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A: Einfihrung und Geochemie der Erde (D. Vance, J. Vorholt)

Vorlesung 1 - Einheit und Vielfalt des Lebens
Die Begriffe Symbiose, Mutualismus, Okologie definieren

Symbiose: Jegliche Interaktionen zwischen Organismen. Diese Interaktionen sind sehr wichtig fiir
das Leben. Beim Parasitismus handelt es sich um eine Art Symbiose, bei welcher nur ein Organismus
profitiert.

Mutualismus: Symbiose, bei welcher zwei Partner von Organismen einen Vorteil voneinander
haben.

Okologie: Untersucht die Natur von Interaktionen zwischen Organismen und ihrer biophysischen
Umgebung.

Beispiele fiir nutzbringende Symbiosen geben

Flechten
Cyanobakterien sind phototropher Bestandteil von Flechten.

Darm (Human Gastrointestinal (Gl) Tract)

Besteht aus ca. 10'* Mikroorganismen (so viel wie Menschliche Zellen), welche verantwortlich sind
fir die Verdauung von Essen und fiir die Produktion von Nahrstoffen. Ausserdem schiitzen sie den
Menschen vor Pathogenen (schadliche Mikroorganismen).

Wurzelbakterien

Stickstoff Fixierende Bakterien, welche Wurzelzellen von Hilsenfriichten kolonisieren
(Wurzelknollen). Nitrognenase ist Sauerstoff sensitiv aber Sauerstoff wird flir die ATP Herstellung
benotigt. Die Pflanze produziert Leghemoglobin, um die Konzentration von Sauerstoff aus den
Knollen zu entfernen.

Zwergtintenfisch
Gehen Symbiose mit biolumineszenten Bakterien ein. Der Fisch tragt die Bakterien v.a. auf der
Bauchseite -> Tarnung.
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Die Biomassezusammensetzung auf der Erde und in den wichtigsten Lebensrdaumen
grob beschreiben

archaea Biomasse auf der Erde liber Taxa
Pflanzen: ca. 80%
viruses Bakterien: ca. 13%

Archaeen, Pilze, Protisten, Tiere, Viren: ca. 7%

Total Biomasse auf der Erde: ca. 550 Gt

bacteria

|
protists  fungi animals

molluscs nematodes Gliederflsser nehmen etwa die Halfte der
' annelids  tierischen Biomasse an.

wild birds Menschen haben einen enormen Einfluss auf die
totale Biomasse und Biomassenverteilung auf die
fish Saugetiere.

arthropods
(Gliederfusser
wie Insekten,
Spinnnen, wild
Krabbens::) i mammals
cnidarians livestock humans
(Viehzucht/Nutztiere)
103 Bakterien dominieren in Bezug auf die Anzahl
@ Plants (trees) . . 30 .
1021 Gacleridl Individuen (10°° Bakterien) auf der Erde.
Fungi
gy 1_ . . . . .
G 10 protists oh Pflanzen dominieren in Bezug auf die totale
& 100 &ish | @Arthropods ' ?F Biomasse.
$ Livestock ‘Annelids
210714 ®  Molluscs ; ; ; ; ;
£ . Das Bild (links) vergleicht die beiden Zahlen oben
o Humans Cnidarians g
m -2
10744 Nematodes pro Art.
2 ®
1077 Wild birds
10741 . . . .
1010 1015 1020 10% 103°

Number of individuals

Seite 4 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

Biomassenverteilung in anderen Umgebungen

terrestrial Fir Pflanzen und Pilze kommt die meiste Biomasse in

marine terrestrischen Umgebungen vor.

Fur Tiere und Protisten kommt die meiste Biomasse in

marinen Umgebungen vor.

deep
subsurface

marine subseafloor
sediment, the oceanic
crust and the terrestrial
substratum deeper

than 8 m, excluding soil Wichtig: Biomasse allein gibt keine Aukunft tGber die
fixierung von CO;: Etwa gleich viel CO; wie in terrestrischen Systemen wird in marinen Systemen
fixiert.

Fir Bakterien und Archaeen kommt die meiste Biomasse im
Unterboden vor.

Exemplarisch veranschaulichen, warum Physik und Chemie fiir die Biologie wichtig
sind

Grundsatzlich: Biologie = Physik + Chemie + Evolution
Physik (Gesetze der Thermodynamik)
Regeln der Thermodynamik

. : . Work + Heat = constant
1. Konservation von Energie: Energie kann weder

erstellt noch zerstort werden in einem isolierten

System AG == TAS
2. Das Gleichgewicht der Entropie (= Mass der
Unordnung) eines Systems tendiert dazu, die Gibbs free energy Heat

Entropie zu maximieren

Transformationen streben immer den Zustand der grésseren Wahrscheinlichkeit an (exergonisch)
oder werden gezwungen in die andere Richtung abzulaufen, die der kleineren Wahrscheinlichkeit
(endergonisch). Das Leben versucht immer einen unwahrscheinlicheren Zustand anzustreben.

Die Thermodynamik ist niitzlich um Energiezustande eines biologischen Systems zu beschreiben.
Man kann damit quantitative Voraussagen tber den Energiefluss und die Anzahl individueller
Reaktionen, Zellen, Gesellschaften und dem Okosystem machen.

Chemie

Die wichtigsten Elemente der Biochemie sind: H, C, N, O, P, S. Auch andere Elemente kénnen fir
Organismen wichtig sein wie Kationen/Anionen, Spurenelemente...

Leben basiert vor allem auf Kohlenstoff. Es erlaubt, Cells —_ G, Opad H
lange, genligend stabile/flexible Ketten Molekdile zu S \N Nucleic
bilden, die fiir den Aufbau eines biologischen Systems S  Proteins ?S:\?: P
wichtig sind. 50% aller Biomasse ist Kohlenstoff. Sﬁg)
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Wichtige, das Leben charakterisierende Merkmale nennen und diskutieren kdnnen,
warum sie zentral sind

Was ist Leben? Definition von Erwin Schrodinger (1944):

- Leben funktioniert nur, wenn negative Entropie erzeugt werden kann
- Lebewesen miissen eine Art Code-Skript besitzen

N. Lane: Leben ist die Nutzung chemischer Energie, mit dem Ziel, eine Kopie von sich selbst zu
generieren. Dazu wird: Energiespeicherung, Informationsspeicherung und Replikation bendtigt.

Moderne Definition, Leben bendtigt:

- Metabolismus

- Abgrenzung (von der Umgebung mit einem anderen Enthalpielevel)
- Genetik und Vererbung

- Evolvierbarkeit

membrane

..+ See part Nenad Ban

'''''
-----

genome ... X

s

see part Kaspar Locher o~

""""""
......

see part Rudi Glockshuber --..........

nutrients

L7
.
.
»
.
.
*

o
id
ot
iy
.

metabolism

Sy
L3

" see parts Jorn Piel

o
o
.

see my part |l

waste

Informationsmakromolekutle sind Nukleinsduren und Replication
. Cona Information storage /
Proteine | > genes

Erlauben Zellulare Operationen wie Energiespeicherung und
Reproduktion

RNA Decoding
(RNA/ Ribosomes)

Der rechts abgebildete Vorgang ist stark Konserviert (d.h.
hat sich nicht verdndert) und es gibt kein Organismus,

S Translation

Catalysis (to build

welcher eine andere Informationsspeicherungsmethode _ macromolecules from
. L building blocks; energy
besitzt. transformation
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Beschreiben, warum "Legosteine" vorgeschlagen wurden, um die Einheit in der
Biologie zu veranschaulichen

Weil in der Biologie aus Standarts eine komplexe Vielfalt gebildet werden kann dhnlich wie aus
einzelnen Legosteinen, die zum Teil gleich zum Teil unterschiedlich sind z.B. ein Haus gebaut werden
kann.

Zellzahlen bei exponentiellem Wachstum berechnen und diese in Biomasse
umwandeln (Hinweis: dies wird in der Gruppenarbeit "Biologie in Zahlen" gelibt)

Bei einer Wachstumsfunktion ist die BestandsgroRe B(t) abhangig von der Zeit ¢. Sie ist von der Form
B(t)=A-t'mitA>0undd>0

oder gleichwertig B(t) = A - e mit A\ = In(b).

Wegen B(0) = Aist A der Anfangsbestand zur Zeitt = 0.

Vorlesung 2 - Geschichte des Lebens auf der Erde und Einfihrung in die Evolution
Wichtige Ereignisse in der Erdgeschichte und ihre Bedeutung beschreiben

Allgemein: Leben ist an die Erde angepasst, fiihrt aber zu dramatischen Anderungen in ihrer
Geochemie.

Percent of (Eon nicht W|Cht|g)

current

atmospheric
Eon Events oxygen
BYA L R e e
< <— Extinction of dinosaurs
Phanerozoic .
_______ B Cronsottstaninas Beginn von Multizellularem Leben: vor 1.75 Mia Jahren
ex:‘ogonam Lo
iy 1 Meiose: Neuer Mechanismus zur Reproduktion. Ein
Pl g 1 neuer Organismus entsteht aus zwei Zellen gleicher Art
— Evidence for multicellular
eukaryotes
ke N Eukaryoten: Entstanden vor 2.5 Mia Jahren
"""" 25 g‘sga(:\'o(r:‘%g:" 1 . . . .
zonschicht: vor ia Jahren Leben in terrestrischen
(o) hicht 2 Mia Jah Leb t trisch
R o -
Systemen moglich
— Origins of anoxygenic
3.5+ photosynthesis - Anoxic
_______ -Dtepmce otBucts | SemospRare Great Oxidation Event (GOE): vor 2.4 Mia Jahren
4.0 —Origins of cellular life - .
Hadean Ry begann oxygene Photosynthese: Langsamer Anstieg des
~— Formation o e
[ Sauerstoffgehalts in der Atmosphare
of Earth

Beginn des Lebens (LUCA): Vor 4 Mia Jahren Metabolismus, DNA, RNA, Replikation, Proteinsynthese
Leben gibt es seit 4 Mia. Jahren.
Die Erde ist 4.57 Mia. Jahre alt.

Durch den GOE entstand langsam viel O,, die aerobe Atmung wurde somit zu einem nitzlichen
Mittel flr Lebewesen, Energie zu gewinnen.

Seite 7 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

Archaea |Eukarya Bacteria Die heutigen Archaeen, Eukaryoten und Bakterien entwickelten sich
parallel und besitzen denselben Ursprung (vor ca. 4 Mia Jahren,
Prokaryoten) -> LUCA (Last universal common ancestor, Ursprung des
Zelluldren Lebens.

- — Bakterien und Archaeen sind prokaryotisch (= Prokarya).
Eukaryoten sind eukaryotisch
Basisbildungsblécke von allem Leben ist universell.

Bakterien und Archaeen haben eine hohe chemische Diversitat. Durch die Nutzung von Redox
Reaktionen hatten sie die Basis fir Energieumsetzung, Replikation und Biomassenherstellung.
Spater sind aus ihnen die Eukaryoten entstanden, welche vor allem eine grosse organismische
Diversitdt (viele unterschiedliche Strukturen mit unterschiedlichen Funktionen) hatten. Die
chemischen Stoffwechselvorgange besitzen meist nicht so grosse Unterschiede.

Evolution des Lebens entstand Stufenweise. Durch gewisse Ereignisse (z.B. GOE, Ozonschicht...)
wurde die Komplexitat von biologischen Systemen schnell stark erhéht.

Die wichtigsten Zellbestandteile von Escherichia coli kennen sowie ihre ungefdhre
relative Zusammensetzung

flagellum  lipopolysaccharide Vor allem WlChtlg
membrane Genomgrosse: 5 Mio BP (=
water protein lioman lipid
ion 2 & protein 5000 GenE)
o ey
P . ¥ e W A A7 . .
membrane LRt e 10° dexio7 X1 Mehr Proteine im
§ 2x10'° A .
membrane /e NGX  2xlo8 Zytoplasma als in der
3 4 6
2x10° /2x10 5x10' bp\ Membran

mRNA ribosome DNA o

ribosome mRNA DNA

Die Halfte des Zellentrockengewichts sind Proteine (=55%) gefolgt von RNA grosstenteils in
Ribosomen (=20%) und Lipiden (=9%).

Die Bedeutung der wissenschaftlichen Beitrage von Antoni van Leeuwenhoek, Robert
Koch, Martinus Beijerinck, Charles Darwin, Alfred Wallace, Konstantin Mereschkowsky,
Lynn Margulis nennen

Antoni van Leeuwenhoek

War vermutlich die Erste Person, die Bakterien gesehen hatte. Erfand das Erste Mikroskop -> Beginn
der Erforschung der Mikrobiologie
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Robert Koch

Bekam 1905 den Nobelpreis fiir die Entdeckung des Erregers von Tuberkulose. War der Meinung,
dass man Bakterien in Reinkultur ziichten muss, um sie zu Erforschen. Hat Standartmedien fiir die
Bakterienziichtung eingefiihrt, die bis heute noch benutzt werden.

Martinus Beijernick

Hat das Prinzip der Anreicherungskulturen eingefiihrt. Verschiedene Medienzusammensetzungen
kénnen benutzt werden, um verschiedene Bakterienkulturen aus der gleichen Umweltprobe zu
kultivieren.

Charles Darwin (1837)

Hat als erster damit begonnen, die Biologie als einen
kontinuierlichen Prozess anzusehen

Er hat folgende Prinzipien eingefiihrt

Vermehrung mit Modifikation

Gemeinsamer Ursprung

Graduell (allmahlich)

Es kann zu Multiplikation von Spezies kommen
Natlrliche Selektion

vk wnNeE

Alfred Wallace (1858)

Hat auch eine Evolution durch natirliche Selektion vorgeschlagen (wie Darwin).

Konstantin Mereschkowsky (1910) W[OWW

Zwei Organismen, die unterschiedlich sind flihren sich zusammen. War der Meinung, dass es schon
friih im Lebensbaum 2 Symbiosen gab und glaubte, dass Mitochondrien und die Ubertragung der
Photosynthese auf einen bakteriellen Ursprung zurtickzufihren sind.

Lynn Margulis

Hat sich dafiir eingesetzt, dass der Endosymbiontentheorie mehr Beachtung geschenkt wird und hat
dies auch erreicht.
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Allgemeine Mechanismen benennen, die zur Evolution fihren, und ihre Relevanz zu
diskutieren

Mutation und Horizontaler Gentransfer / Rekombination (Meiose) fihrt zu genetischer Variation.

Natirliche Selektion (kann Innovationen erhalten aber nicht erstellen) und Gendrift (zufalliger
Verlust von Sequenzen) fihrt zu der Sortierung von Genetischer Variation.

Beispiele geben, wie mogliche evolutiondare Szenarien hergeleitet werden

Von oben nach unten

Nach dem Satz «Die Gegenwart ist der Schlissel in die Vergangenheit». Z.B. Darvins Finken: Er hat
verschiedenen Finkenarten auf ihre Eigenschaften (Schnabel, Nahrung...) untersucht und geprift,
welche Eigenschaften konserviert wurden und welche sich verandert haben. So lassen sich
Rickschlisse und Vermutungen auf dessen Evolution machen (welche Art von welcher Abstammt,
welchen Ursprung hat eine Art...).

Experimentelle Evolution

Ein Bestimmter Startpunkt wird definiert und nach einer gewissen Zeit wird die Selektion gepriift.
Bei dieser Art Experiment kann man genau prifen, wann welche Mutation aufgetreten ist (da z.B.
die Umgebung und Eigenschaften der Spezies am Startpunkt genau bekannt ist)

Beim Experiment links handelt es sich um eine Agarplatte, welche
unten mit Bakterien (weiss) versetzt wurde (ohne Antibiotika).
Stufenweise wurde die Antibiotikakonzentration auf dem Agar von
unten (keine Antibiotika) nach oben erhoht.

Bakterien konnen erst in die nachste Stufe einwachsen, wenn sie eine
Resistenz gegen Antibiotika aufgebaut haben. Bei jeder Stufe gibt es
somit eine starke Selektion.

Am Ende kann man priifen, wie sich die Bakterien weiterentwickelt haben und wie sie Selektioniert
wurden. Diese Erkenntnisse konnen dann helfen die Evolution besser zu verstehen.

Monophylie und Polyphylie definieren und diese in phylogenetischen Baumen
erkennen

Monophyletic
group (clade) Paraphyletic group Polyphyletic group

! | |
‘A B8C DE F GH A BC DE F G H A BC DE F G H
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Monophyletische Gruppe bedeutet eine Gruppe mit demselben Ursprung. Eine Paraphyletische
Gruppe besitzt ebenfalls einen gemeinsamen Ursprung aber nicht alle Nachkommen sind dieser

A BC DE

F

G H
— Species

—— genus
— family

— order

Gruppe auch zugeordnet. Polyphyletische Gruppen
schliessen den Vorganger aus und kénnen auch
gewisse Nachkommen dieses Vorgangers
ausschliessen. Obige Diagramme werden als
Cladogramme bezeichnet und sind von der Zeit
abhéangig. Ausserdem kann der phylogenetischen
Sequenz eine Hirarchie nach gewissen Regeln
zugeordnet werden (Spezies, Art, Familie,
Ordnung...).

Die Bedeutung molekularer Methoden zur Ableitung phylogenetischer Beziehungen
nennen und wichtige Kriterien fir die Auswahl molekularer Marker kennen

Ribosomale RNA gibt es in allen Zellen und machte die Erstellung eines ersten Molokularen
Lebensbaum moglich. Carl Woese erkannte, dass rRNA Sequenzen benutzt werden kénnen, um
Evolutionare Beziehungen zu erforschen. Dabei wurde (1990) herausgefunden dass es nebst
Bakterien und Eukaryoten eine neue Gruppe gibt: Archaeen.

Wieso rRNA?

- Universell

- Funktionalitat konstant (RNA -> AS)
- Stark konserviert
- Geeignete Lange, um Aufschliisse liber Evolutiondre Beziehungen zu geben

Einen vereinfachten Woese-Lebensbaum zeichnen, der die Entwicklung seit dem
letzten gemeinsamen Vorfahren (LUCA) und die Beziehungen zwischen den
Lebensbereichen zeigt

Eucarya

Bacteria

=

Archaea

Wichtig: Nur weil zwei Spezies direkt nebeneinader
Stehen (nicht durch einen Strich verbunden) oder
kirzere Linien besitzen bedeutet das nicht, dass sie
nah miteinander Verwant sein missen.

Dicke Linien zeigen Organismen an, welche héhere
Temperaturen bendtigen zum Wachsen.
Thermophile Organismen befinden sich auch Naher
am Ursprung -> Macht auch Sinn, da die Ersten
Organismen vermutlich an heissen Quellen
entstanden sind.
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BACTERIA ARCHAEA EUKARYA
~<_~ Macroorganisms
) / Multicellular organisms

Chlorofiexi Euryarchaeota

Methanosarcina ¥
Methano- Extreme Plants,”
Crenarchaeota p,acteriym halophiles 7
Proteobacteria Thermoproteus
(cmomp'am Pyrodictium Thermoplasma
N
Cyanobacteria Thermococcus Flageliates

Chlorobi Methanopyrus

Thermotoga

Thermodesulfobacterium <«—___ Note, the color Microsporidia
= b coding is misleading;
Aquifex «_/—Root (LUCA)  from all what we Diplomonads

know, Eukarya

emerged only later

and from within g
Archaea!

