendet zu werden, wodurch die Aminosaureselektion zum
Teil plausibilisiert wird. Dennoch sind die Grinde fir die Praferenz der proteinogenen
Aminosduren gegenlber den nicht-proteinogenen bis heute weitgehend unbekannt. Inwieweit
die verwendete Diversitat, die wohl stabile Proteinfaltung und -struktur ermdéglichte, einer
potentiellen Diversitédt anderer abiotisch verfligbarer Aminoséauren tberlegen war, wurde von
Lu und Freeland untersucht (Lu and Freeland, 2008). Fir den Vergleich wurden Gruppen aus
20 abiotisch nutzbaren, aber nicht-proteinogenen Aminosduren (jene des Murchison-
Meteoriten) herangezogen und mit den 20 Standard-Aminoséauren verglichen. Hierbei konnte

gezeigt werden, dass das Standard-Set in Hinblick auf Grof3e (représentiert durch das van-der-
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Waals-Volumen) und Ladung eine deutlich groiiere Vielfalt als die meisten Zufalls-Gruppen
aufwies. Wenn man zudem die Wahrscheinlichkeit fir den Einbau in Proteine an die
jeweiligen Aminosaurekonzentrationen im Meteoriten anpasste, so uUbertrafen die Standard-
Aminosauren die ,,Zufalls-Aminosduren® ebenfalls hinsichtlich ihrer Hydrophobizitat, dem
dritten Selektionsparameter. Da jedoch vermutlich nur ein Teil der Standard-Aminoséauren
abiotisch verfligbar war, wurde schlielich untersucht, ob die Gruppe aus 8 proteinogenen
Aminosduren des Meteoriten eine gréRere Diversitat als die verschiedenen Zufallsgruppen aus
8 nicht-proteinogenen Aminoséuren aufwies. Hierbei zeigte sich, dass auch unter
Beriicksichtigung der Haufigkeit der abiotischen Aminosduren keine signifikant groRere
Vielfalt festgestellt wurde (Lu and Freeland, 2008). Die Griinde flr die Selektion der ersten
Aminosduren bleiben folglich weiter ratselhatft.

Bei der Erweiterung und Vervollstdandigung dieser Gruppe zum modernen Standard-
Aminosduresatz konnten geméaR der vorgestellten Studie die beschriebenen Parameter
Hydrophobizitat, GroRe und Ladung eine Rolle gespielt haben. Daraus lasst sich die Frage
nach der Chronologie des sukzessiven Einbaus der Aminosauren in den genetischen Code

ableiten.

1.2.5 Sukzessive Aufnahme von Aminosauren in den genetischen Code

Trotz der Theorie einer schrittweisen Erweiterung des Codes und einer Einteilung in
prabiotische (alte) und biosynthetische (neue) Aminosduren, gibt es hierzu nur wenige
umfassende Untersuchungen. Im Jahre 2000 wurde unter Beriicksichtigung von 40
unterschiedlichen Kriterien erstmals eine Chronologie der potentiellen Reihenfolge der
genetischen Aminosaurenutzung aufgestellt, die einige Zeit spater aufgrund eines erweiterten
Kriterienkatalogs modifiziert wurde (Trifonov, 2000, 2004, 2009). Die Kriterien lassen sich in
Einzel- und Vielfaktor-Kriterien unterteilen, die sich wiederum verschiedenen Gruppen
zuordnen lassen. Zu den Einzelfaktorkriterien z&hlten unter anderem die Ausbeute von
Aminosduren in verschiedenen prabiotischen Experimenten, die chemische Komplexitat, die
Aminosaurezusammensetzung alter und neuer Proteine, die Thermostabilitat evolutionar alter
Nukleinsduren hinsichtlich Codon-Anticodon-Interaktionen, Aspekte des Alters von tRNAs
und Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sowie weitere Kriterien. Die Vielfaktor-Kriterien
umfassten Theorien zur Entstehung und Evolution des genetischen Codes, die auf mehreren
Prinzipien basieren, wie z.B. die bereits beschriebenen Co-Evolutionstheorie oder Theorien
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zur metabolischen Betrachtungen der Nukleinsdure- und Aminoséuresynthese in einer RNA-
bzw. Eisen-Schwefel-Welt.

Die Konsensus-Reihenfolge des chronologischen Einbaus der 20 Standard-Aminoséuren in
den genetischen Code, die sich aus der Analyse der urspriinglichen und erweiterten Kriterien
ergibt, lautet: Glycin, Alanin, Aspartat, Valin, Serin, Prolin, Glutamat, Leucin, Threonin,
Arginin, Isoleucin, Glumatin, Asparagin, Lysin, Histidin, Phenylalanin, Cystein, Methionin,
Tyrosin und Tryptophan (Trifonov, 2009). Zuséatzlich wurde untersucht, ob in Bezug auf diese
Kriterien Prinzipien existieren, die mit der dargestellten Chronologie kongruent sind und eine
Erklarung fir eine schrittweise Codon-Besetzung liefern wirden.

Nach Eigen und Schuster sind Komplementaritdt und Thermostabilitdt der Codons die
Grundlage des Beginns und der Evolution des genetischen Codes (Eigen and Schuster, 1977).
Da zwischen Guanin und Cytosin drei, zwischen Adenin und Uracil jedoch nur zwei
Wasserstoffbriicken ausgebildet werden, besitzt das komplementdare GGC-GCC-Codonpaar
die groRte Thermostabilitdt. Diese Codons codieren in modernen Zellen Glycin und Alanin,
bei denen es sich nach der Konsensus-Reihenfolge um die altesten Aminosauren handelt, was
unter anderem mafgeblich durch die hohe Ausbeute in Urey-Miller-Experimenten angezeigt
wird. Demnach waren Alanin und Glycin in einer primordialen Welt durch die Codons GGC
bzw. GCC komplementérer Stréange einer doppelstrangigen RNA codiert worden (Trifonov,
2009). Ausgehend von repetitiven Triplett-Paaren konnten durch Punktmutationen weitere
komplementdre Basenpaare entstehen. Fir Aspartat und Valin, die beiden néchsten
Aminosduren in der Chronologie, ware folglich anzunehmen, dass GUC beispielsweise aus
dem GGC-Codon des Glycins, und GAC aus dem GCC-Codons des Alanins hervorging.
Diese Codons (GUC fir Valin und GAC flr Aspartat) besitzen von allen in modernen Zellen
zur Verfugung stehenden Codons die groRte Thermostabilitat. Nach diesem Prinzip konnten
komplementédre Codons, die sich alle auf die urspringlichen Glycin- und Alanincodons
zuriickfihren lassen, Schritt fur Schritt in den Code eingebaut werden, bis alle 64 Codons
besetzt waren. Dies wére mit der Codierung von Asparagin, die an 13. Stelle der Reihenfolge
steht, der Fall gewesen. Weitere Aminosauren konnten nur durch ein capture bereits
Aminosduren-codierender Codons oder von Stopp-Codons Proteinogenitdt erlangen. Bei
diesen sogenannten codon capture-Aminosauren wirde es sich demnach um Lysin, Histidin,

Phenylalanin, Cystein, Methionin, Tyrosin und Tryptophan handeln (Trifonov, 2009).
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1.3 Ziele der Arbeit

Es existieren zahlreiche Theorien zur Entstehung und Evolution des genetischen Codes (1.2.1
und 1.2.2). Zudem sind neutrale und adaptive Mechanismen postuliert worden, welche die
beobachteten Abweichungen vom Standard-Code plausibel erklaren kdnnen (1.2.3). Die
Griinde fir die Préaferenz der selektierten 20 gegentber den nicht-proteinogenen Aminosauren
sind jedoch bis heute unbekannt. Die analysierten Parameter Hydrophobizitat, GréRe und
Ladung erklaren die Selektion nur unzureichend (1.2.4). Hinsichtlich der beschriebenen
Reihenfolge des Aminoséureeinbaus in den genetischen Code, die mdglicherweise auf den
Prinzipien der Komplementaritdt, Thermostabilitdt und Prozessivitit beruht, gibt es den
wissenschaftlichen Konsens eines schrittweisen Einbaus: préabiotische verfiigbare
Aminosauren wurden zuerst genetisch determiniert, bevor biotische Aminosduren in den Code
aufgenommen werden konnten. Ungeachtet dessen bleibt die Evolution des genetischen
Codes eines der groRten Ratsel der Biologie.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob der postulierten
Chronologie der Aminosaureinkorporation unter Berlcksichtigung der evolutiondren
Aminosaureselektion ein grundlegendes und umfassendes Prinzip unterliegt.

Da einige der als modern eingestuften codon capture-Aminosduren als redox-aktive
Strukturen beschrieben sind, sollte die potentielle Relevanz ihrer Reaktivitat hinsichtlich der
Evolution des genetischen Codes erforscht werden. Hierzu erfolgte zunachst eine quanten-
chemische Charakterisierung und metabolische Analyse der Aminoséduren. Darauf basierend
sollte die Aminosédure-Reaktivitat biochemisch bestimmt sowie die funktionelle Bedeutung

von Aminosdurederivaten in  Membran- und Zellsystemen untersucht werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

2.1.1.1 Allgemeine Geréate

Geréte (allgemein) Hersteller

Eismaschine Hfr 586 Basic Heraeus (Hanau)

Eppendorfgefale Eppendorf (Hamburg)

Falcons Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
Feinwaage Sartorius (Géttingen)

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200)
Heizblock

Heizplatte MR 3000

Inkubator

Mikroskop (CKX 31)
Mikrotiterplatten
Mikrotiterplatten-Lesegerat (Multiscan RC)
Photometer (DU 800)
Ultraschallprozessor (UP50H)
Ultrazentrifuge (Optima TLX)
Vakuumfiltrationsgerat

Zeiss (Oberkochen)
Eppendorf (Hamburg)
Heidolph (Schwabach)
Memmert (Schwabach)
Olympus (Hamburg)

Sarstedt (NUmbrecht)

Thermo Labsystems (Egelsbach)
Beckman Coulter (Munchen)
Hielscher (Teltow)

Beckman Coulter (Munchen)
Schleicher & Schuell (Dassel)

Wasserbad GFL (Burgwedel)

Pipetten Eppendorf (Hamburg)

2.1.1.2 Zellkulturgerate- und materialien

Material/Gerat Hersteller

10 cm-Kulturschalen TPP (Trasadingen, Schweiz)
Falcons Greiner (Kremsmiinster, Osterreich)
Inkubator Binder (Tuttlingen)
Kryordhrchen Starlab (Hamburg)
Mikrotiterplatten (96 wells) Sarstedt (NUmbrecht)

Sterilbank Baker Company (Sanford, USA)
Zentrifuge (5424 R) Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge (Multifuge 3 S-R)
Zentrifugenrdhrchen (Centrif. tubes, 34378)

Heraeus (Hanau)
Beckman Coulter (Miinchen)

24



Materialien und Methoden

2.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

2,2'-Azobis-(2-
amidinopropan)dihydrochlorid, (APPH)
2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsdure), (ABTS)

Acetonitril

Diethylether

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Diphenylpikrylhydrazyl (DPPH)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Eisen(l1)-sulfat

Essigséaure

Ethanol

Fluorescein

Galvinoxyl

Hoechst 33342

Isofluran

Kaliumiodid

Kaliumperoxodisulfat

L-Aminoséuren

Methanol

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Salzséure
7,7,8,8-Tetraeyanoquinodimethane (TCNQ)
tert-Butylhydroperoxid (TBH)
Thiobarbiturséure (TBA)
Trichloressigsdure (TCA)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Thermo Labsystems (Egelsbach)
AbbVie (Ludwigshafen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Fur die Lipidperoxidationsexperimente wurde der 8-Isoprostan-EIA-Kit der Firma Cayman

Chemicals (Ann Arbor, USA) verwendet. Das Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet

und aufbewabhrt.

2.1.2.1 Aminosaurederivate

N-Acetyl-phenylalaninethylester (NAc-F-OEt), N-Acetyl-tryptophanethylester (NAc-W-OEt)
und N-Acetyl-tyrosinethylester (NAc-Y-OEt) wurden von der Firma Bachem erworben. N-
Dodecanoyl-alaninethylester (NDo-A-OEt), N-Dodecanoyl-leucinethylester (NAc-L-OEt),

N-Dodecanoyl-phenylalaninethylester (NDo-F-OEt), N-Dodecanoyl-tyrosinethylester (NDo-
Y-OEt), N-Dodecanoyl-tryptophanethylester (NDo-W-OEt) und N-Dodecanoyl-
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valinethylester (NDo-V-OEt) wurden von Dr. Bernd Moosmann als Syntheseprodukte
bereitgestellt. Die Synthese erfolgte auf Basis von Vorlauferstrukturen, die von Bachem
bezogen worden waren. Benfofuranylalanin (BFA), Benzothiohenylalanin (BTA), N-
Dodecanoyl-benzofuranylalanin  (NDo-BFA) und N-Dodecanoyl-benzothiophenylalanin
(NDo-BTA) wurden von Dr. Florin-Dan Irimie, (Universitat Cluj-Napoca, Rumanien) zur
Verfugung gestellt. N-Dodecanoyl-tryptophan (NDo-W) wurde in der vorliegenden Arbeit
synthetisiert (2.2.3.3). Mit Ausnahme des Produktes aus der Eigensynthese sind alle

aufgefiihrten Aminosaurederivate in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8 Aminosdurederivate. Fir die verschiedenen Experimente wurden kurzkettige Derivate von
Phenylalanin (NAc-F-OEt), Tryptophan (NAc-W-OEt) und Tyrosin (NAc-Y-OEt), langkettige Derivate von
Alanin (NDo-A-OEt), Phenylalanin (NDo-F-OEt), Leucin (NDo-L-OEt), Tryptophan (NDo-W-OEt), Tyrosin
(NDo-Y-OEt) und Valin (NDo-V-OEt), die Tryptophan-Analoga Benzothiofuranylalanin (BFA) und
Benzothiophenylalanin (BTA) sowie deren langkettige Derivate NDo-BFA und NDo-BTA verwendet. Die

Aminoséuren sind in ihrem Einbuchstabencode dargestellt.
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2.1.2.2 Losungen und Medien fur die Zellkultur

Fir Zellkulturexperimente wurden ausschliel3lich Losungen und Medien der Firma Invitrogen
verwendet. Als Medium diente Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium (DMEM). 500 ml des
Mediums wurden mit 50 ml fotalen Kalberserums (FCS), 5 ml Natriumpyruvat (100 mM)
und 5 ml einer Antibiotic-Antimycotic-Losung (100 x, bestehend aus 10 000 units/mL
Penicillin, 10 000 pg/mL Streptomycin, und 25 pg/mL Amphotericin B) supplementiert. Das
FCS wurde vor Gebrauch bei einer Temperatur von 56 °C fur 30 min inaktiviert.

2.1.2.3 Zelllinie

Fur die Zellkulturexperimente wurden IMR-90-Zellen, die vom Coriell Institute for Medical
Research (Camden, USA) erworben wurden, verwendet. Hierbei handelt es sich um humane
Lungenfibroblasten, die aus einem 16 Wochen alten weiblichen Fotus stammen (Nichols et
al., 1977).

2.2 Methoden

2.2.1 Quantenchemische Berechnungen

Das Erstellen aller chemischer Strukturen sowie die anschlieBenden quantenchemischen
Berechnungen wurden mithilfe der Programme ChemDraw Pro 13.0 bzw. ChemBio3D der
Firma CamebridgeSoft durchgefiihrt. Zu diesem Zweck erfolgte zunéchst eine geometrische
Optimierung der Molekiile auf Grundlage von Allingers MM2-Molekularmechanik-Kraftfeld
(Allinger, 1977). Grundlage der Optimierung sind Berechnungen der atomaren Positionen
und Bindungseigenschaften, wie Bindungslangen, Bindungs- und Torsionswinkel, die zu
einer Minimierung der kumulativen Potentialenergie der Gesamtstruktur fiihren.
AnschlieBend erfolgten quantenchemischen Berechnungen. Mithilfe dieser Berechnungen
kann die elektronische Struktur eines Molekiils beschreiben werden. In dieser Arbeit wurden
die sogenannten molekularen Grenzorbitale, die HOMOs und LUMOs umfassen,
qguantenchemisch bestimmt (siehe 3.1 fur weitere Erklarungen). Zur Untersuchung der
Radikalisierungseigenschaften wurden weiterhin die Bildungsenthalpien der Aminosduren

und der korrespondierenden Radikalstrukturen berechnet.
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Die Energieniveaus der Grenzorbitale wurden mithilfe verschiedener quantenchemischer
Methoden bestimmt: Zum einen wurden semi-empirische Methoden, zum anderen ein ab
initio-Verfahren durchgefihrt. Wéhrend bei ab initio-Verfahren elektronische Eigenschaften
von Molekilen auf theoretischer Basis vorhergesagt werden und hierbei volistandig auf
experimentelle Daten verzichtet wird, werden bei semi-empirischen Methoden
zeitaufwandige Berechnungen bestimmter Integrale durch experimentelle Parameter ersetzt
(Gorelsky, 2009). Die semi-empirischen Berechnungen wurden zundchst mithilfe des
Zusatzprogramms Molecular Orbital PACkage (MOPAC 2009) in ChemBio3D auf
Grundlage der AM1-Methode durchgefiihrt (Dewar et al., 1985). AnschlieRend erfolgte die
semi-empirische Kalkulation auf Basis der PM6-Methode, die eine Weiterentwicklung des
AM1-Verfahrens darstellt (Stewart, 2007). Als ab initio-Methode wurde die Hartree-Fock-
Methode mit dem Basis-Set 6-31G angewandt.

Um die Radikalisierungseigenschaften der Aminoséuren untersuchen zu kdnnen, wurde der
semi-empirische  AM1-Algorithmus angewandt. Hierzu wurden zundchst die Standard-
Bildungsenthalpien (Hf?) der geometrisch optimierten Parentalstrukturen bestimmt.
AnschlieBend erfolgte die Entfernung des Wasserstoffatoms (H-), das bei einer potentiellen
Interaktion mit einem (H-)-abstrahierenden Radikal abgegeben wird, woraus eine
Radikalisierung der Aminosaure resultiert. Nach Berechnung der Bildungsenthalpie des

rad

Aminosdureradikals (Hf ") wurde die Differenz AHf der Enthalpien von radikalisierten und

parentalen Strukturen, die sogenannte Radikalisierungsenthalpie, berechnet.

2.2.2 Analyse des Metabolismus aromatischer Aminosauren

Der Metabolismus der aromatischen Aminoséuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin
sowie die Synthesewege einer Reihe von Derivaten dieser Aminosauren wurden mithilfe der
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Datenbank untersucht (Kanehisa and
Goto, 2000). Bei den untersuchten Strukturen handelte es sich um Bestandteile der
Elektronentransportkette in Mitochondrien (Ubichinon) bzw. Chloroplasten (Plastochinon),
Vitamin E-Formen (Tocopherol und Tocotrienol), sekundére Pflanzenstoffe (Quercetin,
Coumarol und Resveratrol), den Radikalvorlaufer 5,6-Dihydroxylindol und das Hormon

Melatonin.
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Hierbei wurden alle enzymatischen Reaktionen, die flr die Synthese der Aminosauren und
ihrer Derivate bendtigt werden, hinsichtlich ihrer Sauerstoffabhéngigkeit analysiert. Dariiber
hinaus wurde untersucht, ob die Biosynthese der bakteriellen Cofaktoren Cysteintyrosyl-
Cofaktor, Cysteintryptophylchinon, Lysintyrosylchinon, Pyrrolochinolinchinon, Topa-Chinon
und Tryptophantryptophylchinon, die sich ebenfalls von Tyrosin und Tryptophan ableiten,

die Anwesenheit molekularen Sauerstoffs erfordert.

2.2.3 Organische Synthesen

Die Untersuchung der Reaktivitdt der freien Aminosduren sowie der Bedeutung von
Aminosduren als Bestandteil von Membranproteinen erforderte die Darstellung verschiedener
Molekiile, die nicht kommerziell erhéltlich waren und aus diesem Grund aus

Vorlauferstrukturen synthetisiert wurden.

2.2.3.1 Synthese des TCNQ-Radikalanions

Fur die Synthese des TCNQ-Anions (2.1.2.1) wurden 1,6 g Tetracyanochinodimethan
(TCNQ) in 150 ml Acetonitril bei einer Temperatur von 75°C geldst, bevor 3,5 ¢
Kaliumiodid (KI) hinzugegeben wurden. Aus der Ldsung prazipitierten unmittelbar
violettfarbene Kristalle aus K'TCNQ". Nachdem der Ansatz auf RT abgekiihlt, wurde der
Feststoff mithilfe einer Nutsche gesammelt. Die Kristalle wurden anschliefend zweimalig
mit Acetonitril gewaschen und mittels Zentrifugation bei 5000 g fur 10 min bei 4°C pelletiert.
Das Pellet wurde daraufhin fur 24 h im Exsikkator getrocknet. Die Qualitat der Synthese
wurde anschlieBend durch die Aufnahme eines UV/VIS-Spektrums in Ethanol Gberprift, in
dem die charakteristischen Absorptionsbanden bei 417 und 743 nm detektiert wurden (Melby
et al., 1962).

2.2.3.2 Synthese des ABTS-Radikalkations

Die radikalische,  kationische = Form des Redoxchromophors 2'-Azino-di-(3-

ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure, ABTS; 2.1.2.1) wurde mithilfe des Oxidationsmittels
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Kaliumperoxodisulfat (K;S;0s) hergestellt. Hierzu wurden 745 pl einer 7 mM Lésung von
ABTS (in ddH20) mit 245 pul einer 10 mM K,S,0g-L6sung (in ddH,0) versetzt und fur 16 h
bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die Bildung des ABTS-Radikalkations (ABTS™)
wurde spektrophotometrisch durch Messung per Absorption bei einer Wellenlange von 743
nm bestatigt (Re et al., 1999).

