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Abbildung 2 e Das jordanisch-syrische Hochland mit der antiken Fernwasserleitung.

Abbildung 3.1 ¢ Typischer Bauschacht mit Treppe

Abbildung 3.3 * Abstieg in einen Bauschacht (Foto: E. Bauer]
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Abbildung 3.2 ¢ Von diesem Schacht aus war der Tunnel auf 2 km Lange begehbar
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2 o Ubersicht

Den Norden Jordaniens bildet ein 400 bis 440 m hoch gele-
genes Plateau mit stark gegliederten Randbereichen. Tief ein-
geschnittene Taler fallen nach Westen zum 200 m unter dem
Meeresspiegel gelegenen Jordan und nach Norden zu seinem
groften Nebenfluss, dem Yarmouk, ab (Abbildung 1). Bis in
tiber 200m Tiefe steht tertiarer Kalkstein an, ostlich davon das
1700 m hohe Vulkanmassiv des Haurans [1, 2]. Im westlichen
Teil des Hochlandes ist gesicherter Regenfeldbau mdglich, der
Bstlich des Wadi e$-Sellale von extensiver Weidewirtschaft ab-
geldst wird. Standig wasserfiihrend sind nur Jordan und Yar-
mouk.

Befestigte Ortschaften sind (z.B. in Zeragon, Abbildung 2) schon
aus der frihen Bronzezeit (2350 - 2250 v. Chr.) belegt [3]. Es
folgten eisenzeitliche und ab dem 3. Jh. v.Chr. hellenistische®
Siedlungen, die bereits weniger von der Landwirtschaft als
vom Handel abhangig waren. Die Straflen verliefen damals
wie heute auf der Hochebene. So kreuzten sich bei Adraa ([dem
heutigen Dara‘a) die Hauptrouten aus dem Euphrat/Tigris-
Raum iber Gadara (Umm Qais) zu den Hafen Caesarea und
Akko mit der FernstrafBe von Marib/Jemen liber Petra und Da-
maskus nach Aleppo (Haleb] [4, 5].

Ab 63 v. Chr,, als die Region an Rom fiel, entwickelten sich Ad-
raa, das heute unbewohnte Abila, Gadara und Kapitolias (Beit
Ras) zu bedeutenden Handelsplétzen, die sich mit Nachbar-
stadten zu einer Wirtschaftsgemeinschaft, der ,.Dekapolis™?,
zusammenschlossen [6]. Der mit der Verleihung von Privile-
gien verbundene Aufenthalt Kaiser Hadrians (129/130 n. Chr.)
loste einen zusatzlichen Aufschwung aus.

3 ¢ Wasserversorgung von Adraa, Abila und Gadara

3.1 Entwicklung

Der Wasserbedarf der hellenistischen Stadte beschrankte sich
zunachst auf den von Mensch und Tier und war mit 20 - 30 Li-
tern pro Einwohner und Tag verhaltnismafig gering. Auch fur
Gadara, Adraa und Abila genligten Zisternen und die Trans-
porte von nahe gelegenen Quellen. Mit wachsendem romi-
schem Einfluss stieg nicht nur der personliche Bedarf der Be-
volkerung. Auch die nach romischem Vorbild errichteten
Thermen, Laufbrunnen und Nymph&en? sorgten dafiir, dass
der Pro-Kopf-Verbrauch auf 400 Liter pro Tag stieg (heute in
Deutschland rd. 120 L/E-Tag). Diese Menge konnte nur durch
leistungsfahige Freispiegelkanale® geliefert werden [8, 9, 10].
Um die Zeitenwende (Spathellenismus) wurde daher von Ga-
dara zur 11 km entfernten Quelle Ain Turab eine solche Frei-
spiegelleitung® gebaut (Abbildung 2J, die, da sie Taler umfah-
ren musste, mehr als 20 km lang wurde [11]. Dieser ,Qanat
Firaun” [12, 13, 14] verlief auf seiner ganzen L&nge in einem
1,60m hohen, 70 bis 90 cm breiten Tunnel.

Mit dem wirtschaftlichen Aufschwung des 2. Jhs. scheint auch
diese Leitung nicht mehr ausgereicht zu haben, denn die hier
vorgestellte Fernleitung kam hinzu, blieb aber teilweise un-
vollendet und konnte ihre Aufgabe nicht in vollem Umfang
wahrnehmen.

3.2 Feldforschungen

Im Zusammenhang mit archadologischen Arbeiten der Univer-
sitaten Tubingen und Wuppertal in Zeraqon (Abbildung 2) wurde
der Verfasser hinzugezogen, um einen bis dahin wenig beach-
teten Tunnel unterhalb dieser Siedlung auf seinen Zweck hin
zu beurteilen. Dabei stellte sich heraus, dass dieser keines-
falls, wie von archaologischer Seite vermutet, bronzezeitlicher

Herkunft war, sondern Teil eines Aquadukts romischer Bauart.
Der geraumige Querschnitt war von Schragstollen mit Trep-
pen (Abbildung 6) aus aufgefahren” worden. Nach Abschluss
der Bauarbeiten hatte man diese bis auf einen zugemauert
und von aufen verschittet. Das konnte zum Schutz des Was-
ser vor Verunreinigungen, aber auch aus allgemeinen Sicher-
heitserwagungen in einer nicht dauerhaft befriedeten Region
geschehen sein.

Weil in der Nahe gréfere antike Ortschaften fehlten, die der
Aquadukt hatte versorgen kénnen, war der Tunnel nicht iso-
liert, sondern maglicherweise als Teil einer Fernwasserlei-
tung zu sehen. Da es sich um eine Freispiegelleitung handelte,
kamen als Nutzer nur Stadte in Frage, die in freiem Gefalle
erreicht werden konnten. Unterstellt man das im romischen
Bauwesen Ubliche Gefalle von 1 %o, dann lagen Adraa, Abila
und Gadara mit zusammen Uber 80.000 Einwohnern in geeig-
neter Hohe. Bei 400 L/Einwohner und Tag ware ein Abfluss von
370 l/s erforderlich gewesen. Diese Menge stand nur am 60
km entfernten See von Dille/Syrien (heute Sumpf] zur Verfi-
gung (Abbildung 2).

Die Hypothese einer bisher unbekannten antiken Fernwasser-
leitung von derart ungewohnlichen Ausmafen miindete in ein
von der Deutschen Forschungsgemeinschaft DFG gefordertes
Projekt des Verfassers, dessen erste Mafinahme es war, den
Verlauf des Tunnels zu finden. An Hand topographischer Kar-
ten und unter Berlcksichtigung der antiken Tunnelbautechnik
wurden daflir, ausgehend von Zeraqon, hypothetische Trassen
nach beiden Richtungen entworfen, die bei der systematischen
Suche in dem 10 x 50 km? groflen, stark gegliederten und un-
tbersichtlichen Projektgebiet hilfreich waren (Abbildung 2J.
In. mehrwdchigen Einsatzen gelang es so tatsachlich, den
zwischen dem Wadi e$-Sellale und Gadara durchgehend un-
terirdisch verlaufenden Aquadukt auf weiten Strecken nach-
zuweisen (Abbildungen 3). Der gerdumige Tunnel war vielfach
auf mehreren hundert Metern begehbar und mit Estrich bzw.
Putz ausgekleidet. Gelegentlich markierten Sinterungen den
ehemaligen Wasserstand. In anderen Abschnitten, wo nur der
rohe Felsausbruch angetroffen wurde, schien das Bauwerk
unvollendet geblieben zu sein (Abbildungen 4).

Eine durchgangige Passage des Tunnels war allerdings nicht
maglich, weilimmer wieder Erdmassen unter verfallenen Bau-
schachten den Querschnitt versperrten oder sich Regenwasser
angestaut hatte. Nachbriiche wurden dagegen kaum gefunden.
Nicht moglich waren Erkundungen im unmittelbaren Grenzge-
biet Syrien-Jordanien und nach wie vor unklar ist der Verlauf
kurz vor Abila und an der Quelle Ain Turab (Abbildung 2).

Das Tunnelsystem erwies sich schliefllich als wesentlich um-
fangreicher als angenommen, weil hohere Bergriicken meist
nicht unterquert und die Taler umfahren worden waren. Da-
durch erreichten die drei Tunnelabschnitte zwischen dem Wadi
eg-Sellale und Gadara mit 11 und 94 km Lénge ein Mehrfaches
der Luftlinie von 35 km.

3.3 Aquadukt-Trasse

Reisende des19.Jhs. erwahnen Fragmente eines antiken Aqua-
dukts nahe der StraBe Adraa-Damaskus [12, 13, 14], der am
See von Dille (565 m . NN, km 0) beginne. Reste davon sind bei
Daal/Syrien immer noch zu finden (Abbildung 5). Adraa (500 m
U. NN, km 46, Abbildung 2) soll durch ein Druckrohr (Diker)
iber das Wadi Zaidi versorgt worden sein [12], das bisher noch
nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 3.4 ¢ Tunnel mit Fledermaus

Erst in einer spateren Phase scheint der Aquadukt nach Wes-
ten verldangert worden zu sein, wobei die Abzweigung kurz
vor Adraa begann und das W&di Zaidi auf einer (heute einge-
stirzten) Bricke tberquerte. Technisch anspruchsvoll wurde
der Bau nach Et Turra (440 m i. NN, km 64, Abbildung 1) am
fast 200 m tief eingeschnittenen Wadi eg-Sellale, das, wie bei
antiken Aquadukten ublich, im Oberlauf umgangen werden
musste. Hier setzten die Feldforschungen des Verfassers ein,
die vorrangig dem unterirdischen Abschnitt der Fernleitung
galten.

Die Wasserleitung tritt bei Et Turra in den ersten, 11 km langen
Tunnel ein. Nach schwieriger Trassierung durch bis zu 80 m
hohe felsdurchsetzte Steilhange wurde die Quelle Ain Guren
(km 75) aufgenommen und nach nochmals 1 km Tunnelstrecke
das Tal auf einer 20 m hohen und 100 m langen Briicke Uber-
quert (heute Ruine, 424 m . NN, km 76) [10].

Jenseits beginnt der 94 km lange dritte Tunnel bis Gadara.
Dieser wird auf der Westseite des Wadis eé-Sellale nach Nor-
den zuriickgefiihrt, sodass allein fiir die Uberwindung des nur
800 m breiten Tales 40 km Tunnelstrecke aufgefahren wurden.
Nach weiteren Talern, in denen mehrere Quellen eingespeist
wurden, war Abila (km 122] erreicht. Es folgen nochmals ei-
nige Talumgehungen, bis der Aquadukt bei km 159 in 385 m
U. NN unter der Wasserscheide zwischen Yarmouk und Wadi
Arab auf die Siidseite der Hochebene von Gadara wechselt. Der
Endpunkt Gadara (335 m . NN) wird schlieBlich rd. 170 km von
Dille entfernt erreicht. Das Gefélle des letzten Abschnitts be-
tragt 4,5 %o, das Generalgefalle ab Dille 1,4 %o.