Moderner Woese Lebensbaum

Rote Punkte: Nicht kultivierbare Bakterien /
Archaeen. Somit sind wir zurzeit Lediglich in der
Lage, einen kleinen Teil der Prokaryoten zu

L. S faation kultivieren. Von den anderen (auch Micobial Dark
J Matter genannt) wissen wir zum Teil sehr wenig.

Staphylococcus

Bacteria Lactobacillus
\\ Cyanobacteria

Chlamydia |

/
7 Ne vy
Helicobacter /
A
/ ‘
I\
|

E. coli
Salmonella

_ Peregrinibacteria

Eukaryotes

Zusatzlich: Informationen zu Endosymbiontentheorie

Zuerst wurde aus einer Kombination aus einem Archaeon und Bakterium eine Eukaryotische Zelle
(LECA = last eucaryotic common ancestor).

In einem 1. Schritt wurde eine Bakterienzelle in eine Eukaryotische Zelle aufgenommen -> Tierzelle
mit Mitochondrium

In einem 2. Schritt wurde in diese Tierzelle zusatzlich ein Cyanobakterium aufgenommen ->
Pflanzliche Zelle mit Mitochondrium und Chloroplast

Die Eukaryotische Zelle heute hat sowohl Gene von Bakterien und Archaeen:

- Replikation, Transkription und Translation ist dhnlich wie die der Archaeen
- Metabolismus ist &hnlich wie der Metabolismus der Bakterien

Wenn man heute den genetischen Code von verschiedenen Eukaryoten mit denen von
verschiedenen Archaeen und Bakterien vergleicht, so stellt man immer wieder Gemeinsamkeiten
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fest -> Indiz dafiir, dass obige Theorie zu stimmen scheint. Dabei kann der eindeutige Vorfahre aber
nicht genau bestimmt werden, da diese Fusion vor sehr langer Zeit passierte und es in der
Zwischenzeit viel horizontalen Gentransfer gab.

Ausserdem fand auch oft horizontaler Austausch von DNA
statt. Ergebnis: Die Modernen Bakterien / Archaeen sind
Archaea nterschiedlich von ihren Vorfahren.

Bacteria

Diese Punkte machen einen Riickschluss auf die Evolution
sehr schwierig.

Den Unterschied des Lebensbaums von Woese zu den friheren
Klassifikationssystemen zum Beispiel von Carl Linneus beschreiben

Linneus war der Meinung, es gibt nur zwei Reiche: Pflanzen und Tiere

Hackel war der Meinung, es gibt drei Reiche: Protisten (ein- bis wenigzellige, eigendlich nicht
Verwandte Eukaryoten wie z.B. einige Algen, einige Pilze...), Pflanzen und Tiere

Woese war 1977 der Meinung, es gibt sechs Reiche: Eubakterien, Archeabakterien, Protisten, Pilze,
Pflanzen, Tiere. 1990 war er der Meinung, es gibt drei Reiche: Eukaryoten, Prokaryoten, Archaeen
(auch heute noch giiltig).

Vorlesung 3 - Ursprung des Lebens
Das Experiment mit dem Schwanenhalskolben von Louis Pasteur beschreiben und
andere wichtige wissenschaftliche Beitrdage nennen, die er geleistet hat

Steam forced \ Dust and microorganisms
out open end from air trapped in bend Open end
e

u Liquid

&
S

cooled S
slowly Long time
1 > > > >
- - ’ _
(@) Nonsterile liquid Neck of flask drawn (b) In a few days, flask Liquid remains
poured into flask out in flame u neck is contaminated sterile indefinitely
Liquid sterilized Flask gently tipped
by extensive heating
Short time
——

(. w
oS =

(c) Microbe-laden dust mixes with sterile liquid Liquid putrefies

(1864): In einem Schwanenhalskolben wurde kontaminiertes Ndhrmedium eingefillt und der
Komplette kolben samt Medium und Schwanenhals wurde Sterilisiert. Wenn der Kolben stehen
gelassen wurde (kein kontakt mit Mikroorganismen, da diese im Schwanenhals gefangen sind)
verfarbte sich das Nahrmedium auch nicht. Wenn er leicht gekippt wurde (Kontakt mit
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Mikroorganismen im Schwanenhals) dann verfarbte es sich. Dies war die Entstehung der
Sterilisation. Ausserdem hat er:

Sterilisationsmethoden entwickelt, um Lebensmittel langer haltbar zu machen
(Pasteurisation)

Fand heraus, dass lebende Organismen zwischen Optischen Isomeren unterscheiden kdnnen
Fand heraus, dass die Alkoholische Fermentation nicht nur ein chemischer sondern auch ein
biologischer Prozess ist

Entdeckte Impfstoffe gegen Anthrax, Cholera und Tollwut

Die Voraussetzungen fir die Entstehung von Leben beschreiben

Haupt Herausforderungen fiir die Entstehung von Leben:

nutrients

Physikalische Aufteilung (Barrieren zw. Umgebungen mit anderen Entropie Graden)
Eine Energiequelle (Erreichen eines thermodynamischen Gleichgewichts verhindern)
Polymerisation von monomeren Einheiten (z.B. fiir DNA, Proteine...)

Katalysatoren

Akkumulation von organischen Molekiilen (dass Metabolische Netzwerke entstehen
kénnen)

Entsorgung von Abfallprodukten um das erreichen eines thermodynamischen
Gleichgewichts zu verhindern

membrane

e Baustoff und Energie wird bendétigt: Zuerst Metabolismus
e Ohne Aufteilung keine Genetik oder Metabolismus: Zuerst
Membranen

e Ohne Katalysatoren kein Metabolismus: Zuerst Proteine

e Darwin’sche Evolution braucht Informationsmolekdile:
Zuerst DNA / RNA

genome

catalysts

metabolism

-> Es muss also alles gleichzeitig entstanden sein es handelt sich
also um kein einfaches Problem -> es gibt keine primitiven
Zellen/Organismen!

waste
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Die wichtigsten Ansatze fir Bottom-up- und Top-down-Betrachtungen lber den
Ursprung des Lebens nennen

"biology down" Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten, den Ursprung des Lebens
anzugehen: Top down oder bottom up.

=
Archaea Bacteria Top down: Biologie heute anschauen

Die heutigen Organismen erforschen und z.B. deren Gemeinsamkeiten,
Unterschiede, genetische Informationen, Art des Metabolismus...
vergleichen um zurilickzurechnen, was am Anfang gewesen sein kdnnte

Top down
LUCA Bottom up: Geochemie friiher anschauen
Uberlegen, wie die Bedingungen vor dem Leben war und was fiir
Bottom up Voraussetzungen Leben bendtigt.

Darwin: Hatte die Theorie, es kdnnte ein «warmen kleinen Teich»
gegeben haben mit Ammoniak, Phosphorsalzen, licht, warme, Elektrizitat

"geochemistry up” Usw

Alexander Oparin und John BS Haldane: Machten ein Experiment: Wenn UV Licht auf eine Mischung
aus Wasser, CO, und Ammoniak trifft, so entsteht eine breite Varietat von organischen Substanzen,
inklusive Zucker und einige Materialien, die fiir Proteine benétigt werden. Theorie: Diese kdnnten
auch vor der Entstehung des Lebens entstanden sein, sich angesammelt haben und aus dieser
heissen, verdiinnten Suppe kdnnte dann Leben entstanden sein.

Theorien iber den Ursprung des Lebens (prabiotische Suppe, RNA-Welt, Pyrit,
Serpentinisierung) diskutieren und ihre Kernpunkte zu vergleichen

Prebiotische Suppe Theorie (Siehe LZ oben)

Miller-Urey experiment Experiment von Stanely Miller und Harold Urey (1953): Eine Mischung
— aus Wasser, Methan, Ammoniak und Wasserstoff wurde (unter sterilen
\ /—" Bedingungen) mit Elektrischen Funken versetzt. Danach wurde gepriift,

ob organische Molekiile entstehen.

- ‘ ___ DasErgebnis: Es wurden kleine organische Molekile nachgewiesen (wie
z.B. Formaldehyd). Somit wurde bewiesen, dass sich organische

A7 2T Molekile aus anorganischen Vorlaufern gebildet haben kénnten.

o \\:) o Bestatigte die Hypothese von Oparin und Haldane.

Probleme des Miller-Urey Experiments:

- Thermodynamisch Plausibles Szenario fiir die Entstehung von Leben fehlt noch immer

- Heute wissen wir, dass die Uratmosphare vermutlich aus unproduktiven Molekiilen wie
CO,, N2 und H,0 bestand und nur wenig H,

- Chiralitat, wenn in der Chemie neue Produkte entstehen sind sie Grundsatzlich nicht chiral.
Die Biologie bendtigt aber chirale Molekiile

Seite 15 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

RNA Welt Theorie (Leben kdnnte am Anfang auf RNA basiert sein)

- RNA ist Teil von wichtigen Molekiilen (ATP, NADH, Coenzym A...)

- RNA kann kleine Molekiile bilden (ATP und andere Nukleotide, Aminosauren...)

- RNA hat Katalytische Aktivitat: konnte seine eigene Synthese katalysiert haben

- Die friihesten Viren haben sich durch RNA Genom &hnliche Zelldhnliche Strukturen gebildet

Proteine kdnnten dann spater die RNA Katalyse ersetzt haben, DNA kdnnte spater als Datenspeicher
verwendet worden sein, da es stabiler ist.

Pyrite (Leben ist durch Eisen-Sulfur Verbindungen entstanden)

Gunther Wachtershduser (1990) Nach der Entdeckung von Black Smokers -> Theorie, dass diese der
Ursprung von Leben gewesen sein konnten. Er war der Meinung, dass zuerst Metabolismus
entstanden sein musste, dieser Metabolismus sah so aus, dass an diesen Smokern chemische
Reaktionen stattfanden, die Energie erzeugten, welche von anderen Prozessen benutzt werden
konnte. Im Gegensatz zur Ursuppentheorie hatte er vorgeschlagen, dass die Entstehung des Lebens
an Oberflachen geschah. Grundsatzlich benétigte Leben eine Reaktion von CO mit FeS. Diese Edukte
kommen beide an Black Smokern vor. Die Reaktion passiert spontan und kann etwas Energie
freisetzen, welche grundsatzlich genutzt werden kann, um organische Synthese zu betreiben.
Ausserdem kommen in der Biologie viele positiv geladene Teilchen (z.B. ATP) vor, die sich an dieser
negativen Oberflache (Smoker) anhaften kénnen.

Eisensulfid Blasen und Serpentinisierung (= Olivin + H,0O -> Serpentin + Magnetit + H,)

Michael J Russell (1994) war der Meinung, dass Leben in Blasen von Eisensulfid begonnen hat. Denn
man hat Steine mit Blasen gefunden. Diese enthalten alkalische und hoch reduzierte hydrothermale
Losungen. Energie wurde so durch einen Protongradient zur Verfligung gestellt. Die RNA Welt ist
vermutlich erst spater entstanden, so vermutete er. Die Entdeckung der White Smoker (die er mit
dieser Theorie vorausgesagt hat) ist ein Indiz dafiir, dass eine Theorie stimmen kénnte. White
Smoker enthalten alkalische Blasen gefiillt mit Sulfid Losung und hoch reduziertem Hs.

Erkldren, warum die Methanogenese ein alter oder sogar erster Stoffwechsel von
lebenden Organismen gewesen sein konnte

Overall thermodynamics
H, + CO, -> CH;COO- (acetate) + Energy

Oben: Die Methanogenese, bei welcher aus Wasserstoff und CO; Energie erzeugt wird. Es gibt auch
heute Organismen, die diese Reaktion durchfiihren. Die untere Reaktion wird Acetogenese genannt.
Beide Reaktionen sind exergon und finden somit freiwillig statt.

Somit kdnnen durch die Reaktion von H, und CO; kénnen (linear) immer kompliziertere organische
Molekiile aufbauen (zuerst Methan, dann Acetat dann Pyruvat...). Diese organischen Molekiile sind
auch heute noch wichtige Intermediate im Metabolismus von Organismen.
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Es kénnte natirliche Katalysatoren gegeben haben (z,B FeS- und NiS-Cluster), welche in der Geologie
als Mineralien vorkommen. Auch in Katalysatoren der Biologie befinden sich zum Teil Metalle an den
aktiven stellen. Durch diese Katalysatoren kénnen sich dann aus H; und CO, CoA bilden.

Die Hypothese: Leben konnte an hydrothermalen Systemen am Boden des Ozeans begonnen haben.

- Standiges Ungleichgewicht (Gradient)

- Standige Versorgung mit Energie (H>)

- Geochemie kann die Produktion von Molekiilen, welche fiir das Leben wichtig sind
unterstitzen

- Mineralstrukturen konnten Barrieren bilden, um Molekile zu konzentrieren

Zusatzlich wie sah LUCA aus von «biology down»?

LUCA musste eine Zelluldre Organisation gewesen sein, die mindestens 500 Gene und einen
genetischen Code mit 64 Triplets besitzen musste.

Laut einer Studie, die heutige Organismen verglich (und versuchte, konservierte Systeme zu
erkennen) musste LUCA:

- Anaerob sein

- H2 abhangig sein

- CO2 Fixierung betreiben

- N2 Fixierung betreiben

- Thermophil sein

- Musste voller FeS und Ubergangsmetall Cluster sein
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B: Bausteine Des Lebens (J.Piel)

Vorlesung 1
Wichtige chemische Elemente der Zelle und die Elemente, die zum Aufbau von
Biomolekiilen verwendet werden kennen

nm o LTS
'm Biomolecule . Trace metals g 6 Elemente (H, C, N, O, P und S [sehr
S construction N SR (R SHD SR selten Se]) formen fast alle
? EB Essential cations n B Biomolekiile

Spurenelemente geben Enzymen
spezielle Funktionen

and anions in salts :
@ms 14 4B 568 678 7 ||||||zlugg

QEEEBEBEQ@BEB
'EE@@@@@E@@@@E@E@@

RS s  iio
.ﬂ@iﬁf

www.presentationgo.com

Wissen, nach welchen Regeln man Atome zu Molekiilen Uber Einfach-, Doppel- und
Dreifachbindungen verknipft und kennen das Konzept der freien Elektronenpaare

Es gibt 2 Arten von Bindungen: lonenbindungen und kovalente Bindungen
Kovalente Bindungen Beispiele:
H,, CH4, NH3 (mit einem freien Elektronenpaar), H,0

Auch Doppel und Dreifachbindungen (sehr selten in Biomolekiilen) méglich.

Die raumliche Struktur und Ladungsverteilungen von Molekiilen voraussagen kdnnen
Tetraedrische Form:
CH4: H Atome moglichst weit voneinander weg bei 109.5° Winkel

NHs: H Atome moglichst weit voneinander weg bei 107.0° Winkel

Chirale Kohlenstoffatome identifizieren kénnen

Grundsatzlich: Wenn ein C 4 Verschiedene Gruppen besitzt handelt es sich um ein chirales Molekdil.

Die Bindungen und Krafte, die zwischen Atomen und Molekilen existieren kennen

Zwischen Atomen: Kovalente oder ionische Bindungen. Bei Kovalenten Bindungen: grosse Differenz
in Elektronegativitat fiihrt zu Dipolmoment und kann je nach Art der Geometrie des Molekiils zu
einem Dipol Molekiil fiihren.
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Zwischen Molekulen:

- Dipol-Dipol Kréfte und Wasserstoffbriicken (Bei partiell geladenen / Dipol Molekiilen)
=>» Aufgrund von Wasserstoffbriicken ist Wasser bei RT flussig.

- Van-der-Waals Krafte (Leichte, Temporare Ladungsverschiebungen in Elektronenwolken,
durch welche sich partiell positive und negative Enden in den Molekilen ergeben)

Vorlesung 2
Die wichtigen funktionellen Gruppen in Biomolekilen kennen

Grundsatzlich: Funktionelle Gruppen sind alles, was nicht das Kohlenstoffskelett eines Molekiils ist.

Die Heteroatome (z.B. O, N, P, S [nicht C und H]) in funktionellen Gruppen fligen Dipole und freie
Elektronenpaare fiir chemische Reaktionen an das Molekiil.

Fiir die Wichtigen Funktionellen Gruppen: Siehe «Important molecules and chemical structures».

Abschatzen konnen, wie funktionelle Gruppen Eigenschaften von Molekiilen wie
Loslichkeit und Reaktivitat beeinflussen.

Loslichkeit

- Anteil an Funktionellen Gruppen gross: Dipolanteil gross: Gut |6slich in Wasser
- Anteil Kohlenstoff Skelett gross: Dipolanteil klein: Schlecht 16slich in Wasser

Reaktivitat

- Grundsatzlich muss man sich tberlegen, wo die Stelle ist, an welchem ein bestimmtes Atom
an einem Molekil angreifen wird. Auf dies kommt man, wenn man sich iberlegt, wie die
Ladungen im Atom verteilt sind (links). Das aufgrund der Elektronegativitdten partiell negativ
Geladene, rote Sauerstoff wird mit dem aufgrund der Elektronegativitaten partiell positiv
geladenem Kohlenstoff reagieren.

5-

. ° 0 ¢
ey T HaC—OH _Co

H,C H

o+
Hﬁ—q&

H

o+

- Die meisten chemischen Reaktionen und Eigenschaften von (Bio-)Molekiilen basieren auf
Elektronenverteilungen in Funktionellen Gruppen
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Die wichtigsten Klassen von kleinen Biomolekiilen kennen und ihren chemischen
Aufbau beschreiben kéonnen

Kleine Molekiile -> Makromolekiile

Lipide

Carbohydrate (versch. Zucker) -> Polysaccharide (Starke, Zellulose...)
Nukleoside, Nukleotide -> Nukleinsduren (DNA, RNA)
Aminosauren -> Proteine

Fettsduren sind lange Kohlenstoff Wasserstoff Ketten, welche an einem Ende eine Carbonsaure
enthalten. Diese Ketten konnen Einfach- und Doppelbindungen (ungesattigte Fettsduren) oder nur
Einfachbindungen (gesattigte Fettsduren) enthalten. Lipide sind amphipathisch (= amphiphil), haben
also einen hydrophilen und einen hydrophoben Teil. Sie formen in Wasser Micellen. Aus 3
Fettsduren an einem Glycerin entsteht ein Lipid.

Kohlenhydrate sind Zucker (z.B. Glukose) welche aneinandergebunden sein kénnen. Wichtig bei
Glukose: Es gibt in Wasser 2 verschiedene Formen: Zyklisch (Hemiacetal) und Offenkettig (Aldehyd).

'cHo Aldehyde H_ O

6
CH,OH Hemiacetal 21 \C// 1)
5 0 OH | H—C—OH |
3 —C—
4+ /OH 1 n water HO—?—H H—C—OH
2 Ze— HO—C—H
HO 3 Why? H 5C OH :
OH H—(IJ—OH H—CII—OH
6
Cyclic (hemiacetal) form CH,OH H—C—O0OH
Open-chain (aldehyde) form éHon

Das rote Sauerstoffatom (partiell negativ) wird eine Bindung mit dem partiell positiv geladenem C
Atom ganz oben eingehen (siehe vorherige Vorlesung). Der Grund wieso genau dieses
Sauerstoffatom ist, dass ein Sechsring (ein Ring bestehend aus 6 Atomen) extrem stabil ist.

Viele Kohlenhydrate besitzen OH Gruppen (Hydroxyd) an den meisten C Atomen und besitzen eine
Molekulare Summenformel der Form: C,(H,0)x

Aminosduren konnen verbunden werden und Peptide oder Proteine bilden. Es gibt insgesamt 20
Aminosauren, allerdings reicht das nicht ganz, dass alle Reaktionen, die in Zellen ablaufen katalysiert
werden kdénnen. Einige Reaktionen missen durch Koenzyme (z.B. Eisen-Schwefel Cluster) katalysiert
werden. Diese Erweiterungen werden an ein Protein (z.B. durch Schwefel — Cys Verbindungen)
gebunden.
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Chirale Kohlenstoffatome in Biomolektlen identifizieren kénnen

Wenn das C 4 verschiedene Gruppen besitzt, so ist es chiral.

