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Vorwort

Die Fachtheorie fur Chemielaboranten Teil 3 folgt auf die beiden gleichnamigen Lehrbicher Teil 1 und 2, die
bisher in den Verlagen Handwerk und Technik und Holland + Josenhans erschienen sind. Grundlage ist der
Rahmenlehrplan fur den Ausbildungsberuf Chemielaborantin/Chemielaborant, insbesondere die Lernfelder
14, 17 und 18, die die biologisch orientierten Wahlpflichtqualifikationseinheiten berticksichtigen.

Die dort beschriebenen Zielformulierungen sehen ein sachverstandiges Arbeiten mit biologischem Material
vor, wie es in chemischen Laboratorien normalerweise nicht tblich ist.

Deshalb wurden in einem lernfeldtbergreifenden Einfihrungskapitel wichtige zellbiologische Grundlagen
dargestellt sowie spezielle biologische Arbeitsmethoden beschrieben. Die 3 Lernfelder wurden sodann in
7 Kapitel unterteilt, die groRtenteils unabhdngig voneinander sind. Dieser Aufbau gestattet es den Lesern, fur
sie individuell wichtige Themen leichter aufzufinden und sich die Inhalte zu erarbeiten.

Damit kann das Buch auch fur die Ausbildung in anderen biologischen und chemischen Laborberufen ver-
wendet werden.

Der Zusammenhang zwischen den einzelnen Kapiteln und den Inhalten der Lernfelder und des Ausbildungs-
rahmenplans ist tabellarisch auf Seite 140 dargestellt.

Die naturwissenschaftlichen Grundlagen der Arbeitsmethoden wurden moglichst genau dargestellt, weil sie
aus den hdufig verwendeten vorgefertigten Kits und den speziellen Gerédten oft nicht mehr ersichtlich sind.

Obwohl sich die Arbeit von Chemielaborantinnen und Chemielaboranten im Allgemeinen auf die laborprak-
tische Anwendung mikrobiologischer, biochemischer und molekularbiologischer Methoden beschranken wird,
wurde versucht, in geraffter Form auch auf die biologischen Zusammenhdnge im lebendigen Organismus
einzugehen, um die groBe Bedeutung dieser Arbeiten herauszustellen. Fir detailliertere Informationen sei auf
Lehrbticher der Biologie verwiesen.

Die Autorin dankt beiden Verlagen fiir die Unterstiitzung. Sie und der Verlag Holland + Josenhans bitten die
Benutzer des Buches um kritische Hinweise.

Die Verfasserin
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Charakterisierung und Untersuchung
lebender Zellen und ihrer Inhaltsstoffe

1.1 Kennzeichen des Lebens

Waihrend sich die Chemie mit der unbelebten Natur,
d.h. mit den Stoffen, ihren Eigenschaften und ihren
Veranderungen beschéftigt, untersucht die Biologie
Lebewesen und Lebenserscheinungen. Es ist also ein
groRer Unterschied, ob man das Wachstum von
Kristallen in einer Salzlésung untersucht oder das
Wachstum von Algen und Insektenlarven in einem
Tumpel.

O = R T
Abb. 1.1 chemischer Garten

Abb. 1.2 Wasserpflanzen im Aquarium

Wenn aus wenigen Kristallen von Schwermetallsal-
zen bizarre Gebilde entstehen, die an Aquarien-
pflanzen erinnern, so handelt es sich — naturwissen-
schaftlich betrachtet — um Kristallisationsvorgange
der unbelebten Natur. Lebendige Organismen dage-
gen wachsen, indem sie durch unzéhlige miteinan-
der koordinierte biochemische Reaktionen Baustoffe
und Energie gewinnen. Sie sind féhig, auf Reize aus
ihrer Umgebung zu reagieren und sich an verdnder-
te Lebensbedingungen anzupassen. Sie kdnnen sich

fortpflanzen und dabei den gréBten Teil ihrer Erbin-
formationen an ihre Nachkommen weitergeben,
und letztlich sind sie in der Lage abzusterben. Ob-
wohl eine eindeutige Definition des Begriffs ,Le-
ben* sich duBerst schwierig gestaltet, fasst der fol-
gende Satz die wesentlichen Charakteristika zusam-
men.

Leben ist eine organisierte genetische Einheit,
die zu Stoffwechsel, Fortpflanzung und Evolution
befahigt ist.

Als Kennzeichen des Lebendigen fasst man auch die
folgenden Merkmale zusammen:

¢ Gestalt,

o Stoffwechsel,

* Reizbarkeit,

e Bewegung,

e Fortpflanzung,

e Entwicklung,

e Anpassung an die Umwelt.