3.4 Tunnelbau
Das gesamte Tunnelsystem wurde bergméannisch (mit Ham-
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Abbildung 4a e Tunnel im Rohausbruch

mer und MeiBel) im Kalkstein aufgefahren. Der Fels ist hau-
fig von horizontalen Flintschichten® durchsetzt, die haufig die
Tunnelfirste bilden und in deren Schutz die Arbeiten erfolgen
konnten. Nach der Vermessung und Absteckung der Trasse
wurden als erstes in Abstdnden von 20 bis 50 m (hochgerech-
net) etwa 2900 fiinf bis 70 m tiefe, 1,30 m breite und 1,60 - 2,20
m hohe, meist unter 45° einfallende® Baustollen und -schach-
te eingerichtet (Abbildung é). Vom Fuf3 der Stollen erfolgte,
erkennbar an den MeiBelspuren (Abbildung 8), der Gegenort-
vortrieb” nach beiden Seiten.

Kalkstein ist unter dem Einfluss des Kohlendioxids in Luft und
Wasser nicht stabil und wasserdurchlassig. Der 1,80 bis 5 m ho-
he und 1,20 bis 2,50 m breite Tunnel musste daher bisin 1,80 m
Hohe wasserdicht verputzt und mit einem Estrich versehen
werden (Abbildungen 4 und 7). Um Putz wasserdicht zu ma-
chen, wurden dem Mértel ,hydraulische” Stoffe beigemischt,
in der Regel gemahlene Tuffe? oder ,Puzzolane™, eine vul-
kanische Asche aus Pozzuoli bei Neapel [15]. Standen, wie hier,
keine ,hydraulischen” Zusatze zur Verfligung, verwendete man
gemahlene Holzkohle, die ahnliche Eigenschaften hatte.

Wo die Orientierung unter Tage schwierig wurde, begann man
mit in der Tunnelfirste angesetzten Pilotstollen, die bogenfor-
mig zum Berginnern vorgetrieben wurden (Abbildung 9). So
hatte es in der Mitte zwischen zwei Baustollen zum Durch-
schlag kommen missen. Dass dies nicht immer gelang, zeigen
zahlreiche Beispiele, von denen noch zu berichten sein wird.
Nach dem Durchschlag wurden das Profil auf den vollen Quer-
schnitt erweitert, die Seiten- und Hohenabweichungen ausge-
glichen und die Sohle nachgearbeitet. Die Wassertiefe betrug
z. B.in einem Abschnitt bei Abila - erkennbar an den nach oben
scharf abgegrenzten Sinterspuren - 50 bis 80 cm, was einem
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Abbildung 4b e Tunnel verputzt

Abfluss von 300 - 700 L/s (25.000 - 60.000 m3/Tag) entspricht.
Die besonders schwierige Unterquerung der Wasserscheide
zwischen dem Wadi Hamra und dem WAad1 Arab, wo auf einem
mehrere hundert Meter langen Abschnitt wegen der groflen
Uberdeckung kein Bauschacht moglich war, wurde insofern
erleichtert, als der bereits existierende Tunnel aus hellenisti-
scher Zeit nach Gadara zur Orientierung genutzt werden konn-
te. Der neue Tunnel liegt etwa 4 m Uber dem alteren. Von die-
sem aus wurden nach oben Baustollen abgesetzt, sodass ein
zweistdckiges Tunnelsystem entstand (Abbildung 10).

4 * Antike Vermessung und Absteckung

Fir die Generalplanung und Hauptabsteckung gréf3erer Aqua-
dukte wurden Spezialisten angefordert, die im gesamten Ro-
mischen Reich tatig waren. Fir die Bauausflihrung sorgten
ortliche Krafte und haufig auch das Militar.

Fir die Winkelabsteckung stand die Dioptra, ein dem Theodo-
lithen nicht unahnliches Gerat, fir Nivellements der Chorobat,
eine etwa 6 m lange Wasserwaage, sowie die Schlauchwaage
aus Ziegendarm zur Verfiigung. Die Horizontalbeobachtung
erfolgte Uber Kimme und Korn. Die Vertikale wurde per Lot
ermittelt.

In dem flachen, Gbersichtlichen Gelande von Dille bis Et Turra
(Abbildung 2] dirften Trassierungsprobleme kaum aufgetre-
ten sein, sodass die Uiblichen Absteckverfahren der remischen
Aquaduktbauer ohne Schwierigkeiten einsetzbar waren. Das
gleiche gilt fir den Abschnitt von der Wasserscheide Wadi
Hamra-Wadi Arab bis Gadara, der nicht von Talern unterbro-
chen ist.

Schwierig war die Orientierung zwischen dem Wadi e3-Sellale
und der Wasserscheide. Zwar gibt es keine Nachrichten Giber die

Abbildung 5 ¢ Fragment des Aquadukts bei Daal/Syrien (Foto: G. Wélfle)

Vorgehensweise. Doch erlaubt die Topographie nachstehende
hypothetische Rekonstruktion. Die nordjordanische Hochebe-
ne bricht, unterbrochen von tiefen Talern, steil zum Yarmouk
ab. Die so entstandenen Tafelberge sind fast einheitlich 400 m
4. NN hoch. Da zwischen ihnen Sichtverbindung besteht und
ihre Abstande nie mehr als einen Kilometer betragen, nivel-
lierte man wahrscheinlich von zwei Schnurgeristen aus, die
mittels Chorobat oder Schlauchwaage horizontal eingerichtet
wurden, Festpunkte auf dem gegentiberliegenden Bergriicken
ein. So konnte man sich von Berg zu Berg vorarbeiten. Die Ost-
seite des Wadi eé-Sellale liegt 40 m héher als die westlich vor-
gelagerten Tafelberge, sodass sich beim Ublichen Gefalle um
1%o eine fur die Umgehung dieses Tals zur Verfligung stehende
Leitungsldange von 40 km ergab.

Sodann konnte das Niveau des Hauptnivellements durch Fest-
punkte verdichtet und in die Seitentdler Ubertragen werden.
Die Hohenlage der Trasse konnte dann von der 400er Ebene
abgesetzt werden, wobei die fir die Umfahrung der Taler erfor-
derlichen Langen berilcksichtigt werden mussten. Waren die
Ansatzpunkte der Baustollen durch Pfahle markiert, konnten
die Tunnelsohlen per Schlauchwaage und Lot ins Berginnere
Ubertragen werden (Abbildung 11). Es ist vorgesehen, wihrend
des Einsatzes im Jahr 2007 einen kurzen Tunnelabschnitt mit
antiken Mitteln abzustecken, um diese Hypothese zu unter-
mauern.

Lagefehler

Trotz vermutlich mehrfacher Kontrolle der Absteckung kam
es zu Baufehlern. Haufig sind Lageabweichungen, die trotz
der Pilotstollentechnik und der hochstens 50 m voneinander
entfernten Baustollen in fast jedem Bauabschnitt entstanden,
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Abbildung 6 ¢ Baustollen und -schachte

weil man das Verfahren des bogenformigen Vortriebs™ nicht
konsequent anwandte oder - wie bei Kurven - nur mit Schwie-
rigkeiten realisieren konnte. Sofern sich die Vortriebmann-
schaften noch trafen, konnte der Fehler ohne groBeren Auf-
wand korrigiert werden. Schwieriger war die Situation, wenn
das Gegenort® verfehlt wurde. Eine genauere Vermessung
ermdoglichte dann meist eine Verbindung zur richtigen Seite.
Trotzdem war an einer Stelle im Wadi Hamra ein Querschlag™
zur falschen Seite angesetzt worden und musste zur anderen
Seite wiederholt werden.

Gelegentlich, so bei Zeragon (km 76, Abbildungen 2, 12), war
der Vortrieb bereits zu weit erfolgt. Man verband dann die bei-
den Bauabschnitte nicht mit einem rechtwinklig abknickenden
Querschlag, sondern mit einer S-Kurve, wohl um Turbulenzen
beim Abfluss zu vermeiden. An der gleichen Stelle hatte man  Abbildung 8 * Die zusammen 106 km langen Tunnel wurden mit Hammer und
die Trasse zunichst zu nah an die Hangoberflache gelegt, was MeiBel aufgefahren. Im Bild der Abdruck eines quadratischen Spitzmeifels
in dem dort weniger standfesten Fels zu Nachbriichen fiihrte. von rundt em Durchmesser

Ahnliche Situationen wurden auf der Ostseite des WadT es-

Sellale gefunden, wo man den Tunnel zu dicht hinter Felswan-

den entlanggefiihrt und dadurch ganze Bergflanken zum Ab-
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Abbildung 7 ¢ Tunnelquerschnitte

sturz gebracht hatte (Abbildung 13). Durch tiefer ins Berginnere
verschobene Bypasse wurden solche Bereiche umgangen.
Nahe der Quelle Ain Turab wurde bei der Umfahrung eines
Tales, in dem auf einer langeren Strecke kein Bauschacht mog-
lich war, eine 130°-Kurve erforderlich. Dabei war es offenbar
zu einem groben Messfehler gekommen, sodass das Gegenort
erst durch einen 200 m langen, in Schleifen gefiihrten Such-
stollen gefunden werden konnte.

Hohenfehler

Bei kleineren Hohenabweichungen, die als Verspriinge von bis
zu 2 m in der Tunnelfirste in Erscheinung treten, konnte die
Sohle problemlos korrigiert werden, sodass keine ,,.Sediment-
fallen” entstanden und ein gleichmaBiger Abfluss gewahrleis-
tet war. Gelegentlich unterblieb jedoch aus nicht bekannten
Griinden das Nacharbeiten der Sohle. So nahe der Quelle Ain
Guren (km 74, Abbildung 2J, wo eine 60 cm hohe Stufe entgegen
der FlieBrichtung gefunden wurde.

GrofBere Hohenfehler machten gelegentlich Neubauten erfor-
derlich. So bei km 70, wo man einen langeren Tunnelabschnitt

durch einen um 1,50 m tiefer gelegten Bypass ersetzte. Auch
im WadiHamra hatte man den Tunnel langere Zeit mit Steigung
entgegen der FlieBrichtung aufgefahren, sodass die Korrektur
nicht mehr durch Absenken der Sohle allein moglich war. Des-
halb wurde, nachdem die doppelte Stollenhohe erreicht war,
ein zweiter Tunnel unter dem ersten mit korrigiertem Gefalle
angelegt (Abbildung 14). Im gleichen Abschnitt scheint die ge-
samte Trasse 30 m zu hoch zu liegen, eine Abweichung, die
jede Korrektur unmdglich machte. Dieser Fehler ist umso
unverstandlicher, weil man sich auch in diesem Abschnitt am
.Qanat Firaun” hatte orientieren kénnen. Wie und ob der Feh-
ler behoben wurde, wird noch untersucht.