2.2.3.3 Synthese von N-Dodecanoyltryptophan

Die Herstellung des N-Dodecanoyltryptophans erfolgte durch alkalische Hydrolyse von N-
Dodecanoyltryptophanethylester. Hierzu wurden 50 mg der Substanz in 20 ml
methanolischer Kalilauge (90 % Methanol, 10 % 3 M KOH) bei 80°C fir 3 Stunden erhitzt.
Nach Abkuhlung auf RT erfolgte die Zugabe von 20 ml ddH,0 und 40 ml Diethylether.
AnschlieBend wurde die alkalische, wassrige Phase mit 1 ml 6 N HCI neutralisiert. Nach
Schitteln wurde die Etherphase von der wassrigen Phase abgetrennt. Nachfolgend erfolgte
eine zweifache Etherextraktion der lipophilen Phase, bevor der Ether unter Vakuum abrotiert
wurde. Der Extrakt wurde in einem Exsikkator ber Nacht getrocknet und per NMR-

Spektroskopie und Massenspektrometrie analysiert. Die Synthese ist in Abb. 9 dargestelit.

o oK o. OH
M ron 9re M
N N
EtOH
NH NH

N-Dodecanoyl-tryptophanethylester (NDo-W-OEt) N-Dodecanoyl-tryptophan (NDo-W)

Abb. 9. Synthese von NDo-W aus NDo-W-OEt. Aus dem dodecanoylierten Tryptophanethylester wurde durch
alkalische Hydrolyse unter Abspaltung von Ethanol (EtOH) NDo-W synthetisiert.

2.2.4 Biochemische Methoden

Um die Reaktion der 20 Standard-Aminosiduren mit Radikalen zu untersuchen, wurden

verschiedene Radikal-Tests durchgefuhrt, deren Prinzip auf einer Messung der spezifischen
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Absorption des verwendeten Radikals (TCNQ-Radikalanion, Galvinoxylradikal, DPPH-
Radikal und ABTS-Radikalkation, Abb. 10 und 2.2.4.1/2) oder der Fluoreszenz eines
Radikalsubstrats (2.2.4.3) nach Zugabe der entsprechenden Aminosdure beruht.

TCNQ Galvinoxyl-Radikal DPPH-Radikal ABTS ™

Abb. 10. Verwendete Radikale zur Untersuchung der Aminoséurereaktivitat. Die dargestellten Radikale
besitzen chromophore Gruppen. Findet eine Reaktion einer Aminosdure mit dem jeweiligen Radikal statt,
verandern sich die chromophoren Eigenschaften des Radikals. Die Veranderung der Absorption kann
photometrisch bestimmt werden; TCNQ: Tetracyanochinodimethan; DPPH: Diphenylpikrylhydrazyl; ABTS:
2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure).

2.2.4.1 ABTS-Radikalkation-Assay

Die angesetzte ABTS"-Losung (2.2.3.2) wurde fiir das Experiment in einer OD43 von 0,7-
0,8 verwendet. Die Zugabe der jeweiligen Aminoséure zu dieser verdunnten, wassrigen
Ldsung erfolgte in einer finalen Konzentration von 0, 1, 2, 5, 10, 20, 50 oder 100 uM. Nach
einer Inkubationszeit von 10 min bei RT wurde die Absorption des verbliebenen, nicht
reagierenden ABTS™" spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 734 nm bestimmt (Re
et al., 1999).

2.2.4.2 Reaktivitatstests mit TCNQ-, Galvinoxyl- und DPPH-Radikalen

Die Reaktivitatstests der Aminosauren mit dem TCNQ-Radikalanion, dem Galvinoxyl-
Radikal und dem DPPH-Radikal konnten aufgrund der Lo&slichkeitseigenschaften dieser

Radikale unter denselben Bedingungen durchgefiihrt werden, was einen Vergleich
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ermoglichte . Hierbei wurden zunachst gepufferte, ethanolische Losungen (90 % Ethanol und
10 % PBS) der verschiedenen Radikale hergestellt und jeweils in EppendorfgefalRen
aliquotiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der jeweiligen Aminoséuren in einer finalen
Konzentration von 1 mM. Die Proben wurden flr 5 h bei 37°C inkubiert. Zur Beurteilung der
Aminosdurereaktivitdt wurde die radikalspezifische  Absorption aller  Proben
spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 743 nm (TCNQ") (Melby et al., 1962), 430
nm (Galvinoxyl-Radikal) (Grilj et al., 2012) bzw. 517 nm (DPPH-Radikal) (Litwinienko and
Ingold, 2003) gemessen.

2.2.4.3 Reaktion mit Peroxylradikalen

Zur Untersuchung der Reaktivitdt zwischen Aminosduren und Peroxylradikalen wurde der
Zerfall des fluoreszierenden Molekiils Fluorescein gemessen. Die Peroxylradikale, die aus
der oxidativen Spaltung des Radikalgenerators 2,2'-Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid
(AAPH) resultieren, reagieren hierbei mit Fluorescein, das dabei in nicht-fluoreszierende
Produkte umgewandelt wird. Ist ein Antioxidans in der Probe vorhanden, das mit
Peroxylradikalen reagiert, wird die Oxidation von Fluorescein verzégert bzw. verhindert
(Huang et al., 2005).

Das Experiment wurde unter zwei verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt, die im
Folgenden mit A und B gekennzeichnet sind. Hierzu wurde eine PBS-Ldsung (pH 7,4),
bestehend aus 6 nM Fluorescein, 1 uM EDTA und 1 mM (A) bzw. 10 uM (B) der jeweiligen
Aminosaure hergestellt und fiir 15 min bei 37°C in einer 96-well-Mikrotiterplatte inkubiert.
Anschliefend wurde der Radikalgenerator 2,2'-Azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid
(AAPH) in einer finalen Konzentration von 3 mM (A) bzw. 20 mM (B) hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde fir 60 min bei 37°C inkubiert, wobei alle zwei Minuten die
Fluorescein-Fluoreszenz bei einer Exzitation von 485 nm und einer Emission von 538 nm

gemessen wurde.

Peroxylradikal

AAP@
Fluorescein nicht-fluoreszierende Produkte

Abb. 11 Oxidative Degradation von Fluorescein. Fluorescein wird durch AAPH-abgeleitete Peroxylradikale
oxidativ zu nicht-fluoreszierenden Produkten degradiert.

33



Materialien und Methoden

2.2.5 Lipidperoxidation

Unter dem Begriff der Lipidperoxidation versteht man die oxidative Schadigung von Lipiden
einer Biomembran (Abb. 12). Dieser oxidative Prozess wird durch reaktive
Sauerstoffradikale initiiert. Hierbei wird beispielsweise durch ein Hydroxylradikal ein
Wasserstoffatom (H-Atom) einer mehrfach ungesattigten Fettsaure abstrahiert.

mehrfach ungesittigte Fettsgure

Initiation lOH' OH

00
R p— ‘ N
B N, /
NS \\ y ; \:\\_\ / \
W W W
Fettsdureperoxyl-Radikal
AH L
Termination
A <&
OO0OH
R ‘ | COOH R ; COOH
\ N N / N/ N /
. NS \Wi / / A / A
AV, v b \ N ! \ v
Fettsdurehydroperoxid mehrfach ungesittigte Fettsgure

Abb. 12. Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidation wird durch eine Radikal-verursachte Abstrahierung eines
H-Atoms einer mehrfach ungesattigten Fettséure initiiert. In Anwesenheit von molekularem Sauerstoff entsteht
aus dem Fettsdure- ein Fettsdureperoxyl-Radikal, das in einer Kettenreaktion H-Atome von weiteren
ungeséttigten Fettsduren abstrahieren kann. Der Kettentransfer wird durch die Reaktion eines Antioxidans (AH)
mit dem Fettsaureperoxyl-Radikal terminiert, wodurch ein Fettsdurehydroperoxid und die radikalisierte Form
des Antioxidans (A) entstehen.

In Anwesenheit von Sauerstoff entsteht aus dem Fettsdure-Radikal ein Fettsédure-

Peroxylradikal, das seinerseits in einer Kettenreaktion weitere ungeséttigte Fettsauren
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attackieren kann. Eine Termination der Kettenreaktion erfolgt bei Reaktion zwischen zwei
Radikalen oder durch Abfangen eines Fettsdure-Radikals durch ein Antioxidans (AH). In
diesem Fall entstehen das relativ unreaktive Fettsdurehydroperoxid und die stabile,
radikalisierte Form des Antioxidans (A’). Wie in Abb. 12 zu erkennen ist, kdnnen aus dem
Fettsaureperoxyl-Radikal durch verschiedene Prozesse unter anderem Malondialdehyd und 8-

Isoprostan gebildet werden, bei denen es sich um Lipidperoxidationsprodukte handelt.

2.2.5.1 Praparationtion von Rattenhirnmembranen

Zur Untersuchung von Lipidperoxidationsprozessen wurden native Membranen aus
Rattengehirn verwendet. Demnach wurde eine adulte Sprague-Dawley-Ratte mittels Isofluran
andsthesiert und dekapitiert. Anschlielend wurde das Gehirn entnommen, mit einem Skalpell
zerkleinert und mithilfe eines Potter-Elvehjem-Homogenisator in einem Puffer (1:3 v/v,
Tab.1), der zuvor entgast wurde, homogenisiert. Das Homogenat wurde flir 5 min bei 3000 g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Zellpellet wurde im gleichen
Volumen des Puffers resuspendiert und bis zur Homogenitét sonifiziert. Das Lysat wurde
anschlieRend fiir 30 min bei 6400 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum
verworfen, das Pellet in ddH,O resuspendiert, sonifiziert und unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 10 ml ddH,O aufgenommen,
nochmals sonifiziert und fur 60 min bei 100 000 g und 4°C ultrazentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstandes wurden die Pellets in ddH,O resuspendiert, bevor der
Proteingehalt der Suspension mittels eines BCA-Assays ermittelt wurde. Die
Rattenhirnmembransuspension wurde anschlielend in EppendorfgefaRen aliquotiert und bei -

80°C gelagert.

Tab. 1 Lipidpuffer zur Homogenisierung von Rattenhirngewebe

Komponente Konzentration [mM]
Kaliumchlorid 5
Magnesiumchlorid 1

Tris, pH 7,4 20
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2.2.5.2 Nachweis von Lipidperoxidationsprodukten

Die Untersuchung der Lipidperoxidation erfolgte in den zuvor praparierten Rattenhirnlipiden
nah Inkubation mit pro-oxidativen System aus FeSO4/Ascorbat. Die pro-oxidative
Eigenschaft von FeSQO, ist auf die Fenton-Reaktion zurtickzufiihren, bei der Fe(ll) und
Wasserstoffperoxid (H.O2) zu Fe(lll), einem Hydroxylradikal (OH) sowie einem
Hydroxidanion (OH") reagieren.

Fe(ll) + HLO, — = Fe(lll) + OH + OH’

Das Ascorbat dient in diesem System als Redox-Cycler, indem es das gebildete Fe (I11) zu
Fe(ll) reduziert, das dadurch regeneriert wird und der erneuten Bildung von Hydroxyl-
Radikalen zur Verfligung steht.

Zur Durchfuhrung der Lipidperoxidationsexperimente wurde eine Suspension aus
Rattenhirnlipiden in PBS (0,5 mg/ml) hergestellt und mit 100 uM der jeweiligen
Aminoacyllipide (in Ethanol) fir 1 h bei RT vorinkubiert. Zur Initilerung der
Lipidperoxidation wurden die Proben mit 10 uM FeSO,4 und 200 uM Ascorbat behandelt.
Nach 30 min wurden die Proben hinsichtlich der Bildung von Malondialdehyd und 8-
Isoprostan analysiert.

Zur Messung des gebildeten Malondialdehyds wurde zunéchst eine Stopp-Ldsung aus 3,8
Vol. 5% Trichloressigsaure in 1 M Essigsaure und 1 Vol. 0,5 % Thiobarbiturséure in 50 mM
NaOH hergestellt. Um die Reaktion zu beenden, wurde 1 Vol. der Proben mit 3 Vol. der
Stopp-L6ésung gemischt. Anschlielend wurden die Proben in einem Heizblock fir 30 min bei
95°C erhitzt. Die Reaktion wurde durch die Uberfiihrung der Proben in ein Eisbad gestoppt.
Unlosliche Prézipitate wurden mittels einer Zentrifugation fir 10 min bei 14000 x g pelletiert.
Der Uberstand wurde in eine Mikrotiterplatte (96 wells) tberfithrt und hinsichtlich der
Bildung des fluorerszierenden Adduktes aus MDA und TBA (Exzitation: 532 nm / Emission:
572 nm) analysiert.

Die Bildung von 8-lsoprostan wurde mithilfe eines EIA-Kits (Cayman Chemicals, Ann
Arbor, USA) nachgewiesen. Das Experiment wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Proben zundchst nach den angegebenen 30 min
Inkubationszeit fur 5 min bei 14000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die
Messung der freigesetzten Isoprostane verwendet. Das Messprinzip beruht auf der

kompetitiven Bindung von freiem 8-1soprostan aus den Proben und mit Acetylcholinesterase
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verkniipftem 8-Isoprostan (Tracer) an ein isoprostanspezifisches Antiserum. Dieses
wiederum bindet an eine mit Antikorpern vorbeschichteten 96-well-Mikrotiterplatte.
Demnach ist die Bindung des Tracers an das Antiserum invers proportional zur
Konzentration an freiem 8-Isoprostan der untersuchten Proben. Die Zugabe von Ellmans
Reagenz als Substrat der Acetylcholinesterase zu den mit Tracer, Antiserum und Proben
vorbehandelten wells bewirkte die Freisetzung des Endprodukts 5-Thio-2-nitrobenzoesaure,
dessen Konzentration spektrophotometrisch bei einer Wellenldénge von 405 nm bestimmt

wurde.

2.2.6 Zellkultur

Die Kultivierung von IMR-90-Zellen erfolgte im Begasungsbrutschrank bei 37°C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und einer Kohlendioxid-Konzentration von 5 %. Bei Erreichen einer
Konfluenz von ca. 80 % wurden die adhérenten Zellen trypsiniert und im Verhaltnis 1:4 auf
neue 10 cm-Zellkulturschalen verteilt.

Fir die langfristige Aufbewahrung wurden die IMR-90-Zellen in flussigem Stickstoff bei -
196 °C gelagert. Hierzu wurden die Zellen nach Abnahme des Zellkulturmediums trypsiniert
und durch Zentrifugation (4 min, 200 g) pelletiert. Die Zellen wurden in mit 10% DMSO
versetztem DMEM-Medium resuspendiert und Uber einen Zeitraum von zwei Tagen bei -80

°C eingefroren, bevor sie in flissigem Stickstoff gelagert wurden.

2.2.7 Hoechst-Farbung von IMR-90-Fibroblasten

Bei Hoechst 33342 handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der an die DNA von
lebenden und toten Zellen bindet, weshalb es als Zellkernfarbstoff eingesetzt wird. Da sich
einzelne Fibroblasten im Phasenkontrastmikroskop aufgrund ihres dichten Wachstums
optisch kaum voneinander unterscheiden lassen, wurde der Hoechst-Farbstoff 33342 als
Zellkernindikator zur Quantifizierung verwendet.

Zur Untersuchung der Cytotoxizitat in Fibroblasten wurden konfluente Zellen in 96-well-
Mikrotiterplatten in 100 pl Medium ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir 5
Stunden mit 10 uM der jeweiligen Aminoacyllipide vorinkubiert. Anschliel3end erfolgte die

Zugabe von 50 uM tert-Butylhydroperoxid. Nach weiteren 5 Stunden wurden die Zellen fur
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15 min mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (1 pg/ml) inkubiert. Daraufhin erfolgte
die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Hoechst-Féarbung, indem die Zellen manuell
gezahlt wurden. Zellen, die durch fibroblastentypische dreieckige Zellkdrper sowie
ausgepragte, cytoplasmatische Fortsatze gekennzeichnet waren, wurden als Zellen mit
normaler Morphologie bewertet. Die Cytotoxizitdt wurde anhand des Quotienten aus Zellzahl

mit normaler Morphologie und der Gesamtzellzahl ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Quantenchemische Charakterisierung der Aminosauren

Um die Bedeutung der Aminosaurereaktivitat fir die Evolution des genetischen Codes zu

untersuchen, erfolgte eine quantenchemische Analyse diverser prébiotisch verfligbarer

Aminosduren sowie der 20 Standard-Aminosauren plus Selenocystein. Als prabiotische

Gruppe wurden die Aminosduren des Murchison-Meteoriten herangezogen. Diese Gruppe

umfasst 54 nicht-proteinogene Aminoséauren und die 8 proteinogenen Aminosauren Alanin,

Aspartat, Glutamat, Glycin, Isoleucin, Leucin, Prolin und Valin (Tab. 2).

Tab. 2 Aminosduren des Murchison-Meteoriten in alphabetischer Reihenfolge

2,3-Diaminobutanséure
2,3-Diaminopropansaure
2,4-Diaminobutanséure
2-Amino-2,3,3-trimethylbutansaure
2-Amino-2,3-dimethylbutanséure
2-Amino-2,3-dimethylpentanséaure
2-Amino-2,4-dimethylpentanséaure
2-Amino-2-ethyl-3-methylbutanséure
2-Amino-2-ethylbutanséaure
2-Amino-2-ethylpentansaure
2-Amino-2-methylhexanséure
2-Amino-3,3-dimethylpentanséaure
2-Amino-3,4-dimethylpentanséaure
2-Amino-3-ethylpentansaure
2-Amino-3-methylhexanséure
2-Amino-4,4-dimethylpentansaure
2-Amino-4-methylhexansaure
2-Amino-5-methylhexansaure
2-Aminoheptanséaure
2-Methylaspartat
2-Methylglutamat
2-Methyl-norvalin
3,3'-Diaminoisobutansdure
3-Amino-2,2-dimethylpropansaure
3-Amino-2-ethylpropansaure
3-Amino-2-methylbutanséure
3-Amino-3-methylbutanséure
3-Aminopentansaure
3-Methylaspartat
4,4'-Diaminoisopentansure
4-Amino-2-methylbutansdure

4-Amino-3-methylbutansdure
4-Aminopentanséure
5-Aminopentanséaure
Alanin
a-Aminoadipinsaure
o -Aminobutyrat

a -Aminoisobutyrat
a -Aminopimelinséure
a -Methylnorleucin
a -Methylvalin
Aspartat

B-Alanin

B -Aminobutyrat
B-Aminoisobutyrat
Cycloleucin
y-Aminobutyrat
Glutamat

Glycin

Isoleucin

Isovalin

Leucin
N-Ethylglycin
N-Methylalanin
Norleucin

Norvalin

Ornithin
Pipecolinsaure
Prolin

Pseudoleucin

Valin
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Fur die quantenchemische Analyse wurden die molekularen Grenzorbitale der Aminoséuren
(HOMOs und LUMOSs) berechnet. Unter dem HOMO eines Molekiils versteht man das
Orbital, das von den mit Elektronen besetzten Molekdulorbitalen die hochste Energie aufweist.
Das LUMO hingegen ist das unbesetzte Orbital mit der niedrigsten Energie. Anhand dieser
beiden Grenzorbitale lasst sich die chemische Reaktivitat beziliglich einer Vielzahl von
Reaktionen vorhersagen (Fukui, 1982). Dies ist in der Eigenschaft der Grenzorbitale,
Elektronen abzugeben (HOMO) bzw. aufzunehmen (LUMO) begriindet, wobei sowohl ein
intra- als auch ein intermolekularer Elektronentransfer moglich ist (Zhang and Musgrave,
2007; Yoshizawa, 2012). Die Bedeutung der Energieniveaus der Orbitale fur die Reaktivitat
eines Molekils ist in Abb. 13 dargestelit.

Besitzt ein Molekiil ein hochenergetisches HOMO (Molekiil 2, Abb. 13), das mit 2
Elektronen besetzt ist, so besteht die Mdglichkeit der Interaktion mit dem LUMO eines
weiteren Molekils (Molekul 1), dessen Energie nur um einen relativ geringen Betrag groRer
ist als die von HOMO 2 (Differenz: AE;). Dadurch kann ein Transfer eines Elektrons vom
HOMO zum LUMO erfolgen (langer, griner Pfeil, Abb. 13). Die Differenzen zwischen den
HOMOs der beiden anderen dargestellten Molekiile 1 und 3 und dem LUMO von Molekil 2
(AE; und AEs) hingegen sind zu grof3 fur eine Interaktion, wodurch keine Elektronen
Ubertragen werden konnen (rote, gestrichelte Pfeile). Der Grund liegt in den vergleichsweise
niedrigen Energieniveaus der entsprechenden HOMOs sowie dem hohen Energieniveau von
LUMO 2. Ein Sonderfall des intermolekularen Elektronentransfers stellt das HOMO eines
Molekiils dar, das nur mit einem Elektron besetzt ist, weshalb es als SOMO (singly occupied
molecular orbital) bezeichnet wird. SOMOs sind charakteristisch fur Radikale und kdnnen je
nach Energieniveau und Interaktionspartner mit HOMOs oder LUMOs reagieren (nicht
dargestellt). Die Mdglichkeit eines intramolekularen Elektronentransfers ist hingegen von der
GroRe der HOMO-LUMO-Differenz abhangig: Bei geringem Energieunterschied kann ein
Elektron des HOMOs durch Anregung auf das Energieniveau des LUMOs desselben
Molekiils angehoben werden (kurzer, gruner Pfeil, Bandlicke 1). Bei groRRerer Energie-
Differenz ist der Ubergang von HOMO zu LUMO nur bei hoher Anregungsenergie maglich
(Bandliicken 2 und 3).
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Abb. 13 Molekulare Grenzorbitale (HOMOs und LUMOSs). Nach der Grenzorbitaltheorie determinieren die
molekularen Grenzorbitale die chemische Reaktivitat eines Molekiils (Fukui, 1982). Das theoretische Potential
fur inter- und intramolekulare Wechselwirkungen ist am Beispiel von drei verschiedenen Molekiilen dargestellt.
Aufgrund der niedrigen Energiedifferenz (AE,) ist eine Interaktion zwischen dem HOMO von Molekil 2
(HOMO 2) und dem LUMO von Molekil 1 (LUMO 1) méglich (langer, griner Pfeil). Sind die HOMOs jedoch
relativ energiearm (HOMO 1 und 3), so sind die Energiedifferenzen zu einem hochenergetischen LUMO
(LUMO 2) zu groB fur einen intermolekularen Elektronentransfer (rote Pfeile). Ein intramolekularer Transfer ist
nur bei kleiner Bandliicke mdglich, wie es flir das Elektron in Molekul 1 dargestellt ist, das bei Absorption des
Energiebetrags AE; aus dem HOMO 1 in das LUMO 1 ubertragen wird (kurzer, griner Pfeil). Der graue,
gestrichelte Pfeil symbolisiert ein Elektron, das nach inter- oder intramolekularem Transfer LUMO 1 besetzt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grenzorbitale und daraus abgeleiteten HOMO-
LUMO-Differenzen der Aminosauren des Murchison-Meteoriten und der 21 proteinogenen
Aminosduren auf Grundlage der semi-empirischen AM1- und PM6-Methode sowie ab initio
mithilfe des Hartree-Fock-Verfahrens quantenchemisch berechnet (siehe 2.2.1). Die
ermittelten Werte sind flr die proteinogenen Aminosduren in Tab. 3 vergleichend dargestellt

und werden im Folgenden (3.1.1 und 3.1.2) néher erlautert.
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Tab. 3 Grenzorbitalenergien und HOMO-LUMO-Differenzen der 21 proteinogenen Aminoséuren. Den
21 proteinongenen Aminoséuren (AS, im Einbuchstabencode) sind die semi-empirisch und ab initio berechneten
Grenzorbitalenergien sowie HOMO-LUMO-Energiedifferenzen zugeordnet. Die Aminosauren sind in der
Konsensus-Reihenfolge ihres Auftretens (von oben nach unten) aufgelistet (Trifonov, 2009).