Alle lebensfédhigen Organismen lassen sich auf einen
Grundbaustein zurtickfiihren: die Zelle. Schon Orga-
nismen, die wie Bakterien oder einige Algen nur aus
einer einzigen Zelle bestehen, zdhlen demnach zu
den Lebewesen. Viren dagegen, die weder tber ei-
nen zelluldren Aufbau noch Uber einen selbststandi-
gen Stoffwechsel verfugen, sind lediglich Partikel
ohne vollstandige Kennzeichen des Lebendigen.

1.2 Feinbau von Zellen

Da die meisten Zellen kleiner als 0,1 mm sind, lassen
sie sich nur mit Hilfe eines Mikroskops sichtbar ma-
chen. Dabei zeigt sich, dass ihrem Aufbau ein ge-
meinsames Prinzip zugrunde liegt. Alle Zellen wer-
den durch eine Zellmembran von ihrer Umwelt ab-
gegrenzt, die durch ihren komplizierten Aufbau
(> s. Abb. 1.4, S.11) aber auch einen Stoffaus-
tausch mit der Umgebung erméglicht. Der Zellinhalt
mit Ausnahme des Zellkerns wird als Cytoplasma
bezeichnet. Es besteht aus dem Grundplasma (Cyto-
sol) und den darin eingebetteten Zellorganellen.

9



1 Charakterisierung und Untersuchung lebender Zellen und ihrer Inhaltsstoffe

Pflanzenzelle

ER Zellwand
(bei Procyte
und Pflanzen-

Membran-
einsttilpung

Golgi-

Apparat zelle aus Plasmid
verschiedenen

Chloroplast Stoffen)

Zellmembran

Ribosomen

(bei Procyte kleine

DNA
ohne
Kernhtlle
und
Proteine

Zellkern — |-
Mitochon-
Clillhs . Geilel
: (bei Procyte
und Eucyte

Lysosom
Tierzelle

Abb. 1.3 Prokaryotische und eukaryotische Zelle im Vergleich

Dabei handelt es sich um Strukturen mit einer be-
stimmten Funktion wie z.B. der Zellatmung.

AulRer vielfaltigen Unterschieden in GroBe, Gestalt,
Aufbau und Funktion gibt es zwischen den Zellen
von hoheren Lebewesen und Bakterien vor allem
ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal:

e Zellen von Menschen, Tieren und Pflanzen, aber

auch solche von Pilzen haben einen Zellkern (gr.
karyon) und werden daher als Eukaryoten (gr. eu,
wahr, echt) bezeichnet.
Der Zellkern ist durch eine Kernhtlle vom Cyto-
plasma abgegrenzt und enthalt die Chromosomen
mit ihrer Erbsubstanz Desoxyribonucleinséure,
DNS (engl. DNA = Desoxribonucleinacid, heute
gebrauchlich).

e Zellen von Bakterien dagegen besitzen nur ein
Kerndquivalent ohne Abgrenzung gegenlber
dem Cytoplasma und werden daher Prokaryoten
genannt. Das auch als Bakterienchromosom be-
zeichnete Kerndquivalent besteht aus einem
DNA-Molekiil ohne Hulle.

Insgesamt sind eukaryotische Zellen wesentlich star-
ker strukturiert als prokaryotische.

10

verschieden)

Bakterienzelle

1.2.1 Aufbau eukaryotischer Zellen

Tierische und pflanzliche Zellen weisen viele Ge-
meinsamkeiten auf, unabhédngig davon, ob sie der
menschlichen Oberhaut oder dem Grundgewebe
eines Laubblattes entstammen.

lhre Gestalt wird nicht nur durch die Zellmembran
bestimmt, sondern zusitzlich durch ein Netzwerk
aus Proteinen, das Cytoskelett, stabilisiert.

Unter den Organellen stellt der von einer Kernhtille
umgebene Zellkern (lat. nucleus) die grofte Funk-
tionseinheit dar. Er ist nicht nur fir die Vererbung
zustandig, sondern steuert alle Lebensvorgénge der
Zelle, denn das Makromolekiil Desoxyribonuclein-
sdure enthdlt alle dafiir notwendigen Informationen.
Der gesamte DNA-Gehalt des Zellkerns ist bei den
Eukaryoten auf eine fir jeden Organismus spezifi-
sche Anzahl von Chromosomen verteilt (P siehe
Kapitel 8.1.1., S. 121).