5 ¢ Datierung und Betrieb

Eine erste Grobdatierung an Hand von Scherbenfunden in
einem unvollendeten Tunnelabschnitt deutet auf die rémische
Periode hin (63 v. bis 5. Jh. n. Chr.). Genauere Aussagen er-
laubte eine Radiocarbonuntersuchung (*“C] an Holzkohle im
Dichtungsputz des Aquédukts zwischen dem Wadi e-Sellale
und Abila [16], der danach zwischen 130 und 193 n. Chr. errich-
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Abbildung 9 * Mit dem bogenférmig zum Berginnern gerichteten Vortrieb
(erkennbar zwischen den Baustollen 6 und 9] sollte ein Verfehlen des Gegenorts
vermieden werden.

tet wurde, der wirtschaftlichen Blitezeit der Dekapolis-Stad-
te. Es liegt nahe anzunehmen, dass die von Hadrian 129/130
n. Chr. verliehenen Privilegien Ausloser fiir den Bau waren. Die
Einstellung des reguldren Betriebes konnte mit dem Ende der
byzantinischen Herrschaft nach dem Sieg der Araber in der
Schlacht am Yarmouk im Jahr 636 n. Chr. zusammenfallen [5].
Darauf deuten Schriftfunde im Tunnel hin (Abbildung 15). Tras-
senfiihrung, Querschnitte und Fertigstellungsgrad lassen ver-
muten, dass das Bauwerk in sieben Bauabschnitten entstand
(Abbildung 2):

1 o Abschnitt Dille - Adraa (44 km)

2 ¢ Quelle Ain Rahub - Abila (33 km)

3 ¢ Quelle Ain Guren - Ain Rahub (12 km)
4 * Adraa - Ain Guren (32 km)

5 » Wasserscheide - Gadara (12 km)

6 o Ain Turab - Wasserscheide (14 km)

7 o Ain Turab - Abila (23 km)
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Abbildung 10 ® Zweistockiger Tunnel. Unten ein alterer aus hellenistischer Zeit,
oben die rémische Fernwasserleitung

Als erste sind offenbar - allerdings nicht unbedingt zeitgleich-
die Abschnitte 1 und 2 gebaut worden, gefolgt von Abschnitt 3
als Verldangerung von 2. Die zahlreichen Baufehler der Ab-
schnitte 4 und 6 kdnnten dazu gefiihrt haben, dass diese als
Rohausbruch ohne Putz und Estrich aufgegeben wurden. Da-
durch konnte auch der inzwischen fertig gestellte Abschnitt 5
kein Wasser erhalten haben und zur ,.Investitionsruine” gewor-
den sein. Dem vermutlich erst nach diesem Fehlschlag ge-
bauten Abschnitt 7 gab man, da eine Wasserlieferung in Rich-
tung Gadara nicht mehr mdéglich war, ein Gefalle in Richtung
Abila, das dadurch Wasser von zwei Seiten erhielt.

Auf Grund der Sinterspuren diirften nur die Abschnitte 1- 3 und
7 langere Zeit in Betrieb gewesen sein. Ob Wasser der Fernlei-
tung an der Quelle Ain Turab in die tiefer gelegene helleni-
stische Leitung eingespeist wurde, oder ob Gadara weiterhin
auf den ,Qanat Firaun” allein angewiesen war und welche
stadtebaulichen Auswirkungen die Folge waren, wird z. Zt. un-
tersucht.
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Abbildung 11 ¢ Hohenabsteckung an einem Baustollen (hypothetisch)

6 ¢ Glossar

Y Auffahren bergbaulicher Begriff fiir die Herstellung eines
unterirdischen Hohlraumes

2 Dekapolis Wirtschaftsgemeinschaft von zunachst zehn, spa-
ter bis zu 18 Stadten zwischen Damaskus und Amman
(Philadelphia); von griech. dexd = zehn und moderg = Stadt
3einfallen bergbaulicher Begriff fir die Neigung eines Schach-
tes oder einer geologischen Formation

4Flint sog. ..,Feuerstein”, Gemisch aus Chalzedon (nichtkristal-
liner Quarz Si0,) und Opal (Si0,-nH,0]

5 Freispiegelleitung, Freispiegelkanal Wasserkanal mit sicht-
barem Wasserspiegel (im Gegensatz zur Rohrleitung)
¢'Gegenort Bau eines Tunnels von zwei Seiten. Die Gegendr-
ter (nicht "...orte] treffen sich in der Mitte.

7' Gegenortvortrieb Verbindung zweier entgegengesetzter
Vortriebe

8 Hellenismus Epoche nach Alexander d. Gr. bis Oktavian,
dem spateren Augustus und Augustus (336 - 31 v. Chr.), in der

Abbildung 12 ¢ Tunnelsystem bei Zeragon im Wadi ed-Sellale mit Baufehlern

sich die griechische Kultur tiber Mittelmeerraum und Vorde-
ren Orient ausbreitete.

9 Nymphaeum 6ffentliches Wasserspiel, den Nymphen (Quell-
geistern) geweiht. N. waren feste Bestandteile rémischer
Stadtarchitektur.

9 Pyzzolane vulkanische Aschen aus Pozzuoli bei Neapel mit
besonders guten ,hydraulischen” Eigenschaften, die ins
ganze romischen Reich exportiert wurden. Auf P. geht der
Begriff ,,Porzellan” zuriick.

" Querschlag horizontale Verbindung zweier Stollen oder
Tunnel

2 Tuff verfestigte vulkanische Asche

3IVortrieb bergbaulicher Begriff fir die Herstellung eines
Stollens oder Tunnels im Fels
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Abbildung 13  Ein durch den Tunnelbau ausgeloster Bergsturz hat im Wadi e-Sellle die Trasse freigelegt
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Abbildung 15  Im Tunnel gefundene griechische Schriftfragmente, vermutlich
aus dem 8. Jh. (Foto: P. Keilholz)

Abbildung 14 ¢ Zweistockiger Tunnel im Wadi Hamra zur Korrektur eines Hohen-
fehlers

e ]
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Wirkungsindizes fiir den Vergleich typisierter Verbesserungsmafinahmen im Rahmen der Verkehrssicherheitsarbeit Wa\edy1:]=:4= (e B=YA0]Me] = ] 0557 =554

1 » Ausgangssituation

Die Hessische StraBen- und Verkehrsverwaltung (HSVV) ist be-
strebt, die Verkehrssicherheit auf den Straf3en durch den ge-
zielten Einsatz der zur Verfligung stehenden Finanzmittel zu
erhohen. Hierzu stehen eine Vielzahl von Verbesserungsmali-
nahmen zur Verfiigung. Die Ubersicht in Abbildung 1 besitzt
sicherlich keinen Anspruch auf Vollstandigkeit und ist erwei-
terbar. MaBnahmenbiindel sind ebenso denkbar.

Nicht alle Malnahmen eignen sich in gleichem Mafle. Es ist
jeweils zu prifen, ob sie bei den ortlichen Gegebenheiten ge-
eignet, angemessen und durchsetzbar sind. Gleichzeitig bedarf
es einer qualifizierten und umfassenden Kenntnis der Wir-
kungspotenziale unterschiedlicher Ma3nahmetypen, um hin-
sichtlich der Nutzenoptimierung eine hohe Effizienz zu errei-
chenundfireine Verbesserungsmafinahme den Wirkungsgrad
zu prognostizieren.

Bisher wird die Wirksamkeit von Mafinahmen zur Verbesse-
rung der Verkehrssicherheit nicht anhand einer qualifizierten
und umfassenden Systematik Uberpriift. Allerdings bemiht
sich die HSVV seit einigen Jahren, zumindest fir ausgewahlte
MafBnahmen Wirkungsbilanzen zu erstellen und Strukturdaten
zu gewinnen. Hierzu werden Vorher-/Nachher-Untersuchun-
gen jeweils Uber drei Jahre durchgefihrt. Mit der durch die
HSVV beauftragten Forschungsarbeit am Schwerpunkt Ver-
kehrswesen des Fachbereichs Bauingenieurwesen der Hoch-
schule Darmstadt wurden solche Strukturdaten fir finf Maf3-
nahmetypen (Abbildung 2] ausgewertet, um anhand von Wir-
kungsindizes sowohl realisierte Mafinahmen eines Typs als
auch verschiedene MaBnahmentypen zu vergleichen und ein-
ander gegeniber zu stellen.

Die Forschungsarbeit wurde im August 2006 abgeschlossen
und soll nun Basis einer bundesweiten Diskussion werden.

2 ¢ Grundlagen

Problembereiche der Verkehrssicherheit sind dadurch gekenn-
zeichnet, dass diese vergleichsweise hohe Unfallanzahlen,
-risiken oder -folgen aufweisen. Verbesserungen werden in der
Regel an solchen Stellen vorgenommen, die durch besonders
viele Unfalle auffallen.

Um auszuschlieBen, dass man von zufallsbedingt zu hohen Un-
fallanzahlen ausgeht, ist es erforderlich, fir die innerhalb ei-
nes Jahres identifizierten Problembereiche mit finf und mehr
gleichartigen Unfallen mdglichst zwei weitere Jahre zur Veri-
fizierung der Daten zu verwenden. Dem entsprechend muss
der gleiche Zeitraum auch fir die Beurteilung der Wirkungen
nachher zugrunde gelegt werden.

Durch diese Betrachtung liber drei Jahre ist eher auszuschlie-
Ben, dass Unfallhdufungen rein zufallig auftreten. Ansonsten
konnte ein Vorher-/Nachher-Vergleich aufgrund der Zufalls-
abhangigkeit im Unfallgeschehen unter Umstéanden auch dann
ein positives Ergebnis suggerieren, wenn tatsachlich nichts
verandert worden ist. Diese Gefahr reduziert sich, wenn der
Problembereich bereits mehrfach in aufeinanderfolgenden
Zeitraumen auffallig war.