Semi-empirisch Ab initio
AM1 PM6 Hartree-Fock
AS HOMO | LUMO Diff. HOMO | LUMO Diff. HOMO | LUMO Diff.
(eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV)
G -10,297 0,93 -11,114 | -10,072 | 0,383 | -10,455 | -10,418 | 4,528 | -14,946
A -10,506 | 1,169 | -11,255| -10,089 | 0,493 | -10,582 | -11,151 | 4,589 | -15,74
D -10,65 0,527 | -11,321 | -10,283 | -0,064 | -10,219 | -10,786 | 4,291 | -15,077
\4 -10,215 | 1,059 | -11,274| -9,911 0,622 | -10,533 | -10,207 | 4,667 | -14,874
S -10,293 | 0,872 | -11,165 | -10,209 | 0,441 -10,65 | -10,524 | 4,354 | -14,878
P -9,825 0,9 -11,085 | -9,536 | 0,308 | -9,844 | -9,69 4,386 | -14,076
E -10,677 0,8 -11,219 | -10,178 | 0,129 | -10,307 | -11,333 | 4,264 | -15,597
L -10,186 | 1,065 | -11,273 | -9,973 0,546 | -10,519 | -10,355 | 4,509 | -14,864
T -10,251 | 1,012 | -11,263 | -10,085 | 0,504 | -10,589 | -9,998 | 4,349 | -14,347
R -9,598 | 1,113 | -10,487 | -9,657 0,82 |-10,477 | -9,102 | 4,467 | -13,569
| -10,282 0,94 -11,256 | -9,89 0,557 | -10,447 | -10,375 | 4,389 | -14,764
Q -10,324 | 0,498 | -11,188 | -9,92 0,652 | -10,572 | -10,586 | 3,733 | -14,319
N -10,631 | 0,46 -10,94 | -10,037 | 0,318 |-10,355 | -10,61 | 4,522 | -15,132
K -9,714 | 0,872 |-10,586 | -9,708 | 0,655 |-10,363 | -9,962 | 4,642 | -14,604
H -8,981 | 0,598 | -9,946 | -9,416 | 0,352 | -9,768 | -8,643 | 3,969 | -12,612
F -9,477 | 0,391 | -9,897 | -9,534 | 0,145 | -9,679 | -8,803 | 3,978 | -12,781
C -9,418 0,192 -9,61 -9,37 0,048 -9,418 | -10,032 | 4,199 | -14,231
M -8,667 0,624 -9,291 | -8,781 0,298 -9,079 | -9,409 4,565 | -13,974
Y -9,131 0,213 -9,371 | -9,071 -0,07 -9,001 | -8,559 3,664 | -12,223
W -8,545 0,056 -8,601 | -8,527 | -0,068 | -8,459 | -7,664 3,555 | -11,219
U -8,07 -0,396 | -7,674 | -9,062 | -0,224 | -8,838 | -9,173 3,541 | -12,714
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3.1.1 Semi-empirische Berechnung der Grenzorbitale

Zunachst wurden die Energieniveaus der Grenzorbitale auf Grundlage des semi-empirischen
AM1-Algorithmus berechnet (siehe 2.2.1). Aus den Berechnungen konnte jeweils die
Energie-Energiedifferenz der Grenzorbitale bestimmt werden. Wie in Abb. 14 dargestellt ist,
liegen die HOMO-LUMO-Energiedifferenzen der 62 Aminosauren des Murchison-
Meteoriten in einem Bereich von -10,5 bis -11,5 Elektronenvolt (eV). Die Standard-
Aminosdauren von Glycin bis Lysin, die aufgrund der bereits genannten 60 Kriterien
(Trifonov, 2009) als ,,friih* eingestuften werden, weisen ahnliche Differenzen zwischen den
Grenzorbitalen wie die Aminoséuren des Murchison-Meteoriten auf, wobei Arginin mit
einem Wert von -10,49 eV und Lysin mit einem Wert von -10,59 eV etwas kleinere
Bandlicken als die anderen Aminoséuren besitzen. Aminosduren, die in verschiedenen
Meteoriten bzw. Kometen (,,Meteoriten-Aminosduren) oder Experimenten zur abiotischen
Synthese organischer Molekile (,,Urey-Miller-Aminosauren‘ und ,,Hydrothermale
Aminosduren; Abb. 14) nachgewiesen wurden, sind, mit Ausnahme des Phenylalanins,
ausschlieBlich in der Gruppe der ,,frithen Aminosauren wiederzufinden. Interessanterweise
besitzen Aminosduren, die als vergleichsweise neu betrachtet werden, deutlich kleinere
HOMO-LUMO-Differenzen als die primordialen Aminosauren: Die Differenzen betragen
stets weniger als -10 eV. Zudem ist in dieser zweiten Gruppe eine inverse Korrelation
zwischen der GroRe der Bandlicke und der Chronologie des Aminosdureeinbaus zu
beobachten. Tryptophan weist von den Standard-Aminoséuren mit einer Differenz von -8,6

eV den geringsten Wert auf, der nur noch von Selenocystein mit -7,67 eV unterboten wird.
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Abb. 14 Semi-empirisch berechnete HOMO-LUMO-Energiedifferenzen aller untersuchten Aminosauren
auf Basis des AMI1-Algorithmus. Die 62 Aminosduren des Murchison-Meteoriten (in alphabetischer
Reihenfolge) und die 20 Standard-Aminosauren plus Selenocystein (in der mutmaBlichen chronologischen
Reihenfolge ihres evolutiondren Auftretens) sind gegen die entsprechenden HOMO-LUMO-Differenzen
aufgetragen, die auf Grundlage der semi-empirischen AM1-Methode berechnet wurden. Aminoséuren, die in
extraterrestrischem Material, Urey-Miller-Experimenten oder Hydrothermal-Experimenten nachgewiesen
wurden, sind mit 1, 2 bzw. 3 gekennzeichnet. Der postulierte Ubergang von den primordialen zu den codon
capture-Aminoséuren ist durch zwei gestrichelte Linien gekennzeichnet.

Ein dhnliches Ergebnis liefert die quantenchemische Analyse, die auf Basis des ebenfalls
semi-empirischen PM6-Algorithmus (siehe 2.2.1) durchgefiihrt wurde (Abb. 15). Das
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Differenzspektrum der Murchison-Aminosauren liegt hier in einem Bereich zwischen -10,7
und -9,7 eV. Die proteinogenen, primordialen Aminosauren zeigen vergleichbar hohe Werte,
wobei in diesem Fall Prolin die kleinste Differenz (-9,84 eV) aufweist. Die spéten codon
capture-Aminosauren besitzen von allen proteinogenen Aminosauren die geringsten HOMO-
LUMO-Energiedifferenzen. Die beobachtete Korrelation zwischen Chronologie des Einbaus
und Energieniveau der Grenzorbitale kann bei Anwendung des PM6-Algorithmus bestatigt
werden, wobei hier Tryptophan (-8,46 eV) und nicht Selenocystein (-8,84 eV) die geringste
HOMO-LUMO-Bandliicke aufweist.
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Abb. 15 Semi-empirisch berechnete HOMO-LUMO-Energiedifferenzen aller untersuchten Aminosauren
auf Basis des PM6-Algorithmus. Die bereits in Abb. 14 dargestellten Aminoséduren sind gegen die jeweilige
HOMO-LUMO-Energiedifferenz aufgetragen, die auf Grundlage der alternativen, semi-empirischen PM6-
Methode berechnet wurden. Kennzeichnung und Reihenfolge der Aminoséuren entspricht der Darstellung in
Abb. 14.
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3.1.2 Ab initio-Berechnung der Grenzorbitale

Zusétzlich zu den semi-empirischen Berechnungen wurden die Energien der Grenzorbitale
der Aminoséauren auf Grundlage der Hartree-Fock-Methode ab initio berechnet (siehe 2.2.1).
Wie in Abb. 16 dargestellt, ist auch auf Basis der Hartree-Fock-Methode ein evolutionérer
Trend erkennbar. Die Aminoséuren des Murchison-Meteoriten und die friihen, proteinogenen
Aminosduren weisen grolen HOMO-LUMO-Energiedifferenzen auf, wohingegen die spéten
codon capture-Aminoséuren tendenziell kleinere Energiedifferenzen besitzen. Allerdings
sind die HOMO-LUMO-Bandliicken bei dieser Berechnungsmethode groéRer als bei den
semi-empirischen Verfahren. Demnach weisen die Murchison-Meteorit-Aminosauren
HOMO-LUMO-Energiedifferenzen zwischen -14 und -15,74 eV auf, wobei nur eine geringe

Streuung zu beobachten ist.
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Abb. 16 Ab initio berechnete HOMO-LUMO-Energiedifferenzen aller untersuchten Aminosduren auf
Basis der Hartree-Fock-Methode. Die Darstellungsweise entspricht jenen aus Abb. 14 und 15.
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Auffallig ist bei dieser Berechnungsmethode die recht groBe Streuung im Falle der
proteinogenen Aminosduren: Bei primordialen Aminoséduren liegt der
Energiedifferenzbereich zwischen -15,74 eV (Alanin) und -13,57 eV (Arginin). Insgesamt
liegt das Spektrum der HOMO-LUMO-Werte auf einem aufféallig hohen Differenzniveau, das
dem der Meteoriten-Aminosauren vergleichbar ist. Von den codon capture-Aminosauren sind
bei Histidin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Selenocystein deutlich geringere
Bandliicken als bei den Murchison-Aminosauren und primordialen Aminosduren zu
beobachten, wohingegen die Differenzniveaus der schwefelhaltigen Aminoséuren Cystein
und Methionin relativ hoch sind. Wie im Falle der PM6-basierten semi-empirischen Methode
weist Tryptophan mit einer Differenz von -11,22 eV den geringsten Wert auf.

3.2 Der Shikimatweg und die Synthese aromatischer Aminosauren

Die Ergebnisse der semi-empirischen und ab initio-Berechnungen zeigen eine evolutionare
Tendenz an: ,,Frihe* Aminosduren besitzen grole HOMO-LUMO-Bandliicken, wohingegen
,.spate” Aminosauren kleine HOMO-LUMO-Bandlicken aufweisen. Da ein kleiner
Energieunterschied als quantenchemisches Korrelat fiir hohe Reaktivitédt betrachtet werden
kann, stellte sich die Frage, warum neue Aminosauren in den genetischen Code
aufgenommen wurden bzw. wie dies mit einer mdglichen Reaktivitdt der Aminosauren
zusammenhangen konnte. Um diese Frage zu beantworten, wurden exemplarisch die
Synthesewege der beiden jingsten Aminosauren Tyrosin und Tryptophan, die durch eine sehr
geringe HOMO-LUMO-Differenzen gekennzeichnet sind, untersucht. Hierzu wurden die
pathway maps der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Datenbank
herangezogen (Kanehisa and Goto, 2000).

Die aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan sind Produkte des
Shikimatweges, einem Stoffwechselweg, der in Mikroorganismen und Pflanzen vorkommt
(Herrmann and Weaver, 1999). Aus dem Zwischenprodukt Shikimat, nach dem der Weg
benannt ist, entsteht Chorismat, das in Prephenat umgewandelt werden kann, aus dem
wiederum Phenylalanin oder, tber die Stufe des Hydroxyphenylpyruvats, Tyrosin gebildet
wird. Alternativ wird Chorismat zu Anthranilat umgesetzt, das fur die Synthese von
Tryptophan verwendet werden kann. Fir die Synthese von Phenylalanin, Tyrosin und

Tryptophan wird kein molekularer Sauerstoff bendtigt (griine Pfeile, Abb. 17).
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Abb. 17 Shimimatweg und Derivate von Shikimat. Der Shikimat-Weg, der ausschlieBlich anaerobe
Synthesewege umfasst (grine Pfeile), bringt unter anderem Hydroxyphenylpyruvat sowie die aromatischen
Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin hervor. Aus diesen Molekdlen leiten sich Strukturen ab,
die funktionell relevant sind und fiir deren Biosynthese die Anwesenheit molekularen Sauerstoffs erforderlich ist
(blaue Pfeile). CTC: Cysteintyrosyl-Cofaktor; CTQ: Cysteintryptophylchinon; LTQ: Lysintyrosylchinon; PQQ:
Pyrrolochinolinchinon; TPQ: Topa-Chinon; TTQ:Tryptophantryptophylchinon.

Die aromatischen Aminosauren stellen wiederum Ausgangsstrukturen fur die Synthese
zahlreicher, funktionell relevanter Molekile dar, wodurch sich wiederum die Frage nach der
Existenz und Bedeutung von Tryptophan und Tyrosin ableitet. Bei diesen biologisch
funktionellen Strukturen handelt es sich um Bestandteile der Elektronentransportkette in
Mitochondrien (Ubichinon) bzw. Chloroplasten (Plastochinon), Vitamin E-Formen
(Tocopherol und Tocotrienol), sekunddre Pflanzenstoffe (Quercetin, Coumarol und
Resveratrol), den Polymervorlaufer 5,6-Dihydroxylindol, das Hormon Melatonin oder die

bakteriellen Cofaktoren Cysteintyrosyl-Cofaktor (CTC), Cysteintryptophylchinon (CTQ),
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Lysintyrosylchinon (LTQ), Pyrrolochinolinchinon (PQQ), Topa-Chinon (TPQ) und
Tryptophantryptophylchinon (TTQ).

Die aufgefiinrten Substanzen zeichnen sind durch zwei Charakteristika aus: Zum einen
besitzen diese eine hohe Redox-Aktivitat, zum anderen wird fur mindestens einen Schritt
ihrer Biosynthese molekularer Sauerstoff bendtigt (blaue Pfeile, Abb. 17). Die
sauerstoffabhangigen Biosynthesewege und die redox-aktiven Eigenschaften der Shikimat-
Derivate sind anhand ausgewéhlter Publikationen in Tab. 4 zusammengefasst.

Aus diesen Beobachtungen kann geschlussfolgert werden, dass insbesondere Tyrosin und
Tryptophan, unter Berlcksichtigung ihrer speziellen quantenchemischen Eigenschaften, eine
wichtige Rolle zukommen konnte. Da kleine HOMO-LUMO-Energiedifferenzen chemische
Reaktivitdt determinieren und die Tryptophan- und Tyrosinderivate redox-aktive
Eigenschaften besitzen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass
diese beiden Aminosduren aufgrund ihrer Redox-Reaktivitdt in den genetischen Code
aufgenommen wurden. Die Abhéangigkeit der Biosynthesewege der Derivate von
molekularem Sauerstoff lasst zudem auf eine Bedeutung der Aminoséduren bei der Reaktivitat

gegenuber Sauerstoffradikalen schlief3en.
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Tab. 4 Biosynthese und Redox-Eigenschaften der Shikimat-Derivate.

Shikimat-
. Biosynthese Redox-Eigenschaften
Derivat

Coumarol Die Cinnaminsdure-4-Hydroxylase (EC 1.14.13.11) ist Phenylpropanoide sind kettenbrechende
ein Cytochrom P450, das in héheren Pflanzen den ersten | Antioxidantien, die durch die Abgabe von
Oxygenierungsschritt des allgemeinen Elektronen oder Wasserstoffatomen Radikale
Phenylpropanoidmetabolismus katalysiert (Teutsch et al., | abfangen kénnen und dabei in
1993). mesomeriestabilisierte Phenoxy-Radikale

umgewandelt werden (Teixeira et al., 2013).

Cofaktoren Die aufgeflihrten Cofaktoren entstehen aus oxidativen Der proteingebundene Cofaktor wird
Prozessen, die durch die Addition von molekularem wahrend der Katalyse in eine reduzierte
Sauerstoff an eine Tyrosin- oder Tryptophan-Seitenkette | Chinolform konvertiert, die zur
initiierte werden (Klinman and Bonnot, 2014). Vervollstdndigung des katalytischen Zyklus

in den oxidierten Cofaktor umgewandelt
werden muss (Klinman, 2001).

5,6-DHI Tyrosinase (EC 1.14.18.1) katalysiert die Melanin besitzt die Fahigkeit, mit
Hydroxylierung von Tyrosin zum 3,4- Superoxidanionradikalen und Singulett-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und die Oxidation von Sauerstoff zu reagieren (Tada et al., 2010).
DOPA zum Dopachinon, das wiederum in
Melaninpigmente umgesetzt wird (Zaidi et al., 2014).

Melatonin Der erste Schritt der Melatoninbiosynthese wird von der | Die Abgabe von Elektronen stellt den
Tryptophan-5-Monooxygenase (EC 1.14.16.4) wichtigsten Weg der Melatonin-Oxidation
katalysiert und umfasst die Hydroxylierung von dar. Das entstehende Melatonin-
Tryptophan, die in Anwesenheit von Biopterin und Radikalkation kann mit dem
Sauerstoff erfolgt (Cianchetta et al., 2010). Superoxidanionradikal reagieren und somit

Radikalkettenreaktionen unterbinden
(Poeggeler et al., 2002).

PQ Die p-Hydrophenylpyruvat-Dioxygenase, die essentiell Wahrend des Elektronentransfers im
fur die Plastochinon-Biosynthese ist, katalysiert die Photosystem Il wird Plastochinon zum
irreversible Addition von zwei Sauerstoffmolekilen an Semichinon-Radikal reduziert, welches das
Hydrophenylpyruvat (Norris et al., 1998). Elektron wiederum an ein sekundares

Plastochinon transferiert. Dieses wird nach
einem zweiten photochemischen turnover
zum vollsténdig reduzierten Chinol reduziert
(Cox et al., 2009).

Quercetin Naringenin-3-dioxygenase (EC 1.14.11.9) Aufgrund ihrer niedrigen Redoxpotentiale
katalysiert die ersten Schritte der Quercetinsynthese, in kdnnen Flavonoide freie Radikale reduzieren.
denen 2-Oxoglutarat und molekularer Sauerstoff zu Hierbei erfolgt die Abgabe des
Succinat und Kohlendioxid reagieren (Turnbull et al., Wasserstoffatoms der Hydroxylgruppe, das
2004). mit einem Hydroxy- oder Peroxylradikal

reagieren kann (Kumar and Pandey, 2013).

Resveratrol Die Cinnaminsédure-4-Hydroxylase (EC 1.14.13.11) ist Resveratrol (3,5,4°-trihydroxy-trans-stilben)
ein Cytochrom P450, das in htheren Pflanzen den ersten | ist ein natlrliches Antioxidans. Die Oxidation
Oxygenierungsschritt des allgemeinen der 4¢-OH-Gruppe fiihrt zur Bildung von
Phenylpropanoidmetabolismus katalysiert (Teutsch et al., | stabilen Phenoxy-Radikalen (Shang et al.,
1993). 2009).

Tocopherol Die Tocopherol- und Tocotrienolbiosynthese wird unter | Vitamin E reagiert mit Lipidradikalen

Tocotrienol anderem durch die p-Hydroxyphenylpyruvat- wodurch das korrespondierende
Dioxygenase (EC1.13.11.27) bewerkstelligt. Dieses Chromanoxylradikal entsteht. Die
Enzym katalysiert den komplexen und irreversiblen Regenerierung der reduzierten Form erfolgt
Einbau von zwei Sauerstoffmolekilen in enzymatisch oder nicht-enzymatisch (Packer
Hydroxyphenylpyruvat (Norris et al., 1998). et al., 2001).

Ubichinon Unter aeroben Bedingungen stammen die Der Protonentransport tiber die

Sauerstoffatome des Ubichinons von molekularem
Sauerstoff (Alexander and Young, 1978a)

Unter anaeroben Bedingungen erfolgen drei alternative
Hydroxylierungsreaktionen, die keinen molekularen
Sauerstoff erfordern (Alexander and Young, 1978b).

Mitochondrienmembran wird von Ubichinon
bewerkstelligt. Wéhrend des
Elektrontransfers, das die Antriebskraft fir
den Protonentransport darstellt, wird
Ubichinon zum Semi-Ubichinonradikalanion
reduziert (Moncelli et al., 1996).
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3.2.1 Quantenchemische Eigenschaften der redox-aktiven Strukturen

Die in 3.2 dargestellten Derivate des Shikimat-Wegs wurden ebenfalls quantenchemisch
analysiert. Hierzu wurden die Grenzorbitale nach der semi-empirischen AM1-Methode
berechnet und mit den Werten der bereits analysierten Aminosduren (3.1.1) verglichen.

Um die Orbitalenergien der untersuchten Derivate einzuordnen, wurden jeweils die HOMO-
LUMO-Energiedifferenzen bestimmt und mit den Bandliicken der Aminosduren aus Abb. 14
verglichen. Diese auf Grundlage der semi-empirischen AM1-Methode berechneten HOMO-
LUMO-Differenzen sind in Abb. 18 dargestellt.