Sugars can exhibit high chiral complexity ©

D-Glyceraldehyde D-Erythrose D-Ribose 2-Desoxy-D-ribose D-Glucose
CHO CHO CHO CHO CHO

H-—C|3<OH H-é-OH H—CI3<OH H—(I:—H H—(|3<OH
CH,OH H—C|:<OH H—(|)<OH H-é-OH H0—(|)<H

C|)H20H H—é—OH H—(ll—OH H—CII<OH

CH,OH (|3H20H H—C|:<OH

Component of RNA  Component of DNA CH,OH

Fast alle natiirlichen Kohlenhydrate sind D-Kohlenhydrate das bedeutet: Befindet sich die

Aldehydgruppe oben (da am hochsten Oxidiert) so befindet sich die OH Gruppe am untersten C
rechts.

Wissen, wie kleine Molekilbausteine zu zelluldaren Makromolekilen kombiniert
werden

Peptide und Proteine aus Aminosdure Bausteinen

| | TR0
H2N—Q—C@T—Q—COOH — HZN—C_)—C—III—C_:—COOH Dipeptide
R' H R2 R’ H R2
Formal removal H O H O H
of H,0 11l | Il H | . .
E— H2N—(.3—C—lil—(_:—C—N—(_:—COOH Tripeptide,
R H F.Qz R3 etc.

Peptide besitzen 2 bis 100 Aminosauren, Proteine bestehen aus mind. 100 Aminosauren (bis
mehrere 10'000...)

Nucleotide werden wie rechts gezeigt aneinandergehangt und Nuceoties (Bt e ctre)
formen so DNA Strange. . o
o0 e
w 90 ™
000 [
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C: Makromolekiile: Proteine, Membranen und Transport (K. Locher)

Proteine |: Primarstruktur und Sekundarstruktur |
Ubersicht

e Proteine sind lineare Polymere ("Polypeptide"), die aus L-a-Aminosauren (AA) aufgebaut
sind.

e Die Eigenschaften des Riickgrats eines Proteins sowie die Interaktionen der AA Seitenketten
ermoglichen und beeinflussen dessen Faltung.

e Die 3D Struktur eines Proteins enthalt Sekundarstrukturmotive und Doméanen.

e Proteine haben titrierbare Seitenketten und interagieren mit Wasser, Salzen und anderen
gelosten Stoffen.

e Die 3D Struktur sowie Funktion / Mechanismus eines Proteins sind konserviert, nicht die
Sequenz.

e Form und Funktion eines Proteins hdangen eng zusammen.

e Membranproteine haben hydrophobe Oberflachen, die mit Lipiden wechselwirken.

e Quartarstrukturen ermoglichen unter anderem die Kombination verschiedener Funktionen
und Aktivitaten.

e Die Faltung eines Proteins ist ein kooperativer Prozess, bei dem die aktive Struktur der
Konformation mit der Energie entspricht.

e Proteine sind dynamisch, besonders an der Oberflache

e Viele Protein sind chemisch modifiziert (PTMs).

Wie untersucht man Proteine?
Struktur

e Proteine sind zu klein um mit sichtbarem Licht visualisiert werden zu kénnen, deshalb
werden generell indirekte Methoden angewandt.

e Proteine kdnnen gereinigt werden oder im biologischen Kontext untersucht werden.

e Jereiner das Protein, desto hoher die Auflésung.

Funktion

e Auch die Funktion von Proteinen kann im Kontext der Zelle (in vivo) oder im Reagenzglas (in
vitro) untersucht werden. Reaktionsmechanismen kénnen auch mit dem Computer simuliert
werden (in silico).

e Wenn ein gereinigtes Protein im Labor untersucht wird, braucht es einen "Assay"
(experimenteller Ansatz)
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Proteinstrukturen
Primarstruktur:

e Einzelne Atome und ihre Verbindungen
Sekundarstruktur:

e Alpha Helices
e Beta Faltblatter

Tertiarstruktur:
e Fertig gefaltete Form eines ganzen Proteins vom Anfang bis zum Schluss
Quartarstruktur:

e Wenn mehrere Proteine sich zusammenlagern und dadurch weitere Funktionen enthalten

pH abhédngige Ladung der Seitenketten

Henderson-Hasselbalch Gleichung: pH = pK, + log ([[;41_;1)

Typical pKA weil: Gilt sobald keine dussere Beinflussung. Zb Protein Faltet und in unmittelbarer
einer Gruppe Nachbarschaft kommt eine andere Gruppe, die ebenfalls aktiv ist -> pKa Werte
verschieben sich

Wieso gibt es in der Biologie nur 20 Aminosduren?
Zwei Uberlegungen:

e Chemie: Anstelle von Serine Homoserine (Eine Methylengruppe mehr als Serine) -> Fiihrt zu
einer Aminosauren internen zyklischen Bindung und somit zu einer Destabilisierung der
Peptidkette. Dies ist bei Serine nicht moglich (zu wenige C)

e Evolution: Die 20 Aminosauren sind selektioniert worden wahrend sich die metabolischen
Stoffwechselwege entwickelt haben. Somit miissen Aminosauren dhnlich sein, wie die
anderen Metaboliten. Ausserdem kdnnen es nicht viel mehr Aminosauren sein, da lediglich
64 Codons (siehe DNA Teil) verfligbar sind.
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Peptide aus L-Aminosauren

Ro H Aus Kondensation

HN oo’ o )\ o entsteht eine neue
Y + HaN coo

trans-Peptidbindung.

H Ry
Backbone: Alles ausser
Kond ti .
Ho (ondensaton R1 und R2 (nicht
variabel, vorgegeben)
Riickgrat (backbone, main chain) 0 R,
H®N H /é\ ®cC,
3 N C]
"\ Neu gebildete \9/ o — Cearboxy

trans-Peptidbinding

Dl

Rn  Seitenketten, AA-Reste
(side chains, AA residues)
Ein Protein Zeichnen, Tetrapeptid mit dem Code C-F-P-N:
‘ﬂ:'l//./ 7. //W”/ze"// //1//?/2//'//2/?)
Hs ey y 2. Start aundd  Euolborminns

4.  Awinoseuren

5. Wagersfoffatame

Eigenschaften der Peptidbindung

Die Realitat liegt eher auf der unteren Grenzstruktur.

0 e
M., P phd bunel, : ; i
\/Cu\/;v/‘;/ g sebllekt). Folge: Im Gegensatz zu einer Esterbindung lassen sich
o i Delolulinhin v~ Peptidbindungen nicht drehen.
A, H
" brenzstenlbur e Peptidbindungen sind entweder trans- oder cis-.
- v
15/°
® Cu '“nﬂ
C I
) H

n

Trans / Cis Peptidbindungen

Trans

Figure 220

Figure 2.21

Trans Peptidbindungen kommen viel haufiger vor, weil sie Energetisch giinstiger sind (Gauche WW).
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Einzige Ausnahme: Proline (rechts). Bei dieser sind beide Konfigurationen relativ ungiinstig (Gauche
WW bei beiden Konfigurationen). Folge: Trans-Konfiguration kommt nur noch etwas haufiger vor als
cis-Konfiguration.

Konsequenzen von obigen Uberlegungen

Polypeptide sind wie «Plattchen» und lassen sich nicht drehen wie man will -> Faltung der
Polypeptidkette ist sehr limitiert.

Torsionswinkel Phi (¢) und Psi ({) und Ramachandrandiagramm

Phi (¢) : Rotation um N - C,
Psi (y) : Rotation um C,— Ccarboxy

\/\// \"\/\c/

' I
H H 0

Optimal:

[} d) = -80°
e =+100°

Ramachandrandiagramm

+180 -

120

60

|

—— 4 |
-180 -120 -60 O 60 120 +180 (¢ =90°, ¢ =-90°)
Disfavored

Fig. 2.23 Berg et al., Biochemistry, 9 ed. d)

Wiirde man fiir jede einzelne Aminosaure in einem Polypeptid einen Wert fiir seine zwei Winkel (¢
und ) bestimmen, befanden sich praktisch alle diese Winkel im dunkelblauen Bereich im Diagramm
oben. Die hellblauen oder weissen Bereiche machen nur wenige Prozent aller Winkel aus.
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Grund dafiir: Gauche Wechselwirkungen (z.b. zwischen den Sauerstoffgruppen oder den

Seitengruppen) lassen lediglich diese zwei optimalen Winkel zu.

Folge: Es lassen sich genau 2 Sekundarstrukturelemente in Proteinen beobachten (die zwei

dunkelblauen Kasten im Diagramm oben).

Linus Pauling fand eine dieser zwei: die Alphahelix (durch falten eines Papiers).

Proteine II: Sekundarstruktur Il und Tertidrstruktur
a Helix

Helix Dipol
C. (AA,.4) %
A
N (AAn+4)
a-Helix Parameter:
Costory (AA;) — + 5.4A Hohe / Umdrehung
(Pitch)
C. AA, + 3.6 AA/ Umdrehung
+
B Faltblatt

Helix ist Rechtsgdngig: Wenn man
der Helix entlang schaut, wie
«dreht» sie sich von einem weg?
Bei rechtsgdngig:

Uhrzeigersinn -> Rechtsgangig

Wasserstoffbriickenbindungen
Sauerstoff von Carboxy AAn bildet
eine Wasserstoffbriicke mit Hvon N
AANn+4.,

Lange a Helix pro AA: 1.5 Angstom

Links abgebildet: Ein Blatt bestehend aus 3
é q/‘l# /d Strangen (horizontal). Dieses Blatt ist so sehr
? Vd\g ?/0? a gestreckt wie moglich, sodass die Winkel noch zu

energetisch glinstigen Molekilen fihren. Pfeile

&fﬁ

laufen von N- zu C-Terminalem Ende. Die Stringe
konnen parallel (oben) oder antiparallel (unten)
verlaufen. B Faltblatter Werden dhnlich wie a

Helices durch Wasserstoffbriickenbindungen
3\?/ V/ig/d stabilisiert. Diese H Briicken missen aber (anders
/\5\? als bei der a Helix) nicht direkt mit nachfolgenden

AA verbunden sein.
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Die Form der B Faltblatter ist ein «pleated sheet»,

bei welchem die Ca Atome abwechselnd ganz
oben oder ganz unten an einem Falt sind.

Folge: AA Reste befinden sich abwechselnd auf
der einen Seite des Faltblatts, dann auf der

Anderen.
Ramachandran und Sekundarstruktur
+180 q
\ 3 = Raltblotfer
120 -
60 | @
0 —~—x
v % - Helices
-60 |- &
/
-120}-
i
—180 il A 1
-180 -120 -60 0 60 120 +180
o—
Tertiarstruktur: Loops
Loops Loops (Turns) haben zwar eine feste, gegebene

Tertidarstruktur: Motive

3D Struktur sind aber nicht in eine
Sekundarstruktur gefaltet. Somit befinden sie
sich zwischen den Sekundarstrukturelementen.

Haufig beobachtete Kombinationen von Sekundarstrukturelementen. Wichtig: Strukturmotiv kommt
vor in Proteinen, kann aber nicht von alleine diese 3D Struktur annehmen. Dafiir werden Domaéne

benotigt.
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Tertidarstruktur: Doméanen

a8 B R

i l“l il Ul W@ﬂﬁﬁﬂﬂfmﬂ

o/B-barrel

a-helical B-sandwich Rossmann fold B-barrel

bundle

Jelly roll
(Swiss roll)

Sehen auch aus wie Motive,
haben aber einen Unterschied:
Sind Autonom faltende (und
faltbare) Proteinenteile. Somit
nehmen Domaéne nach einer
gewissen Zeit automatisch ihre
3D Struktur ein, dies gilt nicht
bei den Motiven.

Es gibt single-domain und multi-domain Proteine. Bei single-domain Proteinen kann man nicht
unbedingt ein Stiick rausschneiden und erwarten, dass es sich wieder faltet. Bei multi-domain
Proteinen kann man beispielsweise ein Stlick einer anderen Domane entfernen, und die anderen

Domanen falten sich trotzdem korrekt.

Beitrage zur Proteinstabilitat

e Hydrophober Effekt. Kern mehrheitlich hydrophob, Oberflache merheitlich hydrophil. Aber:

Es gibt Spezialfille

e Elektrostatische Interaktionen und H-Briicken im Kern

e Disulfidbriicken
e Gebundene Metallionen
e Vermeiden von Lochern

Hydrophober Effekt

A A »
3 — ‘% Nompolar k3 €
3 e 1 3 .Mlc:uh Pt
¥ Nonpolar - Saliey
- malecule » -
- -
pa— - » P

Fett Tropfchen in Wasser bilden mit der Zeit grossere Fett Tropfen, da dies Energetisch glinstiger ist.
(Wasser ist lipophob / Fett ist hydrophob, bleibt das Volumen gleich bei einer Erniedrigung der
Oberflache, wie es bei grosseren Tropfchen der Fall ist, so werden einige Wassermolekdile frei und
dies stellt den entropisch glinstigsten Zustand dar).
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g‘l“éﬂ“(

Links bendtigt das ungefaltete
Protein viel mehr H20 um Kafige zu
bilden. Wenn es jedoch gefaltet ist,
so sind viele H20 Molekiile befreit

| Wyolrapl. Sesfealeffen  und dies Stellt den entropisch

\L Prodein  falb}

~pe W
Hy0 ) Kitye

glinstigsten Zustand dar. Der
Hydrophobe Effekt beglinstigt somit
die Faltung des Proteins.

Elektrostatische Interaktionen und H-Briicken im Kern

0. ..

H,V
0o
G 50/7Lr;t4

Disulfidbriicken

H
A I8
H,C H C.___~-N
\ : /C
S
H Hal:
i S
Kym— Oxidation
" Reduction S
S,H AN
\ H /CH 2
N C
N ? 0O
By g
Cysteine Cystine
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H-Briicken und elektrostatische
Interaktionen sind starker im Kern
(=tiefe dielektrische Leitfahigkeit). An
der Oberflache Kompetition mit
Wasser, solvatisierten lonen etc. Je
besser die internen (core) H-Briicken
abgesattigt sind, desto (thermo-)
stabiler ist ein Protein.

Zwei HS Gruppen von Cysteine
bilden durch Oxidation eine
Verbindung (Disulfidbriicken).
Dazu wird ein Oxidationsmittel
(02) benotigt, welches im
Zytoplasma nicht vorhanden ist. Im
Blut beispielsweise schon. Aus
diesem Grund findet man
Disulfidbriicken vor allem bei
Extrazelluldren Proteinen.

2e
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Gebundene Metallionen

Verschiedene in der Biologie vorkommende Metallionen haben eine stabilisierende Wirkung von
Proteinen. Wenn ein Metallion eine Strukturelle Verdanderung eines Proteins bewirkt und nachher im
Protein eingebaut ist, so ist es nachher auch fiir die Stabilitdt des Proteins wichtig.

Vermeidung von Léchern und gutes Packen

Akt T‘

b 77 re) 5
8 Pokin wm Menidien

8 Prlin ven Fiuh, oe- s bolks  Gw. lebt
B Prlkin ernn /-/)/er/[a—my)‘/'/m Acchean

—

H20 (im Durchschnitt ~1 pro AA Seitenkette) flllt Locher
in Proteinen. Veranderung der Seitenketten erlaubt
Anpassungen, ermdglicht erhdhte oder erniedrigte
Rigiditat. Je besser das VAW Packing, desto
thermostabiler ein Protein.

Proteine Ill: Quartarstruktur und Proteindynamik

Nomenklatur Multimere
Besteht ein Protein aus

e 2 Subunits: Dimer
e 3 Subunits: Trimer
e 4 Subunits: Tetramer

Besteht es aus mehr als einer Untereinheit (Subunit) wird es Multimer benennt.

Besteht es aus verschiedenen Untereinheiten: Hetero-. Sonst: Homo-.

Beispiel: 3 identische Subunits: Homo-Trimer.

Pseudosymmetrie: Nicht zu 100% echte Symmetrie, kommt haufig in Proteinen vor

Globular vs. Faserproteine:

e Globulare Proteine besitzen eine Kugeldhnliche Tertidr- oder Quartiarstruktur
e Faserproteine sehen aus wie lange Faden. Sie werden durch nicht kovalente Interaktionen
zusammengehalten, welche durch kovalente Interaktionen verstarkt werden (z.B.

Disulfidbricken)

Quartidrstruktur: Disulfidbricken in Antikdrpern

IgG Typ Antikorper Struktur
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ﬁ?;jﬁﬁg' Antigen- Bestehend aus zwei heavy chains (blau) und zwei
site 'S’i’t’;d'“g kleineren Peptiden (pink), welche durch Disulfidbriicken
zusammengehalten wird (da 02 vorhanden).
g Scharnier (in der Mitte) ist nicht starr und die 3 Doménen
F,, domain F,,domain  konnen sich somit frei bewegen.

F. domain
Funktionelle Aspekte der Quartidarstruktur
e  Fine-tuning der Reaktivitat (Bsp. Himoglobin
besteht aus 2 a- und 2 B-Untereinheiten): kann erreichen, dass in der Lunge Sauerstoff
ausgezeichnet gebunden wird, dieser Effekt aber verloren geht, sobald das Himoglobin am
Zielort des Sauerstoffs angekommen ist.
o Modularitdt (Von Oligomeren bis zu riesigen Assembly lines, z.B. Polyketidsynthasen): Viele
Reaktionen am Substrat kdnnen an Ort und Stelle mit hoher Effizienz durchgefiihrt werden

Proteindynamik Allgemein

e Sowohl kovalente als auch nicht-kovalente Bindungen schwingen.
e Oberflachen-Seitenketten viel dynamischer

Proteinfaltung

Die gesamte Information zur Ausbildung

oGEe X)) —— der 3D Struktur ist grundsatzlich in der
Amino acld sequence 1 Sequenz gespeichert. Dies gilt aber
lediglich flr ganze Protein Domaénen
Sequenzen.

Werden die Betrachteten Protein
0606 __ = Sequenzen zu klein, so ist nicht
Aminio Scid sequence 2 zwangslaufig klar, wie die 3D Struktur
aussehen wird.

Protein folding problem: Die 3D Struktur vorauszusagen ist nicht so leicht, wenn lediglich die 1D
Struktur bekannt ist.
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TABLE 2.3 Relative frequencies of amino acid residues in secondary structures

Durch die Tabelle links lassen sich voraussagen

Amino acid « helix B sheet Reverse

turn machen, sofern geniligend AA betrachtet werden
Glu 1.59 0.52 1.01 . . .
Ala 141 072 0.82 kénnen (Slider window).
Leu 134 1.22 0.57
Met 130 114 0.52 . . . .
Gin 127 0.98 0.84 Ausserdem kénnen dhnliche Proteine zum
Lys 123 0.69 1.07 . .
Arg 1.21 084 0.90 Vergleichen herangezogen werden, um die 3D
His 1.05 0.80 0.81
val 050 187 41 Struktur eines Proteins vorherzusagen (template
e o o X
L% e £ o7 based modeling).
Cys 0.66 1.40 0.54
Trp 1.02 135 0.65
Phe 1.16 1.33 0.59 . H H H
T ore b oo Aber: Die Voraussage einer 3D Struktur de novo ist
Gl 0.43 0.58 177 H H [
pod pt a8 Taa relativ schwer, selbst wenn ein Template verfiigbar
oo . - - ist. Diese Voraussage ist umso schwieriger, je
Asp 0.99 0.39 1.24

genauer diese Voraussage sein soll.