Grundsatzlich gilt, dass eine Aussage bezliglich eines von einer
bestimmten Mafinahme herriihrenden Unterschieds zwischen
Unfallkenngrofen bzw. Unfallanzahlen um so verlasslicherist,
je grofler die zugrundeliegenden Unfallanzahlen sind. Beson-
deres Gewicht erhalt dabei aber die Frage der Gleichheit der
MafBnahmen und der Untersuchungsbereiche. Neben den ort-
lichen Randbedingungen ergeben sich haufig Uberlagerungen
aus mehreren parallelen Malnahmen und damit nur schwer
eine Vergleichbarkeit.
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Bauliche MaBinahmen Markierung Lichtsignalanlagen
11 Umbau/Ausbau Strecke 41 Linksabbieger 21 Neubau LSA
111 Streckenabschnitt 4.2 Rechtsabbieger 2.2 Neubau FSA
11.2 Kuppe 4.3 Fahrstreifenbegrenzung 2.3 Erneuerung LSA
11.3 Wanne 4.4 Sperrflache 2.4  Erneuerung FSA
1.1.4  Kurve 4.5 Haltelinie 2.5 Verldngerung Betriebzeit
1.1.5 Querneigung 4.6 Verkehrszeichen auf der 2.6 Programmanderung
1.2 Umbau/Ausbau Knoten Fahrbahn
1.2.1 Planfrei 4.7 FuBgéngeriiberweg I —
1.2.2 Teilplanfrei 4.8 2+1-Markierung Verkehrsbeeinflussung
1.2.3 Kreisverkehr (auch provisorisch) 4.9  Radfahrstreifen/ 31  Geschwindigkeitswarnanlage
1.2.4 Linksabbiegestreifen Schutzstreifen 3.2 Ortsfeste (mobile) Geschwindigkeits-
1.2.5 Verzogerungsstreifen 410 Erneuerung der iiberwachungsanlage
1.2.6 Beschleunigungsstreifen bestehenden Markierung 3.3 Wechselverkehrszeichenanlage
1.2.7 Dreiecksinsel/Tropfen 411 Markierung Typ 2 3.4 Aufbaulichtanlage
1.3 Umbau Ortsdurchfahrt 412 Profilierte Markierung 3.5 Blinklicht
1.4 Neubau Radverkehrsanlage
15 WNewiEn Orisumge g e ——
1.6 Fahrbahnteiler
1.6.1 Querungshilfe Beschilderung.
1.6.2 Fahrbahnverschwenkung 51 Gefahrzeichen
1.7 Seitliche Fahrbahnverengung 5.2 Vorschriftzeichen
1.8 Fahrbahn 5.3  Richtzeichen
1.84 Bauliche Unterhaltung 5.4 Nichtamtliche Hinweistafel
(Risse, Flickarbeiten) 5.5 Zusétzliche Tragerflache
1.8.2 Instandsetzung Deckschicht 5.6  Fluoreszierende Tafeln
1.8.3 Erneuerung (Decke, Tragschichten) 57  Sichtblenden
1.8.4 Erneuerung Fahrbahndecke 5.8  Verkehrsspiegel
1.9  Beseitigung Sichthindernisse

110  SchutzmafBnahmen vor Hindernissen

Schutzeinrichtung

74 Schutzplanken Leiteinrichtung

7.2 Betongleitwand 6.1 Leitpfosten

7.3 Unterfahrschutz 6.2 Richtungstafel

7.4 Stahlschutzwand 6.3 Leitschwellen/Leitboys
7.5  Aufprallddmpfer 6.4 Wildwarnreflektoren
7.6 Gelander 6.5 Reflektorelemente

Bauliche Mafinahme

verkehrstechnische Mafinahme

verkehrsbehdrdliche Mainahme

Abbildung 1 ¢ Ubersicht von Mafinahmentypen zur Verbesserung der Verkehrssicherheit

2.1 Vergleichsgrofen zur Wirksamkeit von Mainahmen

Die Wirksamkeit von MaBBnahmen wird in der Bewertungs-
struktur durch den Vorher-/Nachher-Vergleich von Unfallan-
zahl, Unfallkennzahlen und eventuellen weiteren situationsre-
levanten Kenngroflen beurteilt. Insbesondere eignen sich die
Anzahl der Unfdlle differenziert nach den Personenschaden
sowie schwerwiegende Unfalle mit Sachschaden. Diese sind
aufgrund des Verkehrsunfallstatistikgesetzes immer verflg-
bar. Sonstige Unfalle mit Sachschaden werden nicht immer
aufgezeichnet.

In die Bewertung sind auch die volkswirtschaftlichen Verluste
durch Straflenverkehrsunfalle einzubeziehen. Hierzu werden
die Unfallkosten [UK] derzeit auf dem Preisstand 2000 nach
Hohnscheid et al. (5) ermittelt.

Zur Beschreibung der Struktur des Unfallgeschehens auch
hinsichtlich der Unfallschwere und der Fahrleistung werden
neben den absoluten KenngréfBen auch relative Kenngréflen
einbezogen. Hierzu gehoren:

¢ Unfallrate [UR]: Diese beschreibt die durchschnittliche An-
zahl der Unfalle, die auf eine Fahrleistung von 1 Mio. Kfz km in
diesem Straflenbereich entfallen. Sie sind ein Maf3 fiir das (fahr-
leistungsbezogene) Risiko des Verkehrsteilnehmers, in einen
Unfall verwickelt zu werden oder dabei zu verunglicken.

¢ Unfallkostenrate [UKR]: Diese KenngrdBe beziffert die ent-
sprechenden durchschnittlichen volkswirtschaftlichen Kosten
(in €] durch StraBenverkehrsunfalle, die bei einer Fahrleistung
von 1000 Kfz km auf diesem StraBenbereich entstanden sind.
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2.2 Literaturkenngrofien
Vergleichskenngrof3en aus der Literatur eignen sich dazu, die
GroBenordnung der MaRnahmenwirkung einzustufen und ein
Gefuhlfirdie Sensibilitat der betrachteten Unfallhdufungsstel-
le zu entwickeln. Allerdings beruhen die berechneten Litera-
turwerte nicht durchgangig auf einheitlichen Grundlagen und
konnen daher nur mit besonderer Sorgfalt mit Literaturquel-
len verglichen werden. Gegebenenfalls ist eine Umrechnung
entsprechend den jeweiligen Randbedingungen erforderlich.
Als Quellen wurden zugrundegelegt:
e Empfehlungen fir die Sicherheitsanalyse von Straf3en-
netzen (ESN, 2003, (2)),
e GDV-Mitteilungen Nr. 40 ,Sicherheit von Landstraf3en-
Knotenpunkten” (2002, (1)) sowie
e Empfehlungen fir Wirtschaftlichkeitsuntersuchungen
an Strafen (EWS, 1997, (3)).

2.3 Nutzen-/ Kosten-Verhiltnis

Mit Hilfe der Empfehlungen fir Wirtschaftlichkeitsuntersu-
chungen an Straflen (EWS 97, (3)) kann auch das Nutzen-/
Kosten-Verhaltnis fir Mainahmen zur Verbesserung der Ver-
kehrssicherheit tiberprift werden:

Die volkswirtschaftliche Bewertung erfasst die Grof3e der Nut-
zen infolge vermiedener Personenschaden (vermiedene Geto-
tete, Schwerverletzte oder Leichtverletzte) und vermiedener
Sachschdden entsprechend den Kostensatzen nach Tabelle 3.
Weitere Auswirkungen der Mainahmen (Nutzen), beispielswei-
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se auf die Fahrzeiten, flieen in die Bewertung von einfachen
Mafinahmen gegen Unfallhaufungen nicht ein.

Die Kosten K sind Investitionskosten und zusatzliche bzw. ver-
ringerte jahrliche Kosten durch Unterhalt und Instandset-
zung.

Investitionskosten umfassen die Kosten fir die Herstellung
oder Erneuerung der Strafle und ihrer Ausstattungsmerkmale
sowie fur Ausgleichsmafinahmen. Die Erneuerungskosten
missen nicht besonders erfasst werden, da den Bauleistun-
gen Nutzungsdauern (technische Abschreibungszeitraume) zu-
geordnet werden. Die Investitionskosten werden mit Hilfe des
Annuitatenfaktors a, in jahrliche Kosten umgerechnet.

Bei den laufenden Kosten werden die Malnahmen zum Unter-
halt von Straflen erfasst: Sofortmafinahmen kleineren Um-
fangs zum baulichen Unterhalt sowie Arbeiten zur Sicherung
des Betriebs wie Reinigungs-, Kontroll-, Pflegearbeiten und
Winterdienst. Diese Aufwendungen sind vor allem vom Stra-
Bentyp, der Anzahl und der Grof3e der Kunstbauten sowie vom
Umfang der Straflenausstattung abhangig.

MafBnahmen sind volkswirtschaftlich sinnvoll, wenn das Nut-
zen-/Kosten-Verhéltnis den Wert NKV =1 erreicht oder tber-
schreitet.

3 ¢ Vorhandene Untersuchungen

Die Recherche nach vorhandenen Untersuchungen und Doku-
mentationen in Hessen und anderen Bundesldndern zeigte,
dass zumeist keine Uber die subjektive Beurteilung hinausge-
hende Bewertungsgrundlage beziiglich der MaBnahmenwir-
kung vorliegt. Wirkungsindizes werden einzelfallbezogen er-
arbeitet und beschranken sich zumeist auf die Anzahl der
Unfalle mit Personenschaden vorher bzw. nachher.

In Bayern wurden im Jahr 2004 die Auswahlkriterien fir Un-
fallhaufungen auf Bundes- und Staatsstrafien in einem metho-
dischen Ansatz zur statistischen Bewertung hinsichtlich der
Wirksamkeit der daraus abgeleiteten Mafinahmenstrategien
(6) untersucht. Fir die Untersuchung wurden Unfélle mit leich-
tem und schwerem Personenschaden herangezogen. Deutlich
wurde, dass statistische Schwankungen einen Einfluss auf die
Erfassung von Unfallhaufungen ausiiben, wobei die Stabilitat
mit zunehmenden Werten der Unfallanzahl mit Personenscha-
den zunimmt. Es zeigte sich aber auch, dass an der bisherigen
Bestimmung von Unfallhaufungen weder theoretisch noch im
empirischen Endergebnis grundsatzlich etwas auszusetzen
ist. Um die Auswahlkriterien fiir Unfallhdufungen bzw. fir Be-
urteilungskriterien zu den Maf3nahmen zu verbessern, sind
moglichst lange Zeitrdume zur Identifikation von Unfallhau-
fungen giinstig. Die Vorher-/Nachher-Betrachtung jeweils tiber
drei Jahre ist geeignet.

Abbildung 2a e Lichtsignalsteuerung: 6 Beispiele

Abbildung 2b ¢ Aufstellung von gelb-griinen Tragertafeln: 2 Beispiele
Abbildung 2c e kleiner Kreisverkehr auBlerorts: 6 Beispiele
Abbildung 2d e rot-weiBe Leitprofile auf Schutzplanken: é Beispiele
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Unfallkostensitze WU (€/U)

Unfallkategorie auBlerorts innerorts
(Schwerste Unfallfolge)

Autobahn * Landstrafle ** VerkehrsstraBBe | Erschliessungs- Gesamt

(1) (2) (3) straBe (4) (5)
i:e'r gzm&a’;’v';r‘f:tt:tt::e" 300.000 270.000 160.000 130.000 145.000
tv."ﬂ"falll ;“;t 31.000 18.000 12.500 10.000 11.000
eicntvertietzien
P e Unfall mit
Personenschaden 105.000 110.000 45.000 33.500 38.500
° h i

o o Schwerwlegender 18.500 13.000 12.000 11.500 11500
'S‘ichif::;'g:r Unfall mit 8.000 6.000 6.000 5.500 5.500
S e Unfall mit
Sachschaden 10.500 7.000 6.500 5.500 6.000

* Autobahn e Zweibahnig planfrei gefiihrte AuBerortsstrafle

** Landstrafle ¢ Einbahnige AuBerortsstrafie

Tabelle 3 » Unfallkostensétze, Preisstand 2000 (nach (5))

4 ¢ Entwicklung einer Bewertungsstruktur

Es galt, eine Bewertungsstruktur zu erarbeiten, die es erlaubt,
spater auf weitere Mafinahmentypen ibertragen zu werden.
Die Ergebnisstruktur bereits abgeleiteter Wirkungsindizes
muss durch weitere Untersuchungen qualitativ verdichtet wer-
den konnen.