Das gesamte Plasma eukaryotischer Zellen wird von
einem Membransystem durchzogen, das die Zelle in
verschiedene Reaktionsrdume unterteilt, dem endo-
plasmatischen Retikulum, kurz: ER. Es dient der
Synthese und dem Transport von Stoffen. Membra-
nen, teilweise mehrfach gefaltet, ummanteln auch
andere Organellen. Der Golgi-Apparat besteht aus
Membransacken, den Dictyosomen, von denen die



1.3 Inhaltsstoffe der Zelle

Golgi-Vesikel abgeschniirt werden. Diese Bldschen
sorgen fur den Abtransport der in den Dictyosomen
synthetisierten oder modifizierten Stoffe. Fir viele
Stoffwechselvorgénge wird Energie benétigt, die in
den , Kraftwerken der Zelle", den Mitochondrien,
erzeugt wird. Diese Organellen tragen an ihren
Membranen Atmungsenzyme mit deren Hilfe Koh-
lenhydrate abgebaut und das energiereiche Molekl
Adenosintriphosphat = ATP, aufgebaut werden. Ri-
bosomen sind die kleinsten, nicht einmal von einer
Membran umgebenen, Organellen. Dennoch erftil-
len sie eine duferst wichtige Aufgabe, ndmlich die
Synthese der Proteine.

Waéhrend die bisher beschriebenen Zellbestandteile
bei allen Eukaryoten vorkommen, weisen tierische
und pflanzliche Zellen einige Unterschiede auf. In
tierischen Zellen gibt es zusatzlich spezielle Vesikel,
die Lysosomen. Sie enthalten Verdauungsenzyme
und zerlegen damit Makromolekiile. In pflanzlichen
Zellen tbernimmt eine mit Zellsaft gefillte Vakuole
diese Aufgabe. Sie dient dartiber hinaus der Speiche-
rung von Farbstoffen, Reservestoffen und Stoffwech-
selendprodukten. Griine Pflanzen sind auBerdem in
der Lage, ihre Energie Uberwiegend durch Photosyn-
these aus dem Sonnenlicht zu gewinnen, da sie zu-
satzlich besondere Organellen, die Chloroplasten,
enthalten. Letztere gehoren ebenso wie Chromoplas-
ten und Leukoplasten zu den Plastiden. Eine weitere
Besonderheit pflanzlicher Zellen stellt der zusétzliche
auBere Schutz durch eine Zellwand aus Cellulose dar.

Glykoprotein

extrazelluldre Fliissigkeit

Kohlen-
hydrate '

Cytoplasma

L—— Glykolipid
Abb. 1.4 Modell einer Biomembran

N A
Q52005
S
XA

Protein mit Pore

Auch Zellen von Pilzen weisen eine Zellwand auf, die
aber in der Regel aus Chitin besteht. Weitere Infor-
mationen Uber Pilze folgen im P Kap. 2.4.2, S. 34.

1.2.2 Aufbau prokaryotischer Zellen

Auch prokaryotische Zellen enthalten Ribosomen
fur die Biosynthese der Proteine. Sie sind aber klei-
ner als bei Eukaryoten. Prokaryotischen Zellen feh-
len dagegen alle durch Membranen abgegrenzten
Organellen. Haufig ist die Zellmembran nach innen
eingestilpt, sodass Falten entstehen, die manchmal
als Mesosomen bezeichnet werden. Man schreibt
ihnen eine Beteiligung bei Energie liefernden Prozes-
sen zu. Im Cytoplasma finden sich auRer dem Bakte-
rienchromosom noch kleinere ringférmige DNA-
Molekiile, die Plasmide. Die meisten Bakterienzellen
haben eine Zellwand aus Murein. Viele Bakterien
sind durch GeiBeln beweglich, andere konnen sich
mit Hilfe einer Schleimkapsel, auch Glykokalyx ge-
nannt, an einer Oberflache festsetzen. Ausfiihrliche-
re Informationen zum Bau der Bakterienzelle sind im
» Kap. 2.4.3, S. 35, zu finden.

1.3 Inhaltsstoffe der Zelle

Der mengenmiBig bedeutendste Inhaltsstoff aller
Lebewesen ist Wasser. Zellen von Bohnensamen be-
stehen zu etwa 20 % daraus, Zellen von Quallen bis
Zu 98 %.

integrales Lipid-
Protein doppel-
schicht —

periphere Proteine
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1 Charakterisierung und Untersuchung lebender Zellen und ihrer Inhaltsstoffe

Aber natrlich sind ohne anorganische Salze und or-
ganische Molekile keine physiologischen Vorgange
moglich. Vor allem organische Makromolekiile leis-
ten wichtige Beitrage zum Aufbau von Zellen und
zur Funktion aller Lebensvorgédnge. Dabei wirken sie
nicht nur als Reservestoffe, sondern nehmen wichti-
ge Aufgaben wahr: Proteine wirken z.B. als Biokata-
lysatoren oder Hormone, Lipide sind wichtige Reser-
vestoffe und stabilisieren Membranen, Kohlenhyd-
rate verstdrken Zellwdnde und Nucleinsduren tragen
die Erbinformationen eines Organismus.