Wie zu erkennen ist, sind die Molekile erwartungsgemal durch kleine HOMO-LUMO-
Differenzen gekennzeichnet. Sie liegen im Differenzbereich der beiden letzten Aminoséuren
Tryptophan und Selenocystein. Daraus grundet sich die in dieser Arbeit postulierte
Hypothese, dass es sich bei Tryptophan und Tyrosin ebenfalls um redox-aktive Cofaktoren
handelt, die jedoch im Gegensatz zu ihren Derivaten in den genetischen Code integriert

wurden.
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Abb. 18 Vergleich der HOMO-LUMO-Energiedifferenzen der in Abb. 14 dargestellten Aminosauren und
der in Abb. 17 abgebildeten Derivate des Shikimats. Die hier gezeigte Abbildung entspricht Abb. 14 mit der
Erweiterung um die quantenchemisch berechneten HOMO-LUMO-Energiedifferenzen der Shikimat-Derivate
aus Abb. 17.

Die funktionellen Biomolekule lassen sich hinsichtlich ihrer Grenzorbitale in zwei Gruppen
einteilen. Eine Gruppe umfasst die bakteriellen Cofaktoren CTQ, LTQ, PQQ, TPQ und TTQ,
die sich im Vergleich zu allen Aminosdauren und den anderen Derivaten durch ein sehr
niedriges Energieniveau ihrer LUMOSs auszeichnen: Die LUMO-Energien befinden sich in
einem Bereich von -1,9 bis -1,7 eV (Abb. 19). Die zweite Gruppe besteht aus Molekiilen,
deren LUMOs auf einem hoheren, aber immer noch niedrigen Energieniveau in einem
Bereich von -0,85 bis +0,35 eV liegen. Dieser Gruppe sind die Gbrigen Shikimat-Derivate,
die mit Ausnahme von CTC keine bakteriellen Cofaktoren darstellen, zuzuordnen. Diese
Energieniveaus sind vergleichbar mit denen der neuen Aminoséuren Phenylalanin, Cystein,

Tyrosin, Tryptophan und Selenocystein, die geringere LUMO-Werte als die Aminoséuren des
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Murchison-Meteoriten und die friihen proteinogenen Aminosauren aufweisen. Weiterhin ist
zu erkennen, dass die codon capture-Aminosauren und die Shikimat-Derivate in der Regel
durch geringe HOMO-Werte gekennzeichnet sind.
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Abb. 19 HOMO- und LUMO-Energiewerte der Murchison-Meteorit-Aminosauren, der proteinogenen
Aminosauren und der in Abb. 17 dargestellten Shikimat-Derivate. Die Grenzorbitale der dargestellten
Aminosauren wurden auf Grundlage des semi-empirischen AM1-Algorithmus berechnet. Murchison-Meteorit-
Aminosduren sind als schwarze Punkte, die 21 proteinogenen Aminoséauren als griine Punkte und die nicht-
proteinogenen Shikimat-Derivate als blaue Punkte symbolisiert. Die sieben codon capture-Aminosduren sind im
Einbuchstabencode, die Shikimat-Derivate, die sehr niedrige LUMO-Energiewerte aufweisen, in der
Dreibuchstabenabkirzung dargestellt.

3.3 Experimente zur Reaktivitat proteinogener Aminosauren gegeniber Radikalen

Wie bereits zuvor ausgefiihrt wurde anhand der metabolischen Analyse, aus welcher
hervorging, dass die Shikimat-Derivate redox-aktiv sind und fir ihre Synthese molekularer
Sauerstoff benotigt wird, die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen der Reaktivitat
gegeniiber Sauerstoffradikalen und der Bedeutung ,,neuer Aminosduren hergestellt (3.2).
Daher wurden die Eigenschaften der proteinogenen Standard-Aminoséauren hinsichtlich ihrer
Reaktivitat gegeniiber Peroxylradikalen untersucht. Das Peroxylradikal ist ein elektrophiles
Sauerstoffradikal, dessen Bildung die Anwesenheit molekularen Sauerstoffs erfordert.
Zusatzlich wurde die Reaktivitdt der Aminoséduren mit artifiziellen Radikalen

unterschiedlicher Elektrophilie analysiert.
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3.3.1 Reaktion mit dem Peroxylradikal

Die Reaktivitdt der Aminosauren wurde unter zwei verschiedenen Versuchsbedingungen
(siehe 2.2.4.3) durchgefiihrt. Unter Bedingungen, bei denen das Verhaltnis zwischen dem
Peroxylradikal-Initiator AAPH und der hinzugefigten Aminosaure 3:1 betrug (3 mM
Radikalinitiator AAPH, 1 mM Aminoséaure), war bei allen codon capture-Aminoséuren mit
Ausnahme des Phenylalanins eine Reaktivitdt gegeniiber Peroxylradikalen festzustellen,
wéhrend ,.friihe* Aminoséuren nicht mit Peroxylradikalen reagierten. Weiterhin war eine
Tendenz zwischen Reaktivitdt und evolutiondrer Chronologie erkennbar. Die relative
Reaktivitat steigt von 68,5 % fir Histidin, tber 87,8 fur Cystein und 90,9 % flr Methionin
auf 95,1 % fur Tyrosin bzw. 97,1 % flur Tryptophan, die Standard-Aminoséure, die
vermutlich als letzte Proteinogenitét erlangte (Abb. 20 A).

Wurde eine AAPH: Aminoséure-Verhétnis von 20000:1 (20 mM AAPH, 10 uM Aminoséure)
gewahlt, so nahm der beobachtete Schutzeffekt erwartungsgeman deutlich ab. Ausschliel3lich
bei Methionin, Tyrosin und Tryptophan war eine Erhaltung der Fluorescein-Fluoreszenz zu
beobachten. Wéhrend Methionin mit 8,7 % nur schwach reaktiv war, war Tyrosin mit 46,1 %
Reaktivitdt in der Lage, die Peroxylradikale teilweise abzufangen. Wie zuvor wies
Tryptophan mit einer Reaktivitat von 84,1 % das groRte antioxidative Potential auf (Abb. 20
B). Somit wurde innerhalb der codon capture-Aminoséuren eine Zunahme der Reaktivitat

gegenuber Peroxylradikalen beobachtet.
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Abb. 20 Reaktivitat der proteinogenen Aminosauren gegeniiber Peroxylradikalen. Die Aminoséduren sind
im Einbuchstaben-Code gegen die Reaktivitdt gegeniiber Peroxylradikalen, die unter zwei verschiedenen
Bedingungen gemessen wurde, aufgetragen. (A) Das Verhaltnis zwischen dem Radikalinitiator AAPH und der
jeweiligen Aminoséure betrug 3:1. (B) APPH wurde gegeniiber der jeweiligen Aminosdure in deutlichem
Uberschuss (Verhaltnis 20000:1) eingesetzt. Die Mittelwerte (+Standardabweichung) der Reaktivitaten wurden
auf Grundlage von jeweils drei Replikaten (n=3) berechnet.
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3.3.2 Reaktion mit weiteren Radikalen

Um die Universalitat der Aminosédurereaktividt gegenuber dem untersuchten Peroxylradikal
zu testen, wurde die Reaktivitat der Standard-Aminosauren gegenuber weiteren Radikalen,
die sich in ihrer Elektrophilie voneinander unterscheiden, untersucht. Hierbei zeigte sich
ebenfalls, dass friilhe Aminosauren keine Reaktivitat zeigen und ausschlieBlich die spaten
codon capture-Aminosduren Cystein, Tyrosin und Tryptophan in der Lage sind, Radikale
abzufangen. Wie in Abb. 21A zu erkennen ist, war ausschlieBlich Cystein in der Lage mit
dem nucleophilen TCNQ-Radikalanion zu reagieren: Die Reaktivitat lag bei 77 %. Ein
anderes Ergebnis lieferte die Analyse der Aminosdurereaktivitdt gegenlber den
elektrophileren Radikalen DPPH und Galvonoxyl. In beiden Fallen zeigten die codon
capture-Aminoséuren Cystein, Tyrosin und Tryptophan eine Wechselwirkung mit dem

jeweiligen Radikal (Abb. 21 B und C).
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Abb. 21 Reaktivitat von Aminosduren gegeniiber verschiedenen Radikalen. Die 20 Standard-Aminosduren
sind im Einbuchstabencode gegen die Reaktivitdt gegeniiber dem nucleophilen TCNQ-Radikalanion (A), dem
elektrophilen Galvinoxyl und DPPH-Radikalen (B und C) sowie dem stark elektrophilen ABTS-Radikalkation
(D) aufgetragen. Die jeweiligen Mittelwerte (+Standardabweichung) resultieren aus jeweils vier Experimenten

(n=4).
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Die Reaktivitat gegentiber dem elektrophilsten Radikal, dem ABTS-Radikalkation, zeigte ein
ahnliches Muster: nur Cystein, Tyrosin und Tryptophan waren in der Lage, das Radikal
abzufangen, wobei in diesem Fall Tryptophan mit 64,6 % und Tyrosin mit 63,7 % die grofite
Reaktivitat zeigten. Cystein war mit 24,8 % deutlich weniger reaktiv als die beiden
Aminosduren, die als letzte in den Code aufgenommen wurden (Abb. 21 D).

3.3.3 Radikalisierungsenthalpien der codon capture-Aminosauren

Wie aus den bisherigen Ergebnissen hervorgeht, wird die Aminoséureaktivitat mit Radikalen
in guter Ann&herung durch die quantenchemischen Parameter der HOMO- und LUMO-Werte
beschrieben. Zwischen Groéle der HOMO-LUMO-Energiedifferenz der untersuchten
Aminosdauren und ihrer Fahigkeit, mit Radikalen zu reagieren, besteht tendenziell eine
inverse Korrelation.

In einzelnen Féllen war jedoch zu beobachten, dass eine kleine Bandlicke zwischen den
Grenzorbitalen nicht als ausschlieBliche Voraussetzung fiir das reaktive Potential einer
Aminosdure herangezogen werden kann. Beispielsweise war im Falle der Reaktion
gegenuber Peroxylradikalen Phenylalanin die einzige neue Aminosaure, die trotz kleiner
HOMO-LUMO-Bandliicke keine Reaktion zeigte (Abb. 20A). Neben glnstigen kinetischen
Bedingungen missen folglich weitere Parameter, wie die Aktivierungsenergie, zur
Beschreibung der Reaktivitdt betrachtet werden. Wahrend die HOMO-LUMO-
Energiedifferenz das reaktive Potential eines Moleklls beschreibt, stellt die
Aktivierungsenergie die Energiedifferenz zwischen dem Grundzustand der Aminoséure und
ihrem Ubergangszustand dar, bei dem es sich um die radikalisierte Form der Aminosaure
handelt. Da die Interaktion eines potentiellen Antioxidans (AH) mit einem Peroxylradikal auf
der Reaktion eines Wasserstoffatoms (H-) des Antioxidans (AH) mit dem Radikal beruht,
wurden die Radikalisierungsenthalpien aller Standard-Aminoséuren berechnet (siehe 2.2.1).
Wie in Abb. 22 dargestellt ist, sind die Aminosduren durch unterschiedlich hohe
Radikalisierungsenthalpien gekennzeichnet. Die codon capture-Aminosduren Histidin,
Cystein, Methionin, Tyrosin und Tryptophan weisen Radikalisierungsenthalpien auf, die sich
in einem Bereich zwischen etwa 30 und 40 kcal/mol befinden. Phenylalanin hingegen besitzt
mit Uber 55 kcal/mol einen deutlich erhéhten Enthalpiewert. Aminosduren, die als
evolutiondr alt betrachtet werden, besitzen zum Teil Radikalisierungsenthalpien, die geringer

sind als die der codon capture-Aminoséauren.
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Abb. 22. Radikalisierungsenthalpien der 20 Standard-Aminosauren. Die Aminosauren sind im
Einbuchstabencode gegen ihre jeweilige Radikalisierungsenthalpie [kcal/mol] aufgetragen. Die Werte wurden
auf Grundlage der AM1-Methode bestimmt. Der Ubergang von den ,alten* zu den ,;neuen” Aminosiuren ist
durch eine gestrichelte, gelbe Linie dargestellt.

3.4 Lipidperoxidationsexperimente

Aufgrund der Resultate der Radikal-Tests, in denen die unterschiedliche Fahigkeit von
Aminosduren mit verschiedenen Radikalen zu reagieren, demonstriert wurde, wurden weitere
biochemische sowie biologische Experimente durchgefihrt.

Demnach sind Tryptophan und Tyrosin die einzigen Aminoséauren, die unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen in einer Konzentration von 10 uM in der Lage waren,
Peroxylradikale abzufangen und damit die Oxidation von Fluorescein zu verhindern (Abb.
20B). Peroxylradikale treten in der Natur beispielsweise in Form von Lipidperoxylradikalen
wahrend des Prozesses der Lipidperoxidation auf (Gutteridge, 1995). Dies kann zu oxidativen
Schadigungen einer Vielzahl vulnerabler, zellularer Strukturen und somit zum Zelltod fihren
(Halliwell and Chirico, 1993). Lipidperoxidationsprozesse koénnen durch lipophile,
kettenabbrechende Molekiile, wie beispielsweise a-Tocopherol, verhindert werden.
Interessanterweise handelt es sich bei Tocopherolen um lipophile Shikimat-Derivate und

somit Strukturverwandte von Tyrosin und Tryptophan.
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Aus diesen beiden Griinden wurde die spezifische Fahigkeit von Tyrosin und Tryptophan
sowie von représentativen, friilhen Aminoséuren untersucht, Lipidperoxidation zu verhindern.
Da freie Aminosduren nicht in die membranére Lipiddoppelschicht integrieren, wurden
hierzu lipophile Aminosdurederivate, die in Abb. 8 dargestellt sind, fir Lipidperoxidations-
Experimente verwendet. Bei den Substanzen, die man als Modelle fiir die Redox-Reaktivitét
der Aminosduren in Membranproteinen betrachten kdnnte, handelt es sich um die lipophilen,
dodecanoylierten Derivate von Alanin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Valin.
Daruber hinaus wurden die hydrophileren, acetylierten Derivate von Phenylalanin, Tyrosin
und Tryptophan getestet. Die Experimente wurden in Rattenhirnlipiden und humanen
Fibroblasten durchgefuhrt. Die Lipidperoxidation wurde anhand der Bildung der
Lipidperoxidation-indizierenden Marker Malondialdehyd und 8-Isoprostan gemessen.

3.4.1 Lipidperoxidation in Rattenhirnmembranen

Die Zugabe von Fe(ll)/Ascorbat zu Rattenhirnlipiden fuhrte zur induzierten Bildung von
Malondialdehyd, einem Marker der Lipidperoxidation (,,OXID*“ = 100 % in Abb. 23,
schwarzer Balken). Die kurzkettigen, acetylierten Aminosaurederivate NAc-W-OEt, NAc-Y-
OEt und NAc-F-OEt waren nicht in der Lage, diese induzierte Bildung von Malondialdehyd
zu verhindern. Dies gilt ebenfalls fur die langkettigen, dodecanoylierten Derivate von
Phenylalanin (NDo-F-OEt), Leucin (NDo-L-OEt), Valin (NDo-V-OEt) und Alanin (NDo-A-
OEt). Durch NDo-W-OEt und NDo-Y-OEt jedoch, bei denen es sich um hydrophobe
Derivate von Tryptophan und Tyrosin handelt, lieR sich der Prozess der Lipidperoxidation
auf das Niveau der nicht-induzierten Kontrollen zurtckfihren (Abb. 23, schwarze Balken).
Die Analyse der Bildung von 8-Isoprostan, einem weiteren, Arachidonsdure-spezifischen
Indikator der Lipidperoxidation, lieferte dahnliche Ergebnisse. Das Initiatorsystem
Fe(I1)/Ascorbat verursachte die Freisetzung von 8-Isoprostanen aus den Rattenhirnlipiden in
einer GrofRenordnung von 90 pg/ml (,,OXID*“ in Abb. 23, graue Balken). Vergleichbar hohe
Isoprostanwerte waren auch bei zusétzlicher Zugabe aller kurzkettigen Aminoséurederivate
(NAc-W-OEt, NAc-Y-OEt, NAc-F-OEt) sowie der langkettigen Aminoacyllipde wvon
Phenylalanin (NDo-F-OEt), Leucin (NDo-L-OEt), Valin (NDo-V-OEt) und Alanin (NDo-A-
OEt) zu beobachten. Ausschlieflich NDo-W-OEt und NDo-Y-OEt verhinderten die
Lipidperoxidation signifikant. (Abb. 23, graue Balken).
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Abb. 23 Lipidperoxidation in Rattenhirnmembranen. Die Lipidperoxidation in Ratternhirnlipiden wurde
anhand der Oxidationsmarker Malondialdehyd und 8-Isoprostan analysiert. Unbehandelte Proben (,,CTR®), mit
Eisen/Ascorbat behandelte Proben (,,0XID*) und Proben, die vor Zugabe des Radikalinitiators mit kurzkettigen
oder langkettigen Aminoséurederivaten (je 100 uM) vorinkubiert worden waren, sind gegen die Bildung von
Malondialdehyd (in %, schwarze Balken) sowie 8-Isoprostan (in pg/ml, graue Balken) aufgetragen. Eine
statistische Signifikanz beziiglich der Unterschiede in der Bildung der Lipidperoxidationsprodukte
Malondialdehyd und 8-lsoprostan wurde ausschlieBlich durch NDo-W-OEt und NDO-Y-OEt erreicht und ist
durch einen Stern markiert (p<0,001 fir NDo-W-OEt und NDo-Y-OEt, jeweils n=3; berechnet mittels Two-way
ANOVA und anschlieBendem Holm-Sidak's Post-hoc-Test)

3.4.2 Cytotoxizitat in humanen Fibroblasten

Um zu testen, ob die in biochemischen Experimenten beobachtete Lipidperoxidation und
deren Verhinderung in biologischen Systemen eine funktionelle Relevanz hat, wurden
Cytotoxizitatsexperimente in humanen Fibroblasten durchgefiihrt.

Als Initiator der Cytotoxizitdt wurde tert-Butylhydroperoxid verwendet, das in Zellen zu
Peroxylradikalen zerfallt (Cadenas and Sies, 2005). Das Zelliberleben wurde anhand der
Morphologie Hoechst-positiver Zellen bewertet. Die Aminosdurederivate wurden in einer
Konzentration von 10 UM eingesetzt.

Die mit 50 uM tert-Butylhydroperoxid behandelten Zellen waren grofitenteils kugelformig
und wiesen dementsprechend nicht die charakteristischen, cytoplasmatische Fortsatze auf.

Dies spiegelte sich in einer geringen Uberlebensrate von 10 % wider (,0XID*, Abb. 24).
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Unbehandelte Zellen (,,CTR*) hingegen zeichneten sich durch eine flr Fibroblasten
charakteristische, langliche Morphologie aus und besaRen eine hohe Uberlebensrate von 96
%. Wahrend die langkettigen Tryptophan- und Tyrosinderivate einen signifikanten
cytoprotektiven Effekt zeigten (Abb. 24 D, E und J), waren die anderen Derivate nicht
antioxidativ und somit nicht cytoprotektiv (Abb. 24 A-C und F-J).

-
-
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Abb. 24 Lipidperoxidation in humanen Fibroblasten. IMR-90-Fibroblasten waren unbehandelt (,,CTR*) oder
wurden flir 5 Stunden mit 50 uM tert-Butylhydroperoxid (,,0XID*) behandelt. (A-1) Die Zellen wurden vor der
Zugabe von tert-Butylhydroperoxid fir 5 Stunden mit 10 uM der kurzkettigen Aminosaurederivate Ac-W-OEt
(A), Ac-Y-OEt (B), Ac-F-OEt (C) oder der langkettigen Aminoséaurederivate NDo-W-OEt (D), NDo-Y-OEt (E),
NDo-F-OEt (F), NDo-L-OEt (G), NDo-V-OEt (H) und NDo-A-OEt (1) inkubiert. (J) Alle Derivate sind gegen
das Zellliberleben [%] dargestellt. Ein statistisches signifikantes Zellliberleben wurde ausschlieBlich durch NDo-
W-OEt und NDo-Y-OEt erreicht und ist durch einen Stern gekennzeichnet (p<0,001 fiir NDo-W-OEt und NDo-
Y-OEt; jeweils n=3). Diese beiden cytoprotektiven Derivate bewirken zudem ein signifikant hoheres
Zelluberleben als alle anderen Substanzen (#; p<0,001; jeweils n=3). Die statistische Auswertung beruhte auf
einem Two-way ANOVA und anschlieBendem Holm-Sidak's Post-hoc-Test.

3.5 Die Untersuchung der Tryptophan-Analoga Benzofuranylalanin (BFA) und
Benzothiophenylalanin (BTA)

Die Ergebnisse aus Abb. 14 zeigen einen Zusammenhang zwischen der chronologischen
Aufnahme der Aminoséuren in den genetischen Code und der Verkleinerung der HOMO-
LUMO-Bandlicke, die bei Tryptophan als ,letzter Standard-Aminoséure mit 8,6 eV den
niedrigsten Wert aufweist. Weiterhin konnte in verschiedenen Radikal-Assays und
insbesondere in Experimenten zur Lipidperoxidation das antioxidative Potential von
Tryptophan demonstriert werden.

Um die Aminoséaureselektion zu untersuchen, wurden Struktur-Analoga von Tryptophan, die

nicht in den genetischen Code aufgenommen worden sind, biochemisch und
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quantenchemisch analysiert. Hierbei handelte es sich um Benzofuranylalanin (BFA) und
Benzothiophenylalanin (BTA) (Abb. 8; 2.1.2.1). BFA und BTA sind Tryptophan strukturell
sehr &hnlich und biosynthetisch plausible Tryptophan-Analoga. Fir die Berechnungen
wurden die Ringsysteme, welche die Aminosauren charakterisieren, herangezogen.

Indol, Benzofuran und Benzothiophen weisen hinsichtlich Grof3e, die sich durch die
Molekiiloberflache und das Molekilvolumen beschreiben ldsst, und Ladung keine
wesentlichen Unterschiede auf. Indol besitzt jedoch mit 1,77 Debye ein etwas groReres
Dipolmoment als Benzofuran und Benzothiophen mit 1,04 bzw. 0,34 Debye (Tab. 5). Es
stellt sich daher die Frage, warum Tryptophan und nicht BFA bzw. BTA in den genetischen

Code aufgenommen wurden.