4.1 Diskussion von Bewertungsgrofien

MaBnahmenwirkung

Die Mafnahmenwirkung MW stellt sich bei einem Vorher-/
Nachher-Vergleich wie folgt dar:

Die MaBnahmenwirkung gibt damit an, um wie viel [%] sich
das Unfallgeschehen (nachher) gegeniiber dem Unfallgesche-
hen (vorher) verandert hat. Das Vorzeichen ,+" bezeichnet eine
Verbesserung, das Vorzeichen ,-" eine Verschlechterung.

Mit Hilfe der Mafinahmenwirkung der einzelnen Beispiele wur-
de diskutiert, welche Beurteilungsgréfien wie in den Bewer-
tungsprozess integriert werden, welche Kennwerte Unfall-
rickgange am besten beschreiben und ob Spannweiten zu
beriicksichtigen sind. Auch die Bewertung von Unfall-Teilkol-
lektiven, wie die Unfallschwere, wurde in den Bewertungspro-
zess einbezogen.

Hieraus ergab sich, dass insbesondere die Bewertungsgrof3en
.Gesamtanzahl aller polizeilich registrierten Unfalle”, .Unfalle
mit Personenschaden”, .pauschale Unfallkosten (differenziert
nach SP/LP/S)” und die ,Unfallkostenrate (SP/LP/S])" zur Be-
ricksichtigung von Einwirkungen der Verkehrsbelastung ein-
bezogen werden sollten.
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Ortliche Randbedingungen konnten aufgrund der geringen
Stichprobenanzahl nur beim Vergleich mit Literaturkenn-
werten am lichtsignalgeregelten Knotenpunkt differenzierter
betrachtet werden. Ebenso konnte der Einfluss der Verkehrs-
starke auf die Unfallkostenrate nicht nachgewiesen werden.
Dies ist bei der kiinftigen Ausgestaltung des Bewertungspro-
zesses zu beachten.

Nachfolgend ist beispielhaft eine Ubersicht der Ergebnisse
der MaBBnahmenwirkung fir verschiedene Bewertungsgrof3en
zusammengestellt. Abbildung 4 erlaubt Uber den Vergleich
der Gesamtanzahl aller polizeilich registrierten Unfélle (ohne
Differenzierung nach Personen- und Sachschaden] eine erste
Abschatzung.

Bei den Lichtsignalanlagen ergeben sich in fiinf Fallen deut-
liche Verbesserungen, jedoch sind die verkehrstechnischen
Rahmenbedingungen unterschiedlich. Die Ergebnisse missen
hinsichtlich der Rahmenbedingungen noch verfestigt werden.
Deutlich wird dies vor allem auch an der uneinheitlichen Maf3-
nahmenwirkung bei 2-phasig gesteuerten Lichtsignalanlagen.

Ein positives Ergebnis zeigt die MaBnahmenwirkung bei Kreis-
verkehren. Weitere Potenziale lassen sich hier bei den beiden
Beispielen vermuten, bei denen die Unfallanzahl sich um rund
40% verringert, ansonsten wurden mindestens 80 % erreicht.
Sehr unterschiedlich ist die MaBnahmenwirkung von rot-wei-
Ben Leitprofilen an Schutzplanken. Hier ergeben sich Schwan-
kungen von einer Verbesserung der Unfallanzahl bis zu 73 %
und einer Verschlechterung der Situation bis 75 %.
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Nur bedingt abschlieBende Aussagen kdnnen fir die Einrich-
tung der Geschwindigkeitsbeschrankung auf Autobahnen ge-
troffen werden. Hier liegen nur zwei Beispiele vor mit einer
Reduzierung auf 120 km/h (iber 7,4 km] sowie einer Reduzie-
rung auf 100 km/h (tiber 1,66 km). Allerdings verringert sich in
beiden Fallen die Anzahl der Unfélle deutlich.

Keine Aussagen sind beim Einsatz von gelb-griinen Trager-
tafeln mdglich. Bei nur zwei Stichproben reduziert sich die
Anzahl der Unfalle im einen Fall um 55 %, im anderen Fall ist
keine Reduzierung feststellbar.

Nach der Beurteilung tber die Vorauswahl aller Unfalle wur-
den die Mafinahmenwirkungen hinsichtlich der Unfallschwere
eingestuft (Abbildung 5). Dabei wurde nach den Kostensatzen
fur schweren Personenschaden (SP), leichten Personenscha-
den (LP) und Sachschaden (S) differenziert.

Die Tendenz der Ergebnisse aus dem Vergleich aller Unfalle
bestatigen sich weitgehend.

Deutlich wird die positive Wirkung bei der Lichtsignalregelung
und bei Kreisverkehren. Die Unfallkosten reduzieren sich bei
Lichtsignalanlagen im Mittel um 79 %, bei Kreisverkehren im
Mittel um 87 %. Auch die beiden Beispiele mit Geschwindig-
keitsbeschrankung bringen eine deutliche Verringerung bei
Unfallschaden auf im Mittel 51 %.

Kein einheitliches Bild gibt auch hier die Gegeniiberstellung
der verschiedenen Beispiele mit rot-weiflen Leitprofilen. Im
Mittel verschlechtert sich die Situation. Bei gelb-griinen Tra-
gertafeln verringern sich an einem Beispiel die Unfallkosten
erkennbar, im anderen Fall verschlechtert sich die Situation.

Vergleich mit Literaturkenngrofien

Hier eignen sich fiir den Vergleich insbesondere die Kriterien
.Unfallrate bezogen auf alle Unfélle”, ,.Unfallrate bezogen auf
die Unfélle mit Personenschaden™ und ,Unfallkostenrate diffe-
renziert nach der Schwere der Unfalle”. Beispielhaft ist nach-
folgend der Vergleich bei Lichtsignalanlagen, Kreisverkehren
und rot-weif3en Leitprofilen aufgefihrt.

Beim Mafnahmentyp . Lichtsignalanlagen” liegt die Unfallrate
bezogen auf alle Unfalle im Vorher-Zeitraum (keine Lichtsi-
gnalregelung) an zwei Knotenpunkten und einer Einmiindung
deutlich Gber den Literaturwerten der Untersuchung zur Si-
cherheit an LandstraBen-Knotenpunkten (1). Nachher wur-
den die Literaturwerte - bis auf eine 20 %-ige Uberschreitung
- deutlich unterschritten.

Die Unfallrate fir Unfalle mit Personenschaden wurde vorher
an vier Beispielen Uberschritten. Mit Lichtsignalanlagen wur-
den die vergleichbaren Literaturkennwerte in allen Fallen ein-
gehalten und teilweise deutlich unterschritten.

Die Unfallkostenrate liegt vorher bei drei Beispielen teilwei-
se deutlich Gber den Literaturwerten vergleichbarer Knoten-
punkte. Mit Einrichtung der Lichtsignalanlage konnen die Kos-
tenwerte aus der Literatur bis auf eine geringe Uberschreitung
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eingehalten und erheblich unterschritten werden.

Als Fazit kann gezogen werden, dass an den beiden Beispie-
len mit den hochsten Unfallkostenraten auch nachher noch
Sicherheitspotenziale vermutet werden und Detailbetrach-
tungen moglicherweise weitere Aufschlisse geben.

Beim Kreisverkehr liegen die Unfallkenngréfen vorher (ohne
Kreisverkehr) an vier Beispielen teilweise deutlich Uber den
Literaturwerten. Mit dem Kreisverkehr liegt die Unfallrate nur
noch in einem Fall Uber dem Literaturwert. Bei dem Vergleich
der Unfallraten nur fir Unfdlle mit Personenschaden ist die
Situation ahnlich. Bei der Unfallkostenrate liegen die Kosten-
werte nachher bei drei Beispielen unter den Literaturwerten,
zwei Beispiele besitzen eine geringe Uberschreitung.

Bei einem Ausreifler wurden an Kreisverkehren die Literatur-
werte unterschritten. Flr das negativ herausragende Beispiel
im Nachher-Zeitraum sind unbedingt weitere Priifungen not-
wendig.

Beim Mafinahmentyp rot-weif3e Leitprofile werden die Litera-
turwerte vorher (ohne rot-weifle Leitprofile) nach den EWS (3)
an vier Beispielen sehr deutlich Uberschritten, zwei weitere
Beispiele liegen unter den Vergleichswerten. Mit Einrichtung
der rot-weiflen Leitprofile hat sich an zwei Abschnitten die
Unfallrate erheblich verbessert und liegt in der Grofenord-
nung der Literaturwerte. In zwei weiteren Fallen hat sich die
schlechte Unfallrate weiter verschlechtert. Bei beiden Beispie-
len mit geringerer Unfallrate hat sich diese auch bis in die Gro-
Benordnung der Literaturwerte verschlechtert.

Bei den Unfallraten bezogen auf Unfalle mit Personenscha-
den wurden die Literaturwerte vorher in fiinf Beispielen tber-
schritten, hiervon bei drei Beispielen sehr deutlich. Mit Ein-
richtung der rot-weif3en Leitprofile hat sich in drei Beispielen
ein deutlicher Riickgang dieser Unfallrate eingestellt, hierbei
wird aber nur in einem Fall der Vergleichswert aus der Lite-
ratur unterschritten. In zwei Beispielen hat sich auch hier die
Unfallrate verschlechtert. Insgesamt werden in vier Beispielen
die Literaturwerte tberschritten, bei drei Beispielen deutlich.
Auch bei der Unfallkostenrate werden vorher in fiinf Beispielen
die Literaturwerte Uberschritten, hiervon bei drei Beispielen
sehr deutlich. Auch hier reduziert sich die Unfallkostenrate
nachher [mit rot-weifen Leitprofilen) an zwei Beispielen deut-
lich, aber nur in einem Beispiel wird der vergleichbare Litera-
turwert unterschritten. Insgesamt werden auch nachher die
Kostenwerte aus der Literatur teilweise erheblich Uberschrit-
ten. Bei zwei Beispielen steigt die Unfallkostenrate gegentber
dem Vorher-Zeitraum deutlich an.