Das komplizierte Zusammenspiel verschiedener Bio-
molekiile wird besonders beim Aufbau einer Memb-
ran deutlich. Eine Lipiddoppelschicht bildet die
Grundlage dieser biologischen Begrenzung. Aufge-
lagert und eingebettet steuern Proteine die Durch-
lassigkeit, denn die Membran ist semipermeabel,
d. h. sie lasst nur bestimmte Stoffe passieren. An der
AuBenseite findet man auBerdem Kohlenhydrate.

1.3.1 Proteine

Proteine entstehen durch Polykondensation von
2-Aminocarbonsduren.

O

H HR H HR H

| \/ \/ I

N N N NI AN AN NN
C N C C N C C
AN | /] A
H R H R H R

H O H O

e}
e}

0
0

Dabei werden unter Mitwirkung der Seitenketten
sterisch komplizierte Makromolekile ausgebildet.
Wegen ihrer groRen Bedeutung ist den Proteinen
das gesamte P> Kapitel 4, S. 59 gewidmet.

1.3.2 Lipide

Zu den Lipiden werden auBer den Fetten auch an-
dere hydrophobe Stoffe gezahlt, die chemisch un-
terschiedlichen Verbindungsklassen angehoren.

1.3.2.1 Fette

Fette entstehen durch Veresterung des dreiwertigen
Alkohols Glycerol mit drei Fettsduren zu Triglyceri-
den. Dabei koénnen in einem Molekil gleiche oder
verschiedene Fettsduren gebunden sein. Es handelt
sich bei diesen um langkettige, unverzweigte geséat-

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH;
/N _/ N/ N/ N_/ N _/ N_J/ N _/
H,C—0—C CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
O
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
/N _/ N_/ N _/ '\ /O N_/ N/ N _/ N
HC—O0—C CH, CH, CH, CH=——=—=CH CH, CH, CH, CH;
(6]
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH;
/ N/ N/ N/ N/ N/ N _J/ N_J/ N /
H,C—0—C CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
(©]

Triglycerid mit den Fettsduren Palmitinsiure, Olsédure, Stearinsiure

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
/ N\ / N/ N/ N/ N N/ N/
H,C—O—C CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
o
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
/ N\ / N/ N/ AN / N/ N/ N/ AN
HC—O—C CH, CH, CH, CH=——=CcH CH, CH, CH, CHs
o o° CH;
| lo
H,C —O —— P—O — CH,— CH,— N — CH,
o CH,

Phospholipid Lecithin
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1.3 Inhaltsstoffe der Zelle

tigte oder ungesattigte Monocarbonsduren mit ei-
ner geraden Anzahl von C-Atomen. (» s. Abb. Tri-
glycerid, S. 12)

1.3.2.2 Phospholipide

In den Phospholipiden ist Glycerol mit zwei Fettsdu-
remolekilen und einem Molekiil Phosphorsdure ver-
estert. Letztere bildet eine weitere Esterbindung mit
einem Alkohol aus. Bei den in den Membranen vor-
kommenden Lecithinen handelt es sich dabei um
den Aminoalkohol Cholin. (» s. Abb. Phospholipid,
S.12)

1.3.2.3 Steroide

Obwohl sie chemisch vollig anders aufgebaut sind
als Fette und Phospholipide, rechnet man die Steroi-
de zu den Lipiden. An das polycyclische Ringgertist
Gonan (Steran) sind unterschiedliche Reste gebun-
den. Dadurch entstehen diverse wichtige Verbin-
dungen wie die Hormone Ostrogen und Testoste-
ron, Vitamin D3 und der Fettbegleitstoff Cholesterol
(Katzer/Katzer, Band 1, Kap. 16.5).

HsC CH,  _CH, _CHs;
CH
CH; [
CH;

CH;

HO

Cholesterol

1.3.3 Kohlenhydrate

Chemisch betrachtet sind Kohlenhydrate Polyhydro-
xycarbonylverbindungen, die auf Grund ihrer funk-
tionellen Gruppen untereinander und mit anderen
Stoffen verbunden sein konnen. Dadurch entsteht
eine Vielzahl biochemisch wichtiger Stoffe vom
einfachen Zucker Glucose bis zu den Makromole-
kilen der Zellwédnde (Katzer/Katzer, Band 1, Kap.
16.2.13).