Genauso ist das protein design extrem herausfordernd, insbesondere wenn es de novo geschehen
soll und nicht auf ein Gerist (scaffold) aufbauen kann.

Levinthals Paradoxon

Aufgabe: Ein Protein mit 100 AA-Resten soll seine 3D Struktur erlangen, indem jede AA (Seitenkette
Phi-Psi) ein Total von drei Konformationen testet, unabhangig von den anderen AA. Falls es 10-13 s
dauert, um eine komplette 3D Struktur des Proteins in die ndachste zu konvertieren, wie langedauert
es, bis das Protein alle Kombinationen durchgespielt hat?

3190 Konformationen * 10713 = 5 x 103*s = 5% 10%7a

Das Protein wiirde also langer benétigen, als das Universum existiert, um sich zu falten. Irgendwas
kann nicht stimmen. Denn Realitat: Protein faltet in ca. 1s.

Losung des Paradoxons

Die korrekt gefalteten Zwischenzustande werden sukzessiv (=nach und nach) stabilisiert (comulative
selection), was um Grdéssenordnungen effizienter ist.

Beginning of helix formation and collapse Dle Faltung |St aIso ein
S 2, kooperativer Prozess, die
™ @ ® T Proteine bekommen mit, ob sie
Hvﬁ ¢) /;l Q richtig gefaltet sind oder nicht.
& > &0 §)

i wenagest Treibende Kraft: Freiheit des

residues of
protein in native

omaien . \WWassers. Zwar haben die Protein
Atome Freiheit eingeblisst, aber
die Wassermolekiile an Freiheit

Lo gewonnen (Hydrophober Effekt).

Energy

Discrete folding
intermediates

Native structure

Seite 32 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

Proteinfaltung und Entfaltung

Bei globuldren Proteinen (-doméanen) gibt es
meist einen einzigen, scharfen Ubergang
zwischen der gefalteten (=native Konformation,
so wie das Protein in der Natur vorkommt und
auch wirksam ist.) und ungefalteten
(=denaturierten) Form.

100 —
&
o
@
=
[<]
——
c
=1
=
(7]
-
(@)
el
a8,
0
[Denaturant] —
...oder Hitze
Denaturanten
Excess
H>
H’O\C/C\ _H
s
Hy
s \
Protein |
s \
o) g2 H2
H \c/ Ssall /C\ /O\H
S——sS C
H, H,

Protein

Denaturanten wirken chaotrop, sie
zerstoren nicht-kovalente (und zum teil
u kovalente) Bindungen des Proteins.

Auch Hitze wirkt denaturierend (durch

H erhohung der Schwingungen der Atome
des Peptids) kann aber auch schaden an
der Chemischen Struktur bewirken.

Werden hydrophobe AA aus dem Kern der Losung zuganglich, kann der Entfaltungsprozess
irreversibel werden (oder zumindest kann das Protein nicht mehr in nitzlicher Zeit zuriickfalten).

Das Anfinsen Experiment

active

8 Murea and
B-mercaptoethanol
s n

A~

Trace of
B-mercaptoethanol

72

Native ribonuclease
Figure 2.53

Native ribonuclease
Scrambled ribonuclease

Figure 2.54 active

inactive (~1% activity)

Durch Denaturierung wurden die nicht kovalenten,
aber auch die kovalenten Bindungen
(Disulfidbriicken) eines Proteins zerstort. Als man
ihm die Moglichkeit gab, sich erneut zu falten, so
zeigte das Protein keine (extrem geringe) Wirkung
mehr.

Durch Zugabe von kleinen Mengen denaturierender
Substanz hat man dem Molekil die Moéglichkeit
gegeben, «falsche» Disulfid Briicken zu brechen und
sich neu zu falten.

Das Ergebnis: Das Protein wurde wieder aktiv (hat sich richtig gefaltet).
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Redox Chaperone

In Zellen funktioniert dieser Prozess mit kleinen Mengen an denaturierender Substanz um die
Proteinfaltung zu verbessern genauso: redox Chaperone (ein Enzym) brechen falsche
Disulfidbriicken im Protein und helfen ihm, Disulfidbriicken zu bilden.

Auch die Bildungen von nicht kovalenten Bindungen werden durch redox Chaperone unterstuitzt.

Metamorphe Proteine

Proteine, welche mehr als eine stabile Struktur einnehmen kénnen werden metamorphe Proteine
genannt und sind sehr selten.

PrPS¢ nucleus

o

O
— ® o®
= O ® ® @)
Fig. 2.61 Berg et al., Biochemistry, 9" ed. O O O

Normal PrP pool
Lymphotactin (Ltn) kann zwei Zustande (Monomer und

Dimer) einnehmen, dabei Zndert sich die Konformation. +  Prionen haben zwei strukturell unterschiedliche Zusténde, deren

Murzin AZ, Science 320: 1725, 2008) Energien relativ nahe beieinander liegen.
: : Die p-Faltblatt-Konformation aggregiert, d.h. viele Monomere

lagern sich aneinander — Das ist eine kinetic trap (irreversibel)
Entfaltung des Aggregats ist extrem langsam.

Ahnliche Struktur vs. Ahnliche Sequenz

Ahnliche Sequenz —_— Ahnliche Struktur /
Mechanismus

Ahnliche 3D Struktur +) Ahnliche Sequenz

z.B.: Cytochrom ¢ von Thunfisch und von einem Bakterium haben eine sehr dhnliche 3D Struktur,
sind sich aber in der AA Sequenz nicht einmal dhnlich. Es gibt aber trotzdem gleiche AA in beiden
Proteinen an derselben Stelle, welche fiir die Funktion derart wichtig sind, dass sie nicht
ausgetauscht werden kénnen. Diese AA werden Essenzielle Aminosduren genannt.

Aktive Stelle

e Faltung fiihrt bei Enzymen dazu, dass sich eine aktive Stelle bildet

e Dabei kommen oft in der Sequenz weit Entfernte Seitenketten in direkte raumliche
Nachbarschaft, was eine Aktivierung zur Folge haben kann

e Beispiel: Serinprotease Trypsin, katalytische Triade @ndert den pKa des Serins (lokaler pKa)
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Proteinoberflache: Erkennung / Interaktion

e Protein-Protein-WW bedingen komplementare Interaktionsflachen
e Oft spielen Ladungen eine Rolle, aber eine passende Form ist Voraussetzung
e Beispiel: Ein Vitamin-B12 Transportprotein und dessen Rezeptor auf der Zelloberflache

Konformationelle Anderung und katalytische Zyklen

e Proteine kdnnen mehrere Konformationen einnehmen, die sich strukturell unterscheiden.
Dabei wird aber die Architektur nicht grundlegend verandert.

e Fir viele von Proteinen katalysierten Reaktionen sind solche Konformationsanderungen
essentiell.

e Beispiel: Ein ATP-abhangiges Transportprotein

Posttranslationale Modifikationen (PTMs)

Kovalente Modifikationen von Proteinen nach der Translation (Translation = Proteinsynthese durch
das Ribosom (siehe Slider Window))

e Esgibt sehr unterschiedliche Modifikationen mit verschiedenen zellularen Konsequenzen

e PTMs kdnnen die Reaktivitat eines Proteins verandern (Regulation), die Konformation
beeinflussen oder als Signal dienen

e Esist nichtin allen Fallen gegeben, dass samtliche von der Zelle hergestellten Kopien eines
Proteins modifiziert sind.

e PTMs kdnnen |6sliche Proteine in Membranen verankern

Komplexe Proteinmodifikationen

Kohlenhydrate bzw. komplexe Glycane spielen eine wichtige Rolle bei sekretierten Proteinen in
eukaryotischen Zellen. Z.B.: An ein Protein ist ein Zucker gebunden, welcher fiir Aktivitat und
Regulitat des Proteins sorgt.

Green Fluorescent Protein

Wichtiges Beispiel einer Modifikation, bei der keine chemische Verbindungen kovalent an das
Protein gehangt werden. Aus den Seitenketten ensteht unter Sauerstoffverbrauch ein Fluorophor
(Fluoreszenter Stoff).
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Membranen |: Phospholipide, Detergentien und Membrandynamik
Ubersicht

e Zelluldre Membranen trennen Innen- von Aussenseite einer Zelle oder Zellorganellen /
Kompartimente.

o Zellulare Membranen sind nicht-kovalente Aggregate von Lipiden, deren chemische
Struktur/Natur je nach Zelle und Organismus unterschiedlich ist.

e Lipiddoppelschichten sind dynamische und fluide Strukturen, die 2D Diffusion zulassen.

e Die zellularen Membranen sind asymmetrisch sowohl beziglich der Lipidzusammensetzung
ihrer beiden Schichten als auch der Modifikationen der Membranproteine.

e Zellulare Membranen sind semi-permeabel.

e Zelluldre Membranen sind haufig polarisiert, d.h. es bestehen elektrochemische Potentiale.

e Zellulare Membranen enthalten Membranproteine, die eine Vielzahl von Funktionen
erfillen.

e Transport- und Kanalproteine ermoglichen den Transport von spezifischen Substraten.
(Nicht alle Formen von Transport, z.B. Endozytose u.a., werden hier besprochen).

Fettsduren Nomenklatur

Vi Ungesattigt: Mind. 1 Mehrfachbindung im Alkylrest
C - . . . . .
Y Gesattigt: Nur Einfachbindungen im Alkylrest
(ionixcglleo.r:: E)‘lsozl::)i: acid)
Zahlung: Beginnt immer beim C, welches am
10 9 sy o hochsten oxidiert ist
7// o G -, \‘\7’ ‘\77 L C
Palmitate (16:0) = . . . . .
Gorized fom of pamitc acid) 0 Bemerkung: Wieso links cis-? Die Bindungen,
welche von der Doppelbindung weg flihren zeigen
Doppelbindungen im Alkylrest von Fettsauren werden mit in dieselbe Richtung. Es kommen fast nur cis-
dem Symbol A bezeichnet. In Oleat: cis-A? (cis-konfigurierte . . . .
Doppelbindung (Z) verbindet die Kohlenstoffe 9 und 10. Fettsduren in der Biologie vor.

Andere Nomenklatur: w Nomenklatur. Zdhlung beginnt bei letztem C des Alyklrests. Obiges Beispiel
ist eine w-9 Fettsaure.

2 Wichtige Fettsduren fir Prifung
Gesattigt: Palmitinsdure (Systematischer Name:Hexadecansdure) Schmelzpunkt: 63.1 °C

O Besteht aus Insgesamt 16 C

Hs C/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Ungesittigt: Olsidure, Oleinsdure (Systematischer Name: 9-Octadecensédure) Schmelzpunkt: 12°C

o) Besteht aus Insgesamt 18 C. Ist

chvWWOH eine cis-A° Fettsdure bzw. eine

cis-w-9 Fettsaure.
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Es gibt aber viel mehr Fettsdauren. Grund dafiir ist, dass alle unterschiedliche Schmelzpunkte
besitzen. Die Lange und Anzahl Doppelbindungen von in Membran verbauten Fettsduren Beeinflusst

die Eigenschaft der Membran.

Glycerin, Phosphat

G ¢ -

y y !

c @ |

e e ‘:

r r

o 0 i

| L
Triacylglycerine (Triglycerides) Phosphoglyceride Lysophosphatidate

.

Enthalten drei veresterte Fettsauren.

.

Enthalten zwei veresterte Fettsauren

Abbauprodukt von Phospholipiden

- Dienen als Energiespeicher, werden in und eine Phosphatgruppe. (z.B. durch Lipasen) oder
Fettzellen gelagert und als Lipoproteine «  Wichtiger Bestandteil von biologischen Zwischenprodukt der Lipidsynthese.
durch den Kérper transportiert. Membranen. Verhalten sich mehr wie

« Konnen mit NaOH zu Fettsauren und « Ry 0.4 Detergentien.

Glycerin hydrolysiert werden Acyl groups C CH

(traditionelle  Seifenherstellung  aus with fatty acid 2 o

Fetten und 0|en)_ hydrocarbon chains “R, 00 -—}C -H | s
o HC P, =0
i 0 \-o

Phosphatidate
(Diacylglycerol 3-phosphate)

Obige Verbindungen werden durch Veresterung (Kondensationsreaktion, Wasser entsteht) eines
Glycerins und Fettsauren gebildet.

Wichtig: Glycerin ist nicht chiral, denn es ist Spiegelsymmetrisch, nicht rotationssymetrisch. Enzyme
kénnen zwischen den 3 C des Glycerins unterscheiden. Somit muss das Glycerin nummeriert werden
(wie im mittleren Bild mit den pinken Zahlen).

Kopfgruppen

m G Kopfgruppen kénnen sein:
I o Serine
Z . Ethanolamine

w e . Choline
r . Glycerol
o — Phosphate — Alcohol
| ° Inositol (Zucker, 2 )

Wichtig: Auch ganzer Name nach IUPAC eines Phospholipids bilden kénnen

z.B. 1-Palmityl-2-Oleoyl-3-phosphatidylserine
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Ri~ /0 R,\ /O
Acyl groups / C CH, ﬁ CH,
with fatty acid \ ;
hydrocarbon chains Ris O/O’ cH 0 H Ra~ O/O*C-H ? H /CH&
~C L= : 1 NHg* ~c 2 v :
‘ H,C .\?0/ x’g/ ‘ HyC /P\.\\o/ 5.0 / \: CHs
(o] '3} H % (o} Hz Hs
(o]0
Phosphatidylserine Phosphatidylcholine
(falls kein Rz, nur R;: Lysophosphatidylcholine)
Ry 0}
S o
\
0 0—C-H O
Ry T [ - Hy
it HC /P ,C = /N
| \\o %
(o} H;
Phosphatidylethanolamine

OH
Diphosphatidylglycerol (cardiolipin)

Phospholipide und Detergentien in Wasser
Phospholipide

Phospholipide kdnnen in wassriger Losung Doppelschichten
bilden (im idealfall). Diese kdnnen auch libereinander
Aufgebaut sein (wie eine Zwiebel).

Phospholipide bilden eine triibe Suspension in Wasser.

e YO

Dodecyl-B-D-maItosM (DDM)

0\/\/\/\/\/\/

L. 9
Na -O_E_O/\/\/\/\/\/\

Natrium dodecylsulfat (SDS)
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Concentration in the state

Sind dhnlich aufgebaut wie Phospholipide, besitzen

eine hydrophile Kopfgruppe und einen hydrophoben

Micelles Rest und kdnnen geladen sein (z.B. SDS).

Detergentien liegen in Wasser in Monomeren

(einzelne Molekiile) vor. Ab einer gewissen

7 Konzentration (kritische Konzentration) bilden sich

. Monomers . . . . .
____________ Mizellen (oben links) in Wasser. Die Konzentration

d an Monomeren bleibt trotz hherer Konzentration

an Detergens gleich. Da Mizellen viel kleiner sind als

das sichtbare Licht, bildet sich eine klare Suspension

! Total concentation in Wasser, selbst wenn Mizellen vorliegen.

CMC

Oberflachenspannung

[mN/m]

surface tension

~
o

50

30

T T T Wie im Diagramm oben wird langsam die
~—— H,0 . .:.j; LA ;Oe@‘ Konzentration an Detergens erhdht von links nach
e - rechts. Mit der Zeit nimmt die Oberflachenspannung
des Wassers (y Achse) ab und zwar so lange, bis die
kritische Konzentration fir Mizellen erreicht ist, und

fast keine weiteren Monomere vorhanden sind.

Micelles begin |

em (e~ MC)

Daraus kann man schliessen, dass es die Monomere
1 L ! sind, die die Oberflache des Wassers beeinflussen

l0g ot [mM] und zwar indem sie ihre hydrophoben ketten aus
dem Wasser halten.

Detergentien vs. Phospholipide: Eigenschaften / Unterschiede

Detergentien und Phospholipide sind amphipathische Molekiile (g)

Detergentien sind generell gut wasserldslich und bilden spontan Mizellen, wenn die
Konzentration Gber der CMC (critical micelle concentration) liegt. (u)

Detergentien kénnen hydrophobe Molekiile umschliessen und sie so wasserldslich machen
(emulgieren). Das wird in Waschmitteln, Seife etc. ausgeniitzt. (u)

Phospholipide sind schlecht wasserloslich und bilden keine Mizellen, sondern oft
Lipiddoppelschichten (bilayers). Aber: Lysophospholipide kénnen wie Detergentien wirken.
(u)

Detergentien (insbesondere geladene, z.B. SDS) kénnen Proteine denaturieren,
Phospholipide nicht. Milde, non-ionische Detergentien (z.B. Dodecylmaltoside oder
Digitonin) kdnnen Membranproteine solubilisieren ohne ihre 3D Struktur zu zerstéren. (u)
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Solubilisierung von Membranen, Denaturierung von Proteinen

Losung mit Membranen

Gibt man in eine L6sung mit Membranen Detergens, so schleusen sich die
Detergens Molekiile in die Membran und ab einer gewissen Anzahl dieser
Molekile dominiert das Verhalten der Mizellen und die Membran |6st sich auf.

; Detergent

Es entstehen gemischte Mizellen.

1 More detergent
i )E ) :

Losung mit Proteinen

Gibt man Detergens in eine Losung mit einem Protein, so lagert sich der

+ Hydrophobe Teil der Detergens an das Molekiil und entfaltet so das
ﬁ’ i Protein, sofern geniligend Detergens zugegeben wurde.
2 ) ¥
faims

Form von Detergentien und Phospholipiden

Negative curvature

ﬁ ? 4 % Monomer }5 ?} ;§ ?2 ;; g %S‘ % gi t(

Positive curvature

; ; ; ; 2 ; ; 2 @ % Aggregate :

ddididd

Bilayer Micelle Inverted micelle Zero curvature
- mm Wf(%; = Gewisse Organellen haben Membranen, welche extrem stark
- "’\\ \B\WW@%#} gekrimmt sind. Im Bild links sieht man das inner Leaflet (griin und
ﬁ o %@f‘, rot), welches nur wenig Platz fiir die Kopfgruppe hat und somit aus
.'%2’ - ‘é’é Phospholipiden besteht, welche kleine Kopfgruppen besitzen. Im
% K Qo outer Leaflet (gelb und orange) befinden sich Phospholipide, welche
R T grosse Kopfgruppen besitzen. Auch der hydrophobe Teil hat einen

Einfluss auf die Wahl der Phospholipide, jedoch werden diese
verandert, so verandert sich auch die Fluiditdt der Membran.
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Dynamik einer Membran

Membranen sind extrem dynamische Gebilde. Molekiile wechseln ihre Position entlang der
Membran (2D Diffusion, schnell) und sogar die Seite der Membran (Flipflop, langsam). Dies lasst sich
auch durch die folgenden 2 Experimente beweisen.

Fluoreszenzregenerierung nach Bleichen mit Licht (FRAP)

Ausbleichen des
Fluoreszenzmarkers A
', durch Laser

Ausbleichen

Intensitat der

Regenerieren Fluoreszenz
—_—

(0 Zeit

Eine Zelle mit fluoreszierendem Protein an der Oberflache (in der Membran) wird mit einem Laser
beschossen und so wird der Fluorophor zerstoért. Es bildet sich eine nicht fluoreszierende Stelle.
Diese verschwindet mit der Zeit. -> Membranmolekiile bewegen sich 2D auf der Membran.