Im Fazit ist eine umfassende Wirkung der rot-weif3en Leitpro-
file zur Verbesserung der Verkehrssicherheit nicht spiirbar.
Dabei ist im Einzelfall zu prifen, wieso diese Mafinahme zum
einen zur deutlichen Verringerung beigetragen hat, zum ande-
ren aber auch zu einer Verschlechterung der Unfallkenngro-
Ben geflhrt hat.
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4.2 Festlegung des Bewertungsprozesses
Aus den Bewertungsbereichen Mafinahmenwirkung, Vergleich
mit Literaturwerten und Nutzen-/Kosten-Analyse ergaben sich
insgesamt acht Bewertungsgréf3en. Diese Bewertungsgrof3en
wurden im ersten Schritt alle gleichgewichtig behandelt. Jede
BewertungsgroBe wurde lber eine Skala von 0 bis 5 Punkten
eingestuft. Dadurch ergibt sich eine unterschiedliche Gewich-
tung der Bereiche:
¢ 50 % fiir den Bereich der MaBnahmenwirkung

(4 von 8 Kriterien),
¢ 37,5 % fiir den Vergleich mit Literaturkenngrofien

(3 von 8 Kriterien) sowie
¢ 12,5 % fiir die Wirtschaftlichkeitsbetrachtung

(1von 8 Kriterien).
Aus dem Vergleich der untersuchten Beispiele wird fiir den
Bereich der MafBinahmenwirkung eine Intervalleinteilung in
der Groflenordnung von 20 % zur Differenzierung gewahlt. Um
dem breiten Spektrum von Mafinahmen mit unterschiedlichs-
ten Wirkungen mdglichst gerecht zu werden, wird die Maf3nah-
menwirkung zwischen einem unteren Grenzwert von 5 % und
einem oberen Grenzwert von 85 % bewertet. Zwischen diesen
beiden Grenzwerten werden die fiinf Bewertungspunkte auf
gleichmaBige Intervalle im 20 %-Abstand verteilt. Eine Unter-
scheidung der Mafinahmenwirkung bei den verschiedenen Kri-
terien erscheint nicht erforderlich.
Auch beim Vergleich mit anerkannten Literaturkenngréf3en
ist eine Intervalleinteilung in der GroBenordnung von 20 % zur
Differenzierung sinnvoll. Dabei ist eine Unterschreitung des
Literaturwertes um 80 % ein sehr optimaler Wert. Wird der
Literaturwert Uberschritten, deutet dies darauf hin, dass hier
weitere Uberlegungen zu Verbesserung der Verkehrssicher-
heit notwendig werden: Es wird kein Bewertungspunkt mehr
vergeben. Auch hier werden zwischen diesen beiden Grenz-
werten die finf Bewertungspunkte auf gleichmafige Intervalle
im 20 %-Abstand verteilt. Auch hier ist eine gesonderte Diffe-
renzierung zwischen den Kriterien derzeit nicht sinnvoll.
Fir das Nutzen-/Kosten-Verhiltnis gab es in den untersuchten
Beispielen sehr grofle Unterschiede. Aufgrund der geringen
Vergleichsanzahl kann hier nur eine Anndherung in der Ein-
stufung erreicht werden. Vorgeschlagen wird daher eine Ein-
stufung, die 0 Punkte erbringt, sobald das NKV < 1 wird. Von
hieraus wird in 4-wertigen NKV-Schritten (1 bis 4, 5 bis 8 etc.)
jeweils ein Punkt mehr vergeben. Uber einem NKV von 16 wer-
den 5 Punkte vergeben. Mit der geringen Gewichtung des NKV
im Bewertungsprozess werden die erheblichen Unsicherheiten
in der Herleitung der Ausgangsgréf3en abgefangen.
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4.3 Zielerreichung

Im letzten Schritt des Bewertungsprozesses wird die Zieler-
reichung aus den erreichten Punkten innerhalb dieser Be-
reiche bestimmt. Maximal konnen bei acht Bewertungskrite-
rien mit der vorgeschlagenen Einteilung 40 Punkte erreicht
werden.

In Anlehnung an weitere Bemessungsverfahren bei Straf3en-
verkehrsanlagen wurden fir die Zielerreichung die Bewer-
tungsstufen von A bis F gewahlt. Eine optimale Einstufung in
die Stufe A wird erreicht, wenn mehr als 85 % der Punkte er-
reicht wurden. Liegen die erreichten Punkte unter 5 % wird
dies mit der Stufe F bewertet (keine Auswirkungen, weitere
Untersuchungen sind dringend erforderlich). Zwischen diesen
beiden Eckpunkten erfolgt eine Aufteilung im gleichmaBigen
Intervall von 20 %.

Insgesamt kann in der zusammenfassenden Bewertung fir die
untersuchten Beispiele ein ausgewogenes Ergebnis erreicht
werden. Es ergaben sich im Bewertungsprozess keine unge-
wdohnlichen Resultate.

Uber diese Bewertung lassen sich Riickschliisse zur

Zielerreichung in den verschiedenen Stufen ziehen:

e Mafinahmen mit einer Einstufung in die Stufe A oder B
erfiillen das Ziel einer Verbesserung der Verkehrssicher-
heit in besonderem Mafe.

e Mafinahmen, die der Stufe C oder D zugeordnet werden,
sind diesen nachgeordnet und lassen eine Verbesserung
der Verkehrssicherheit erwarten. Verbesserungen sollten
im Einzelfall geprift werden.

e In der Stufe E ist keine eindeutige Zielerreichung fest zu
stellen. Hier sind unbedingt Verbesserungen bzw. Alterna-
tiven zu priifen.

e Mafinahmen, deren Wirkungen der Stufe F zugeordnet
werden, sollten nicht umgesetzt werden. Hier sind Alterna-
tiven zu entwickeln.

Die Beispiele zur Lichtsignalsteuerung und zu Kreisverkehrs-
platzen erreichen die besten Bewertungen und wurden der
Stufe B zugeordnet. Tendenziell eher schlechtere Ergebnisse
erreichen rot-weif3e Leitprofile, hier wird mit der Stufe D auch
die schlechteste Bewertung erzielt. Im mittleren Bewertungs-
bereich liegen Geschwindigkeitsbeschréankungen (Stufe CJ,
gelb-griine Tragertafeln konnten aufgrund der sehr streuen-
den Werte nicht zugeordnet werden. In beiden Fallen mangelt
es an vergleichbaren Untersuchungsbeispielen.

Fir eine endgiiltige Definition reichen die vorgegebenen Maf3-

nahmenbeispiele nicht aus. In fast allen Mafinahmenbereichen

wurden gute und schlechtere Bewertungen erreicht.
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5 o Fazit

Es wurde eine Bewertungsstruktur auf der Basis ausgewéhlter Strukturdaten der HSV'V in einer

ersten Stufe abgeleitet, die spater auf weitere Mafinahmentypen iibertragen werden und durch weitere

Untersuchungen qualitativ verdichtet werden kann.

Trotzdem werden in der Praxis Unfall-Wirkungs-Zusammenhinge im Unfallgeschehen auftreten,

die moglicherweise nicht abgebildet werden. Aus diesem Grund kann die beschriebene Bewertungs-

struktur keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erfiillen, sondern zeigt einen Ansatz zur Mafinah-

menbewertung auf, der fortgeschrieben werden muss.

Insgesamt sind mit dem geringen Stichprobenumfang keine detaillierten Aussagen auf unterschied-

liche Ortlichkeiten méglich. Bei der Konzeption des Bewertungsprozesses wurde daher auf eine

Differenzierung der Ortlichkeiten bei der Maflnahmenwirkung verzichtet. Bei der Weiterentwicklung

des Bewertungsprozesses und Validierung durch weitere Mafinahmen sollte hierauf aber ein besonde-

res Augenmerk gelegt werden. Letztlich soll die Bewertung der Wirksamkeit neben der Priifung der

Zielerreichung auch vertiefte Hinweise auf am ehesten geeignete Abhilfemafinahmen fiir nachfolgende

Entscheidungsprozesse in dhnlich gelagerten Fillen liefern und die Prognose des Unfallgeschehens

tiir dhnliche oder gleiche Mafinahmeneinsitze auf eine verldsslichere Basis stellen.

Ansitze zur vertiefenden Betrachtung bei Beispielen mit erheblichen Abweichungen wurden in einer
Diplomarbeit an der Hochschule Darmstadt beleuchtet (Goldhorn, (4)). Er bezieht Unfalldiagramme

in die Wirkungsbetrachtung ein. Dabei wird deutlich, dass diese nur auf besondere Situationen be-

schrankt werden kann. Ansonsten waren die Betrachtung von Unfallzahlen, Schwere und Unfallkenn-

groflen in der Regel ausreichend.
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KONSTRUKTION EINES PEPTIDS

MIT GELOSCHTER FLUORESZENZ
UND ETABLIERUNG EINES
AKTIVITATSTESTS ZUR BESTIMMUNG
VON P1-PROTEASEAKTIVITAT"

' Die in diesem Beitrag vorgestellten Ergebnisse sind zu einem groBen Teil Lit. [1] entnommen.

Autoren e
Stefanie Weimer und Hans-Lothar Fuchsbauer

Enzyme sind die Katalysatoren biologischer Reaktionen, ohne die kein oder nur ein sehr langsamer

Umsatz moglich ist. Bereits ihr Nachweis erfordert die Etablierung einer Messmethode, die spezifisch

die Bestimmung der katalytischen Aktivitdt erlaubt. In den seltensten Fillen wird man dafiir das

physiologische Substrat verwenden, also das durch das Enzym in der natiirlichen Umgebung veranderte

Biomolekiil. Vielmehr leitet man vom Substrat ein strukturverwandtes Analogon ab, das in Gegen-

wart des Enzyms ein messbares Signal erzeugt. Enzymaktivitétstests sind besonders wertvoll, wenn das

Signal, wie in diesem Artikel fiir Metalloproteasen beschrieben, kontinuierlich in Abhédngigkeit von

Enzymkonzentration und Zeit gebildet wird.

1 ¢ Die Konzeption eines Enzymaktivitatstests erfordert
konkrete Information iiber den Katalysemechanismus des
zu bestimmenden Biokatalysators

Das Verstandnis fiir den Ablauf biologischer Vorgange ist die
rationale Basis fir die Entwicklung neuer Medikamente. In vie-
len Fallen stehen dabei Enzyme und ihre Regulation im Mittel-
punkt des Interesses, weil sie an allen Stoffwechselreaktionen
beteiligt sind. Als echte Katalysatoren ermaoglichen sie erst
den Umsatz von Biomolekilen bei niedrigen Temperaturen
durch hinreichende Absenkung der Aktivierungsenergie. En-
zyme sind auch die nitzlichen Werkzeuge vieler technischer
Prozesse, vor allem in der Lebensmittelindustrie. Sie stam-
men wegen einer einfachen und damit kostengiinstigen Pro-
duktionsweise fast ausschliefllich von Bakterien oder niederen
Eukaryonten wie Schimmelpilzen.