1.3.3.1 Monosaccharide

Name Strukturformel Besonderheiten, Vorkommen und Bedeutung
f3-D-Ribose ¢ Aldopentose.
5 CH,OH . . R
‘/O\OH * Bestandteil der Ribonucleinsdure RNA.
4 C C1
INGH 4l
| |
H\C_C/ H
B |2
OH OH
f3-D-Desoxyribose ¢ Aldopentose.
s C‘Hon o) on | ¢ Bestandteil der Desoxyribonucleinséure DNA.
NG
H C o C H
['3 |2
OH H
a-D-Glucose 6 CH,OH ¢ Aldohexose.
| e Traubenzucker.
C 5 O. H e In freier Form in vielen Friichten und im Blut (Blutzucker).
H : . . .
|/|[| \ | ¢ Bestandteil der Disaccharide Maltose und Saccharose sowie
4 I\ OH H/C| 1 der Polysaccharide Stdrke und Glykogen.
| | H
OH o ¢ O
13 |2
H OH
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1 Charakterisierung und Untersuchung lebender Zellen und ihrer Inhaltsstoffe

Name Strukturformel Besonderheiten, Vorkommen und Bedeutung
/3-D-Glucose 6 CH,OH ¢ Aldohexose.
[ e Traubenzucker.
H C5—o OH ¢ Bestandteil des Disaccharids Cellobiose und des
I/Il| \ | Polysaccharids Cellulose.
4 C C1

|3 |2
H OH
3-D-Galactose P ¢ Aldohexose.
| 52 ¢ Bestandteil des Disaccharids Lactose (Milchzucker).
OH C—— OH
L) AN

B-D-Fructose

Ketohexose.
in freier Form in vielen Frichten (Fruchtzucker).
Bestandteil des Disaccharids Saccharose.

N
/

I\H OH C|2 e Verwendung als StiBungsmittel.
|
H CH,OH
C v C 2
| 4 13 1
OH H
3-N-Acetyl- 2 e Aminozucker.
glucosamin (|:HZOH ¢ Bestandteil von Chitin und Murein und der extrazelluldren
H/CS—O\OH Matrix tierischer Zellen.
L I
WONE_ T
HO H
C C
13 12
H ll\lH
O=C—CH;
1.3.3.2 Disaccharide
Name Strukturformel Besonderheiten, Vorkommen und Bedeutung
Maltose E E * Malzzucker.
CH:OH ClHZOH e Glucose in a-1,4-glykosidischer Bindung.
H C5—O H H C5—O H ¢ Entsteht durch enzymatischen Abbau von
(1_/||4 \(|:1 4 (1_/,1' \(|:1 Stérke bei der Verdauung und beim Bier-
OH H OH H | brauen.
N __ 1L N i o
—
13 |2 |3 |2
H OH H OH
Cellobiose e Glucose in 3-1,4-glykosidischer Bindung.
8ly 8
T3 Cl)'; e (l:":_:OH e Baustein der Cellulose,
c=——cC c=——o0 e kommt in freier Form nicht vor.
VS TRAN T P R N\
4c’ OH C1 4c
NG 1IN 1
R (|: — O (0] (|:3— (I:z
6 CH,OH H OH
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1.3 Inhaltsstoffe der Zelle

Name Strukturformel Besonderheiten, Vorkommen und Bedeutung
Lactose ¢ Milchzucker.
6 CH.0H & GOl ¢ [-Galactose und Glucose in 1,4-glyko-
2o =——o_ 4 sidischer Bindung.
I/I \ I/I \I ¢ Bestandteil der Milch aller Sdugetiere.
OH H (|: 10 OH H C|1 * Wird von bestimmten Bakterien wie z.B.
\ |/H \ é/O Milchsdurebakterien abgebaut.
| 3 | 2 | 3 | 2
H OH H OH
Saccharose e Rohrzucker.
6 CH.OH 1 CH,OH ¢ a-Glucose und f3-Fructose in 1,2-glyko-
OH sidischer Bindung.
I/I \I l/ \ * Wichtigstes Disaccharid.
| OH e Kommt vor allem in Zuckerrohr und Zucker-
HO | |/|_ J\C_C/CHZOH riben vor.
| 3 |3 14 6
OH H

1.3.3.3 Polysaccharide

Name Strukturformelausschnitt
Besonderheiten, Vorkommen und Bedeutung
starke 6 CH,OH 6 CH,OH 6 CH,OH
> O
3 2
Amylose: Glucose in a-1,4-glykosidischer Bindung, schraubige Struktur, in deren Hohlraum sich ele-
mentares lod einlagern kann und dadurch eine Blaufarbung erzeugt.
6 CH,OH 6 CH,OH
6 CH,
> O
1 4
O
2 3 2
Amylopektin: durch 1,6-glykosidische Bindungen entstehen Verzweigungen.
Cellulose