Verschmelzen von Zellen aus z.B. Mdusen und Menschen

Zelle (Maus) Zelle (Mensch) fi
Direkt nach dem Verschmelzen sind die
Maus- und Menschenproteine getrennt

w

SendiNe S Die beiden Zelltypen wurden durch
PENICRENIUS “\J 2 Behandlung mit Sendai-Virus fusioniert
um eine Hybridzelle zu erhalten

Nach 40 min bei 37 °C haben sich die
4, grinen und roten Markierungen voll
standig vermischt

v

Zwei Zellen mit unterschiedlichen fluoreszierenden Proteinen werden fusioniert. Mit der Zeit
vermischen sich die beiden Farben vollstandig miteinander -> Membranmolekiile bewegen sich 2D
auf der Membran.
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Phasenlibergang

Fluidlike

Solidlike

Stabilitat der Membran ist von Fluiditat abhangig.

Die Temperatur des Phasentiibergangs ist die «melting Temperature»
(Tr)-

Beeinflussung von T, durch unterschiedliche Ketten

Tm (ein makroskopischer Parameter) wird stark von der Lange der Fettsdureketten sowie der
Anzahl cis/Z Doppelbindungen ("degree of cis unsaturation") beeinflusst.

Kirzere Fettsdureketten ermoglichen weniger Van der Waals Wechselwirkungen zwischen
benachbarten Phospholipiden, was die Fluiditdt der Membran erh6ht und Tr, erniedrigt.
Knicke ("knicks") in ungesattigten Fettsdureketten (cis/Z Doppelbindungen) erschweren das
enge Packen benachbarter Phospholipide und erniedrigen stabilisierende VdW Interaktionen

und somit auch Ty,.

Beeinflussung von T, durch Cholesterin

@ Cholesterin (shorthand)

Wikipedia
(Berg/Stryer: Incomedt stereochernistry)

In tierischen Membranen ist die Fluiditat der Phospholipid
Doppelschichten stark von Cholesterin, in Pilzen von Ergosterol und
in Pflanzen Phytosterole (und etwas Cholesterin)

Cholesterin ist ein starres Molekiil, dessen Hydroxylgruppe mit den
Kopfgruppen der benachbarten Phospholipide interagiert. Der
polycyklische Kern und die isooctylgruppe wechselwirken mit den
Fettsdureresten und erniedrigen deren Beweglichkeit

Cholesterin verbreitert den Phasenilibergang der Membran (gelartig <-> fluid). Es sitzt starr in der
Membran und erniedrigt die fluiditat der anderen Alkylreste.

Fluidity —

No Cholesterol

+ Cholesterol

T

m

Temperature —

Cholesterin verbreitert den Phaseniibergang einer Lipidmembran.

Unter der Ty, erhoht Cholesterin die Fluiditat, weil es die VdW
Interaktionen von starren Fettsdureketten stort.

Uber der T, erniedrigt Cholesterin die Fluiditit, weil es durch seine
starre Form die hohe Dynamik der Fettsaureketten erniedrigt.
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Hopanoide «bakterielles Cholesterin»

Auch Bakterien besitzen Molekiile, um die Liquiditdat der Membran herabzusetzen, die Hopanoide. Es
gibt Bakterien, welche diese nicht besitzen, und dessen Membran ist viel instabiler.

Lipide in Archaeen

Phytany!
e g H,C=C~C=CH,
HZC*O*C/\/\/W\/W Hai RS
SRR NE N W NN Chy
@—O—CN\/\/\/\/\N Isoprene, the parent
N\ - \ / structure of phytanyl
HCOPO,* ™ Ether inkage CH; groups (isoprene, = phytany)
(a) Glycerol diether () Isoprene unit ~

Biphytany!

r ,

L sl \/\/\/\/\/’\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ Q&
i

L \/\/\/\/\/\/\/\/WV\/\A/\/\C_O_?H
i C—0—CH,

H,COPO,2

o) Diglycerol tetraethers O

HOH,G

HC—0—-C
H,C-0-C
C—0-CH,
(c) Crenarchaeol !
- C—0—CH
|
o GH,OH

GlycerolDiether Lipiden)

Gesattigte Form von Geranylgeranyl (20
Kohlenstoffe).

Keine Doppelbindungen:
Sauerstoffunempfindlich, keine Oxidation.

Etherbindung: Viel stabiler in Bezug auf Hydrolyse
als Esterbindung.

Tetra-Ether: Noch gréssere Stabilitat, geringere
Dynamik in der Membran (keine eigentliche
Lipiddoppelschicht mehr falls nicht gemischt mit

Crenarchaeol: Zusatzliche Stabilitdt durch Ringstrukturen.

Membranproteine

[}

1Externe Komponente eines
{Membranproteins

Elntegrale Membraneproteine:
Ea-helical bundles und B-barrels

E Mit der Lipidoberflache interagierendes oder
E nur partiell in die Lipiddoppelschicht
i eintauchendes Membranprotein

Membranen II: KD Plots und Transport durch Membran

Hydrophile Skala von Aminosduren

Experimentell: Man stellt einer Aminosaure eine hydrophile und eine lipophile Umgebung zur
Verfligung und priift, wo sich ein grésserer Prozentsatz AA befinden. Das Ergebnis ist, dass es
tatsachlich eine «Rangliste» der Hydrophobie der AA gibt.

Seite 43 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

Hydropathy scale and information used in the assignments

Fraction of Feaction of

Hydropathy A ier side-chains ide-chains

Side-chain index (water—vapor)' 1009 buriked” 459, buried®
Isoleucine 4 4 5 52
Valine 12 12 13 12
Leucine as 5 32 2%
Pheaylulunine 28 25 2 35
Cysteine/cystine 25 19 (2 32
Methionine 15 19 " 5]
Alunine 8 39 53 18]
Glycine -0 - 2 13
Threanine 07 0% -5 ~-10
Try plophsn (] na -2+ —~
Serine [ -0 7 -1
Tyrosine =1 =1l -33 -22
Proline ~16 - -24 -8
Histidine 32 42 a6 149
Glutamic acd ¥ E2 25 17
Glutamine 35 -35 —40 ~36
Aspwrtic acid 4 +6 26 -2
Asparagine -3 38 ¥l 29
Lysine -39 ~32 -42

Arginine %

All valoes in the last 3 colomns result from arbitrury normalization to spresd them between — 45
and + 45, The normalization functions were :

¥ — 067G, e, ; Table 1)+232

* 481 (fruction 1009, buried: Chothia. 1976) — 480,

© 16-45(fraction 95%, buried: Chathia. 1976) =471 Kyte & Doolittle, J Mol Biol 157- 105 (1982)

Kyte-Doolittle-Plot

Analyse: In geldsten Proteinstrutkuren wird
geprift (Kyte & Doolittle haben dies
durchgefihrt): wie oft sieht man eine AA
Seitenkette im Kern des Proteins und wie oft
sieht man sie Exponiert. Das Ergebnis ist
ebenfalls eine Rangliste der Hydrophobie.

Werden beide Ranglisten vermischt so entsteht
die kombinierte Kyte & Doolittle Hydrophobie
Rangliste (links).

Slider Window: Es wird z.B. Immer 10 AA

Sequenz von www.ncbi.nlm.nih.gov:
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/term=sav1866) 2

1 mikrylqévk pykyrifati ivgiikfgip mlipllikya idgvinnhal ttdekvhhlt
61 Laigialfif vivrppiefi rqylagvtsn kilydirkkl ynhlgalsar fyannqvgqv
121 isrvindveg tkdfiltgln niwldcitii ialsinffld vkltlaalfi fpfyiltvyv
181 £1grirkitr ersqalaevq gflhervagi svvksfaled neaknfdkkn tafltralkh
241 trvmaysfan intvtdigpi ivigvgayla isgsitvgtl aafvgylell fgplrrivas
301 feeitgstas mdrviqlide dydikngvga gpleikqgri didhvsfqyn dneapilkdi
361 nlsickgetv afvgmsgogk stlindiprf ydvtsogili dghnikdflt gslrngigly
421 gqdnilfsdt vkenillgrp tatdeevvea akmanahdfi mnlpggydte vgergvklsg
481 gakarlsiar iflnnppili ldeatsaldl esesiigeal dviskdrttl ivahrlstit
541 hadkivvien ghivetgthr eliakggaye hlysignl

. Hydropathy index

o

Hydropathy plot z.B. bei web.expasy.org/protscale

&

A

verglichen und dieser Durchschnitt auf die
Mitte des Slider Windows abgetragen.

Durchschnitt AA 1 bis 11: Wert 6
Durchschnitt AA 2 bis 12: Wert 7
Durchschnitt AA 3 bis 13: Wert 8

0 100 200 300 400
Protein residue

Das ist auch der Grund, wieso bei 0 bzw.
beim Schluss keine Werte im Plot gibt.

Die Grosse des Slider Windows (wie viele AA) ist variabel. Wahlt man es zu klein sieht man nichts (zu
viele dicht aufeinander liegende Ausschldge). Wahlt man es zu gross wird es zu ungenau.

Plot interpretieren

Monomer

T r ™ ¥

I A A
\ Y W ”*wn"‘w Wm

TM helices

Hydropathy index

/ (|

2%
TM do rnaJw
3}
4
0 100 20 00 400

Protein residue

Im Diagramm links in Rot eine Transmembran
Domane (befindet sich in der Membran).

Im Diagramm in ist eine 16sliche
Domane, da Plot um 0 (befindet sich innerhalb

oder ausserhalb der Membran).

Im Diagramm in Hellblau sind Ausschlage nach
oben angezeigt. Manchmal ist nicht ganz
einfach zu erkennen, ob es sich (z.B. im
Diagramm ganz in der Mitte) um zwei a-Helices
oder nur um eine handelt. Dafiir wird die 3D
Struktur bendtigt.
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Electrostatic surface potential

ESP Im Bild links ist weiss ungeladen, rot negativ geladen und
(Electrostatic surface potential)
blau positiv geladen.

Der ungeladene weisse Teil muss sich in der Membran
befinden und interagiert dort mit dem hydrophoben Teil
der Membran.

Blauer Ring in der Mitte: Effekt der Proteinherstellung.

Arten von Membranproteinen
Es gibt zwei Arten von Membranproteinen:

e a-helikale Membranporteine (ein Beispiel davon oben)
e [-barrel Membranproteine

B-barrel Membranproteine

e Kommen im Allgemeinen nicht in den gleichen Membranen wie a-helikale MProteine vor
sondern in «dusseren Membranen» von Bakterien und Organellen
e Voraussage auf Grund von Kyte Doolitle Plots wesentlich anspruchsvoller

Hydropathy index (ki mol-")

00 _ < (
First amino ackd in window Periplasm 0

Bei beiden: Der Weisse Teil im ESP ist in die Membran eingebaut und ist auch der einzige Hydrophile
Teil des Proteins. So wird verhindert, dass das Protein aus der Membran «rutschen» kann.
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Membranprotein-Lipid-Wechselwirkungen

e Die Membran beeinflusst die Funktion von vielen Membranproteinen und umso starker, je
mehr konformationelle Anderungen Teil des Reaktionszyklus sind. (lateral pressure)

e Cholesterin und Phospholipide kdnnen stark an der Oberflache von Membranproteinen
gebunden sein. (Werden fast Teil des Proteins und Regulieren die Funktion des Proteins)

Lipidgehalt und lonen
Die meisten biol. Membranen weisen eine Asymmetrie auf

e Die beiden Schichten enthalten unterschiedliche Antheile verschiedener Phospholipide
e Viele biol. Membranen sind «geladen» d.h. es existiert ein Membranpotential (praktisch
immer innen negativ, aussen positiv, siehe Bild unten)

O OH 0
+ + = OH
02, N2, CO; j\ K,l\i:,Cl
I
@ Hal¥ NH, Ho— \§_,,o\ 0 O OH oo
HO-N\_-
H0 %OH o ()\/
Glucose Doxorubicin = +I0h
* iH,
A .
) -
X ' -
++++ 44+ttt Rt AR+ 4 A S SO T ST TR SR SR - M T T T S S ey

+l
AR AR iR T iR fﬂﬂlyﬁﬂfﬂ':Nwl«lﬂlep(Ml«ﬂl9““9fpw(wﬂxﬁfﬂ'ﬂﬂulde‘ﬂ.iv'g Mt fe £ At s S

-

Wenige biologisch relevante Lyophile (hydrophobe) Molekiile konnen (effizient) frei durch
Phospholipid Membranen diffundieren entlang ihrem Konzentrationsgradienten. (In Tieren sind fast
alle physiologischen Transmembranprozesse katalysiert, ausser die von Gasen).

Wasser und Harnstoff kdnnen (aber nicht mehr so leicht) durch die Membran diffundieren, da sie
genug klein sind.

Biol. Membranen stellen eine effektive Barriere fiir ionische und polare Substanzen dar.
(hydrophobe Zone der Lipiddoppelschicht ist eine sehr Unglinstige Umgebung fiir diese Substanzen)

Fundament Transport durch Membran

Membran: Passiver Transport: Entlang Konzentrationsgradient. Die treibende Kraft ist Diffusion von
hoherer zu tieferer Konzentration.

Protein: Passiver oder aktiver Transport moglich: Aktiver Transport lduft entgegen dem
Konzentrationsgradienten. Die treibende Kraft / Energie muss dann von gekoppeltem Prozess
geliefert werden.
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Wassertransport

Treibende Kraft: Osmose: Durch héhere Konzentration an geldstem Stoff kann Wasser von der Seite
mit weniger gelostem Stoff durch eine semi-permeable Trennschicht (Membran) diffundieren.

Dies passiert langsam und kann durch Aquaproteine beschleunigt werden.

Wenn keine Stabilisierung der Plasmamembrane vorhanden ist (z.B. durch eine Zellwand), gefahrdet
eine hypotonische Umgebung (mehr geldster Stoff auserhalb der Zelle) die Stabilitat einer Zelle.
Darum bendétigen Organismen oder Zellen, die unterschiedlichen Umgebungen (isotonisch,
hypertonisch, hypotonisch) ausgesetzt sind, Mechanismen oder Strukturen zur Stabilisierung der

Plasmamembran.

Die Mehrheit der tierischen Zellen (aber nicht alle) ist von isotonischen Losungen (gleiche Konz. An

gelosten Stoffen) umgeben.

Gibbs Freie Energie und Transport

A(}Trun.\/)url = Rl.ln‘é% + z-F-AV

Y

¢, : Konzentration Transportsubstrat am Zielort
¢ : Konzentration Transportsubstrat am Ausgangsort

z : Ladung des Substrats / Verschobene Ladung
In — Out (mit -1 multiplizieren). Out — In (mit 1 multiplizieren).

R : Gaskonstante: 8.3145 J K'' mol"
T : Absolute Temperatur in K

F : Faradaykonstante: 9.6485-10* C mol!

AV : (Trans-)Membranpotential / Elektrisches Feld ueber der Membran
Gemessen in Volt, Innenseite minus Aussenseite.

Wert von AG:
Wenn AG = 0: Import = Export
Wenn AG < 0: Import lduft spontan ab

Wenn AG > 0: Import lauft nicht spontan ab

Wenn c2 = cl wird der erste Term 0. Wenn c2
grosser als c1 wird der 1. Term Positiv, sonst wird
er Negativ.
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Passiver Transport ungeladen (Beispiel: Glukose)

ZellauBeres
Glucose

Glucose-

[
{ransporter | Glucose bindet

| an das Protein.
—

Zellinneres

N

Das Transportprotein ist spezifisch
(unterscheidet zwischen Substanzen)

Da Passiv: AG < 0 -> spontan

Es werden keine Ladungen verschoben (2.
Teil der Gleichung vernachlassigbar)

Alternating access: Alternierender Zugang
zum Protein. Es sind nie beide Schleusen
offen.

Berechnung:
= 1
[Glucose] = 6 mM AL = RiTs b (2_)
lmpo[t E;port
\\ ’ ‘d % - .
VoS AV = -60 mV G 4,68 1/ /IM/
Ei Out L A .
+ + 4+ 4+ + 4+ + + 2 Ie.léo» /ou// .rfmo/on ad

+++++++

TR TR RTR

++++++

Srssssstan

[Glucose] =1 mM

Seite 48 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

Passiver Transport geladen (Beispiel: Na* und K* lonen)

[Na*] = 145 mM
[K']=4 mM
[CH =123 mM

Out
+ 4+ 4+ 4+ 4+

GGG

Der Transportprozess ist spezifisch
(Verschiedene Kanale fir verschiedene lonen).

Der Transportprozess beruht auf Diffusion, ist
reversibel und folgt dem
Konzentrationsgradienten (AG < 0 -> Spontan).

Da Ladungen verschoben werden: Zweiter
Term muss auch bericksichtigt werden.

Kanalproteine haben mechanismen, die

% In
\ % Diffusion von lonen stoppen (gating oder
Y K*-channel . L.
g \ inactivation)
K* -
INa‘) = 12mm  Kanalproteine u.a. fur Ubertragung von
[K*]=155mM  Nervensignalen sehr wichtig.
[CH =4 mM
Berechnung:
[Na*] = 145 mM
[K*] =4 mM 46”.(, -
‘a /:-./,)
[CI] =123 mM
! e R-T- In(75) + 1-F-(éomv)
\ 'l' AV = -60 mV — o = ~ 7
“.‘ / Out =6,42 b/ /mal 5,79 4)/me/
++bb o T ! ++++++++ = =~ 422 L'/we/
TR S5 s GGG 2 4/
AR T Al 461”'(“,,) )
" 1
- ! \ - T 8 Y s 1) B L
Na*-channel / ‘\ K*-channel R-T - /n (175‘), % ( 1) F ( 60~ UJ)
¥ » K* =), ‘3‘/'/11'!/ + {,7’ ‘/%ﬂ/
[Na'] = 12 mM = - 3,64 L'/md/
[K*] = 155 mM
[CF] =4 mM
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Sekundarer Aktiver Transport

Symport P Antiport )
o © (] ® o

| | i

\ o |

\ [
1 \

[ Vi
'

Vi !
B R R B o e o e e

A A T T AR

Grune Molekile sollen entgegen
ihrem Konzentrationsgradienten
transportiert werden. In diesem Fall
«bezahlen» pinke Molekiile fur
diesen Transport.

Symport: Beide Transporte in die

4 - . .
i gooooo o® g)oo gleiche Richtung
0% 00, oo ° © Antiport: Ein Transport in die eine
Richtiung, der andere in die Andere.
Berechnung:
Annahmen: 1
[Na’] = 145 mM 4G = RT-(%)+ (1)-F-(40m0)

[Glucose] = 1 mM
(0.2-50mM je nach Nahrung)

AV =-60 mV

Out
++++++++++

Faham S et al., Science 321: 810 (2008).

[Na*] =12 mM
[Glucose] = 20 mM

Ye* (imp)
-12,0 b)fw] @

AGGL.-.(:.,) = kr'/"(i_’)

72,72 L fml @

9(40/;,*// D+@ - '5,4“,7/"/
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Primarer Aktiver Transport

[Na*] = 145 mM
[K]=4 mM
3 Na*
NS
X 'll AN n
3
] Out
+++++++ 1|+ +++++++++++++++
At AT I TR G A O R A
'
. e - 1
]

- o o - - B

Die NA/K ATPase pumpt Na* und K* lonen,
beide entgegen ihren Konz. Gradienten

Der Prozess wird durch die ATP Hydrolyse
ermoglicht, welche die notwendige Energie
liefert.