Tab. 5 Molekulare Eigenschaften von Indol, Benzofuran und Benzothiophen

Parameter Tryptophan BFA BTA
Molekulargewicht 204,23 205,21 221,05
[g/mol]
. Molekuiloberflache

GroRe der Seitenkette [A7] 142,5 137,67 144,68
Molekilvolumen
der Seitenkette[A3] 109,68 105,17 113,67

Ladung [e] der Seitenkette 0 0 0
Dipolmament [D] 177 1,04 034

Hydrophobizitat er Seitenkette

logP der Seitenkette 2,36 2,18 2,94

3.5.1 Experimenteller Vergleich von Tryptophan und seinen Struktur-Analoga BFA
und BTA

Um die biologische Relevanz der Parameter der Aminoséaureselektion zu untersuchen, wurde
ein Peroxylradikal-Test mit Tryptophan und seinen Strukturverwandten BFA und BTA
durchgefiihrt. Weiterhin wurden dodecanoylierte Derivate von Tryptophan, BFA und BTA
(NDo-W, NDo-BFA bzw. NDo-BTA, Abb. 8) in Lipidperoxidationsexperimenten getestet.
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Wie bereits zuvor gezeigt, besitzt Tryptophan die Fahigkeit, mit Peroxylradikalen zu
reagieren (3.3.1). Im Falle von BFA und BTA waren jedoch deutlich niedrigere Reaktivitaten
zu verzeichnen (Abb. 25 A). Dies spiegelt sich auch in Lipidperoxidationsversuchen in
Rattenhirnmembranen wider. Durch die Zugabe von NDo-W wurde der Prozess der
Lipidperoxidation offenbar weitgehend unterbunden, wodurch nur geringe Mengen an
Malondialdehyd und l6slichem 8-Isoprostan gebildet werden. NDo-BFA und NDo-BTA
hingegen zeigen keinen Schutz vor Lipidperoxidation (Abb. 25B).
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Abb. 25 Vergleich zwischen Tryptophan und seinen Struktur-Analoga Benzofuranylalanin (BFA) und
Benzothiophenylalanin (BTA). (A) Die Fahigkeit von Tryptophan (W) und seinen Analoga BFA und BTA,
Peroxylradikale abzufangen, wurde untersucht. Das Experiment wurde unter den gleichen Bedingungen wie in
Abb. 20B durchgefiihrt. (B) Einfluss der lipophilen Derivate dieser drei Aminosauren, NDo-W, NDo-BFA und
NDo-BTA, auf die Lipidperoxidation. Als Oxidationsmarker dienten Malondialdehyd (schwarze Balken) sowie
8-Isoprostan (graue Balken). Das Experiment wurde unter den gleichen Bedingungen wie in Abb. 23
durchgefiihrt. Eine statistische Signifikanz bezliglich der Unterschiede in der Bildung der
Lipidperoxidationsprodukte Malondialdehyd und 8-1soprostan wurde ausschlieBlich durch NDo-W erreicht und
ist durch einen Stern markiert (p<0,001 fir NDo-W fiir n=3; berechnet mittels Two-way ANOVA und
anschlieBendem Holm-Sidak's Post-hoc-Test).

Der biochemische Unterschied konnte in humanen Fibroblasten verifiziert werden. Zellen,
die mit NDo-W vorbehandelt wurden, zeigten nach Zugabe von tert-Butylhydroperoxid ein
signifikant hoheres Zelluberleben als Zellen, die mit NDo-BFA oder NDo-BTA vorinkubiert
worden waren, (Abb. 26).
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Abb. 26 Untersuchung der Cytoprotektivitdt von NDo-W, NDo-BFA und NDo-BTA in humanen
Fibroblasten. IMR-90-Zellen wurden unter den gleichen Bedingungen, wie in Abb. 24 beschrieben,
durchgefiihrt. Die Zellen wurden vor Zugabe von tert-Butylhydroperoxid mit NDo-W (A), NDo-BFA (B) oder
NDo-BTA (C) inkubiert. Alle Derivate bewirken ein signifikant erhéhtes Zellliberleben (*; p<0,001 fir NDo-
W; p=0,0018 fiir NDo-BFA und p=0,0012 fur NDo-BTA). Die Unterschiede zwischen NDo-W und NDo-BFA
bzw. NDo-BTA sind ebenfalls signifikant (#). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Two-way ANOVA
und anschliefendem Post-hoc-Test.

Offensichtlich gibt es trotz ahnlicher molekularer Parameter zwischen Tryptophan und seinen
Analoga sehr groRRe Unterschiede in der Reaktivitat und Cytoprotektivitat. Aus diesem Grund
erfolgte eine quantenchemische Untersuchung dieser Aminosauren. Wie in Tab. 6 dargestellt,
sind die HOMO-LUMO-Differenzen der korrespondierenden Aminoséaurestrukturen
mit -8,53 eV (Tryptophan), -8,84 eV (BFA) und -8,09 eV (BTA) recht dhnlich. Unterschiede
existieren jedoch in Hinblick auf die Radikalisierbarkeit. Die Enthalpien der auf
Wasserstoffabstraktion basierenden Radikalisierung betragen 38,45 kcal/mol fir Tryptophan,
aber tber 70 kcal/mol fur BFA (73,07 kcal/mol) und BTA (71,78 kcal/mol). Dies indiziert
eine hohe Wahrscheinlichkeit der Radikalisierung von Tryptophan und eine geringere

Wabhrscheinlichkeit der Radikalisierung der Analoga.
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Tab. 6 Quantenchemische Eigenschaften von Tryptophan, BFA und BTA.

Parameter

Tryptophan BFA BTA
Radikalisierungsenthalpie
38,45 73,07 71,87
AHfaq [kcal/mole]
HOMO-LUMO-Bandliicke
[eV] -8,53 -8,84 -8,09

65



Diskussion

4 Diskussion

Der moderne genetische Code ist als essentielles Merkmal aller Lebensformen nahezu
universell konserviert. Bis heute ist unklar, wie der erste genetische Code entstanden ist und
welche Prinzipien der Evolution des genetischen Codes zugrunde liegen. Ebenso ist nicht
bekannt, warum die bis zu 22 proteinogenen Aminosduren flr die genetische Codierung
selektiert wurden. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob es einen
Zusammenhang zwischen den reaktiven Eigenschaften proteinogener Aminoséauren und ihrer
spezifischen Aufnahme in den Code gibt.

Zunéchst werden die Ergebnisse und Hypothesen der vorliegenden Arbeit zusammengefasst
(4.1). Nachfolgend ist die Diskussion der jeweiligen Experimente einzeln dargestellt (4.2-
4.4). AbschlieBend werden die Erkenntnisse in Zusammenhang mit der geochemischen
Erdgeschichte und der biologischen Evolution diskutiert (4.5-4.7).

4.1 Die Bedeutung von molekularem Sauerstoff flir die Evolution des genetischen Codes

Um die Evolution des genetischen Codes zu erforschen wurden in der vorliegenden Arbeit
abiotische, nicht-proteinogene Aminosdauren des Murchison-Meteoriten sowie die 21
proteinogenen  Aminosduren quantenchemisch charakterisiert. Hierbei konnte ein
Zusammenhang zwischen der HOMO-LUMO-Energiedifferenz, die ein negatives
quantenchemisches Korrelat fiir chemische Reaktivitat darstellt, und dem evolutiondren
Auftreten der untersuchten Aminosduren aufgezeigt werden. Demnach waren die
Aminosauren des Meteoriten und abiotische, proteinogene Aminosauren durch grofRe
HOMO-LUMO-Bandliicken gekennzeichnet, wohingegen ,,neue* proteinogene Aminosduren
geringe Bandlicken aufwiesen. Bei einer nachfolgenden Betrachtung des Metabolismus der
beiden jingsten Aminosduren Tyrosin und Tryptophan, die aus dem anaeroben Shikimat-
Weg hervorgehen, konnte ihre Bedeutung als Vorlaufer von verschiedenen biologisch
funktionellen Molekulen demonstriert werden. Diese Biomolekiile besitzen in den jeweiligen
Reaktionsschritten bzw. Stoffwechselwegen eine zentrale Bedeutung als Redox-Cycler und
werden dort in der Regel radikalisiert. Interessanterweise erfordert mindestens ein
Reaktionsschritt ihrer Biosynthese molekularen Sauerstoff. Aus diesen Beobachtungen wurde
die Hypothese abgeleitet, dass Aminoséauren, die spét in den genetischen Code aufgenommen
wurden, das Potential besitzen, mit reaktiven Sauerstoffspezies, wie beispielsweise

Peroxylradikalen, zu reagieren. Durch den experimentellen Nachweis in verschiedenen
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Radikal-Tests konnte die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen Reaktivitat und
evolutionarem Alter der Aminosduren untermauert werden. Da Peroxylradikale wéhrend des
Prozesses der Lipidperoxidation gebildet werden und Shikimat-Derivate wie a-Tocopherol
die Membran vor oxidativer Schadigung schitzen, wurde die antioxidative Kapazitat von
Aminosduren in nativen Rattenhirnmembranen untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass ausschlieBlich lipophile Derivate von Tryptophan und Tyrosin in der Lage sind,
Lipidperoxidation zu verhindern. Diese Derivate besaBen zudem die F&higkeit, humane
Fibroblasten vor oxidativem Zelltod zu schitzen.

Anhand der quantenchemisch berechneten Eigenschaften, sowie den biochemisch und
biologisch gemessenen Reaktivitdten gegeniiber Radikalen durch moderne Aminosduren, die
insbesondere durch Tryptophan und Tyrosin reprasentiert werden, wird in der vorliegenden
Arbeit folgende Hypothese aufgestellt: Im Laufe der Evolution wurden Aminoséuren, welche
die Eigenschaft besitzen, mit reaktiven Sauerstoffmolekiilen zu reagieren und diese damit
unschadlich zu machen, sukzessive in den genetischen Code aufgenommen. Organismen, die
Tryptophan und Tyrosin demnach als redox-aktive Bestandteile von Membranproteinen
nutzen konnten, waren vor oxidativen Schadigungen, die durch die Peroxidation von Lipiden
hervorgerufen wurde, geschiitzt und besalen demnach einen Selektionsvorteil gegeniiber
Organismen, die Uber eine nicht ausreichende antioxidative Abwehr verfugten.

In dieser Arbeit konnte oxidativer Stress als potentieller Faktor fur die Evolution des

genetischen Codes identifiziert werden.

4.2 Die Eigenschaften der Grenzorbitale determinieren das evolutionare Auftreten von
Aminosauren

Die quantenchemische Analyse der untersuchten Aminosaurestrukturen ergab unabhangig
von der angewandten Berechnungsmethode eine Korrelation zwischen der HOMO-LUMO-
Energiedifferenz und dem evolutiondren Auftreten der Aminosauren (siehe 3.1). Anhand der
guantenchemischen Berechnungen von HOMOs und LUMOs kdnnen die untersuchten
Strukturen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Eine Gruppe umfasst die 62 urspriinglichen
Aminosduren des Murchison-Meteoriten und proteinogene Aminosduren, die aufgrund 60
verschiedener Kriterien als urspringlich betrachtet werden (Trifonov, 2009). Die

Aminosauren dieser Gruppe sind in der Regel durch groRe HOMO-LUMO-Bandliicken
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gekennzeichnet. Die zweite Gruppe besteht grofitenteils aus Aminosduren, die Kleine
Differenzen in den Energieniveaus der Grenzorbitale aufweisen. Bei Betrachtung der
einzelnen Orbitalenergien sind Unterschiede zwischen den Berechnungsmethoden
festzustellen. Die Verschiedenheit der Ergebnisse zwischen den semi-empirischen Methoden
besteht vornehmlich in den berechneten HOMO-LUMO-Energiedifferenzen von Arginin,
Prolin und Selenocystein. Diese Unterschiede sind auf die unterschiedliche Anzahl an
berechneten Integralen zurtckzufiihren. In der AM1-Methode werden rechenaufwandige,
sogenannte Zweielektronen-Einzentrum-Integrale durch empirische Parameter ersetzt,
wohingegen diese Integrale in der PM6-Methode miteinbezogen werden (Stewart, 2007).

Die Unterschiede innerhalb der proteinogenen Aminosduren sind bei der angewandten
Hartree-Fock ab initio-Methode deutlich gréRer. Die schwefel- bzw. selenhaltigen
Aminosduren Cystein, Methionin und Selenocystein weisen signifikant groRere HOMO-
LUMO-Energiedifferenzen auf als die Berechnungen auf Grundlage der semi-empirischen
Verfahren ergaben. Dies ist der unterschiedlichen Anzahl an berechneten Integralen
zuzuschreiben. Weiterhin wird ab initio die Elektronenkorrelation, worunter man die
AbstoBung zwischen Elektronen versteht, nicht exakt berechnet, wodurch die
Orbitalenergiewerte blicherweise tber den reellen Werten liegen (Duan et al., 2004). Die
Verwendung empirischer Parameter erlaubt bei semi-empirischen Methoden eine bessere
Beschreibung der Elektronenkorrelation, wodurch die elektronischen Eigenschaften der

Schwefelatome bzw. des Selenatoms mdglicherweise praziser bestimmt werden konnen.

4.3 Die HOMO-LUMO-Bandlicke ist ein quantenchemisches Korrelat fir die
biochemische Reaktivitat von Aminosauren

Nach der Grenzorbitaltheorie lasst sich anhand der energetischen Eigenschaften der
Grenzorbitale, also der HOMOs und LUMOs der untersuchten Molekiile, die chemische
Reaktivitdt bzw. kinetische Stabilitdat vorhersagen (Fukui, 1982; Pearson, 1986). Diese
Korrelation konnte unter anderem in der Beschreibung der Reaktivitat von Fullerenen
experimentell demonstrierte werden (Aihara, 2000). Darlber hinaus wurde die Verwendung
der HOMO-LUMO-Differenz als Index fir die Kkinetische Stabilitdt polyzyklischer
Kohlenwasserstoffe beschrieben (Aihara, 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Grenzorbitaltheorie in Zusammenhang mit der

Reaktivitat von Aminosauren gegenuber Sauerstoff-Radikalen experimentell getestet. Dies
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grindete auf der Analyse des Metabolismus der modernen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin
und Phenylalanin, die Vorlaufer einer Vielzahl von Strukturen darstellen. Die Gemeinsamkeit
dieser Derivate besteht in ihrer Eigenschaft als Redox-Cycler und dem damit verbundenen
Potential der Radikalisierbarkeit. Daruber hinaus wird in mindestens einem Schritt ihrer
Biosynthese molekularer Sauerstoff bendtigt (siehe 3.2).

4.3.1 Reaktivitat gegenuber Sauerstoffradikalen

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur Untersuchung der Reaktion von Aminoséuren

mit Peroxylradikalen (3.3.1) sind in Abb. 27 nochmals zusammengefasst.
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Abb. 27 Zusammenhang zwischen HOMO-LUMO-Energiedifferenz und Reaktivitat gegeniber
Peroxylradikalen. Die 20 Standard-Aminosduren (im Einbuchstaben-Code) sind in der Reihenfolge ihres
evolutiondren Auftretens gegen die dazugehorige HOMO-LUMO-Differenz (graue Linie) sowie die Reaktivitat
gegenlber Peroxylradikalen unter Bedingung A (AAPH-Aminosdureverhéltnis 3:1, violette Kreise) bzw. unter
Bedingung B (AAPH-Aminosaureverhaltnis 20000:1, blaue Kreise) aufgetragen. Der Ubergang von
primordialen zu den codon capture-Aminosauren ist durch eine gelbe, gestrichelte Linie dargestellt. Es ist eine
Korrelation zwischen HOMO-LUMO-Differenz und chemischer Reaktivitét festzustellen, die zudem einem
evolutiondren Trend folgt.

69



Diskussion

Die 20 Standard-Aminoséuren sind hierbei wiederum in der Konsensus-Reihenfolge ihres
Auftretens gegen die dazugehérige HOMO-LUMO-Differenz (berechnet auf Basis der semi-
empirischen AM1-Methode) und die jeweilige experimentell bestimmte Reaktivitat
gegenuber dem Peroxylradikal aufgetragen. Wie zu erkennen ist, gibt es eine Korrelation
zwischen GroRe der HOMO-LUMO-Energiedifferenz und chemischer Reaktivitat. Dies
bestéatigt, dass die Grenzorbitaltheorie auf Aminoséuren anwendbar ist. Darlber hinaus ist ein
evolutionérer Trend in Richtung einer abnehmenden Differenz zwischen den Grenzorbitalen
und zunehmender Reaktivitat erkennbar (Abb. 27).

Nach Angaben aus der Literatur beruht die Fahigkeit eines Molekuls, mit dem Peroxylradikal
zu interagieren, in der Regel auf der Abgabe eines Wasserstoffatoms, welches mit dem
Peroxylradikal zum Peroxid reagiert, wobei das reagierende Molekul dabei radikalisiert wird
(Ou et al., 2001; Huang et al., 2005). Ubertragt man dieses Prinzip auf die untersuchten
Aminosduren, wird die Interaktion mit dem Radikal offensichtlich durch eine geringe
Differenz der Grenzorbitale, die mafigeblich durch ein hochenergetisches HOMO erreicht
wird, energetisch begunstigt. Dies ist der Fall, wenn es sich bei der Bindung zwischen dem zu
abstrahierenden Wasserstoffs und seinem Bindungspartner um das HOMO der Aminosaure
handelt. Ein solcher Reaktionsmechanismus ist fur Tyrosin in Abb. 28 dargestellt. Das
HOMO des Tyrosins besteht unter anderem aus der reaktiven O-H-Bindung des Phenolrings.
In Anwesenheit eines Peroxylradikals wird das Wasserstoffatom des Phenolrings auf das
SOMO des Peroxylradikals tbertragen, das dadurch zum Peroxid reduziert wird. Das HOMO
des Tyrosins wird durch die Abgabe des Wasserstoffatoms (und somit eines Elektrons) zum
SOMO des gebildeten Tyrosylradikals. Dies entspricht der Identifizierung von
Tyrosylradikalen in Form von Dityrosin als Oxidationsprodukt der Reaktion zwischen
Tyrosin und AAPH-abgeleiteten Peroxylradikalen (Chao et al., 1997).

R——@‘OH + *0O—O0—R —> R——Q‘o- + HO—O—R

Abb. 28 Reaktion zwischen Tyrosin und dem Peroxylradikal. Tyrosin interagiert mit dem Peroxylradikal
Uber den Mechanismus der Wasserstoffabstraktion. Tyrosin transferiert das Wasserstoffatom der phenolischen
OH-Gruppe auf das Peroxylradikal, das hierbei zum Peroxid reagiert. Tyrosin wird wahrend dieser Reaktion
radikalisiert und liegt als mesomeriestabilisiertes Tyrosyl-Radikal vor.
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Die beobachtetet Reaktivitat von Histidin und Methionin gegenliber dem Peroxylradikal, die
schon zuvor beschrieben wurde (Chao et al., 1997; Ma et al., 1999), lasst sich jedoch nicht
anhand des postulierten Mechanismus der Wasserstoff-Abstraktion erklaren (Huang et al.,
2005). Methionin wird durch 1-Elektronen-Oxidantien, zu denen auch das Peroxylradikal
gehort, in der Regel in das Methionin-Radikalkation umgewandelt, welches in einem
weiteren Oxidationsschritt zum Methioninsulfoxid reagiert (Chao et al., 1997; Schéneich,
2005). Das direkte Produkt der Oxidation von Histidin durch das Peroxylradikal ist nicht
bekannt, wobei in verschiedenen pro-oxidativen Systemen 2-Oxo-Histidin als terminales
Oxidationsprodukt identifiziert wurde, das aus der Addition eines Hydroxylradikals an den
Imidazolring des Histidins resultiert (Uchida and Kawakishi, 1993; Traoré et al., 2009;
Gottfredsen et al., 2013). Alternative Oxidationsmechanismen sind zudem flir Tryptophan
beschrieben, das in Anwesenheit von Peroxylradikalen zu 5-Hydroxytryptophan, Kynurenin
und N-Formylkynurenin oxidiert werden kann (Ma et al., 1999; Ji et al., 2009). Demnach ist
von terminal unterschiedlichen Oxidationsprozessen auszugehen, die durch das
Peroxylradikal hervorgerufen werden und unter anderem Wasserstoffabstraktion,
Elektronenabstraktion und Addition eines Radikals an das Substrat umfassen. In vielen Féllen
werden diese Oxidationsprozesse durch ein gemeinsames Aminosauremerkmal, die HOMO-

LUMO-Energiedifferenz, charakterisiert und kinetisch determiniert.

Die HOMO-LUMO-Differenz beschreibt die Reaktion mit dem Peroxylradikal in guter
Néherung. Sie ist eine notwendige Voraussetzung fiir die Reaktivitat, auch wenn im
Einzelfall weitere Parameter berlicksichtigt werden mdiissen. So ist Phenylalanin trotz einer
Differenz, die energetisch jener von Histidin vergleichbar ist, nicht in der Lage, das
Peroxylradikal abzufangen. Eine Ursache konnte in der vergleichsweise hohen Orbitalenergie
des HOMOs bestehen, das nicht mit dem SOMO des Peroxylradikals tberlappen kann. Ein
weiterer Grund liegt moglicherweise in der hohen Radikalisierungsenthalpie von
Phenylalanin begriindet, die ein energetisches Hindernis fir die Abgabe eines
Wasserstoffatoms darstellt, der beschriebenen Wechselwirkung zwischen Phenylalanin und

dem Peroxylradikal (Galano and Cruz-Torres, 2008).
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4.3.2 Reaktivitat gegentiber artifiziellen Radikalen

Bei der Interpretation der Ergebnisse zur experimentellen Untersuchung der Aminoséure-
Reaktivitat gegenuber weiteren Radikalen (3.3.2) ist die Elektrophilie der Radikale und der
der jeweiligen Reaktion zugrunde liegende Mechanismus zu bericksichtigen. Die
Elektrophilie der vier unterschiedlichen Radikale nimmt in der Reihenfolge TCNQ,
Galvinoxyl, DPPH und ABTS zu. Da es sich beim TCNQ-Radikalanion um ein nucleophiles
Radikal mit einem hochenergetischen SOMO handelt, ist eine Reaktion mit einer Aminoséure
zu erwarten, die sich durch ein niedrigenergetisches LUMO auszeichnet. Die Aminosauren
mit den geringsten LUMO-Werten (nach der AM1-Methode) sind Tryptophan und Cystein.
Wie in Abb. 29 zu erkennen ist, reagiert in der Tat einzig Cystein mit dem TCNQ-
Radikalanion. Dies kann vermutlich der Struktur von TCNQ zugeschrieben werden, die eine
sogenannte n-zm-Interaktion fordert, die mit den freien Elektronenpaaren des Cysteins
zustande kommen kann (Guo et al., 2004).