6 CH,OH

6 CH,OH

6 CH,OH

6 CH,OH

Glucose in 3-1,4-glykosidischer Bindung, faserige Struktur, Baustoff pflanzlicher Zellwénde.
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1 Charakterisierung und Untersuchung lebender Zellen und ihrer Inhaltsstoffe

Name Strukturformelausschnitt
Besonderheiten, Vorkommen und Bedeutung
Glykogen e Aufbau wie Amylopektin, aber hdhere Molmasse.
* Reservestoff in Leber und Muskel, daher als , tierische Starke" bezeichnet.
Pektin 6 COOH 6 COOH
6 COOH 6 COOH
e q-D-Galakturonsdure in a-1,4-glykosidischer Bindung.
e Primdre Hydroxylgruppe am 6. C-Atom der Galactose zur Carboxylgruppe oxidiert, deshalb als
saures Polysaccharid bezeichnet. Ein Teil der Carboxylgruppen ist mit Methanol verestert.
¢ Hauptbestandteil der Mittellamelle pflanzlicher Zellen.
Chitin
H,C—C=0 ch—?=o
O=C—CH; O=C—CH;
e N-Acetyl-glucosamin in 3-1,4-glykosidischer Bindung.
¢ Baustoff der Zellwdnde von Pilzen und des AuBenskeletts von Insekten und Krebsen.
Murein

H;C—C=0O H;C—C=0

I o I
O=C—CH; | O=C—CH;
HC—CH; HC — CH,3
O=C 0o=C
\ Pentapeptid \ Pentapeptid

e N-Acetyl-glucosamin und eines seiner Derivate, das N-Acetylmuraminsdurepentapeptid in -1,4-
glykosidischer Bindung.
e Baustoff der Zellwdnde von Bakterien.
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1.4 Mikroskopische Untersuchung von Zellen

1.3.4 Nucleinsauren

Die langen Strdnge der Nucleinsduren entstehen
durch fortlaufende Veresterung der Pentosen Des-
oxyribose bzw. Ribose mit Phosphorsdure. An das
erste C-Atom der Pentose ist jeweils eine der Stick-
stoffbasen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin
bzw. Uracil gekniipft, deren Reihenfolge maRgeblich
die Erbinformation bestimmt. Wéhrend die RNA
(= Ribonucleinsdure) der Organismen einzelstrangig
vorliegt, werden durch Wasserstoffbriicken zwi-
schen den Basen der DNA (= Desoxyribonucleinsau-
re) Doppelstrdnge ausgebildet.

Den biologischen Prozessen und den molekular-
biologischen Arbeitsmethoden ist das » Kapitel 7,
S. 101, gewidmet.

5' — Ende @

3' - Ende

Abb. 1.5 Ausschnitt aus einem DNA-Doppelstrang

1.4 Mikroskopische
Untersuchung von Zellen

Das menschliche Auge kann zwei Objektpunkte nur
dann getrennt wahrnehmen, wenn sie mindestens
0,1 mm voneinander entfernt sind. Um die feinen
Strukturen von Zellen zu untersuchen, bedient man
sich daher verschiedener mikroskopischer Techniken.

1.4.1 Lichtmikroskopie
1.4.1.1 VergrofBerung und Beleuchtung

Das von einer Lampe ausgehende Licht wird mit
Hilfe der Beleuchtungsoptik auf den Objekttrager
gefuhrt und trifft bei Durchlicht-
betrachtung von unten auf das
Préparat, dessen mikroskopisch
kleine  Strukturen  untersucht
werden sollen. Der Betrachter
blickt nun von oben durch ein
Linsensystem im Tubus, das ein
stark vergroBertes Bild des Ob-
jekts erzeugt. Dabei erfolgt die
VergroRerung in zwei Stufen:

3'— Ende

e das Objektiv erzeugt wie ein
Diaprojektor ein vergroRertes,
reelles Zwischenbild,

e das Okular vergroRert dieses
wie eine Lupe weiter zum vir-
tuellen Endbild.

Die GesamtvergroRerung V er-
rechnet sich durch Multiplikation
der EinzelvergroBerungen von
Objektiv Vo, und Okular Vg, und
betragt maximal 1500.

V= Vo - Vo

Die Qualitdt des Zwischenbildes
bestimmt dabei letztlich die for-
derliche  GesamtvergréBerung,
denn die Anzahl der Bildpunkte
ldsst sich durch die Lupenvergro-
Berung nicht mehr steigern. Wie
beim Betrachten eines Bildes in
einer Zeitung mit einer Lupe ent-
steht eine leere VergroBerung
ohne zusétzliche Bildinformation.