Bereits der Nachweis einer enzymatischen Funktion erfordert
die Etablierung einer Methode, die die physiologische Reak-
tion nachstellt und dadurch die Messung einer katalytischen
Aktivitat erlaubt. Viele physiologische Substrate, wenn sie
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Uberhaupt bekannt sind, besitzen eine komplexe Struktur oder
werden vom Organismus in nur geringen Mengen produziert.
Isolations- und Syntheseverfahren zu ihrer Herstellung sind in
der Regel viel zu teuer. Die Strategie, um ein Enzymsubstrat
in verniinftigen Mengen zu erhalten, kann deshalb nur sein,
die Struktur des physiologischen Substrats so zu modifizieren,
dass eine einfache Synthese mdglich wird. Das Strukturdesign
beriicksichtigt dabei nur solche Molekiilteile, die fir die Bin-
dung des Substrats an das jeweilige Enzym wesentlich sind.
Im Extremfall passt man, wie bei der Planung eines neuen
Medikaments, das zu synthetisierende Substrat in silico dem
Aktivzentrum eines Enzyms an, um beispielsweise bei einem
diagnostischen Test die Sensitivitat und Reproduzierbarkeit zu
erhohen. Weiterhin ist es sinnvoll, das Strukturanalogon an ei-
nen Farbstoff zu koppeln, der durch die enzymatische Reaktion
seine optischen Eigenschaften verandert. Nur so ldsst sich der
technische Aufwand einer Analyse auf ein verniinftiges Maf}
reduzieren, weil einfache photo- oder fluorimetrische Mes-
sungen mdoglich werden.
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41-AS-Peptid FRAP

HZU HZU

Pro-TGase —— FRAP-T Gase —_—) TGase
TAMEP TAP
Abbildung 1 * Physiologische Aktivierung bakterieller Transglutaminase von Streptomyces mobaraensis durch zwei Proteasen (entnommen aus [3]).
CH, CH, Q
N N
HZN)H( /H HZN)H(
5 J—N NO, 5 COH H,N NO,
0
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Abbildung 3.1 ® Hydrolyse von Alanylprolyl-2-nitroanilid durch die Transglutaminase prozessierende Tripeptidylaminopeptidase von Streptomyces mobaraensis.

Die zu 6ffnende Anilidbindung ist violett hervorgehoben.

2

Abbildung 3.2 « Chromogene Substrate fiir a-Glucosidase (1) und Esterasen (2). Die violett markierten funktionellen Gruppen (Glycosid, Ester) reduzieren

den Elektronendonorcharakter des phenolischen Sauerstoffs.

2 ¢ Die Vorlage fiir das Design artifizieller Peptide zur
Etablierung von Proteaseaktivitdtstests stammt von den
Substratproteinen

Die Aktivierung bakterieller Transglutaminase (TGase) von
Streptomyces mobaraensis, um hier das konkrete Beispiel fir die
Ableitung artifizieller Substrate zu nennen, erfolgt physiolo-
gisch durch zwei sehr unterschiedliche Proteasen [2, 3]. Die
Metalloprotease TAMEP spaltet das Propeptid vier Aminosau-
ren vor dem Aminoterminus der reifen Proteindomane, wah-
rend eine Tripeptidylaminopeptidase (TAP) das noch verblei-
bende Tetrapeptid FRAP entfernt (Abbildung 1).
Pro-Transglutaminase ist ein komplexes aus 376 Aminosau-
ren aufgebautes Makromolekil mit einem Molekulargewicht
von 42.500 Da (1 Dalton (Da) entspricht der Atommasse eines
Wasserstoffatoms). Die inaktive Vorstufe, das Zymogen, l&sst
sich nur schwer von reifer Transglutaminase abtrennen, und
Offnung der beiden Peptidbindungen durch die Proteasen
verandert kaum die optischen Eigenschaften des Proteins.
AuBerdem ist TAP nicht in der Lage, ohne die vorhergehende

Aktivierung durch TAMEP eine Peptidbindung von pro-Trans-
glutaminase zu hydrolysieren. Fiir den Aufbau der Aktivitats-
tests fur beide Proteasen kamen deshalb nur kleine Peptid-
substrate in Frage, die zusatzlich mit Farbstoffmolekdilen
markiert sein sollten. Damit noch eine verniinftige Enzym-
Substrat-Bindung gewahrleistet war, wurden die kiinstlichen
Substrate von der Aminosdurensequenz an den Spaltstellen
des Zymogens [(...PS{ FRAP.,DS...]) abgeleitet. In der Regel
bestimmt die Spezifitat einer Protease die Lange des Peptids
und damit die Synthesekosten. Jedoch sind bakterielle Prote-
asen oft weniger anspruchsvoll als beispielsweise die korres-
pondierenden humanen Enzyme und kommen entsprechend
mit klirzeren Peptiden aus. Weiterhin waren bei der Planung
der Pepidsubstrate die Eigenschaften einer Protease zu be-
rucksichtigen. TAP gehort zu den Serinproteasen und offnet
die Peptidbindung auf der Carboxylseite des von ihr im Aktiv-
zentrum fixierten Peptids. Solche Proteasen werden nach Sch-
echter und Berger P1-Proteasen genannt [4]. Zusétzlich darf
das Aminoende des Peptids durch keine weitere Aminosaure
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Abbildung 4 e Proteolytische Spaltung von Furylacryloylglycylphenylalanylamid (FAGFA) durch TAMEP. Die zu 6ffnende Peptidbindung ist violett hervorgehoben.
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Abbildung 5.2 ¢ Hydrolyse von DABCYL-Serinylphenylalanyl-EDANS durch Dispase oder Thermolysin. Die zu 6ffnende Peptidbindung ist violett hervorgehoben.

oder Schutzgruppe blockiert sein, damit es von einer Exopep-
tidase Uberhaupt umgesetzt werden kann. TAMEP wiederum
ist eine Metalloprotease, die die Peptidbindung auf der Ami-
noseite der fir die Erkennung spezifischen Aminosaure hy-
drolysiert. Solche Proteasen heilen auch P1-Proteasen. Als
Endoprotease, die Peptidbindungen im Inneren eines Proteins
offnet, bendtigt TAMEP Substratmolekile mit Schutzgruppen
bzw. Farbstoffen an beiden Enden des Peptids.

3 ¢ Fiir die Etablierung eines Enzymaktivitatstests von
P1-Proteasen wie TAP stehen kaufliche chromogene Pep-
tidsubstrate zur Verfiigung

Die Messung der Aktivitat von Proteasen mit P1-Spezifitat ist
denkbareinfach. Dadurch, dass eine Peptidbindung C-seitig ge-
offnet wird, bendtigt man nur einen Farbstoff, der durch die
Bindung an die terminale Carboxylfunktion eines geeigneten
Peptids seine optischen Eigenschaften andert. Im einfachsten
Fall wird Nitroanilin mit dem spezifischen Peptid verknupft.
Dadurch wird der mesomere Donorcharakter der aroma-
tischen Aminofunktion geschwacht und das Gesamtmolekiil
erscheint farblos, weil es keine Absorption im Wellenlangen-
bereich des sichtbaren Lichts besitzt. Wird Nitroanilin im Akti-
vitatstest durch die Protease freigesetzt, kommt es zu einer
Rotverschiebung des Absorptionsmaximums, wodurch eine
messbare Gelbfarbung der Losung hervorgerufen wird (Abbil-
dung 3.1).

Nitroanilierte Peptide mit den unterschiedlichsten Sequenzen
sind kauflich erhaltlich. Obwohl die Tripeptidylaminopeptida-
se ihr Aktivitatsoptimum nur mit Tripeptiden erreicht, setzt
sie mit einer um eine GrofRenordnung niedrigeren Umsatzrate
auch Dipeptide und, wie wir erstmals zeigen konnten, Tetra-
peptide um [3]. Mit einem k&uflichen Nitroanilidpeptid, das die
notwendige Sequenz Alanylprolin (AP] aufwies, wurde ent-
sprechend ein ausreichend sensitiver Aktivitatstest etabliert
[3]. Die Synthese einer Verbindung mit der Sequenz RAP oder
gar FRAP lohnte nicht.
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Ahnliche chromogene Substrate kénnen auch fiir Aktivitats-
tests anderer Enzymklassen verwendet werden. Vorausset-
zung ist nur, dass Elektronendonorgruppen durch die Kopp-
lung an das spezifische Substratmolekdl ihren Einfluss auf ein
Pi-System, in der Regel ein Aromat, verandern. Zwei Beispiele
fur solche Systeme zeigt Abbildung 3.2.

4 * Fiir P1’-Proteasen wie TAMEP sind keine sensitiven
chromogenen Peptidsubstrate herstellbar

Die Aktivitatsbestimmung von P1-Proteasen ist wegen der N-
seitigen Offnung von Peptidbindungen komplizierter. Das pri-
mare Produkt, die N-terminale Halfte des Proteinsubstrats,
erhalt durch die enzymatische Spaltung eine freie a-Carboxyl-
funktion. In Analogie zu den oben beschriebenen Peptidylani-
liden misste ein artifizielles Substratpeptid konstruiert wer-
den, das wihrend der Hydrolyse eine Anderung der optischen
Eigenschaften an der gebildeten Saurefunktion durch Ande-
rung der elektronischen Eigenschaften erfahrt. Ein solches
Molekdil ist bisher nicht bekannt, zumindest nicht mit der Sen-
sitivitat von Nitroaniliden. Beschrieben sind lediglich Furylac-
ryloylpeptide, deren Absorption bei 340 nm durch Hydrolyse
der einzigen Peptidbindung erniedrigt wird (Abbildung 4) [5].
Das Signal ist schwach, und es bleibt unklar, weshalb sich die
Absorptionsintensitat iberhaupt andert. Méglicherweise steht
die Carboxylfunktion tber ihr Enol mit dem konjugierten Pi-
System des Furylacyroylglycins in Wechselwirkung und zieht
dadurch Elektronendichte ab, was zur Verringerung der UV-
Absorption fihrt.

5 ¢ Die Aktivitat von P1’-Proteasen kann mit fluoreszierenden
Systemen kontinuierlich gemessen werden

Fir Enzyme, deren Substratmolekile wie bei P1'-Endoprotea-
sen in verschiedene Teile zerfallen, konnen auch Fluoreszenz-
sonden als Signalgeber verwendet werden. Gegentiber photo-
metrischen Messungen haben sie den Nachteil, dass aus der
Emissionsintensitat nur eingeschrankt der Umsatz ermittelt
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Abbildung 5.1 « Anregungs- (grau) und Emissionsspektren (violett] von (2-Aminoethyllaminonaphthyl-5-sulfonsdure (EDANS) und 4-(4'-N,N-Dimethylamino-

phenyl)azobenzoesdure (DABCYL) (Quelle: [6]).

werden kann, also der Zerfall des Ausgangsstoffs bzw. die Bil-
dung der Produkte. Deshalb wird die Reaktionsgeschwindigkeit
meist nurin einer Zu- oder Abnahme der relativen Fluoreszenz
je Zeiteinheit ausgedriickt. Dass dennoch in der Literatur die
Beschreibung neuer Enzymtests mit fluoreszierenden Sub-
straten weiter zunimmt, ist in erster Linie ihrer extrem hohen
Empfindlichkeit zuzuschreiben.