Gegenuber den eher elektrophilen DPPH- und Galvinoxylradikalen demonstrierten Cystein,
Tyrosin und Tryptophan eine deutliche Reaktion, waéhrend in Hinblick auf das hdchst
elektrophile ABTS-Radikalkation hauptsachlich Tyrosin und Tryptophan eine signifikante
Reaktivitat zeigten, wohingege Cystein moderat reaktiv war (Abb. 29). Dies entspricht den
Erwartungen, da die reagierenden Aminosduren durch ein hochenergetisches HOMO
gekennzeichnet sind. Somit ist die Moglichkeit einer Ubertragung eines Elektrons aus dem
entsprechenden HOMO in das einfach besetzte SOMO des Radikals gegeben. Allerdings
besitzen Methionin, Histidin, Phenylalanin und Arginin ebenfalls hochenergetische HOMOs,
die theoretisch eine Reaktion mit elektrophilen Radikalen ermdglichen sollte. Eine Ursache
liegt hochstwahrscheinlich im Mechanismus begriindet, welcher der Reaktion mit dem
Galvinoxyl-, DPPH- und ABTS-Radikal zugrunde liegt. In diesen Fallen beruht die Reaktion
der Aminosaure auf der Abgabe eines Wasserstoffatoms, das mit dem jeweiligen Radikal
reagiert. Dies setzt ein  hochenergetisches HOMO sowie eine niedrige
Radikalisierungsenthalpie der Aminosdure voraus, welche eine vollstandige Abstraktion
eines Wasserstoffatoms erlaubt. Wie beschrieben, besitzt Phenylalanin trotz geringer HOMO-
LUMO-Energiedifferenz eine hohe Radikalisierungsenthalpie. Dies ist ebenfalls bei Arginin
der Fall, wodurch seine Nicht-Reaktivitat erklart werden konnte. Der Grund fur die
ausbleibende Wechselwirkung von Methionin und Histidin mit vielen Radikalen ist
vermutlich derselbe wie jener fir die fehlende Interaktion mit dem Peroxylradikal. Demnach

reagieren Galvinoxyl-, DPPH- und ABTS-Radikale in der Regel lber die Abstraktion von
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Wasserstoffatomen mit hochenergetischem HOMO, die bei Histidin und Methionin nicht
vorkommen (Re et al, 1999; Litwinienko and Ingold, 2003; Barzegar and Moosavi-
Movahedi, 2011).
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Abb. 29 Reaktivitat der Standard-Aminosduren gegeniiber Radikalen unterschiedlicher Elektrophilie.
Die 20 Standard-Aminoséduren (im Einbuchstaben-Code) sind in der Reihenfolge ihres evolutiondren Auftretens
gegen die dazugehorige HOMO-LUMO-Differenz (graue Linie) sowie die Reaktivitdt gegeniiber dem
nucleophilen TCNQ-Radikalanion (griine Dreiecke), den elektrophilen Galvinoxyl- und DPPH-Radikalen (gelbe
bzw. schwarze Dreiecke) sowie dem auferst elektrophilen ABTS-Radikalkation (rote Vierecke) aufgetragen.
Der Ubergang von primordialen zu codon capture-Aminoséuren ist durch eine gelbe, gestrichelte Linie
dargestellt. Wie zuvor fir die Interaktion mit dem Peroxylradikal beschrieben, ist eine weitgehende negative
Korrelation zwischen HOMO-LUMO-Differenz und chemischer Reaktivitat festzustellen.

Neben dem Peroxylradikal sind weitere Sauerstoffradikale wie beispielsweise das
Hydroxylradikal von biologischer Relevanz. Beim Hydroxylradikal handelt es sich um ein
auflerst reaktives Sauerstoffderivat, das zudem weniger spezifisch mit einem potentiellen
Substrat als das Peroxylradikal reagiert. Bei einer Analyse der Kinetik der Reaktion von
Aminosduren mit dem Hydroxylradikal wurde interessanterweise ebenfalls eine hohe
Reaktivitat der codon capture-Aminosauren gezeigt. Demnach wurden fur Cystein,

Tryptophan, Tyrosin hohe Geschwindigkeitskonstanten mit jeweils tiber 101 M™ s
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gemessen, wahrend Methionin, Phenylalanin und Histidin von den tbrigen Aminosduren mit
8,5-4,8 x 10° M* s mit die héchsten Werte aufwiesen (Xu and Chance, 2007).

Unterschiede zwischen den Aminoséure-Reaktivitaten gegeniiber dem Peroxyl- und
Hydroxylradikal betreffen vornehmlich Phenylalanin und Cystein. Wahrend Phenylalanin
unreaktiv gegenuber dem Peroxylradikal ist, zeigt die Messung der entsprechenden
Geschwindigkeitskonstanten eine betrachtliche Reaktion mit dem Hydroxylradikal an (Xu
and Chance, 2007). Dies ist auf einen alternativen Reaktionsmechanismus zuruckzuftihren.
Entgegen der Reaktion mit dem Peroxylradikal, die im Falle des Phenylalanins von der
Abstraktion eines Wasserstoffatoms abhéngt, findet in Anwesenheit des Hydroxylradikals
eine Additionsreaktion an die Aminosdure statt (Galano and Cruz-Torres, 2008). Die
Reaktion fuhrt folglich zur einfachen Hydroxylierung von Phenylalanin zu Tyrosin oder, bei
mehrfacher ~ Addition, zur Bildung von Dihydroxyphenylalanin (DOPA) bzw.
Trihydroxyphenylalanin (TOPA) (Gieseg et al., 1993).

Weiterhin konnte in einer Untersuchung zur Struktur von Oxidationsprodukten von
Aminosduren die Reaktivitdt von Methionin, Tryptophan, Histidin und Tyrosin gegenuber

Singulett-Sauerstoff und dem Superoxidanionradikal demonstriert werden (Suto et al., 2006).

4.4 Tryptophan und Tyrosin verhindern Lipidperoxidation und schiitzen lebende Zellen
vor oxidativem Zelltod

Die untersuchten Peroxylradikale sind bei zahlreichen biologischen Prozessen von
Bedeutung. So wurden durch Peroxylradikale verursachte oxidative Schadigung von DNA
(Martini and Termini, 1997), Proteinen (Hawkins, 2001) und Lipiden (Halliwell and
Gutteridge, 1984) beschrieben. Besondere Relevanz besitzen diese Radikale bei der
Peroxidation von Lipiden, da hierbei an mehrfach ungeséttigten Fettsauren
Lipidperoxylradikale entstehen, die im Zuge von Kettentransferreaktionen benachbarte
Lipide oxidieren kdnnen. Eine direkte Folge dieser Lipidperoxidation ist die Schadigung der
Lipidstruktur, die Auswirkungen auf die Fluiditdt und Permeabilitat der betroffenen
Membran hat. Sekunddre Schaden entstehen durch die Reaktion von Produkten der
Lipidperoxidation mit weiteren zellularen Makromolekilen. So sind oxidative
Modifikationen von Nukleinsduren, Proteinen und Kohlenhydraten als Folge von
Lipidperoxidationsprozessen beschrieben (Marnett, 1999; Liu and Wang, 2005), die zum
Zelltod fuhren kénnen (Halliwell and Chirico, 1993).
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Um zu untersuchen, inwieweit Oxidationsprozesse fir die Evolution des genetischen Codes
relevant sind, wurden exemplarisch fur biologische Oxidation Lipidperoxidationsexperimente
mit lipophilen Derivaten von Aminoséuren, die aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften in
Membranen angereichert sind,  durchgefuhrt. Wie gezeigt werden konnte, waren
ausschlieBlich  lipophile  Derivate von  Tryptophan und  Tyrosin  beféhigt,
Lipidperoxidationsprozesse in nativen Rattenhirnmembranen zu verhindern, wohingegen
langkettige Derivate der Ubrigen Aminosduren sowie alle acetylierten, kurzkettigen
Strukturen keinen protektiven Effekt demonstrierten (3.4.1). Da Eisen/Ascorbat zu einer
Bildung von Fettséureperoxiden fiihrt (Kunimoto et al., 1981), ist der membranprotektive
Effekt von Tryptophan und Tyrosin vermutlich auf das Abfangen von Peroxylradikalen
zuruckzufuhren. Bei dieser Reaktion werden die Peroxylradikale durch die Aufnahme von
Wasserstoffatomen der Aminosauren in relativ unschadliche Lipidhydroperoxide
umgewandelt, und aus Tryptophan und Tyrosin entstehen die korrespondierenden
Aminosdureradikale, die mesomeriestabilisert und daher wenig reaktiv sind. Diese Form der
antioxidativen Abwehr fiihrt zu einem Abbruch des Kettentransfers von Radikalen innerhalb
der  Membran, und entspricht dem  Mechanismus der Inhibition  von
Lipidperoxidationsprozessen durch das lipophile Antioxidans a-Tocopherol (Burton et al.,
1983). Ungekléart ist, wie die radikalisierten Tryptophan- und Tyrosinreste reduziert und
damit regeneriert werden. Auf Grundlage eines Modells zur Oxidation von
Membranproteinen wird folgender Mechanismus postuliert (Granold et al., 2010; Hajieva et
al., 2014): Tryptophan und Tyrosin sind bevorzugt in der Ubergangszone zwischen dem
hydrophoben Kern der Lipiddoppelschicht und den hydrophilen Lipidkopfgruppen lokalisiert
(Tieleman et al., 1997). Die wahrend der Lipidperoxidation gebildeten Tryptophanyl- und
Tyrosylradikale besitzen eine grofRere Polaritat als ihre parentalen Strukturen. Dadurch
besteht die Mdglichkeit einer Diffusion der Radikale zu den polaren Kopfgruppen der Lipide,
sodass die radikalisierten Aminosauren durch cytosolische Reduktionsmittel wie Ascorbat
regeneriert werden kdnnen. Sowohl fur Ascorbat als auch fir Glutathion ist eine Reduktion
und damit Regenerierung von Tryptophanyl- und Tyrosylradikalen beschrieben (Domazou et
al., 2009; Gebicki et al., 2010).

Die prinzipielle Wirkung von Tryptophan und Tyrosin als potentielle antioxidative
Bestandteile von Biomembranen wurde zudem in humanen Fibroblasten gezeigt, die mit tert-
Butylhydroperoxid (TBH) behandelt wurden. Langkettige, lipophile Derivate von Tryptophan
und Tyrosin in der Lage, die durch TBH induzierte Cytotoxizitat zu verhindern (3.4.2). TBH
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initilert durch die Wasserstoff-Abstraktion von mehrfach ungeséattigten Fettsauren
Lipidperoxidationsprozesse, die bei Uberschreitung der zellularen antioxidativen Kapazitét
zum Zelltod fiihren kénnen (Cadenas and Sies, 2005). Dies bestatigt, dass der beobachtete
Schutz vor Cytotoxizitat aus der Inhibition toxischer Lipidperoxidationsprozesse durch die
lipophilen Tryptophan- und Tyrosinderivate ergibt.

4.4.1 Die Praferenz von Tryptophan gegeniiber BFA und BTA als genetisch selektierte
Aminosaure basiert auf der Fahigkeit mit Radikalen zu interagieren

In dieser Arbeit wird daher postuliert, dass die untersuchten und durch Tryptophan und
Tyrosin reprasentierten modernen Aminosauren in ihrer Funktion als redox-aktive Strukturen
in den genetischen Code aufgenommen wurden und den bestehenden Code aus abiotischen,
nicht-reaktiven Aminosduren erweiterten. Doch inwieweit handelte es sich um eine
spezifische Selektion der modernen, proteinogenen Aminosauren, die folglich vermutlich erst
nach der Evolution der Proteinbiosynthese erfolgte? Um die Aminoséureselektion zu
ergriunden, wurden die beschriebenen Parameter von Indol, bei dem es sich um das
aromtische Ringsystem von Tryptophan handelt, untersucht und mit den entsprechenden
Parametern von ausgewahlten Indol-Analoga verglichen, die keine Bestandteile
proteinogener Aminosauren darstellen. Bei diesen Analoga handelt es sich um Benzofuran
und Benzothiophen, welche die aromatischen Ringe der nicht-proteinogenen Aminosauren
Benzofuranylalanin bzw. Benzothiophenylalanin bilden, verglichen. Hierbei war lediglich ein
Unterschied in der Hydrophobizitdt festzustellen (3.5). Die berechneten HOMO-LUMO-
Energiedifferenzen sind ebenfalls sehr ahnlich. Signifikante Unterschiede bestehen lediglich
in den Radikalisierungsenthalpien dieser Aminosauren (3.3.3; 3.5). Diese Unterschiede sind
auf das Wasserstoffatom der indolischen N-H-Bindung zurlickzufuhren, das leicht abstrahiert
werden kann, wohingegen die NH-Gruppe im Fall der Analoga durch ein Sauerstoffatom
(Benzofuran) bzw. Schwefelatom (Benzothiophen) ersetzt ist. Um zu eruieren, ob es
Unterschiede im reaktiven Verhalten der untersuchten Strukturen gibt, wurden mit
Tryptophan, BFA und BTA Experimente zur Interaktion mit Peroxylradikalen durchgefihrt.
Hierbei zeigte Tryptophan eine signifikante Reaktivitat mit Peroxylradikalen, wéhrend im
Fall von BFA und BTA nur eine geringfiigige Reaktivitét festzustellen war. Dies spiegelt sich

in den Experimenten wider, die in nativen Rattenhirnmembranen und humanen Fibloblasten
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durchgefuhrt wurden (3.5.1). Die Tryptophan-Analoga schiitzen zwar vor Cytotoxizitat in
den Fibroblasten, jedoch besitzt NDo-W ein signifikant gréRReres cytoprotektives Potential.
Dies bestéatigt wiederum, dass zur vollstdndigen Beschreibung der biochemischen Reaktivitét
neben den Berechnungen der Grenzorbitale die Radikalisierungsenthalpie von entscheidender
Relevanz ist. Dies ist ein mdglicher Hinweis auf die Bedeutung der biochemischen
Reaktivitat fur die Selektion der proteinogenen Aminoséuren.

In dieser Arbeit wird daher postuliert, dass die Praferenz von Tryptophan gegeniiber seinen
Struktur-Analoga BFA und BTA nicht oder nur teilweise in den postulierten Parametern
Hydrophobizitat, GroRe und Ladung begriindet liegt, sondern auf Unterschiede bezliglich der
Reaktivitat gegentber Sauerstoffradikalen, die durch die Radikalisierungseigenschaften der

Aminosauren bedingt ist, zurtickzufiihren ist.

4.5 Die Aufnahme redox-aktiver Aminosauren in den genetischen Code als adaptiver
Prozess der biochemischen Evolution

Die quantenchemischen Berechnungen, metabolischen Untersuchungen und Messungen der
chemischen Reaktivitdt indizieren eine evolutiondre Zunahme der Aminosdure-Reaktivitat
gegenuber Sauerstoffradikalen. Dies deutet auf ein adaptives Prinzip der Evolution des
genetischen Codes hin. Daraus ergibt sich die Frage nach dem Ursprung von
Sauerstoffradikalen und ihrer potentiellen Bedeutung bei der Konstituierung des genetischen
Codes.

4.5.1 Die Oxygenierung der Erde schuf die Voraussetzungen fir die Bildung von
Sauerstoffradikalen

Die Bildung biologisch relevanter Mengen an Sauerstoffradikalen setzt die Existenz
molekularen Sauerstoffs (O,) voraus, obgleich bei der Photolyse wvon Wasser
Hydroxylradikale generiert werden konnen (Mopper and Zhou, 1990). Die heutige O,-
Konzentration in der Erdatmosphare betragt 20,95 Volumenprozent. Dieser hohe Anteil ist
nahezu ausschlieBlich auf die Aktivitat photosynthetisch aktiver Organismen zurtckzufihren,
welche in einem Zeitraum vor ca. 3,5 bis 2,7 Milliarden Jahren erstmals auf der Erde

auftraten (Brocks, 1999; Blankenship, 2010). Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die
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Biosphére der Erde, welche die Atmosphéare wie auch die Hydrosphare umfasst, wéhrend des
Archaikums und frihen Proterozoikums, also zwischen dem Erscheinen der ersten
Lebewesen vor 3,8 Milliarden Jahren und 2,45 Milliarden Jahren nahezu anoxisch war
(Holland, 2006). Ein Hauptindikator stellt die massenunabhdngige Fraktionierung von
Schwefelisotopen dar, die in Sulfiden und Sulfaten von Gesteinsschichten, die dlter als 2,45
Milliarden Jahre sind, festgestellt wurde (Farquhar and Wing, 2003). Die zeitliche
Einordnung der Sauerstoffentwicklung auf der Erde beruht zudem auf redox-sensitiven
Mineralien wie Pyrit (FeS,), Siderit (FeCO3) oder Uranitit (UO,), die ausschlieBlich unter
reduktiven Bedingungen stabil sind und in der Tat nur in Gestein identifiziert wurden, das
alter als 2,5 Milliarden Jahre ist (Farquhar and Wing, 2003; Sessions et al., 2009; Sverjensky
and Lee, 2010). Demnach betrug die O,-Konzentration in den Anfangen der Erdgeschichte
weniger als 10 des heutigen Atmosphérenlevels (Holland, 2006). Ein deutlicher Anstieg
atmosphérischen Sauerstoffs auf etwa 0,02-0,04 Atmosphéren und eine leichte Oxygenierung
der Ozeanoberflachen begann vor ca. 2,45 Milliarden Jahren. Dieses Ereignis, das bis vor ca.
2 Milliarden Jahren andauerte, wird als Great Oxidation Event (GOE) bezeichnet. Diese
massive Sauerstoffproduktion war auf die Aktivitat photosynthetisierender Cyanobakterien
zurilickzufuhren, die als erste Organismen in der Evolutionsgeschichte zur oxygenen
Photosynthese fahig waren (Schopf, 2014). Interessanterweise vergingen zwischen der
Evolution der Cyanobakterien und einer signifikanten Erhéhung des geobiosphéarischen
Sauerstoffgehalts Gber 300 Millionen Jahre. Diese Verzdgerung konnte auf die Aktivitét von
Vulkanen zurickzufuhren sein, die reduzierende Gase wie Wasserstoff und Methan in die
Atmosphére ausstielRen, die mit Sauerstoff reagierten und dessen Akkumulation verhinderten
(Kasting et al., 1993). Nach dem GOE blieb die O,-Konzentration wahrend grolRer Teile des
Proterozoikums konstant (Abb. 30). Die Atmosphare und die oberen Ozeanschichten waren
mild oxygeniert, wohingegen die unteren Schichten der Ozeane Uberwiegend anoxisch
blieben (Holland, 2006). Ein weiterer Anstieg des biosphérischen Sauerstoffs auf fast 0,2
Atmospharen erfolgte vor ca. 850 Millionen Jahren wéhrend der letzten Ara des
Proterozoikums. Die Evolution grofRer GefalRpflanzen im Zuge der kambrischen Explosion zu
Beginn des Phanerozoikums verursachte einen signifikanten Anstieg der atmospharischen
0O,-Konzentration auf Gber 0,3 Atmospharen, bis schlieBlich der heutige Wert von 0,2095
Atmosphéren erreicht wurde (Abb. 30).
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Abb. 30 Entwicklung der atmospharischen Sauerstoffkonzentration in der Erdgeschichte. Die Erde war
von ihrer Entstehung bis zum Great Oxidation Event (GOE), das vor etwa 2,3 Milliarden Jahren begann, nahezu
anoxisch. Durch das GOE stieg der Gehalt an atmosphérischem Sauerstoff (O,) auf 2-4 Prozent an. Nach einer
langen Periode, in der keine zunehmende Oxygenierung erfolgte, kam es vor 850 Millionen Jahren zu einem
deutlichen Anstieg von O, auf Uber 15 %. Die Evolution von Landpflanzen wahrend der kambrischen Explosion
vor 500 Millionen Jahren liel den Sauerstoffgehalt auf 20-30 % anwachsen, bevor er den heutigen Wert von
20,95 % erreichte. Die beiden Kurven geben den minimalen (untere Kurve) bzw. maximalen (obere Kurve)
geschétzten Sauerstoffgehalt wieder, der anhand geochemischer Indikatoren berechnet wurde; modifiziert nach:
Holland (2006).

Die Oxygenierung der Biosphare begann folglich vor etwa. 2,45 Milliarden Jahren wéhrend
des GOE. Es ist davon auszugehen, dass die Produktion groRer Mengen an Sauerstoff
erhebliche Auswirkungen auf Organismen hatte, welche zur Zeit des GOE lebten. Die
meisten Organismen wurden durch die zunehmende Oxygenierung in hypoxische oder
anoxische Milieus gedrangt, wéahrend andere Mikroben sich die neuen Umweltbedingungen
zunutze machten, indem sie ihren Stoffwechsel modifizierten und O, als terminalen
Elektronenakzeptor einer aeroben Atmung verwendeten oder Symbiosen bildeten, in denen
die Oxidation von organischem Material mit der Reduktion von Sauerstoff gekoppelt war
(Falkowski, 2006). Sauerstoff besitzt mit +0,82 eV ein sehr hohes Redoxpotential, weshalb
bei der aeroben Atmung ein Vielfaches an ATP und damit Energie als bei anaeroben
Atmungsprozessen oder Garung generiert werden kann. (Hedges et al., 2004). Ein solches
Maximierungsprinzip der ATP-Ausbeute ist beispielsweise in E. coli zu beobachten, in dem
die Expression terminaler, anaerober Reduktasen durch Sauerstoff unterdrtickt wird (Unden
and Bongaerts, 1997).
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Die Bedeutung von Sauerstoff spiegelt sich in der Evolution vielzelligen Lebens wider.
Demnach entstanden kurz nach dem GOE die ersten Endosymbionten und Organismen, die
aus mehreren differenzierten Zelltypen aufgebaut waren. Neben der positiven Eigenschaft als
terminaler Elektronenakzeptor der aeroben Atmung besitzt Sauerstoff jedoch auch das
Potential, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu bilden, die in der Lage sind, zelluldre
Makromolekule, wie Nukleinséuren, Proteine, Kohlenhydrate und Lipide zu schadigen (Sies,
1986). Es ist demnach davon auszugehen, dass Organismen, die zu Zeiten des GOE lebten,
inkrementell oxidativem Stress ausgesetzt waren. Inwieweit dies eine vollig neue
Umweltbedingung darstellte, ist unklar. Die Beurteilung der Existenz reaktiver Spezies im
Archaikum vor 3,8 bis 2,5 Milliarden Jahren hangt einerseits von der Intensitat der UV-
Strahlung, andererseits von der Zusammensetzung der archaischen Atmosphére ab. Bei
kurzwelliger UV-Strahlung handelt es sich um eine Form ionisierender Strahlung, die zur
Bildung reaktiver Spezies fiuhrt (Gniadecki et al., 2000) und deren Intensitat zu Zeiten des
Archaikums etwa 75 % des heutigen Wertes betrug (Cockell and Raven, 2007). Da im
Archaikum durch die Abwesenheit molekularen Sauerstoffs keine Ozonschicht existierte,
welche die UV-Strahlung absorbieren konnte, konnte ein Schutz vor der UV-induzierten
Bildung reaktiver Spezies nur durch die Anwesenheit einer alternativen atmosphérischen
Schicht erfolgen. Bei einem derartigen Schutz kdnnte es sich um eine Schicht aus Schwefel
vulkanischen Ursprungs bzw. Methan-basierten Kohlenwasserstoffen gehandelt haben
(Cockell and Raven, 2007). Auch unter Annahme eines ganzlich fehlenden UV-Schutzes, der
mit der Bildung reaktiver Spezies verbunden gewesen ware, stellt das GOE eine Periode in
der Erdgeschichte dar, die mit der Entstehung groRer Mengen an ROS verbunden ist und

primordiale Organismen vor groRe Herausforderungen stellte.