Genau so wichtig wie die Abbil-
dungsoptik aus Objektiv und
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103m 10-4m 10-5m 10-6m 10-7m 10-8m 10%m 10-10m
_5 =10""cm =102cm =10-3cm =10"4cm =10"5cm =10-6cm =10"7cm =108 cm
wv
5 = 1 mm =10""mm =10"2mm =10-3mm =10"4mm =10">mm =10"6mm =107 mm
-g =103 um =102 um =10" um = 1 um =10""um =10-2um =10-3um =104 m
=106 nm =105 nm =104 nm =103 nm =102 nm =101 nm =1 nm =10-" nm
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Abb. 1.6 GroBRenvergleich von Atomen, Molekilen und Zellen
(1) Okular
(2) Tubus
(3) Objektivrevolver
(4) Objektiv
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(6) Grobtrieb
(7) Feintrieb
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(9) Kollektor

Abb. 1.7 Aufbau eines Lichtmikroskops
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1.4 Mikroskopische Untersuchung von Zellen

Okular ist aber fiir ein Mikroskop die Beleuchtungs-
optik, die der optimalen Ausleuchtung des Objekts
dient. Bei der Kohlerschen Beleuchtung wird das
Bild der Lichtquelle von einem Linsensystem, dem
Kollektor, vergroBert und auf ein weiteres Linsensys-
tem, den Kondensor, projiziert. Dieser sorgt dafur,
dass das Priparat mit einem optimalen Offnungs-
winkel gleichmaBig durchstrahlt wird. Mit Hilfe der
Kondensorblende oder Aperturblende lasst sich die-
ser Offnungswinkel stufenlos verdndern.

Bei einem Lichtmikroskop dblicher Bauweise wird
das Objektiv so dicht an das Objekt herangefiihrt,
dass zwischen Linsensystem und Prdparat nur ein
schmaler Spalt bleibt. Will man aber Zellen untersu-
chen, die sich nicht auf einem flachen Objekttrager,
sondern in einer Kulturschale mit Nahrlosung befin-
den, so reicht der Platz zwischen Objekttisch und
Objektiv fuir das GefaB nicht aus.

Bei einem Inversmikroskop oder Umkehrmikroskop
dagegen ist die Anordnung von Beleuchtungssys-
tem und Objektivrevolver vertauscht. Der Objektiv-
revolver befindet sich dicht unter dem Objekttisch
und fuhrt zu einem seitlich angebrachten Okular,
wahrend Lampe und Kondensor in groRerem Ab-
stand Uber dem Prédparat angebracht sind. Das Pra-
parat wird also von oben durchstrahlt und gewisser-
mafen von unten betrachtet.

Die Bildqualitdt wird aber nicht nur durch die Ver-
groBerung bestimmt, sondern ist von zwei weiteren
Faktoren abhédngig: der Auflésung und dem Kon-
trast.

1.4.1.2 Auflésung

Als Auflésungsvermoégen bezeichnet man den
kleinsten Abstand d, den zwei Punkte eines Objekts
haben durfen, um gerade noch getrennt wahrge-
nommen zu werden. Dieser Mindestabstand ergibt
sich nach Berechnungen des Physikers Abbé aus der
Formel

A
n-sina

Dabei ist A die Wellenldnge des Lichtes, n der Bre-
chungsindex des Mediums zwischen Objekt und
Frontlinse und a der halbe Offnungswinkel des Ob-
jektivs. Das Auflésungsvermodgen ist daher umso
besser, je kleiner die Wellenldnge des Lichtes, je
groRer sina und je groBer der Brechungsindex des
Mediums zwischen Prdparat und Linse ist. Da bei
der Nutzung von weiBem Licht eine Verringerung
der Wellenlange nicht realisierbar ist, lasst sich das

Auflosungsvermégen im Wesentlichen durch die
beiden folgenden Faktoren steigern:

e Verwendung eines Objektivs mit optimalem Off-
nungswinkel,
e Einsatz eines Mediums mit hohem Brechungsin-
dex.
Die vom Objekt ausgehenden Lichtstrahlen treffen
in einem Winkel @ auf die Frontlinse des Objektivs.
Fur die Berechnung des Auflosungsvermogens ist
aus physikalischen Griinden der halbe Offnungswin-
kel, d.h. der Winkel zwischen den 4uBersten Licht-
strahlen, die gerade noch ins Objektiv eintreten
konnen, und der optischen Achse maRgeblich. Das
Produkt n - sina wird als numerische Apertur be-
zeichnet (lat. apertura, Offnung) und stellt eine
wichtige KenngroRe jedes Objektivs dar.