Die Aktivitat dieses Transporters generiert
einen Na* Gradienten uns sorgt dafiir, dass
aktiver Sekundartransport stattfinden kann.
Ausserdem ermoglicht er die Wiederherstellung
des Nervenzellen-Ruhepotentials.

ATP g\ ADP + P
2K*
[Na*] =12 mM
[K*] = 155 mM
Berechnung:
[Na‘] = 145 mM
[K]=4 mM Aéﬂ * (6p) = XT/»( ) (1)F{60—V}
+ - L/ h———y—————‘
x g 6,421, T T,
\“ "" A\ '—3—; 3"‘ (/‘/h'/ @
\ :" Out
A
ttttbt by 1] |dtibb bt bbb bbbl b: 4 Thw(Z=)+1 -F-(-60.V,
S | f e o "~ (%) Jv LAy
T IR Ty 943G mel =573 4 fmel
L2 2274 /me! @

..

N
B
/

[Na*] =12 mM
[K*] = 155 mM

Tolal: ®+® = 43,94 /ms/
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Beispiel der Transporte in Darmepithelzelle

Na'*-Glucose-Symport
\
|

Glucose-Uniport

Glucose

Glucose Glucose
—_—

2u den
Kapillaren

Na'

Intestinales
Lumen

! (Na*-K*)-ATPase
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Glukose wird Sekundar Passiv in die
Darmepithelzelle aufgenommen durch
Symport von Na* (Zellen bauen Na*
Gradienten durch aktiven Transport auf)

Die Glukose kann durch ein Protein
(Passiver Transport durch Protein) in die
Glukosedrmeren Kapillaren transportiert
werden.
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D: Universelle Mechanismen der Replikation, Transkription,
Translation (N. Ban)

Allgemein

transcription  translation

DNA 2 RNA - PROTEIN

replication

Replikation allgemein:

e Extrem genau (1 von 10 Fehlerrate)
e DNA Synthese

o Korrekturlesung

e Reparieren

Architektur und Geometrie von DNA
Kovalente Struktur von DNA

e Antiparallele Strange, Gegensatzliche 5’ zu 3’ Richtungen
e Zucker-Phosphat Backbone Verbunden durch Phosphodiester Verbindungen
e Variierende Basen Komposition, aber Komplementare Basen (A, T und C,G)

Complementary
DNA strands )
o A SO O 1 |+ 3'-Hydroxyl
—o—pla O |— 5'-Phosphate 3 H }l'l
H 2’ :OEH 0" H"N\
2 5 "
ol
Hydrogen g R ( N// )
o vk (’3
N
e] 03
] G,, : b 3 N._.,< 4 X
ké ;? N—H"""
1 H
o- p o ’ Guanine Cytosine
| R H CH3
Oy Dan”
o H - ( _,< / ) \
Phosphodiester '.3 / \\N H-’N /
bond Y OEH N_ \ / \ -
c 9
%;27 . N— I\
I - 5'-Phosphate
Adenine Thymine

3 -Hydroxyl
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Einige Wichtige Punkte und Zahlen zu DNA Struktur und Architektur (in normaler B Form):

e DNA Formt eine rechtsseitige Doppelhelix (Zwei einander entgegengesetzte Strange, s.0.)

e Breite der DNA: 24 A

e Distanz zwischen zwei Basen: 3.4 A (kleinste Mogliche Distanz, ohne sterische Clashes)

e Turn zwischen zwei Basenpaaren: 36°. Somit: 10 Basenpaare ergeben 360° (einen vollen
Twist in der DNA). 10 BP = 1 Twist.

Major and Minor Groove side der Doppelhelix

Major groove: Breit

Top view with stacked Minor groove: Schmal
bases.

Major groove side Major groove side

CH3

HH o)_
N %
A el T \
L A ] N
4 ={ 6 .\
Glycosidic N H Glycosidic
bond bond
Minor groove side Minor groove side
Adenine-Thymine Guanine-Cytosine

Zweite mogliche Form der DNA: A Form
Wenn zu wenig Wasser verflgbar ist, bildet die DNA eine leicht mehr ge6ffnete minor groove und
nicht mehr 10 Basenpaare fiir einen vollen Turn. Sie sieht aus wie die Doppelhelix von RNA.

RNA bildet entweder mit sich selbst lokale Doppelhelices oder eine Doppelhelix mit einem
komplementéaren Strang (wie bei der DNA) und bildet eine A Form.

Zucker Falten Konfirmation ist der Grund fur

H CH,OH CH,O0H
c3 5 H\‘ 5 die unterschiedlichen Architekturen von A
HO ) HW form und B form von DNA.
H
HO
HO
on H H
C-3’-endo C-2'-endo
(A form) (B form)

DNA und Genetische Informationen

Nukleinsdure (nucleic acid): Enthalten genetische Information tGiber Nucleotide (nucleotides =
Monomere der Nukleinsauren)

DNA (Genetischer blueprint) und RNA (Produkt der Transkription): Sind Polynucleotide, kurze
Segmente von Nukleinsduren werden Oligonukleotide genannt.

Gen: Funktionelle Einheit der Genetischen Information. Gene sind Teil von genetischen Elementen:
Grosse Molekile und/oder Chromosomen
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Grosse: Die Grosse von DNA wird in Basenpaaren angegeben (base pairs). 1000bp = 1kbp.
1'000°000bp = 1Mbp. (z.B. E. coli Genom hat 4.46 Mbp)

Die lineare Grosse von DNA ist um einige hundert Male grosser als die Zellen, Supercoiling sorgt
dafiir, dass DNA unterbringbar wird.

Wichtige Forscher und Experimente
Friedrich Miescher (1860): Entdeckte die DNA indem er Molekile mit unterschiedlichen
Eigenschaften und Proteinen von Zellkernen isolierte. Nannte die Substanz «Nuclein».

Albert Kossel (Nobel 1910): Isolierte die Fiinf Nukleotid Basen: Adenin, Cytosine, Guanin, Thymine
und gab DNA seinen Namen. (die Funktion von DNA war noch nicht klar).

Hershey-Chase Experiment (1952): Bestimmung, welches Molekiil fiir die Weitergabe von erblichen
Informationen verantwortlich ist.

® Bacteriophages Versetzten einmal Schwefel Atome von
/&\ /8\ phosphorus labeled . .
DNA (green) Bakteriophagen nuklear (Bestandteil von

Proteinen) und einmal Phosphor Atome
() (Bestandteil von DNA). Nach der Infektion fand
1. Infection man in den infizierten Zellen keine Spuren von
radioaktivem Schwefel, jedoch von
Q ! ? radioaktivem Phosphor -> Beweis, dass DNA

© 2. Blending Verantwortlich fir Weitergabe von erblichen
| | Informationen ist.

T

@ %@ 3. Centrifugation

After centrifugation no After centrifugation
sulfur in cells. phosphorus in cells

sulfur labeled protein
capsule (red)

Linus Pauling (1950er): Zeigte die Struktur der a-Helix von Proteinen (Siehe Teil Experimente von
Proteinen). Er dachte ausserdem, dass die DNA eine tripple Helix sein kdnnte (war der erste der die
Struktur der DNA voraussagte).

Erwin Chagraff:

- Die Komposition von DNA Variert von Spezies zu Spezies (Relative Mengen A, C, T, G)
- Inallen Spezies: Gleich viele A wie T und gleich viele Cwie T

Rosalind Franklin: Durch X-Ray Diffraktion wurde aufgezeigt, dass die DNA in einer Helix vorliegt

Watson and Crick (1953): Entschliisselten die DNA Struktur (Doppelhelix). Ausserdem stellten sie
fest, dass A und T sowie C und G starke Wasserstoffbriicken (Watson and Crick Basenpaare) bildeten
sowie, dass nur ein Strang DNA mit ihren A, T, C und G Basenpaaren notig waren, um den anderen zu
kopieren.

Meselson und F. Stahl (1958): Benutzten E. coli und zwei Isotope von Stickstoff (N und °N). Sie
liessen die Bakterien in **N Medium kultivieren (nur E. coli mit **N) und transferierten diese
Bakterien in °N Medium. Ergebnis: Nach 20 Minuten (eine Zellteilung) war **N >N DNA vorhanden.
Nach 40 Minuten (zwei Zellteilungen) war *N*°N und *N**N DNA vorhanden. Dies bedeutet:
Replikation ist semi-konservativ (Immer ein Strang vom alten Strang wird behalten).
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Volkin and Astrachan (1958): Infizierten ein Bakterium mit einem Bakteriophagen (mit einem Strang
DNA) und priiften die Mengen von Nukleotiden des DNA Templates und des RNA Produkts. Ergebnis:

DNAA=RNAU DNAT=RNAA DNAG=RNAC DNAC=RNAG

=> Dies Zeigte die Beziehung zw. Transkript DNA und dem RNA Produkt (T in DNA = U in RNA
sowie die Beziehungen zwischen den Nukleotiden oben)

Mit diesen Ergebnisen fanden spéater Francois Jacob, Sidney Brenner und Francis Crick heraus, was
das mRNA Molekdil ist.

Sydney Brenner und Francis Crick: Entdeckten den genetischen Code: Crick and Brenner
Bacteriophage T4 Genetisches Experiment (Versetzten RNA mit Chemikalien und erreichten so eine
Verlangerung der RNA um ein Nukleotid, dies wurde 3 mal wiederholt und erst dann machte der
Code wieder sinn -> Es muss sich beim genetischen Code um Triplets handeln)

RNA Tie Club: Wollten den Genetischen Code entschliisseln

Marshall Nirnberg: Versuchte den Genetischen Code experimentell zu entschliisseln. Verwendete
Synthetisiertes polyU und mixte es mit Zellen. Das Ergebnis: Polyphenylalanin entstand. Er
dekodierte somit den ersten Code: UUU -> Phe. Dann verwendete er radioaktiv markierte
Aminosauren und implementierte andere Triplets in Zellen, um zu priifen, wo die Radioaktivitat zu
finden ist. So entschliisselte er einen Teil des Genetischen Codes.

Spater wurde eine kurze RNA Kette von immer wieder wiederholenden Triplets (z.B UACUACUAC...)
synthetisiert (durch Gobind Khorana) und in Zellen eingeschleust. Je nach Startpunkt (3
Moglichkeiten) wurde eine Polypeptidkette mit immer derselben Aminosdure erstellt. Dies wurde
von Robert Holley druchgefiihrt, welcher so die Abhadngigkeit des Startpunktes bewies.

Um herauszufinden, in welche Richtung die RNA translatiert wird wurden kurze synthetisierte polyA
RNA mit einem Cam 3’ Ende in eine Zelle gegeben. Ergebnis: H3N*-Lys-Lys-...-Lys-ASN-COO". Der
Gen. Code war zu dieser Zeit schon bekannt: AAA = Lys, AAC = ASN. Ergebnis: Translation lauft an der
MRNA von 5’ Ende zum 3’ Ende. In einem weiteren Experiment wurde einer Zelle radioaktiv
markierte Aminosauren zur Verfligung gestellt. Nach einer gewissen Zeit wurde geprift, wo sich der
radioaktive Teil der Aminosauren im Protein befindet (C Ende oder N Ende). Dabei kam heraus, dass
sich der Radioaktive Teil vor allem am C Ende befand. Ergebnis: Das Protein bildet sich von N Ende
zum C Ende.

Theodor Escherich (1886): Entdeckung E.Coli Bakterium

Francisco Bolivar: Erstellte erstes synthetisches Plasmid
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DNA Replikation, Rekombination und Reparation
Probleme der DNA Replikation

1. Problem: Kopieren der DNA erzeugt Uberwindung der restlichen DNA

2 1 Lk auch "linking number" genannt: Ist die Anzahl an Watson-
ﬁv""\"\"\"\'\'\\\ Crick Twists in einem zyklischen Chromosom in einer
/r’f \11 planaren Projektion.
207// 2?,5
b % Twauch "twist" genannt: Die Anzahl an Watson-Crick Twists

g in dem Chromosom, wenn es nicht eingeschrankt ware in
einer Ebene zu liegen.

0 Wr auch "writhe" genannt: Anzahl an superhelical Twists.
(B) Lk=25Tw=25 Wr=0
Relaxed Circle

Lk=Tw+Wr

Dl N €  Lk=23, Tw-~ 25 Wr~—2
i o Negative superhelix
(D)  Lk=23,Tw~23, Wr-0 (right-handed)

Unwound Circle

Losung zu Problem 1: Kontrolle von Supercoiling spielt eine entscheidende Rolle bei der
Entspannung von supergewickelten DNA und der Organisierung von DNA in Bakterien und Archaeen.

Topoisomerase
Fiihrt einen Cut an einem DNA Strang durch. Dies erlaubt der DNA sich zu entspannen, wenn sie fiir
die Replikation abgewickelt wird. Danach verbindet das Protein den Strang wieder.
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Links: Supergewickelte DNA in Bakterien und Archaeen.
Diese Organismen verwenden sogar ATP, um die DNA
superzuwickeln. So kann sie im Organismus geordnet
werden und braucht nicht so viel Platz, als wére sie linear.
Ausserdem dient diese Form der Stabilitdt (Aus diesem
Grund kénnen einige Archaeen und Bakterien auch bei
hohen Temperaturen (iberleben, ohne dass die DNA
geschmolzen wird).

2. Problem: DNA Strange sind antiparallel, eine Synthese muss in die Entgegengesetzte Richtung

ablaufen, besitzt aber dieselbe Reaktion.

Replication
Parental fork 5
DNA ( /
5
3
3
DNA template

T ——————

lPrimase

" I 5
5 I

Der Beginn der Replikation ist viel weniger Akkurat, als
wenn die Replikation einmal lduft. Aus diesem Grund wird
der sogenannte RNA primer (nicht so genau, viele Fehler)
durch die Primase erstellt.

Die DNA Polymerase lll beginnt dann die Replikation an

pR.':Q diesem RNA Primer mit einer extrem hohen Genauigkeit.
r r
lDNA polymerase il
3’ 5’
5 3
New DNA
@] o] Al elel s
i dATP PP, I it dGTP PP, v F
\ / G £ A G
& G ¥

Allolel

Unten: Templatestrang

¢ ¢ B
¢C 6 T ¢ a
3’ ® | @ |~

Oben links: Primer

Um die Replikation durchzufiihren werden ATP, GTP... verwendet und an den Primer gehangt.
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Polymerasen

Active site

Exonuclease

Reaktionsmechanismus

Haben eine Form wie eine rechte Hand («Finger und Daumen»). Die
Aktive Stelle des Proteins befindet sich bei der «Handflache».
Ausserdem besitzen sie einen Teil (Exonuclease), welcher fiir die
Fehlerkorrektur bendtigt wird.

5] [v] Nukleophiler Angriff: Der Sauerstoff attackiert
P » den Phosphor von einem Triphosphat (ATP,
{ S (o [ . . .
O F’E-—c 1\ \(’ 7@ o| GTP...) und erstellt so eine Bindung zwischen
s |“—H0 \ H ..
ol g o d 5| dem Sauerstoff und dem Phosphor. Dabei wird
o f &J (Jp/“ ; — > :| Diphosphat (PPi) abgespalten. Dieses Reagiert
P \ L - & (\/0\/@ - mit Wasser zu 2 Phosphat (Pi), welches wieder
y L/ zur Herstellung von Triphosphaten verwendet
Ho B wo |+| werden kann. -> Reaktion lduft nur von 5" zu 3’

Losung zu Problem 2: Lagging Strang (3’ zu 5’) wird in ca. 1000 Nukleotid Segmenten synthetisiert
(Okazaki Fragments). Dies Fiihrt zu einem neuen Problem: Liicken schliessen und RNA Primer

entfernen.

3'-OH DNA polymerase Il 5'-P RNA primer
" ﬁ e

@3 —

[ ==

5 ARRARSARRRARRARRRRRRRARAR

W N
(b) ™~ DNA polymerase |
__—a Excised RNA
@7 primer
s IBRBRRARRRRERRER AR RRRRA BRI l|l||!|l|l|ll3'
3 E /\ )5’
() O\ DNA ligase
3'-OH 5-P
5 'IlIIlllIIVIIIIYI'YlYl'I'Y'Vllfl\alVll|lVI‘Il3’
(@)3' @ ) §'

S O T T

€3 € ) §'

a

IBERBAREERRRRAR
) 5

a) Die DNA Polymerase Ill Synthetisiert das Okazaki
Fragment bis zum 5’-P Ende eines RNA Primers

b) Die DNA Polymerase Il verldsst den Strang und die
DNA Polymerase | Bindet an dem Strang

c) Die DNA Polymerase | schneidet den RNA Primer
Nukleotid pro Nukleotid heraus und vollendet den Strang
bis es den Start der DNA erreicht und verlasst dann den
Strang. DNA Ligase bindet an den Strang.

d) Die DNA Ligase schliesst die Liicke zwischen den
zwei erstellten Strangen (Die Liicke ist eine Backbone
Licke: hat kein fehlendes Nukleotid!)

e) Die DNA Ligase verlasst den Strang, die Okazaki
Fragments sind verbunden.
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DNA Replikation Gabelung

Helicase

Single-stranded binding
protein T

RNA primer

’\ Primase .

DNA polymerase j

IIl holoenzyme

DNA
polymerase |
v . / '...° 5’
, DNA ligase 3
5"\ Leading
strand Lagging
strand

Replikation in E. Coli

Die DNA in E. Coli bildet Ringe. Die Replikation beginnt an einem Startpunkt und geht von diesem in
beide Richtungen (2 Replikationsgabelungen, replikation bubble). Der kritische Moment ist, wenn
diese Gabelungen sich beim Terminus treffen. Die Replisome* geben einander das Signal, dass die
Replikation vorbei ist und beenden die Replikation. Zwei identische Genome sind das Ergebnis.

*Replisome (DnaA): Gesamtheit aller an Replikation beteiligter Enzyme. Bestehend aus zwei Kopien
von DNA Polymerase Il (da die Replikation in diesem Fall unbedingt Synchronisiert ablaufen muss),
Helicase, Primase und anderen Elementen, welche die Effizienz erhoht.

DNA Reparatur

e DNA Polymerasen haben einen Fehlerkorrigierenden Exonuclease Teil, welcher eine
Fehlerrate von 1 in 1'000'000 garantiert. (Synthese; Fehlerrate 1 in 10'000)

e Es gibt zusatzliche Fehlerkorrekturmechanismen als die der DNA Polymerase (weil 1 von
1'000'000 Fehlern flihrt zu ca. 1000 Fehlern pro kopiertes menschliches Genom)

e Spontane Mutationen (10'000 pro Tag pro Zelle)
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Reparatur durch Exonuclease

—_—
Migration to

exonuclease site

cl
Template savge

strand

Exonuclease
active site

i

Das falsche Nukleotid wird
keine Watson-Crick
Basenpaare bilden und
somit ein Stiick herausragen
und so in die Aktive Stelle
der Exonuclease geraten.

Diese schneidet dann das falsche Nukleotid heraus und die Replikation kann fortfahren.

Mutationstypen

1. Punktmutationen:
Transitionen: Purin zu Purin (haufiger)

Transversionen: Purin zu Pyrimidin (weniger haufig, da energetisch Unglinstig)

2. Einflgungs- / Ldschungsmutationen

Reparatur erfolgt entweder, indem eine Base oder ein Nukleotid (Segment der DNA) entfernt wird.

3 GH3Mismatch — 5
3
5

GH3
LTETI TN Vg
7
lExonucleasel
™
Tl
lDNA polymerase IlI
GH3

LLCLLLLL

Wenn die DNA Polymerase den Fehler nicht
korrigiert hat, so werden Proteine (In E. Coli
MutS (erkennung des Fehlers) und MutL
(rekrutiert MutH Exonuklease)) diesen Fehler
beheben.