4.5.2 Das Great Oxidation Event formte den modernen genetischen Code

Die Oxygenierung der Geobiosphare stellte ein Ereignis in der Erdgeschichte dar, welches
das Leben auf der Erde fundamental beeinflusste und die Lebewesen zu Zeiten des Great
Oxidation Events im positiven wie negativen Sinne vor neue Herausforderungen stellte. In
der vorliegenden Arbeit wird postuliert, dass der Grund fir die sukzessive Aufnahme der
Aminosduren in den Code in der zunehmenden Reaktivitdt der Aminosduren gegenuber
reaktiver Sauerstoffspezies bestanden haben, deren Umfang im Zuge des Great Oxidation

Events signifikant zugenommen haben muss. Diese Hypothese griindet vor allem auf den
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besonderen Eigenschaften von Tryptophan und Tyrosin. Diese nehmen aufgrund ihrer in der
vorliegenden  Arbeit gezeigten quantenchemischen, reaktiven und antioxidativen
Eigenschaften eine Sonderstellung unter den 20 Standard-Aminoséuren ein.

Nach dieser Hypothese ,,lernten* bestimmte Organismen, die wahrend des Great Oxidation
Events lebten, Tryptophan und Tyrosin als neue Biosyntheseprodukte in ihren genetischen
Code einzubauen. Durch die Fahigkeit dieser Aminosduren, Radikale abzufangen, besalen
diese Organismen, die inkrementell reaktiven Sauerstoffspezies ausgesetzt waren, einen
Selektionsvorteil gegenuber jenen Organismen, welche Tryptophan und Tyrosin nicht
synthetisieren konnten bzw. diese nicht in ihren Code aufnahmen. Daraus ergibt sich die
Frage, in welcher Form dieser antioxidative Schutz bestanden haben und welcher
Mechanismus diesem Schutz zugrunde gelegen haben kdnnte. GemaR der Theorie des
oxidativen Stresses fuhrt ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung und Entgiftung reaktiver
Sauerstoffspezies zur oxidativen Schadigung aller zellularen Makromolekile. Somit sind
unter Bedingungen des oxidativen Stresses Nukleinséuren, Proteine, Kohlenhydrate und
Lipide von oxidativer Schadigung betroffen (Sies, 1986). Die Radikale, die im Zuge der
zunehmenden Oxygenierung der Geobiosphére gebildet wurden, fihrten im Falle einer
Uberschreitung der antioxidativen Kapazitat folglich zur Oxidation dieser vulnerablen
Makromolekule. In dieser Arbeit wird postuliert, dass Lipidperoxidation eine zentrale Rolle
bei der Evolution des genetischen Codes spielte.

Somit konnte die Fahigkeit, Peroxylradikale in Membranen abzufangen und diese dadurch zu
entgiften der entscheidende Faktor bei der Integration von Tryptophan und Tyrosin als
moderne Redox-Cofaktoren in Proteine gewesen sein. Die auf diese Weise entstandene
Madglichkeit der Inhibition schadlicher oxidativer Prozesse, wie jener der Lipidperoxidation,
bot diesen Organismen den in dieser Arbeit postulierten Selektionsvorteil. Diese Hypothese
impliziert weiterhin, dass die Proteinbiosynthese fiir einen langen Zeitraum der Evolution
ohne Tryptophan und Tyrosin als Aminosaurebausteine erfolgte. Diese Hypothese wird durch

die Evolutionsgeschichte dieser beiden Aminosauren substantiiert.

Wie bereits erlautert, werden Tryptophan und Tyrosin aufgrund verschiedener Kriterien, auf
deren Basis eine Chronologie der Aminosaureaufnahme in den genetischen Code erstelit
wurde, als neueste Aminosauren eingestuft (Trifonov, 2009). Demnach konnten Tyrosin und
Tryptophan weder in Experimenten zur Untersuchung der abiotischen Synthese wvon
Aminosauren (Miller, 1953; Miller and Urey, 1959; Huber and Wachtershauser, 2006;
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Johnson et al., 2008; Parker et al., 2011; Longo and Blaber, 2012) noch in extraterrestrischem
Material nachgewiesen werden (Cronin and Moore, 1971; Shimoyama et al., 1979; Engel and
Nagy, 1982). Tryptophan und Tyrosin weisen zudem von allen Aminosduren die groRte
Strukturkomplexitét auf, die zunachst die Evolution des Shikimat-Wegs erforderte (Papentin,
1980; Jiménez-Montafio, 1999). Phylogenetische Analysen der Tryptophan-Synthase ergaben
Uberdies, dass dieses Enzym vermutlich erst nach der Aufspaltung in die Doménen Bacteria,
Archaea und Eukarya evolvierte (Syvanen, 2002). Weitere Indikatoren fir ein spétes
evolutiondres Auftreten von Tyrosin und Tryptophan sind Besonderheiten hinsichtlich der
Verwendung ihrer Codons. Sowohl Tryptophan als auch Tyrosin nutzen Codons, die sich nur
in der dritten Base des jeweiligen MRNA-Tripletts (5‘—3°) von Stopp-Codons unterscheiden
(Jukes and Osawa, 1993).

Ebenfalls sind bis heute zahlreiche Abweichungen vom Standard-Code bekannt, in denen das
Stopp-Codon UGA die Aminosdure Tryptophan codiert. Dies betrifft das nucledre Genom
von Ciliaten, die Genome der prokaryotischen Firmicutes und Mycoplasmen, die
mitochondrialen Genome aller Metazoen und Pilze sowie zahlreicher Algen (Knight et al.,
2001). Ein weiteres Merkmal von Tryptophan und Tyrosin als spate Aminosauren ist die
Evolution ihrer korrespondierenden tRNAs, welche als Adaptermolekiile die VVoraussetzung
fur den Einbau der Aminosduren in Proteine schufen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Tryptophan-tRNA im Falle von E. coli womdglich ein molekularer Nachkomme der Glycin-
oder Arginin-tRNA darstellt. (Staves et al., 1988). Dies gilt ebenfalls fur die Tyrosyl-tRNA
von E. coli, die sich von der 5S-rRNA ableitet (Mullins et al., 1973). Des Weiteren konnte in
Kristallstrukturanalysen eine spate Divergenz der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen von
Tryptophan und Tyrosin festgestellt werden (Doublié et al., 1995). Auf Grundlage
phylogenetischer Analysen ist von einer Evolution dieser Enzyme nach dem Zeitpunkt der
Aufspaltung von Prokaryoten und Eukaryoten auszugehen (Ribas de Pouplana et al., 1996).
Dies indiziert eine Aufnahme Tryptophans und Tyrosins in den genetischen Code, weit nach
dem eine basale Form der Proteinsynthese evolvierte.

Die aufgefiihrten Untersuchungen zeigen ein evolutiondr spates Auftreten von Tryptophan
und Tyrosin an, vermdgen aber nicht, jenes zu erklaren. Die in dieser Arbeit
guantenchemisch determinierte und chemisch gemessene Reaktivitdat von Tryptophan und
Tyrosin kénnte auf eine enge Verknipfung zwischen dem Great Oxidation Event und der

Evolution des genetischen Codes hinweisen. Ein solcher Zusammenhang wird durch
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phylogenetische Untersuchungen der Enzyme DNA-Photolyase und Ribonukleotidreduktase
gestutzt.

Bei der DNA-Photolyase handelt es sich um ein Enzym, dessen Funktion in der Reparatur
UV-induzierter Pyrimidindimere liegt. Das Enzym evolvierte vermutlich vor der
Oxygenierung der Geobiosphare und wird interessanterweise durch molekularen Sauerstoff
inaktiviert (Eisen and Hanawalt, 1999). Die DNA-Photolyase enthélt Flavinadenindinukleotid
(FAD) als essentiellen katalytischen Cofaktor. In ihrem inaktiven Zustand liegt FAD ist als
semi-reduziertes FAD-Radikal (FAD’) vor. Die Aktivierung erfordert eine Reduktion zum
FAD-Anion (FAD’), die durch einen benachbarten Tryptophan-Rest, der Teil einer
Tryptophan-Kaskade darstellt, bewerkstelligt wird (Aubert et al., 2000; Byrdin et al., 2003).
Die Kaskade, die aus drei Tryptophan-Resten besteht, wurde aufgrund des spéten
Aufkommens von Tryptophan mdglicherweise erst nachtréglich in das Enzym eingebaut, um
eine Inaktivierung des Enzyms durch Sauerstoff riickgangig zu machen.

Ein Beispiel fur die Bedeutung von Tyrosinradikalen fiir die Evolution von Enzymen ist die
Ribonukletid-Reduktase (RNR). Dieses Enzym katalysiert die Deoxygenierung von
Ribonukleotiden zu den entsprechenden Desoxyribonukleotiden und ist damit essentiell fir
die DNA-Synthese. Die enzymatische Reaktion wird durch die Bildung eines transienten
Thiyl-Radikals initiiert. Anhand des verwendeten Cofaktors zur Radikalbildung und dem
Verhéltnis zu molekularem Sauerstoff werden drei Klassen von RNRs unterschieden. Klasse-
I-RNRs sind aerob und nutzen Tyrosylradikale als Cofaktoren, wéhrend es sich beim
Cofaktor der Klasse-11-RNRs (aerob wie anaerob) um Adenosylcobalamin handelt. Klasse-
[11-RNRs sind anaerob und verwenden zur Bildung des Thiylradikals einen radikalisierten
Glycin-Rest (Stubbe et al.,, 2003; Nordlund and Reichard, 2006). Hinsichtlich der
Evolutionsgeschichte werden RNRs der Klasse 11 und 11l als dlteste Isoformen, Klasse-I-
RNRs, die vom Tyrosyl-Radikal abhéngig sind, jedoch als evolutionér jingste Isoform
betrachtet (Reichard, 1993; Poole et al., 2002). Die Evolution einer neuen, ausschliel3lich
aeroben Isoform konnte erst nach dem Auftreten von Tryosin stattgefunden haben und
indiziert ein spates evolutionares Auftreten von Tyrosin.

Die Hypothese der Etablierung von Tryptophan und Tyrosin als proteinogene Aminoséauren
im genetischen Code wahrend oder nach dem GOE wird darlber hinaus durch die Synthese
und die Funktion der in Abb. 17 dargestellten Derivate begrindet. Wahrend die Biosynthese
der Vorlaufermolekiile Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin anaerob erfolgt, wird fir die
Synthese dieser Strukturen molekularer Sauerstoff bendtigt, der vermutlich erst im Zuge des

GOE in ausreichenden Mengen vorhanden war.
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4.5.3 Cystein, Methionin, Selenocystein und das Great Oxidation Event

Betrachtet man die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse der quantenchemischen
Analyse und der Radikaltests, ergibt sich die Frage, ob womdglich die Aufnahme weiterer
Strukturen in den genetischen Code, wie die schwefelhaltigen Aminoséuren Methionin und
Cystein sowie Selenocystein mit dem Great Oxidation Event in Zusammenhang stehen
konnte.

Fir Cystein, bei dem es sich ebenfalls um eine schwefelhaltige, spdte Aminosdaure handelt,
sind eine Reihe von strukturellen und katalytischen Funktionen beschrieben, die auf die
Redox-Eigenschaften dieser Aminoséure zurlckzufiuhren sind (Giles et al., 2003b). Die
Vielfalt an Funktionen dieser Aminoséure spiegelt sich in einer hohen Anzahl verschiedener
Oxidationszustdnde des Schwefels wider. Dieser kann unter anderem als Thiol, Disulfid,
Thiyl-Radikal oder Sulfonséure vorliegen (Giles et al., 2003a). Die Reaktivitdt von
proteingebundenem Cystein ist jedoch auch von den chemischen Eigenschaften der
Nachbaraminosauren abhangig. Unter physiologischen Bedingungen liegt Cystein aufgrund
seines relativ hohen pKs-Wertes von 8,5 als Thiol vor (Benesch and Benesch, 1955),
wéhrend es in manchen redox-aktiven Proteinen aufgrund der Nachbarschaft zu basischen
Aminosduren als reaktives, nucleophiles Thiolat vorkommt (Netto et al., 2007). Dies ist
insbesondere in Eisen-Schwefel-Komplexen von Bedeutung, die als prostethische Gruppe
Bestandteile von Eisen-Schwefel-Proteinen sind, die vielféaltige Funktionen wie den Transfer
von Elektronen, die Speicherung von Eisen oder die Regulation der Expression bestimmter
Gene (bernehmen (Johnson et al., 2005). Eisen-Schwefel-Proteine kommen in allen
Doméanen des Lebens vor und stellen die alteste Form einer prosthetischen Gruppe dar
(Beinert, 1997). Dies wirde ein evolutionar friihes Auftreten von Cystein implizieren.
Interessanterweise erfordert die Synthese der FeS-Komplexe jedoch nicht zwangslaufig die
Anwesenheit von Cystein. Dies wurde in methanogenen Archaebakterien gezeigt, die strikt
anaerob leben und Sulfid fur die Synthese von Eisen-Schwefel-Komplexen verwenden (Liu
and Wang, 2005; Liu et al., 2010). Neben FeS-Komplexen besteht die heutige Bedeutung von
Cystein insbesondere in der Bildung von Disulfidbriicken, die aus der Oxidation von
Cysteinresten resultieren und ein wichtiges Strukturmerkmal vieler extrazellularer Proteine
darstellen sowie die Proteinvielfalt erh6hen (Reddie and Carroll, 2008). Es ist jedoch nicht
bekannt, wann die ersten Disulfid-tragenden Proteine evolvierten. Die Disulfid-Bildung in

modernen eukaryotischen Zellen erfordert ein oxidatives Milieu (Feige and Hendershot,
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2011), allerdings konnte die Oxidation von Cystein und damit die Bildung von
Disulfidbriicken in einer hypothetischen Urzelle auch durch UV-Strahlung erfolgt sein. Die
Redox-Reaktivitat von Cystein spiegelt sich weiterhin in seiner Funktion als Baustein des
Tripeptids Glutathion wider, das Teil des zelluldren, antioxidativen Systems ist. Hierbei
ubernimmt es die Entgiftung freier Sauerstoffradikale und den Austausch von Thiolen in
Disulfidbindungen (DeLeve and Kaplowitz, 1991). Als Baustein von Proteinen kann die
leichte Oxidierbarkeit von Cystein jedoch negative Auswirkungen haben. So konnte gezeigt
werden, dass die Frequenz der Cystein-Codierung in der mitochondrialen DNA von aerob
lebenden Tieren ein molekularer Indikator flr Langlebigkeit darstellt: Langlebige Tiere
weisen in ihren Atmungskettenkomplexen einen signifikant niedrigeren Cysteingehalt als
kurzlebige Tiere auf (Moosmann and Behl, 2008). Dies wird der schadlichen Eigenschaft von
Cystein-abgeleiteten Thiyl-Radikalen, eine Quervernetzung von Proteinen verursachen zu
kdnnen, zugeschrieben (Giles and Jacob, 2002). Dies ist insbesondere in mitochondrialen
Membranproteinen von Bedeutung, die in hohem Malle von oxidativem Stress betroffen sind
(Schindeldecker et al., 2011). Aufgrund der negativen Effekte in Membranen, die durch
Cystein hervorgerufen werden, ist eine Codierung dieser Aminoséure als Adaptation auf das

GOE unwahrscheinlich.

Die schwefelhaltige Aminosaure Methionin ist in vielen Proteinen als wichtiges
Strukturmerkmal beschrieben, wobei bisher keine essentielle Funktion der Methionin-
spezifischen Thioethergruppe gezeigt werden konnte. Weiterhin ist keine Kkatalytische
Funktion von Methionin bekannt (Levine et al., 1996). Bei Methionin handelt es sich um eine
reaktive ~ Aminoséure, die durch verschiedene ROS (ber die Stufe des
Methioninradikalkations zum Methioninsulfoxid oxidiert wird (Vogt, 1995; Chao et al.,
1997; Schoneich, 2005; Xu and Chance, 2007; Pattison et al., 2012; Berlett and Levine,
2014). Die Regenerierung des Methionins erfolgt enzymatisch durch die Methioninsulfoxid-
Reduktasen, die sowohl freies wie proteingebundenes Methioninsulfoxid zu Methionin
reduzieren kdnnen (Weissbach et al., 2002). Aufgrund dieses Redox-Zyklus wurde fir
Methionin eine Funktion als Antioxidans postuliert, das durch das Abfangen von ROS die
Oxidation benachbarter Molekile, wie beispielsweise porteinassoziierter Cofaktoren,
verhindert (Levine et al., 1996). Falls korrekt, lieRe dies auf eine evolutiondre Bedeutung von
Methionin als Antioxidans schlielen. Stark untermauert wird dies durch die Betrachtung der

Methionin-spezifischen Codon-Nutzung: Methionin wird im Standard-Code nur durch das
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AUG-Triplett codiert. Mit Ausnahme weniger Phyla besitzen alle vielzelligen Tiere jedoch
einen mitochondrialen Code, in dem neben dem AUG-Codon zusatzlich das AUA-Triplett
Methionin codiert. Es handelt sich demnach um ein Codon reassignment von Isoleucin, das
im Standard-Code durch AUA codiert wird, zu Methionin (Knight et al., 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass diese zusatzliche Codon-Nutzung zu einer Akkumulation wvon
Methionin-Resten in Proteinen der inneren Mitochondrienmembran, in der in besonderem
MaRe ROS produziert werden, fiihrt. Darlber hinaus konnte fiir diese Atmungskettenproteine
ein (berproportional gehéuftes Auftreten von Methionin an der Proteinoberflache
demonstriert werden. Aus beiden Aspekten wurde ein durch Methionin bedingter
antioxidativer Schutz und damit ein Selektionsvorteil abgeleitet, der auf dem
Evolutionsmechanismus des Codon reassignments beruht (Bender et al., 2008).

Selenocystein wird als 21. Aminosdure bezeichnet und kommt in allen Doménen des Lebens
vor (Turanov et al., 2011). Pflanzen, Pilze und die meisten Archaebakterien besitzen jedoch
kein Selenocystein. Selenocystein wird wie Tryptophan und Methionin nur durch ein einziges
Codon codiert, bei dem es sich um das UGA-Triplett, das normalerweise als Stopp-Codon
fungiert, handelt. Da Selenocystein keine eigene tRNA-Synthetase besitzt, erfolgt der
Aminosdureeinbau ber den Prozess der prétranslationalen Synthese. Diese beginnt mit der
Verkniipfung eines Serins mit einer Selenocystein-spezifischen tRNA (tRNA>*), die ein
UCA-Anticodon tragt. Das tRNA-gebundene Serin wird anschlieRend in Selenocystein
umgewandelt. Die Interpretation von UGA als Selenocystein-Codon erfolgt durch einen
spezifischen Elongationsfaktor (SelB), der eine Haarnadelschleife auf der mRNA
(selenocysteine insertion sequence, SECIS) erkennt, die tRNA>* bindet und den Einbau der
Aminosdure in die naszierende Polypeptidkette veranlasst (Brocker et al., 2014). Diese
Besonderheit hinsichtlich des komplexen Einbaus mittels pratranslationaler Synthese und des
aufRerst seltenen Vorkommens lassen darauf schliel3en, dass Selenocystein erst vor kurzem in
den genetischen Code aufgenommen wurde (Gladyshev and Kryukov, 2001). Selenocystein
ist Bestandteil vieler Enzyme des antioxidativen Systems, wie der Glutathion-Peroxidase,
derThioredoxin-Reduktase und einiger Methioninsulfoxid-Reduktasen. Dies ist auf die hohe
Redox-Aktivitdt des Selenocysteins zuriickzufuhren (Hondal et al., 2013). Daher ist davon
auszugehen, dass der Einbau von Selenocystein in Proteine ebenfalls eine Adaptation auf

oxidativen Stress, der durch das Great Oxidation Event hervorgerufen wurde, darstellte.
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4.6 Alternativhypothese: Der Einbau reaktiver Aminosauren in den genetischen Code
vor dem Great Oxidation Event

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Oxygenierung der
Geobiosphére wahrend des GOEs, das vor etwa 2,45 Milliarden Jahren begann, zu einer
massiven Produktion von ROS flhrte, die ein entscheidender Faktor fir die Evolution des
genetischen Codes darstellte (4.5). Nach dieser Hypothese wurden Aminosduren, die in der
Lage waren, mit diesen reaktiven Spezies zu reagieren, wahrend des GOEs in den
genetischen Code aufgenommen. Dies impliziert, dass sich der genetische Code weit nach der
Entstehung von Leben verdnderte, das vor spatestens 3,8 Milliarden Jahren seinen Anfang
nahm (Mojzsis et al., 1996; Rosing, 1999). Die drei Doménen Bacteria, Archaea und
Eukarya, die sdmtliche Lebensformen umfassen gingen hochstwahrscheinlich aus einem
gemeinsamen Urvorfahr, dem sogenannten last universal common ancestor (LUCA) hervor,
dessen evolutionares Alter auf etwa 3,8-3,5 Milliarden Jahre geschatzt wird (Fox et al., 1980;
Koonin, 2003). Es ist nicht bekannt, in welcher Form der genetische Code und die
Proteintranslation im LUCA organisiert waren. Es wird postuliert, dass es sich beim
genetischen Code des LUCA um einen nahezu universellen Code handelte, der jedoch aus
mehreren genetischen Codes hypothetischer zelluldrer Vorlauferstadien, den progenotes, aus
horizontalem Gentransfer hervorging (Vetsigian et al., 2006). Andererseits wird vermutet,
dass der genetische Code eines gemeinsamen Vorfahren nur abiotische Aminosauren
umfasste und erst spater um neue Aminosauren erweitert wurde (Brooks et al., 2004).