Die Enzymaktivitat von P1’-Endoproteasen lasst sich kontinu-
ierlich messen, wenn ein gegebenes Peptid entweder zwei Flu-
oreszenzfarbstoffe oder einen Fluoreszenz- und einen Lésch-
farbstoff tragt. Das Messsignal entsteht dadurch, dass einer
der beiden Farbstoffe, der Donorfarbstoff, durch Fluoreszenz-
resonanzenergietransfer (FRET) Anregungsenergie auf den
Akzeptorfarbstoff Gibertragt, der nachfolgend Photonen emit-
tiert (zweiter Fluoreszenzfarbstoff) oder die absorbierte Ener-
gie durch Rotation und Molekilschwingung dissipiert (Losch-
farbstoff]). Voraussetzung fur den Energielibertrag ist, dass
zum einen das Emissionsspektrum des Donors mit dem Ab-
sorptionsspektrum des Akzeptors tiberlappt und zum anderen
ein geeigneter Abstand zwischen den Farbstoffmolekilen be-
steht. Fir Proteasen wird eine Kombination aus Fluoreszenz-
und Loschfarbstoff bevorzugt, weil durch die enzymatische
Spaltung des Substratmolekiils ein positives Signal erzeugt
wird, also ein kontinuierliches Ansteigen der Fluoreszenzin-
tensitat. Am haufigstenistin der Literatur das FRET-Paar DAB-

CYL-EDANS beschrieben, weil das Absorptionsspektrum des
Azofarbstoffs DABCYL das Emissionsspektrum des Naphtha-
linderivats EDANS fast vollstandig tberdeckt (Abbildung 5.1).
Dadurch ist eine gute Energielibertragung gewahrleistet.
DABCYL-EDANS-Peptide wurden fiir verschiedene Endoprote-
asen synthetisiert, wobei in allen Fallen langere, also kosten-
intensive Peptide mit 6 - 12 Aminosduren gewahlt wurden [7 -
10]. Dies wurde zum einen mit der hohen Spezifitdt einer
Protease begriindet, zum anderen auch damit, dass die ste-
risch anspruchsvollen Farbstoffe die Bindung eines kleinen
Peptids an das Aktivzentrum verhindern. Der zweite Grund be-
wegte sogar Autoren, auf die Notwendigkeit von zusatzlichen
Abstandshaltern zwischen den Farbstoffen hinzuweisen [11].
Wir konnten mit Dispase und Thermolysin erstmals zeigen,
dass die Lange eines Dipeptids ausreicht, um die FRET-Farb-
stoffe auf eine ausreichende Distanz zu halten [1]. Die Kiirze
des Peptids erlaubt nicht nur die kostenglinstige Synthese im
Grammmafstab. Dadurch, dass das neue Substrat DABCYL-
Ser-Phe-EDANS nur eine Peptidbindung enthalt, ist der Angriff
einer Metalloprotease definiert (Abbildung 5.2].

Die Sequenz des Dipeptids Serinylphenylalanin (SF) stammt
von der TAMEP-Spaltstelle im Aktivierungspeptid von pro-
Transglutaminase, um die aktivierende Endoprotease weiter
zu untersuchen (vgl. Abschnitt 2). Da gereinigte TAMEP nicht
mehr zur Verfligung stand, wurde die Charakterisierung des
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Abbildung 6.2 ¢ Reaktionsgleichung fir ein Enzym, das einer Michaelis-Menten-Kinetik folgt.

Relative Fluoreszenz
200 ¢

Wellenldnge [nm]

Abbildung é.1a * Hydrolyse von DABCYL-Ser-Phe-EDANS durch verschiedene
Proteasen: Anstieg der Fluoreszenzintensitat durch Einwirkung von

Dispase (@], Thermolysin (@), Collagenase (@), Proteinase K (@) und
anderen Endoproteinasen (@ © @ @).

Peptids und die Etablierung der Messmethode mit verwandten
P1-Proteasen durchgefiihrt, namlich kauflicher Dispase und
Thermolysin. Dass TAMEP aller Wahrscheinlichkeit nach in
gleicher Weise das Dipeptid hydrolysiert, wurde mit Extrakten
von Streptomyces mobaraensis inzwischen gezeigt (unveréffent-
lichtes Ergebnis).

6 « DABCYL-SF-EDANS ist ein gutes Substrat der
P1’-Proteasen Dispase und Thermolysin

Die Hydrolyse des Dipeptids mit geloschter Fluoreszenz wurde
mit verschiedenen Endoproteasen untersucht. Wie erwartet,
hatten nur Dispase und Thermolysin die geeignete Spezifitat,
um das Dipeptid rasch umzusetzen (Abbildung 6.1a). Die Kataly-
se von Collagenase und Proteinase K blieb gering, wobei beide
Proteasen offensichtlich auch die Amidbindung zwischen Phe-
nylalanin und EDANS unspezifisch 6ffnen (Abbildung 6.1b).
Viele Enzyme wie die hier beschriebenen Proteasen gehorchen
einer einfachen Michaelis-Menten-Kinetik. Danach erfolgt der
Umsatz des Substrats S nur nach Ausbildung des Enzym-
Substrat-Komplexes ES, der wiederum in einem vorgelager-
ten Gleichgewicht aus dem freien Enzym E und ungebundenem
Substrat gebildet wird (Abbildung 6.2).

Eine Bedingung, die sich damit fiir die Etablierung eines Enzym-
aktivitatstests ergibt, ist die, dass das Enzym wahrend des
gesamten Messvorgangs substratgesattigt sein muss. Mathe-
matisch exakt bedeutet dies, dass eine vollstandige Sattigung
nur erreicht wird, wenn die Substratkonzentration gegen un-
endlich geht. In der Praxis wird jedoch eine Substratmenge als
ausreichend betrachtet, die 2 - 3 Gréf3enordnungen tber der
Enzymmenge liegt. Fir Enzym und Substrat wurden im Ak-
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Abbildung 6.1b ® Fragmentbildung angezeigt durch Diinnschichtchromatographie:
Spuren 1-3, Reinsubstanzen der angezeigten Verbindungen; Spuren 4 -8,
Reaktionsmischungen des Dipeptids mit Dispase, Thermolysin, Collagenase,
Proteinase K und Papain (entnommen aus [1]).

tivitatstest mit DABCYL-Ser-Phe-EDANS entsprechend Kon-
zentrationsverhaltnisse von 0.02 bis 0.001 gewahlt. Bei einem
Peptid mit geloschter Fluoreszenz kommt jedoch noch hinzu,
dass die Substratkonzentration nicht unbegrenzt gesteigert
werden kann. Der Anstieg der Fluoreszenz wahrend der enzy-
matischen Fragmentierung nimmt ab einer bestimmten Kon-
zentrationsschwelle nicht mehr linear zu, um schlief3lich ganz
zum Stillstand zu kommen, weil der mittlere Abstand zwischen
den Produkten in Losung so klein wird, dass intermolekulare
Fluoreszenzloschung eintritt. Bei DABCYL-Ser-Phe-EDANS
war dieser Schwellenwert bei etwa 40 puM erreicht (Abbil-
dung 6.3). Weiterhin lieferte die vollstandige Hydrolyse dieser
Substratmenge, gleiche Spaltbreite von 5 nm fiir Excitation
und Emission vorausgesetzt, stets einen konstanten Fluores-
zenzanstieg von etwa 150 relativen Fluoreszenzeinheiten rfu.
Der Wert wurde herangezogen, um Enzymeinheiten, maximale
Hydrolysegeschwindigkeit V__ und Umsatzzahl k_, berechnen
zu koénnen. Danach entspricht eine Enzymeinheit, definiert
als der Umsatz von 1 nmol Dipeptid pro min, einem Fluores-
zenzanstieg von 3.7 rfu.

7 * Der Aktivitatstest mit DABCYL-Ser-Phe-EDANS ist auch
ein wichtiges Hilfsmittel fiir die Charakterisierung eines
neuen Proteins von Streptomyces mobaraensis, das die Auto-
lyse von Dispase und Thermolysin induziert.

Der Aktivitatstest wurde mit Dispase weiter optimiert und
zur Bestimmung der kinetischen Parameter von Dispase und
Thermolysin herangezogen [1]. Wie Tabelle 7 zeigt, liegen fir
diese Proteasen die K - und k_-Werte ? des kleinen Dipeptids
in einer GréfBenordnung, die durchaus bei langeren Peptiden
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Abbildung 6.3 ¢ Relative Fluoreszenzintensitat nach vollstandiger Hydrolyse unterschiedlicher Mengen von DABCYL-Ser-Phe-EDANS. Einschubdiagramm:
Der Anstieg der Fluoreszenz ist im Bereich von 40 pM Substrat linear (entnommen aus [1])

gefunden werden. Die Miniaturisierung des Aktivitatstests in
ein Mikrotiterplattenformat fiir die Absenkung des Peptidver-
brauchs und die kontinuierliche Messung von Enzymaktivitat
steht noch aus.

Der neue Aktivitatstest wird gegenwartig in verschiedenen
Projekten eingesetzt. Zum einen arbeiten wir an einem ver-
besserten Verfahren zur Reinigung von TAMEP. Wie bereits er-
wahnt, konnen wir mit DABCYL-Ser-Phe-EDANS die Protease
in Kulturbrihen und Zellextrakten von Streptomyces mobaraensis
spezifisch nachweisen [17]. Zum anderen haben wir das neue
Protein DAIP entdeckt, das in einen Differenzierungsprozess
von Streptomyceten eingreift, aber auch das Wachstum von
Schimmelpilzen hemmt [18]. Interessanterweise induziert
DAIP die Autolyse von Dispase und Thermolysin, wobei noch
unklar ist, ob dies durch Entzug des essentiellen Zinkatoms
oder Auslésen einer Konformationsanderung erfolgt [17]. Wir
vermuten auflerdem, dass TAMEP wie Dispase und Thermoly-
sin von DAIP in einen Suizid getrieben wird. Wie dem auch sei,
das Dipeptid mit geldschter Fluoreszenz ist bei allen gegen-
wartigen Untersuchungen ein wichtiges Hilfsmittel.
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Protease Substrat Puffer K, (1M} k. minv | Kad®e | Lit,
(Dabcyl...EDANS) @ (mM-s1)
Dispase SVE 0,1M Tris pH7.5, 2mm CaCl, 91 (+9) 15,4 (+1,0) | 2,8 (+0,01)
Thermo[ysin S\I,E 0,1M Tris pH7.5, 2mM CaClz 104 [i 18] 25,8 [i 3,6] 4,1 [i 0.1]
0,1M Acetat pH4.7, 1M NaCl, 1mm DTT
HIV-1 PR ' ' ; ' ¢ ¢
X'SANYL PIVA 1mM EDTA, 1mg/mt BSA, 10% DMSO, 103 294 48 M
ADAM33 1 (. YRVAF L QKLAEL.JK | 20m HEPES ot70, 05 NaCl 3 72 36 7
Protease 0.2mg/mt BSA
SARS VNSTLQ, SGLRK(..JM 20mi Phosphat pH7.5, 404 1,08 0,045¢ | 12
Protease 0.1M NaCl, smm DTT, 1mm EDTA
SARS . .
KTSAVLQY, SGFRKME 20mM Bis-Tris pH7.0 17 114% 112 13
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10mm CaCl,, 0.1 NaCl
Ac-EE(...]JKPILFF{, .
; somM glycine pH3.5, 2% DMSO
CathepsinD RLGK(...JE-NH, mM gly p 5,7 2376% 7,000 15
. 50mM Tris pH7.6, 0.15M NaCl, 21 16
MMP-1 X'PAGYLELJAK-NH, | o caCI2, 1um ZnCL, 001% Brij35
MMP-2 619

X, ?2-Aminobuttersdure - fUmgerechnet aus publizierten Daten
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