Die Molekile erkennen den Parent Strang
dadurch, dass er methyliert ist. -> Passiert nur
mit dem Strang, welcher schon eine Weile in der
Zelle ist.

Die Exonuklease | wird einen Teil (hunderte) von
Nukleotiden des Tocherstrangs entfernen,
inklusive der falschen (Einfachstrang
Bindungsproteine schiitzen die Stelle).

Danach wird die DNA Polymerase Ill den falschen
Strang wieder synthetisieren und die DNA Ligase
die Zwei Enden des Stranges verbinden. Der
Fehler ist behoben.
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Darmkrebs, 2 vererbbare Typen:

- Familidar Adenomatose Polyposis
- Hereditares non-polypdse Kolonkarzinom: Nichtfunktionierendes DNA Repariersystem,
ahnlich wie E. Coli MutSLH

Spontane Mutationen (Eine Zelle verliert 10'000 Purine und einige 100 Pyrimidine jeden Tag)

- Sauren

- Hitze

- UV Strahlung

- lonisierende Radiation

- Alkylierende Stoffe

- Interkalierende Molekiile in der DNA
- Sauerstoff Radikale

N "N-H Nitrous 0 Q===

( § acid g/N / Cytosine N/ \
N-::/ / N‘::/ / N; C?/N\\

Adenine Hypoxanthine

In Saurer Umgebung wird durch Deamination eine nicht existierende Base gebildet, welche nicht
richtig paaren kann.

o Uracil kann in der DNA als Resultat von Cytosin

NH, 0

Sy o HaC N/H Deamination (durch Sdure) auftreten und bindet
| /g | /g | /& sehr gut mit Adenin.

l}l o l}l O

H H

| Resultat: Falsches Basenpaar in der DNA.

cytosine uracil thymine
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Das Uracil muss also unbedingt entfernt werden, da es in der Nachsten
Replikation zu einem Falschen Basenpaar (U-A) anstelle von (C-G)

;

’;\ ? A fuhren wirde.
T8 T
\I\‘\!\ Die Uracil DNA Glycosidase findet Stellen in der DNA in welcher Uracil
vorkommt (welches in DNA nicht vorkommen kann) und AP
\;ﬁﬂlﬁ?& Endonuclease entfernt es. DNA Polymerase | und DNA Ligase setzen
dann das richtige Nukleotid (C) ein und verschliessen die Liicke im
\!\’\{\ Backbone.
A G A Das ist der Grund, wieso DNA Thymine und nicht Uracil enthalt. So

kann dieser Fehler schnell erkannt werden.

7

lAP endonuclease

i

DNA polymerase |
DNA ligase

;

0.0

S
é_ s

Einige Tiere konnen sehr hohe Dosen von Radiation aushalten.

Brust X-Ray: 1 mGy E. Coli: 60Gy Tardigrade (Wasserbaren): 4000 Gy
Lethale Dosis 10 Gy D. Radiodurans: 6000 Gy

Grund dafiir: Rekombination.

Rekombination passiert zwischen DNA Molekiilen, welche dhnlich in der Sequenz sind. Sie spielt eine
wichtige Rolle in der genetischen Diversitat und der Diversitat von Antikorpern.
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Seitenspezifische Rekombination

Seitenspezifische Cre Rekombinase ist eine Topoisomerase, welche
spezifische loxP Seiten (virale Rekombinase) erkennt und eine Holliday
Struktur (links) formt.

Die Cre Rekombinase verwendet Tyrosin Reste (Unten im Bild Y) um
den Strangwechsel zu katalysieren.

Cre recombinase

Bond L e
formation
N
<
Y Y

Holliday junction

Isomerization

Bond
formation Y Y
—
R —
Y Y

Holliday junction

Homologe Rekombination

Passiert auch bei uns, wenn eine Eizelle ) e \/
befruchtet wird. | .

A B : X
Lauft ahnlich ab wie die Seitenspezifische T v 7
Rekombination. Zwei Strange werden an e \/

. . . . "% G

einer Stelle eingeschnitten und liber e — /&
Kreuz verbunden. Der Unterschied ist, SEee— %
dass die anderen beiden Strange nicht , - \ y S V/
direkt an derselben Stelle (durch das . ; //\\\ 2 &
Tetromet) verbunderT we.rden, sondern \\\ \/ . S . 2
etwas spater. Ergebnis: viele 2 : T S :
Unterschiedliche Szenarios méglich, wie /\ ‘ -

die zwei Molekile verwechselt wurden.

Das fiir homologe Rekombination verantwortliche Enzym wird RecA Protein genannt. Fiir diesen
Vorgang wird ATP benoétigt.
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Genetische Elemente
Chromosomen

- Genetisches Hauptelement in Prokaryoten

- Die meisten Bakterien und Archaeen haben einzelne zirkuldre Chromosomen (dsDNA),
welche alle/die meisten Gene tragen

- Eukaryoten: Zwei oder mere lineare Chromosomen (dsDNA)

Viren und Plasminde
Viren enthalten entweder RNA oder DNA genome

- Konnen linear oder zirkular sein
- Konnen Einfach- oder Doppelstrange sein

Plasmide: Doppelstrange von DNA,welche separat von Chromosomen repliziert werden (Bakterien
und Archaeen)

- Meist Zirkular

- Bringt generell Vorteile fur die Zelle (z.B. Antibiotikaresistenz)

- Variieren in Anzahl und Grosse

- Nicht extrazellular, wie bei Viren

- Konnen Proteine tragen, welche andere Spezies oder Gene téten, welche wichtig fir
horizontalen Gentransfer sind.

DNA Replikation in Eukaryoten
Ist sehr Koordiniert

Eukaryotische Polymerasen im Zellkern

/, The cell "double checks” the

P iperdauicos - (Nukleus):
& repairs. A
/ | Mitosis m
[ | g < 23 DNA Polymerase Alpha: Initiator Polymerase
, P es! y . . .
;f f/{/ Hm"“‘“ 3 (Synthetisiert RNA Primer und startet DNA
S \ y G, [ Synthese)
X’[ Each of the 46 /[<
B chromosomes is \ fa) H .
I \\> duplicated by the cmf;'j;;a;hf:g;;gﬁbmm‘/;, g_v-‘;\ DNA Polymerase Beta (od. Epsilon): DNA
\\ are duplicated. /{/ \/, Reparatur
Q /{:/ <
> 4 G0 3 DNA Polymerase Delta: Primares Enzym der

7;\’*-:: | i

cell e arest.  DNA Synthese (3. DNA Polymerase )
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30'000 Urspriinge der Replikation

- Jeder Ursprung der Replikation hat einen Komplex von 6 Proteinen (Ahnlich wie DnaA in

Bakterien)
- Helikase wird Rekrutiert

- Zwei unterschiedliche Polymerasen Kopieren das Genom. DNA Polymerase Alpha startet
(Primer und 20 dNTPs werden hinzugefligt) DNA Polymerase Delta fiihrt die Arbeit fort

(Polymerase Wechsel)

Telomere

RNA primer

Z' Leading strand
Parental
DNA 1 /
Okazaki fra

N\

3’ Lagging strand

5’ gments
3

verwendet, um

T
.|,.|‘|.‘|y|l‘.‘..,‘H,H.
RIRIEe Ll IRIRIe

SRS

dlelele =l
£ 1518 15 15 151 I 115 1S 1 1 ) I
- AHUIUHEHEHOH OO e

Transkription

RNA Allgemein

Sind schiitzende, repetitive Sequenzen an den
Chromosomenenden.

Die Telomerase ist ein Enzym, welches seine eigenen RNA Templates

die Enden der Telomere zu verlangern.

Die einzige Differenz zwischen T und U ist eine Methylgruppe im T, ansonsten haben sie dieselben
Eigenschaften. Im Linken Bild muss lediglich der rote Kreis mit H ersetzt werden fiir A — U.

PURINES

H [}
Il J
NTE ST 7'\:!:;: " NZ i HN "
Y H 0
WS N ”/L: o Sy N
H H
Purine Adenine Guanine
PYRIMIDINES
: i i
N”’ﬁ“g/“ A‘/" H T E/: Hoy T@
3
2 N
n L\:\‘ ?,\“ N o7 \E o7 \: NH
Pyrimidine Cytosine Uracil Thymine
RNA DNA

N, / )
i ! W)
W
/ N/ //V \

N= J\ o
N—
H
Guanine Cytosine
H, H o}
Nesses \
A 4 - J\
( 7\ H M )
/ “N- /
) Nk
¥ ‘=" é/ \
Adenine Thymine
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PTUVGOUEEACUCUGCARCUGACUCCALUCCA=  Finfachstrange von RNA werden lokale Doppelstriange bilden,
F-gin ¥ da diese komplementar sind (= Sekundarstruktur der RNA).
G\U\ i Dreidimensional kann sich RNA dhnlich wie Proteine zu
komplexen 3D Strukturen formen (aber wegen WC
Basenpaaren und Stapelung anstelle von Formung eines
hydrophoben Kerns). Die Parameter dieser Doppelhelix sind

ahnlich wie die der A Form von DNA.

c—0—-0—>»—0—C—3
P—O0—O—C—O—>—0

S—UUGG™ SUUGCA-3
RNA molecule

Messenger RNA (mRNA)

Ist eine Kopie eines Teils der DNA, welche benétigt wird fiir die
N - Nudes Proteinsynthese. mRNA «spricht» noch dieselbe Sprache wie die
Q,JC/J.nf»/ Q . .

~{/—N/_Ji\;’ it B DNA und besteht aus den 4 Nukleotiden.

-5 * B 3
Processing l

P S e Die mRNA wird im Nucleus hergestellt, aus dem Nucleus

Transport transportiert und im Cytoplasma weiterverarbeitet.

Ribosome

Nascent
protein

EUKARYOTE

Unterschiede zwischen DNA und RNA:

DNA RNA

Zucker: Desoxyribose Ribose

Basen: ATGC AUGC

Form: Doppelhelix Einfachstrang, Lokale Doppelstrange moglich (s.0.)
Nomenklatur

RNA transcript
GCATACAACACACCTTGCATCCCAGTGTAG., .. Template, or antisense strand
TATGT T GAACGTAGGGTCACATC Coding, or sense strand

Das erste Nukleotid, welches transkribiert wird, wird als +1 bezeichnet, das zweite +2... Das
Nukleotid, welches nicht transkribiert wird, wird als -1 bezeichnet. Der Template Strang ist
komplementar zum RNA Transkript, der Coding String gleich (ausser T = U). Das 5’ End des RNA
Transkripts ist normalerweise pppA oder pppG (p = Phosphat).
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Wieso mRNA?

1.

Original DNA wird geschiitzt

Einfachstrang Form ist besser geeignet um Informationen abzulesen

Ein Zwischenprodukt, welches in grossen Anzahlen produziert werden kann erlaubt mehr
Kopien von einem Protein zur selben Zeit

Erlaubt ein einzigartiges Level an Regulation (wie viel mRNA vorhanden ist)

MRNA kann gespliced werden (Erlaubt die Produktion von mehreren Proteinen mit
derselben mRNA)

Sekundarstruktur der mRNA kann ausgenutzt werden fiir Stabilitdt und Lesbarkeit

Synthese von RNA aufgrund eines DNA Templates

W i Zwar muss die DNA auch wieder entwickelt
Rewining 48 /Template strand /codangsuana e Uneiiiig werden, jedoch kann sie sich (im Gegensatz zu
W aY /—\’(]]MHQ‘[S der Replikation) gleich hinter dem Enzym
sMUIN@N:[ID\([DIs LSy wieder aufwickeln (Keine Enzyme zur Kontrolle
\V RNA-DNA hybrid \E[ongation/ A - .
helix site / von Supercoiling notig).
5’ ppp S oveme Ausserdem bildet der Template Strang und die

of polymerase

RNA eine Helix, welche fiir die Genauigkeit

wichtig ist. Die ersten gebildeten Nukleotide der mRNA sind nicht so korrekt, die Folgenden schon.

" 1 Nukleophiler Angriff: Der Sauerstoff attackiert

3 =
Primer strand Primer strand ®

% o den Phosphor von einem Triphosphat (ATP,
\ o, . i ’ \ o\\;m-uc GTP...) und Erstellt so eine Bindung zwischen
HH § L e & ’52’ dem Sauerstoff und dem Phosphor. Dabei
> Lo “3 J Ony, Tf wird Diphosphat (PPi) abgespalten. Dieses
Oy g . 7 | Reagiert mit Wasser zu 2 Phosphat (Pi),

1,5 - - welches wieder zur Herstellung von
J - J Triphosphaten verwendet werden kann. ->
- —  Reaktion lauft nur von 5’ zu 3’. Die Aktive

Stelle der RNA Polymerase enthilt 2 Mg?* lonen.

Der Einzige Unterschied zu der Chemie der Replikation ist die OH Gruppe am Zucker (rot).
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Promoter Transcription unit Initiation
|f = ] Zuerst haben die Transcription Factors der RNA
5’ 3 " .
3 = T 5 Polymerase den richtigen Start (Promotor) fiir die
| “Start point s . . T .
RNA polymerase Transkription zu finden. Dies ist moglich, ohne die DNA zu
@ Initiation

entwinden aufgrund des Minor und Major groove.
Die RNA bindet an diesen Promotor und separiert die zwei
Strange in einer kleinen Region. NTPs beginnen mit dem

5' 3
3 5 .
/ \RNA P Template Strang zu binden.
Unwound 45, of DNA
DNA script Elongation
@ Elongation . . . .
Nachdem das erste Nukleotid gebunden ist beginnt die
Rewound Elongation. Die RNA Polymerase fligt Nukleotid nach
DNA\ = Nukleotid hinzu und bewegt die «Transkriptionsblase»

5 ; — 3 . .

A 3 5 entlang der DNA von 3’ zu 5. Die Transcription Factors
RNA; I6sen sich. Wenn der gebildete RNA Strang eine gewisse
transcript © Termination lange hat, 16st er sich von der DNA, sodass die DNA sich

wieder winden kann.

% - Termination

o 3 f Wenn eine gewisse Sequenz erreicht wird beginnt die

CROWISTa TR MnesIpt Termination und die RNA Polymerase sowie die

vollstandig synthetisierte mRNA 16st sich von der DNA.

RNA Polymerase, Promotor, Sigma Subunits
Promotoren (in Bakterien) haben 3 konservierte Elemente

-10 Region: Pribnow Box
TATAAT (kann leicht variieren z.B TGTAAT oder TATGTT) 10 BP vom Start der Transkription Entfernt.

-35 Region
TTGACA (kann wie oben leicht variieren) 35 BP vom Start der Transkription Entfernt.

Spacer zwischen -10 und -35 Region
Distanz zwischen den -10 und -35 Regionen enthélt 17 +/- 1 BP

Eigenschaften Transkription:

- Promotor finden (Initiation): 1-2 Sekunden

- Elongation: ca. 50 Nucleotide pro Sekunde (in Prokaryoten sowie Eukaryoten)
- Gen mit normaler Grosse kopieren: 20-50 Sekunden

- Mehrere RNA Polymerasen kdnnen gleichzeitig dasselbe Gen kopieren

- Fehlerrate: 1 von 10'000 (viel hoher als bei der Replikation)

Seite 69 von 136



Zusammenfassung Biologie Semester 1

RNA Polymerase (in Bakterien)

a’% RpoD TTGACA For most genes, major sigma
factor for normal growth

a>* RpoN TTGGCACA Nitrogen assimilation

a>% RpoS CCGGCG Stationary phase, plus oxidative
and osmotic stress

a2 RpoH TNTCNCCTTGAA Heat shock response

a8 FliA TAAA For genes involved in flagella
synthesis

?* RpoE GAACTT Response to misfolded proteins
in periplasm

a'? Fedl AAGGAAAAT For certain genes in iron
transport

Elongation Mechanismus

Bakterien besitzen nur eine DNA abhangige RNA Polymerase

Kernenzym: 5 Untereinheiten, bindet stark an die DNA hat aber selbst
keine Moglichkeit, einen Promotor zu finden.

Holoenzym: Sigma Untereinheit und das Kerneznym, bindet nur
schwach an die DNA, um den Promotor zu finden.

Die verschiedenen Sigma
Untereinheiten werden hergestellt
und an RNA Polymerase
Kernenzyme gebunden. Dies
garantiert, dass die Transkription
geregelt werden kann, je nachdem,
in welcher Situation sich die Zelle
befindet (Heat Shock, zu wenig
Stickstoff...)

Die Sigma Untereinheit erkennt die
-10 und die -35 Region. (Die ca. 17
BP dazwischen sind nicht wichtig).

Die Aktive Stelle (2Mg?**) sorgt dafiir, dass das komplementire Nukleotid an den Template Strang
binden kann. Dieser befindet sich an dieser Stelle an der Richtigen Position. Durch einen

nukleophilen Angriff wird das Nukleotid mit der RNA verbunden.

Active
site

(metal).lE . .IE i-
DNA S
Nucleotide

binding

=

addition

Dass die Elongation weitergehen kann muss der Template Strang am nachsten Nukleotid wieder in
die richtige Position gebracht werden. Dies passiert durch die Translokation. Dabei bewegt sich der
DNA-RNA Hybrid durch die RNA Polymerase leicht verschoben, sodass das nachste Nukleotid des
Template Strangs in Position ist, sodass ein neues Nukleotid daran binden kann.
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RNAE i .E .E:::
NA
Nucleotlde Translocatlon

addition

Wenn ein falsches Nukleotid transkribiert wurde, so wird die translocation nicht wie oben
beschrieben funktionieren (das unten orange Nukleotid kann keine WC BP mit dem Template Strang
durchfiihren) und die RNA Polymerase fiihrt in der Folge davon ein Backtracking aus (Aktive Stelle
befindet sich ein Nukleotid weiter hinten anstelle von einem weiter vorn). Durch eine Hydrolyse wird
das falsche Nukleotid vom RNA Strang entfernt. Die Transkription kann fortgefiihrt werden.

.E ir ’E Elm' Hzo x .t:;ln'r
Backtrackmg Hydrolysis

Termination

PUUGHRNEARERLOENMCUSAERERRDNDCA-S Die Termination wird Signalisiert durch einen

A Code bestehend aus 30-40 Nukleotiden im
¢ t Template Strang, welcher dann eine stabile

\ /

) Haarnadel Formen wird (links). Aufgrund dessen

wird sich die RNA Polymerase l6sen. Die
Transkription ist somit beendet und die RNA wird
nicht mehr weiter transkribiert.

C—O—0—>»—0—C—M
=== E= ==L}

Es gibt noch einen zweiten Mechanismus, auf den

5—UUGG”  SUUGCA-3 L . . .
hier nicht weiter eingegangen wird.