Tritt Licht vom Prdparat durch das Deckglas in das
optisch diinnere Medium Luft tiber, so wird es vom
Einfallslot weg gebrochen und erreicht das Objektiv
(Trockenobjektiv) unter Umstdnden nicht mehr. Gibt
man aber einen Tropfen eines speziellen Ols auf das
Préparat (mit oder ohne Deckglas) und taucht die
Frontlinse des Objektivs (Immersionsobjektiv) ein,
so findet diese storende Ablenkung des Lichts nicht
mehr statt. Beim Mikroskopieren mit Olimmersion
(lat. immersio, Eintauchen) lasst sich also eine héhe-
re Auflosung erzielen.

optische Achse

Trocken-,

frontlinse

Luft (n = 1) a
Totalreflexion @5 ] (n=~15)
Deckglas N\ oy
(n=15) N,
Objekt@ Wasser
Objekttrager

Abb. 1.8 Numerische Apertur, links Trocken-,
rechts Olimmersionsobjektiv

1.4.1.3 Kontrast

Da lebende Zellen fuir das sichtbare Licht weitge-
hend transparent sind, heben sie sich nur kontrast-
arm von ihrer Umgebung ab. Farbungen machen sie
zwar sichtbar, flihren aber gleichzeitig zu ihrem Tod.
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1 Charakterisierung und Untersuchung lebender Zellen und ihrer Inhaltsstoffe

Eine Moglichkeit zur Beobachtung lebender unge-

farbter Zellen wird durch das Phasenkontrastverfah-

ren gegeben.

Zu seinem Verstdndnis muss man die Wellennatur

des Lichts heranziehen:

e Treten Lichtwellen von einem optisch diinneren in
ein optisch dichteres Medium ein, so werden sie
gebremst und in ihrer Phase verschoben.

Abb. 1.9 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
Endothelzellen. Zellkerne und Proteine des
Cytoskeletts sind unterschiedlich angefarbt.

Abb. 1.10 Zellen von Bacillus subtilis, z.T. mit Sporen, 1600-fach

Links im Hellfeld, rechts im Phasenkontrast
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o Treffen Lichtwellen auf ein Hindernis, so weichen
sie von ihrer urspriinglichen Ausbreitungsrichtung
ab, ein Phdnomen, das man in der Optik als Beu-
gung bezeichnet.

e Uberlagern sich mehrere Lichtwellen gleicher
Wellenldnge, so kdnnen sie sich gegenseitig aus-
|6schen oder verstdrken, ein Vorgang den man in
der Physik als Interferenz bezeichnet.

Bei der Bildentstehung im Mikroskop trifft Licht von
unten durch den Kondensor auf das Objekt. Wah-
rend ein groBer Teil des Lichts das Praparat unge-
bremst durchstrahlt, wird ein kleinerer Teil an den
Strukturen des Prdparates gebeugt und etwa um
A4 verzogert. Die Wellen des urspriinglichen Lichts
und des gebeugten, verzogerten Lichts Uberlagern
sich, d. h. sie interferieren und erzeugen das reelle
Zwischenbild. Der geringe Phasenunterschied reicht
aber fir ein deutliches Bild nicht aus. Aus physikali-
schen Griinden entsteht eine kontrastreiche Abbil-
dung erst dann, wenn der Phasenunterschied 1/2
betragt.

Im Phasenkontrastmikroskop sorgen zwei wichtige
Bauteile fur eine VergroBerung des Phasenunter-
schiedes.

e Durch eine Ringblende am Kondensor wird das
Licht in Form eines Hohlkegels auf das Objekt
geleitet.

e Im Tubus ist ein Phasenring aus hoher brechen-
dem, Licht absorbierenden Material angebracht,
der das urspringliche Licht erheblich bremst,

wéhrend das gebeugte Licht

weitgehend unbeeinflusst bleibt.

Durch diese Malnahmen wird
insgesamt eine Phasenverschie-
bung auf die halbe Wellenlange
erreicht, sodass ein kontrastrei-
ches Bild entsteht.

1.4.1.4 Fluoreszenz-
mikroskopie

Naturliche Zellinhaltsstoffe wie
das Chlorophyll in Pflanzen las-
sen sich durch Bestrahlung mit
energiereichem UV-Licht anre-
gen und geben diese Energie in
Form von Licht groBerer Wellen-
lange wieder ab: sie fluoreszie-
ren. Da aber die meisten Zellbe-
standteile nicht Giber eine solche
Autofluoreszenz verfligen, muss