Ausgehend von der in dieser Arbeit postulierten Bedeutung der Aminoséaurereaktivitat ware
unter der Annahme einer sehr friihen Etablierung eines (nahezu) universellen Codes ein
alternatives Szenario der Evolution des genetischen Codes denkbar: Der Einbau neuer
Aminosdauren in den Code erfolgte nicht wahrend des GOE, sondern wahrend der Evolution
des LUCA als Adaptation auf Umweltbedingungen, welche die damals lebenden Organismen
vor enorme Herausforderungen stellten, die womdglich denen des GOE é&hnelten. Es ist
plausibel anzunehmen, dass das GOE zu einer Bildung von ROS fiihrte, die in diesem
Ausmal in der Erdgeschichte zuvor nicht erreicht worden war. Doch auch in einer
prabiotischen Welt waren die Voraussetzungen fiir die Entstehung von reaktiven Radikalen
gegeben. So konnte an mineralischen Oberflachen unter Einfluss von UV-Strahlung die
Bildung von Superoxidanionradikalen und Wasserstoffperoxid nachgewiesen werden. Die
Bildung dieser Radikale erforderte interessanterweise keinen molekularen Sauerstoff und

waére somit in einer anoxischen, primordialen Welt moglich gewesen (Xu et al., 2013).
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Reaktive Sauerstoffradikale konnen zudem bei der Photolyse von Wasser gebildet werden
(Mopper and Zhou, 1990).

Neben dieser primordialen ROS-Produktion ist das Auftreten der ersten
sauerstoffproduzierenden Cyanobakterien ein weiteres Ereignis, das oxidativen Stress
verursacht haben konnte. Cyanobakterien evolvierten vor 3,5 bis 2,7 Milliarden Jahren und
damit deutlich vor dem GOE (Brocks, 1999; Blankenship, 2010). Die um mindestens 300
Millionen Jahre verzogerte Akkumulation von Sauerstoff ist wahrscheinlich auf die Aktivitét
von Vulkanen zurtickzufiihren, die reduzierende Gase wie Wasserstoff und Methan in die
Atmosphére ausstieRen, die mit Sauerstoff reagierten (Kasting et al., 1993). Es wird jedoch
vermutet, dass an der Ozeanoberflaiche sogenannte Sauerstoffoasen existierten, in denen
Sauerstoffkonzentration von bis zu 10 uM erreicht wurden (Olson et al., 2013).

Aus diesen beiden erdgeschichtlichen Perioden einer potentiellen ROS-Produktion lasst sich
somit eine Erklarung zur Evolution des genetischen Codes formulieren, die eine Alternative
zu der in dieser Arbeit vorgestellten Hypothese darstellt: Der Einbau reaktiver Aminosauren
erfolgte nicht als Adaptation von Organismen wahrend des GOEs, sondern vor tber 3,5
Milliarden Jahren in einem hypothetischen Urvorfahr oder in weit vor dem GOE lebenden
Cyanobakterien bzw. in anderen Prokaryoten. Doch auch nach dieser Hypothese bot sich den
Organismen, die beispielsweise Tryptophan in ihren genetischen Code aufnahmen, ein
Selektionsvorteil.

Doch worin bestand dieser Selektionsvorteil, wenn dieser in einer sehr friihen Phase der
Evolution erfolgte? Aus den in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnissen lasst sich
vermuten, dass der Vorteil auch in diesen alternativen Féllen aus dem Schutz vor der
Oxidation wvulnerabler Makromolekiile, die Lipide, Nukleinsduren, Kohlenhydrate und
Proteine umfassen, hervorging. Reaktive Aminosduren koénnten in freier Form und als
Bestandteil von Proteinen eine antioxidative Funktion und somit das Potential besessen
haben, diese Makromolekiile vor oxidativer Schadigung zu schitzen. Denkbar ware eine
Verhinderung von Peroxidationsprozessen durch reaktive Aminosauren innerhalb der
Membran, die in dieser Arbeit demonstriert werden konnte (3.4.1). Es ist jedoch nicht
bekannt, ob ein hypothetischer LUCA im Besitz mehrfach ungeséttigter Fettsduren war, die
Voraussetzung fiir die Peroxidation von Lipiden sind (Gutteridge, 1995). Von modernen
Cyanobakterien hingegen ist bekannt, dass diese mehrfach ungesattigte Fettsauren besitzen

(Parker et al., 1967; Chi et al., 2008). Daraus kann ein durch Tyrosin und Tryptophan
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gebotener Schutz vor Lipidperoxidation postuliert werden, der einen Selektionsvorteil flr
Cyanobakterien, die weit vor dem GOE lebten, dargestellte.

4.7 Die Aufnahme von Tryptophan in den genetischen Code

Bei den 64-Basentripletts, die den genetischen Code bilden, handelt es sich um 61 Codons,
welche die 20 Standard-Aminoséuren codieren sowie um die drei Codons UAA, UAG und
UGA, die als Stopp-Codons fungieren bzw. Selenocystein und Pyrrolysin codieren. Aufgrund
der begrenzten Verfuigbarkeit von Aminoséuren ist davon auszugehen, dass der genetische
Code ursprunglich nur einen Teil der heute bekannten proteinogenen Aminosauren umfasste
und im Laufe der Evolution um neue Aminoséuren ergénzt wurde (Trifonov, 2000; Doi et
al., 2005; Lu and Freeland, 2006). In verschiedenen Theorien wurden mogliche Prinzipien
der Codierung der primordialen Aminosduren und der Erweiterung des Codes postuliert (Pelc
and Welton, 1966; Woese et al., 1966; Crick, 1968; Wong, 1975).

In der vorliegenden Arbeit wird ein adaptiver Mechanismus der Evolution des Codes
vorgeschlagen, der sich in einer Zunahme reaktiver Aminosauren im Laufe der Evolution
widerspiegelt. Daraus ergibt sich das Postulat einer Pragung des genetischen Codes durch
oxidativen Stress. Es ist jedoch unklar, wie die Evolution des Codes mechanistisch erfolgt
haben konnte. Der Mechanismus der Aufnahme von Tryptophan soll anhand der Co-
Evolutionstheorie (Wong, 1975) und adaptiven Codon ambiguity-Theorie (Schultz and
Yarus, 1996) dargestellt werden.

Bei der Konstituierung des Codes konnten die Prinzipien der Komplementaritdt und
Thermostabilitdt eine entscheidende Rolle gespielt haben, die zu einer Besetzung aller 64
bzw. 61 zur Verflgung stehenden Codons durch eine begrenzte Anzahl an Aminosauren
fuhrte (Eigen and Schuster, 1977; Trifonov, 2004). Folglich konnten neue Aminosauren wie
Tryptophan nur dann in den Code aufgenommen werden, wenn sie bereits besetzte Codons
ubernahmen, weshalb diese als codon capture-Aminosauren bezeichnet werden (Trifonov,
2004, 2009). Tryptophan ist neben Methionin die einzige Aminoséure, die ausschlieBlich
durch ein einziges Codon (UGG) codiert wird. Dieses Codon unterscheidet sich nur in einer
Base von den Stopp-Codons UAG bzw. UGA, weshalb vermutet wird, dass das Tryptophan-
Codon urspriinglich ebenfalls ein Stopp-Codon darstellte (Trifonov, 2004). Dies grindet
unter anderem auf Beobachtungen, nach denen die nucledren und mitochondrialen Codes
einiger Spezies vom Standard-Code abweichen (Clark-Walker and Weiller, 1994; Kiick et al.,
2000; Knight et al., 2001). Interessanterweise handelt es sich beim assignment des UGA-
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Stopp-Codons als Tryptophan-Codon, wie es beispielsweise im Bakterium Mycoplasma
capricolum auftritt (Yamao et al., 1985), um die am hdufigsten auftretende Divergenz des
Standard-Codes (Sengupta et al., 2007). Ubertragt man die vorgeschlagenen Mechanismen
zur Bildung alternativer Codes (Santos et al., 2004; Ambrogelly et al., 2007) auf die
Evolution des Standard-Codes, konnte der Einbau von Tryptophan wie folgt stattgefunden
haben: Um das assignment eines hypothetischen UGG-Stopp-Codons in ein Tryptophan-
Codon zu andern, ist zundachst die Anwesenheit einer Tryptophanyl-tRNA und somit auch
einer Tryptophanyl-tRNA-Synthetase erforderlich, die das UGG-Codon uber ein
korrespondierendes Anticodons (ACC) bindet. AuBerdem ist eine Mutation des
translationalen Terminationsfaktors notwendig, sodass dieser das Stopp-Codon nur zum Teil
oder gar nicht als Terminationssignal erkennt. Zudem setzt das assignment. Das UGG-Codon
hatte demnach zwei Bedeutungen annehmen kdnnen: Die Funktion als Stopp-Codon sowie
die als Tryptophan-Codon, weshalb dies als codon ambiguity bezeichnet wird.

Auf Grundlage der Co-Evolutionstheorie hingegen ist von einem alternativen Mechanismus
der Tryptophan-Inkorporation auszugehen. Diese Theorie postuliert einen Zusammenhang
zwischen der Evolution des genetischen Codes und der schrittweisen Biosynthese neuer
Aminosduren, welche Codons der entsprechenden Vorlaufer-Aminosauren ibernahmen und
somit in den Code aufgenommen wurden. Diese Beziehung aus Vorldufer und Produkt
spiegelt sich in der Ahnlichkeit genutzter Codons wider. Ein solcher Einbau beruht auf einer
pratranslationalen Synthese der Produkt-Aminosaure. Diese kann unter zwei Bedingungen
erfolgen: Zum einen, wenn Vorlidufer und Produkt eine groRe strukturelle Ahnlichkeit
aufweisen, die zu einer Erkennung des Produktes durch die Synthetase der Vorldaufer-
Aminosdaure fuhrt. Zum anderen, wenn der tRNA-gebundene Vorlaufer zum entsprechenden
Produkt umgesetzt wird. Beispielsweise besitzen einige gram-positive Bakterien keine
Glutaminyl-tRNA-Synthetase. Der Einbau von Glutamin erfolgt durch die enzymatische
Umsetzung von tRNA-gebundenem Glutamat (Glutamyl-tRNA) zu Glutamin durch die
Amidotransferase (Wilcox and Nirenberg, 1968). Zudem sind bis heute keine tRNA-
Synthetasen bekannt, die Formyl-Methionin oder Selenocystein mit ihren spezifischen tRNAs
verkniipfen, weshalb der Einbau dieser Aminosauren ebenfalls Gber die pratranslationale
Synthese erfolgt (Commans and Bock, 1999). Die pratranslationale Synthese und der damit
verbundenen Einbau von Tryptophan in Proteine waren demnach tber Serin erfolgt, das den
Aminosdure-Vorlaufer in der Tryptophan-Synthese bildet. Serin und Tryptophan sind damit

ein Vorlaufer-Produkt-Paar, was sich in der Nutzung der Codons widerspiegelt: Das
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Tryptophan-Codon UGG unterscheidet sich nur um die zweite Base vom UCG-Codon des
Serins. Ein weiterer Indikator fir die genetische Codierung von Tryptophan Uber die Stufe
des Serins ist die Ubereinstimmung in der Sequenz der Anticodon-Schleife einer Seryl-
tRNA-Form und Tryptophanyl-tRNA .

Die Theorien zur Inklusion von Tryptophan in Proteine unterscheiden sich sowohl
mechanistisch als auch in ihren Auswirkungen voneinander. Unter der Voraussetzung, dass
eine Anderung in der Codierung nicht zur Synthese dysfunktioneller Proteine gefiihrt hitte,
waére der Einbau von Tryptophan als antioxidativer Aminosaure moglicherweise von Vorteil
gewesen. Unter Anwendung der Codon ambiguity-Theorie hétten Organismen, die
Tryptophan bereits vor dem GOE durch die Besetzung eines Stopp-Codons in Proteine
einbauten einen Selektionsvorteil gegentiber Organismen gehabt, welche UGG ausschliel3lich
als Stopp-Codon nutzten. Nach der Co-Evolutionstheorie ware der Selektionsvorteil durch
die Substituierung von Serin durch Tryptophan entstanden.

Die Hypothese des Auftretens von Tryptophan als moderne, proteinogene Aminosédure
impliziert ein Grundprinzip, das der Evolution des genetischen Codes zugrunde liegen
konnte: die zunehmende Reaktivitdt von Aminoséuren als Adaptation auf oxidativen Stress

wahrend des Great Oxidation Events.
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6. Zusammenfassung

Die Entstehung und Evolution des genetischen Codes, der die Nukleotidsequenz der mRNA
in die Aminoséuresequenz der Proteine Ubersetzt, z&hlen zu den groliten Rétseln der Biologie.
Die ersten Organismen, die vor etwa 3,8 Milliarden Jahren auf der Erde auftraten, nutzten
einen urspriinglichen genetischen Code, der vermutlich ausschliel3lich abiotisch verfligbare
Aminosauren terrestrischer oder extraterrestrischer Herkunft umfasste. Neue Aminosauren
wurden sukzessive biosynthetisiert und selektiv in den Code aufgenommen, welcher in der
modernen Form aus bis zu 22 Aminoséuren besteht. Die Ursachen fiir die Selektion und die
Chronologie ihrer Aufnahme sind bis heute unbekannt und sollten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erforscht werden.

Auf Grundlage quanten-chemischer Berechnungen konnte in dieser Arbeit zunédchst ein
Zusammenhang zwischen der HOMO-LUMO-Energiedifferenz (H-L-Distanz), die ein
inverses quanten-chemisches Korrelat fiir allgemeine chemische Reaktivitéat darstellt, und der
chronologischen Aufnahme der Aminosduren in den genetischen Code aufgezeigt werden.
Demnach sind urspringliche Aminosduren durch groBe H-L-Distanzen und neue
Aminosdauren durch kleine H-L-Distanzen gekennzeichnet. Bei einer Analyse des
Metabolismus von Tyrosin und Tryptophan, bei denen es sich um die beiden jlngsten
Standard-Aminosauren handelt, wurde ihre Bedeutung als Vorlaufer von Strukturen
ersichtlich, die sich durch eine hohe Redox-Aktivitat auszeichnen und deren Synthese
gleichzeitig molekularen Sauerstoff erfordert. Aus diesem Grund wurden die Redox-
Aktivitaiten der 20 Standard-Aminoséuren gegeniiber Peroxylradikalen und weiteren
Radikalen getestet. Die Untersuchungen ergaben eine Korrelation zwischen evolutiondrem
Auftreten und chemischer Reaktivitat der jeweiligen Aminosaure, die sich insbesondere in
der effizienten Reaktion zwischen Tryptophan bzw. Tyrosin und Peroxylradikalen
widerspiegelte. Dies indizierte eine potentielle Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
bei der Konstituierung des genetischen Codes. Signifikante Mengen an ROS wurden erst zu
Beginn der Oxygenierung der Geobiosphédre, die als Great Oxidation Event (GOE)
bezeichnet wird und vor circa 2,3 Milliarden Jahren begann, gebildet und missen zur
oxidativen Schadigung vulnerabler, zellularer Strukturen gefiihrt haben. Aus diesem Grund
wurde das antioxidative Potential von Aminosduren beim Prozess der Lipidperoxidation
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass lipophile Derivate von Tryptophan und Tyrosin

befahigt sind, die Peroxidation von Rattenhirnmembranen zu verhindern und humane
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Fibroblasten vor oxidativem Zelltod zu schiitzen. Daraus griindete sich das in dieser Arbeit
aufgestellte Postulat eines Selektionsvorteils primordialer Organismen wéhrend des GOEs,
die Tryptophan und Tyrosin als redox-aktive Aminosauren in Membranproteine einbauen
konnten und somit vor Oxidationsprozessen geschiitzt waren. Demzufolge wurde die
biochemische Reaktivitat als Selektionsparameter sowie oxidativer Stress als prégender

Faktor der Evolution des genetischen Codes identifiziert.
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7. Abstract

The origin and evolution of the genetic code which translates nucleotide sequence into amino
acid sequence, is one of the greatest mysteries of biology. It is assumed that the first
organisms, which appeared about 3.8 billion years ago, used only abiotic amino acids of
terrestrial or extraterrestrial origin for the constitution of a primordial genetic code. During
evolution, the genetic code expanded through the addition of biotic amino acids, to its
modern form encoding up to 22 amino acids. The rationale for the selection of specific amino
acids to build proteins, and the principles underlying the chronology of amino acid
appearance remain enigmatic.

In this work, a characterization of amino acids was performed comprising quantum-chemical
calculations, metabolic analyses, biochemical assays and cell culture experiments, in order to
investigate the evolution of the genetic code.

In a basic quantum-chemical approach, a strong correlation could be demonstrated between
the HOMO-LUMO gap which is a quantum-chemical correlate of chemical reactivity, and
the chronology of amino acid appearance. Thus, primordial amino acids are characterized by
large HOMO-LUMO gaps, whereas amino acids considered to be young have small energy
differences between their frontier orbitals. Subsequent metabolic analysis of the last two
standard amino acids, tryptophan and tyrosine, revealed that these anaerobically produced
metabolites of the shikimate pathway are precursors to various molecules whose biological
function consists in the transfer of electrons. Moreover, the biosynthesis of these molecules
requires molecular oxygen. Therefore, the redox-activities of the 20 standard amino acids
towards different radicals were tested, and a significant correlation between evolutionary
appearance and reactivity towards radicals could be demonstrated, indicating a potential role
of oxygen and reactive oxygen species (ROS) in the constitution of the genetic code. As the
primordial production of ROS primarily resulted from the rise of molecular oxygen in the
biosphere during the Great Oxidation Event 2.3 billion years ago, it is concluded that oxygen-
dependent oxidative stress was a selection factor in the late phase of genetic code evolution.
To test this, the antioxidant potential of amino acids was analyzed in terms of cytotoxicity
and lipid peroxidation processes. It could be shown that lipophilic derivatives of tryptophan
and tyrosine are indeed able to prevent the peroxidation of native lipid bilayers and to protect
living cells from oxidative cell death.

In this work, it is proposed that organisms which incorporated tryptophan and tyrosine as

redox-active amino acids in membrane proteins were protected from oxidative processes and
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thereby possesed a selective advantage during the oxygenation of the earth. Hence, the factor
“biochemical reactivity” was identified as a novel potentially decisive selection parameter for

genetic code evolution.
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8. Anhang

8.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung Titel

15

16

17

18

19

20
21
22
23
24
25
26
27

28
29

30

Erdzeitalter (Aonen) und die Entstehung von Leben
Urey-Miller-Experiment

Der genetische Code und die 20 proteinogenen Standard-Aminosauren
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen

Wobble-Basenpaarung

Alternative genetische Codes.

Mechanismen der Evolution des genetischen Codes
Aminosaurederivate

Synthese von NDo-W aus NDo-W-OEt

Verwendete Radikale zur Untersuchung der Aminosaurereaktivitét
Oxidative Degradation von Fluorescein

Lipidperoxidation.

Molekulare Grenzorbitale (HOMOs und LUMOs)

Semi-empirisch berechnete HOMO-LUMO-Energiedifferenzen aller
untersuchten Aminoséauren auf Basis des AM1-Algorithmus
Semi-empirisch berechnete HOMO-LUMO-Energiedifferenzen aller
untersuchten Aminoséauren auf Basis des PM6-Algorithmus

Ab initio berechnete HOMO-LUMO-Energiedifferenzen aller
untersuchten Aminosauren auf Basis der Hartree-Fock-Methode.
Shimimatweg und Derivate von Shikimat

Vergleich der HOMO-LUMO-Energiedifferenzen der in Abb. 14
dargestellten Aminosduren und der in Abb. 17 abgebildeten Derivate
des Shikimats

HOMO- und LUMO-Energiewerte der Murchison-Meteorit-
Aminosduren, der proteinogenen Aminoséauren und der in Abb. 17
dargestellten Shikimat-Derivate

Reaktivitat der proteinogenen Aminosauren gegentiber
Peroxylradikalen

Reaktivitat von Aminoséauren gegentiber verschiedenen Radikalen
Radikalisierungsenthalpien der 20 Standard-Aminosduren
Lipidperoxidation in Rattenhirnmembranen

Lipidperoxidation in humanen Fibroblasten

Vergleich zwischen Tryptophan und seinen Struktur-Analoga
Benzofuranylalanin (BFA) und Benzothiophenylalanin (BTA).
Untersuchung der Cytoprotektivitdat von NDo-W, NDo-BFA und NDo-
BTA in humanen Fibroblasten

Zusammenhang zwischen HOMO-LUMO-Energiedifferenz und
Reaktivitat gegentiber Peroxylradikalen

Reaktion zwischen Tyrosin und dem Peroxylradikal

Reaktivitat der Standard-Aminoséuren gegeniiber Radikalen
unterschiedlicher Elektrophilie

Entwicklung der atmosphéarischen Sauerstoffkonzentration in der
Erdgeschichte.
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8.2 Tabellenverzeichnis

Tab Titel
1 Lipidpuffer zur Homogenisierung von Rattenhirngewebe
2 Aminosduren des Murchison-Meteoriten in alphabetischer
Reihenfolge
3 Grenzorbitalenergien und HOMO-LUMO-Differenzen der 21
proteinogenen Aminosauren
4 Biosynthese und Redox-Eigenschaften der Shikimat-Derivate

Molekulare Eigenschaften von Indol, Benzofuran und
Benzothiophen

6 Quantenchemische Eigenschaften von Tryptophan, BFA und BTA
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8.3 Lebenslauf
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