RNA molecule

Einige wichtige Begriffe
Transcriptional Units: DNA Segmente, welche in 1 RNA Molekil transkribiert werden

Die meisten Gene dekodieren Proteine, einige jedoch werden nicht Gbersetzt (Translation): rRNA
(16S, 23S, and 5S + tRNA), tRNA

Operon: Ist eine Transcriptional Unit, welche die Information fiir verschiedene Proteine enthalt.
Somit kann dann 1 RNA Molekiil (polycistronic RNA) Informationen fiir verschiedene Proteine
enthalten.
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RNA Processing

R <@ s o Sowohl in Prokaryoten aI§ auch |n.
& & é\d; <& d\"% Eukaryoten muss das gebildete primary
\A @ o™ @ & . .
Q@((@‘ 60“ & v\“ c,@“%@‘ @i‘ &*«i@x& Transkript durch Enzyme weiter
xS

/ / verarbeitet werden zum Mature
éHE H Transkript. Dabei werden die Spacers

entfernt. Ubrig bleiben lediglich noch die

S acers .. . . .
2 fur spatere Verwendung wichtigen RNA
RNA 507 ) )3 299 3’ .
/ 00 Molekiile ohne Spacer.
Primary transcript ® =R
Processing ) Degradation
to remove O:
spacers
Mat
traan:::eri t ¢ )O:)O )(D
Pt 16S rRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA
& Wenn es sich um polycistronic mRNA handelt,
R« . . . . .
&o@‘ /\&«i’.\@" so wird diese nicht weiter processed, sie kann
S X . . . .
‘?] / ® direkt so verwendet werden fiir die Translation.
Bei der Translation kann an den ORF (= n
Operon Gene™ Gene™2 Gene'3 € de ansiatio a ande O ( Ope
Reading Frames) parallel gearbeitet werden.
5’ leader ‘ Transcription
Poly-
cistronic (] ORF1 ) ORF2 ) ORF8 )
mRNA
Archaeen
Promoter - Die RNA Polymerase von Archaeen ist komplizierter als die
DNA O iBRES TATA Jund INIT Juss . . . ]
P = in Prokaryoten und Archaeen besitzen lediglich eine RNA
l TBP and TFB Start of

wanscripton ~ Polymerase. Die wichtigste Erkennungssequenz ist die
«TATA» Box. Transkriptionsfaktoren werden verwendet, um
die Transkription zu kontrollieren.

— TBP
o TFB

Binding of RNA
polymerase @

Transcription

Translation
Allgemein

Es gibt 4 Nulkeotide, welche in die Sprache der 20 Aminosaduren Ubersetzt werden miissen. Somit
mussen mindestens 3 Nukleotide aneinander gehingt werden um alle Aminosiuren abzudecken (43
= 64 Moglichkeiten) somit gibt es zu viele Moglichkeiten (der Code ist degenerate). Diese werden
Abgedeckt, indem einige Moglichkeiten fiir Start oder Stopp verwendet werden und gewisse
Aminosauren dieselben Nukleotid Codes besitzen.
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2 Fehler: Frameshift Mutations (Verlangerug um z.B. Ein Nukleotid, RNA Code wird nutzlos) und
Supressor Mutations (Verlangerung um z.B. 3 Nukleotide, RNA Code ist weiterhin lesbar und kann
ziemlich sicher funktionierende Proteine erzeugen).

Wichtige Begriffe
Base: 1 Nukleotid 3 Basen: Triplet
Alle Basen fiir 1 RNA Molekiil: Gen Ubersetzung von 1 Triplet: 1 Aminosaure

Ubersetzung von gesamten RNA Molekiil: 1 Protein
Codon / Anticodon

Der genetische Code ist:

- Degeneriert (hat mehr RNA Triplet Codes als Aminosauren)

- Nicht zuféllig (Auch dnderungen an einem Nukleotid bewirken meist keine grossen
chemischen Anderungen)

- UAG, UAA und UGA = STOP codons

- AUG und manchmal GUG = START codons

Adaptermolekil: tRNA

o Das Ubersetzungsmolekiil tRNA sieht aus

{_phe wie ein Kleeblatt. Am 3’ Ende befindet

) sich die tRNA spezifische Aminosaure, am
unteren Ende das Anticodon. Es gibt

Acceptor insgesamt 4 Stellen, wo durch WC BP die

stem Stabilitat erhéht wird. Dies flihrt zu der

Kleeblattform.

Acceptor
end

Die Aminoacyl-tRNA Synthetase ist ein
Enzym, welches die Art der tRNA erkennt
und die entsprechende Aminosaure mit
dem 3’ Ende der RNA verbindet.

TVC loop

Base — Anticodon Bei der Verbindung von tRNA und mRNA
p stem mussen die ersten Zwei BP exakt
Stimmen, die dritte BP kann auch nicht
ganz Ubereinstimmen. Dies fihrt
5' $ 3 3 ~ Anticodon g trotzdem zu der richtigen
0 uuc, JMRNA  7usammensetzung von Aminoséuren, da
(3) \ (:{)ﬂ»{)n . . .
der Code ja degeneriert ist.
Ribosomen
Dekodierungscenter Protein Faktor Bindungscenter
Peptidyl Transferase Center Polypeptid Ausgangstunnel
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Ribosomen bestehen aus Proteinen und rRNA und sehen etwas aus wie Kronen und bestehen immer
aus 2 unterschiedlich grossen Teilen (Proteinen): Der grossen Subunit und der kleinen Subunit.

EF-Tu messenger RNA

s large
ribosomal
decoding center . subunit
tanslational
small )
ribosomal amn
subunit peptidyl transferase

center

\ \P
‘ nascent

protein

Die beiden Subunits haben unterschiedliche
Aufgaben: Die kleine Subunit interagiert mit der
MRNA und die grosse Subunit ist der Ort, wo die
Polypeptidkette geformt wird. Sie Katalysiert
diesen Vorgang somit an dieser Stelle werden die
Aminosauren zusammengefiihrt und
miteinander Verbunden. Die tRNA bindet
zwischen den beiden Subunits. Die gebildete
Polypeptidkette muss durch die grosse Subunit
durch den «Tunnel», bevor sie sich falten kann.

Protein Synthese Mechanismen

RNA wird von 5’ -> 3’ translatiert und das Protein wird von N Ende zum C Ende hergestellt (Siehe
Experimente).

I Eine einzelne Aminosaure wird hinzugefiigt und
Ry
H geht Bindungen ein zwischen einer anderen
C—0
HaN A uy Aminosaure und ihrer tRNA. Die nédchste
HsN s /R, HsN s ~/R2 Ami . . d d . h d h )
< 2 P minosaure wird dann zwischen der vorherigen
Y TN Ny < . N Aminosaure und der tRNA binden. Dieser Prozess
! o Reg o : . . . -,
it ¥ - H” -y W wird immer wieder wiederholt, bei jeder neuen
C—= =0
>o — o< o< — . Aminosaure. Somit Startet die Aminosaurenkette
b RNA A beim N Ende (oben) und wachst beim C Ende
(unten).

Schritte der Translation:

- Initiation
- Elongation
- Termination

Translation Factors

Ribosomen sind nicht fahig, die Translation von sich selbst durchzufiihren. Sie werden unterstitzt
durch die Sogenannten Translation Factors (Proteine), welche Unterteilt werden in 3 Initiation
Factors, 3 Elongation Factors und 3 Release Factors.
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Initiation
A besoma b t Die Initiation passiert nur einmal an einem Startcodon (meistens AUG). Es
f ~ handelt sich somit nicht um einen Zyklus wie die Elongation. Zu beginn
308.IF1IF3 bindet die kleine Subunit an der RNA.

IF2(GTP)-fMet-tRNA,
r*""‘"‘ IF1 und IF3: Sobald die kleine Subunit an der RNA gebunden ist, helfen diese
zwei Factors, dass die small Subunit sich nicht mehr von der RNA 16st.

fMet

. -__&@ IF2: Ist verantwortlich, eine spezielle Initiation tRNA (welche nicht dieselbe

mRNA
ist, welche spéater die AS bringt) zum Prozess zu bringen: Die fMet-tRNA,
welche eine spezielle formylierte Methionin Aminosaure sowie GTP als
IF1 +1IF3
Ksos,.,mwzo Energiestoff tragt.

30S initiation complex

IF2, GDP +P;

Als nachstes |6sen sich alle IF und die grosse Subunit bindet an die kleine ->
es bildet sich der 70S Initiation Komplex (70S, da beide Subunits vorhanden)

Wichtig: Wissen, was die IF machen und wo sie sich befiden (auch in
70S initiation complex ZeiCh nu ng)

Elongation

Die Elongation ist ein Zyklus. Es gibt 3
fiir die Elongation wichtige
Bindungsstellen am Ribosom: A (tRNA
mit neuer AS), P (tRNA mit
Polypeptidkette) und E (Exit)
Bindungsstelle.

Wichtig: Die Polypeptidkette bleibt
wahrend dem ganzen Vorgang am
Ribosom gebunden und erst bei der
Termination abgetrennt.

1 Der EF-Tu wird die nachste bendtigte
tRNA mit AS zum Ribosom liefern,
dabei wird GTP verbraucht (Hydrolyse)
2 Die neue AS wird mit der vorherigen
AS verbunden und die Verbindung der
vorherigen AS mit ihrer tRNA wird
gelost

3 Der EF-G setht GTP um, um das
Ribosom ein Slot weiter nach vorne zu
bewegen

4 Die tRNA (ohne AS oder Polypeptidkette) befindet sich nun an der E Bindungsstelle des Ribosoms
und I6st sich.

5 Die neue tRNA befindet sich mit der Polypeptidkette an der P Bindungsstelle. Der Zyklus beginnt
wieder von vorn.
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Peptidyl Transferase Reaktion (Katalysiert von der grossen ribosomalen Subunit)

. Wichtig: Die Reaktion links ist sehr wichtig,
HNY“ man muss sie aufzeichnen kénnen!
H)\L‘ £ ““R °2\’!?/R Nukleophiler Angriff zwischen der NH;
°*—*\//" e ik e 8 Gruppe der neuen AS und der Carbonyl
HO © HO © HO OH HO © . .
.y A Z_j\ Gruppe der peptidylen AS. So entsteht eine
e . - . adonks 0N, adenkds 07N, Verbindung der zwei Aminosauren.
2 / 2 2 2
0 0,
o}(‘; o}(i— ¥ ¥ Dielinke tRNA hat somit keine AS mehr
o o [+ o
S ik - - angehangt und die rechte tRNA tragt nun die
(P site) (Asite) (P site) (Asite) Polypeptidkette.

Termination

Peptide
cleaved
from tRNA

Wenn ein Stopcodon (z.B. UAA) erreicht wird, kann dieses von keiner tRNA gelesen werden. Dieses
Codon wird von einem Protein erkannt (RF1 und RF2: Der RF1 alleine erkennt ein Stopcodon, der
RF2 erkennt ein Stopcodon und gemeinsam erkennen sie ein Stopcodon, also erkennen sie
zusammen insgesamt 3 Stopcodons). Das Protein / die Proteine werden dann die Polypeptidkette
weghydrolysieren, anstelle eine neue Aminosaure anzusetzen. Die Polypeptidkette wird so gelost.
Der RF3 wird dann ein GTP hydrolysieren, um RF1 und RF2 wieder zu entfernen.

Polysome und gekoppelte Transkription/Translation

Ahnlich wie z.B. bei der Transkription kénnen mehrere
Ribosomen gleichzeitig an derselben mRNA parallel arbeiten.
Diese Gruppe von Ribosomen werden Polysome genannt (im
Bild links eine Gruppe von griinen Punkten an derselben
mMRNA).

Inactive
chromosome

segment RNA polymerase

chromosome
segment \

e Direction of Ausserdem ist in Bakterien die transkription und translation
s gekoppelt (lauft gleich nacheinander ab), wie man links im Bild
(translation)

2 mRNA gut erkennen kann.

_— Ribosome
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Signalsequenzen (Bakterien, Archaeen und Eukaryoten)

T Cytoplasmic Je nach Bestimmungsort eines Proteins muss dieses
apparatus > 2 . .
— Sech E2=2 e speziell durch das Zytoplasma transportiert
Ribosome — &7\- — = _  werden, da es z.B. sehr hydrophob ist.

000000000k
BEOOOBO000

Protein secreted
Protsna it into periplasm
( s Wenn Proteine in der Zelle benétigt werden, besitzt
mRNA [/ “ i i i
S\ e — i

N ; § es keine Signalsequenz und kann sich falten.
\ Protein inserted

Signal
recognition
particle

into membrane

f‘/‘r’

Wenn es sich um hydrophobe Membranproteine
ol 2";2;‘::“"9 handelt, kdnnen diese sich nicht im Zellinnern
o e falten, sondern missen zu der Zellmembran
gebracht werden. Diese Proteine haben eine spezielle Sequenz am Ende (sogenannte Signal
Sequenz), welche von Signalerkennungspartikeln erkennt werden. Danach wird das Ribosom
zusammen mit dem Protein zur Zellmembran gebracht und da wird das Protein freigelassen im Bild
leicht anders dargestellt, aber das Ribosom wird mittransportiert!).

Proteine, welche durch die Membran transportiert werden miissen haben auch eine Signalsequenz,

sind aber meist nicht so hydrophob (also kdnnen direkt abgespaltet werden) und werden dann durch
SecA die Membrane transportiert.

Die Signalsequenz befindet sich am N Ende, betrdgt 15-20 AS und hindert das Protein zu friih zu
falten.

Regelung von Proteinmenge

1P| repesser [Pl z [T Ein Repressor bindet an Operator (neben
ANNS> Promotor) an der DNA und verhindert so, dass
mANA [ Repressor bound to operator site eine mRNA transkribiert wird. Ein Inducer (z.B.
prevents transcription of z, y, and a ) .
00 Laktose) bindet an den Repressor und sorgt dafr,
dass er nicht mehr an DNA bindet. Die mRNA wird
|p[ Tmpesse” [plo] z [0 () transkribiert und sorgt fir die Herstellung von
NN

Proteinen, welche fiir die Umsetzung von Laktose
mRNA lac mRNA
¢ l l l notig sind. So wird die Herstellung von

00 bestimmten Proteinen in Zellen gesteuert.

to Inducer @ O

@

BGaIact05|dase Permease  Transacetylase

DNA Bindungsproteine

- Kleine Proteine, welche verhindern, dass Proteine an DNA binden (verhindern Transkription)

- Protein-Nukleinsaure Interaktionen kdnnen spezifisch oder nichtspezifisch sein

- Die meisten DNA Bindung Proteine interagieren mit der DNA sequenzspezifisch

- Spezifitat druch Interaktionen zwischen Aminosaurenketten und Chemischen Gruppen von
Basen und Zuckerphospat Riickgrat der DNA

- Major groove der DNA wird hauptsachlich von DNA Bindungsproteinen zur Bindung genutzt
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Turn Viele DNA Bindungsproteine (wie der lac repressor) von
Bakterien und Archeen besitzen eine spezielle Form:
Helix-turn-helix.

Stabilizing

N helix
Recognition s e
helix 4 1
[ N

74 -\ Onk g doms s oft binden zwei Helix-turn-helix Bindungsproteine zusammen
%L’Eﬁiﬁﬁ:&ﬂﬂﬁﬂfm an bestimmte Sequenzen und aneinander. Dies garantiert
- > eine hohere Spezifitdt der DNA Bindungsproteine, sodass sie
V N nicht irgendwo binden, wo sie nicht binden sollten, lediglich

weil moglicherweise die Sequenz an einer Stelle gleich oder

,/ Inverted repeats e

i ahnlich ist.
L TETETET) JEACCCCATA] PTCACACA L
LY ACACACE) ] D} 31 T
BT
Inverted repeats
Archaeen

DNA Reprossorproteine in Archaeen blocken die RNA Polymerase Bindung oder Blocken die Bindung
des TATA binding Proteins (TBP) und transcription factor B (TFB), welche von der archealen RNA
Polymerase bendtigt werden um am Promotor zu binden.

Herstellung von Produkten durch Bakterien

mRNA
: » 3
Promoter |
35 -0 Operator Gene to be expressed
ribosomal binding site transcription
terminator
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Gene for pfOinSU“n _,/'»» .,
\ /2 j_/w \..\

proinsulin x
f{ J./:::;‘s-\

) Reverse Join to { A
, transcriptase plasmid / Infect E. coli @"‘5""
I" —_— | — \ R
:1‘ Nt/

(s - 4

Pancreas Mammalian Proinsulin Recombinant Transgrmed

proinsulin cDNA plasmid bacterium
mRNA

Restriction Enzyme

Bewahren die Bakterienzelle davor, uneigene DNA zu verarbeiten (z.B. von Phagen). Sie erkennen
bestimmte Abschnitte, welche ein Palindrom darstellen, und machen einen Cut. Dadurch kann die
DNA nicht mehr gelesen werden. Dies passiert nicht bei der bakteriellen DNA, da diese methyliert
ist.

Diese Restriction Enzyme kdnnen verwendet werden, um Plasmide I
T 4. Sanl
synthetisch herzustellen. Y o
Patl /{,.p« \\
. . .. . Ve
Diese Plasmide missen: o . W
l ]\ ,‘"«_‘I‘
. — . i i )
- Einen Replikationsstartpunkt besitzen - i _,,//,4,,‘;;;'
- Selection marker (enzym, welches resistenz gegenlber S

Antibiotika garantiert)
- Einzigartige Restriction Stelle (Ort, wo dann neue DNA eingebettet werden kann)
- Das Plasmid muss in hoher Anzahl in der Zelle vorkommen
- Das Plasmid sollte so kurz wie moglich sein

Um Plasmide zur Umsetzung von Stoffen durch Bakterien

I/S\ — verwenden zu kdnnen muss zuerst ein Plasmid und ein Stlick
\&/ gewiinschte DNA (schwarz) mithilfe eines Restriction Enzyms
s gecutted werden. Dann wird das erstellte Plasmid mit
/-\ Bakterien in Verbindung gebracht. Einige Bakterien werden
( - dann dieses Plasmid aufnehmen. Zum Schluss muss man noch
\l\,.:// die Bakterien aussortieren, die das neue Plasmid tragen (z.B.
= ~ Durch Farbindikatoren).
©)]©O]) 0] ©]

" ] s ‘ Dieses Bakterium wird nun das gewl{inschte Protein herstellen.

@)
O
:/7\,;

O
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Plasmid DNA Target DNA Da die DNA Stiicke gecutted wurden, miissen sie wieder
m-m endonuclease (R[r:-‘cr:m endonuchease A A
I: v T " verbunden werden. Dazu wird DNA Ligase verwendet.
Alkakine phosphatase
treatment
HO OH p MWVWWWA . .. .
Ho on 1o MV p Um Plasmide zu synthetisieren werden somit 2 Enzyme

\/ dringend benétigt:

- Restriction Enzyme (Cut)
- DNA Ligase (Verbindung)

Erkennung der gebildeten Proteine

cow (;
Einige Proteine haben zwar unterschiedliche Abfolgen der M

Aminosauren, haben aber eine dhnliche 3D Struktur. Homologe Bovine ibonuclese
igestive enzyme|
i a i . Di Orthologs
Proteine haben dhnlichen Sequenzen und Strukturen. Diese
Homologen Proteine kénnen: e
g Paralogs X
- Ortholog sein: Sie besitzen dieselbe Funktion
- Paralog sein: Sie besitzen unterschiedliche Funktionen i ey istimulites bisorpvessel growth)

Man kann die Proteinsequenzen priifen und mit der Sequenz anderer Proteine mit bekannter
Sequenz vergleichen, um herauszufinden, was ein Protein tut. Dabei gibt es die Moéglichkeit, dass
entweder die Sequenz ist oder dass es sich um handelt.

Hemoglobin a PADKTNKA AGE YIGAEAILIE LSF KTY[FP HIF|- - ---

Myoglobin EGEWQLMLN EIAD | PGHIGKQ) LI LIFIK GHPPIE[TIL EKIFD K|FIKHLKS
-PDILSH Q NAVAHVDDMPNALSSDL L RVDPV
EDEMKAIS|E D L|KIK TMLT G| LKKKGHHEAE | KP|LIAQSHA[TIKH K | PVK
NFKL LLV AHLE PAVHASLFSVSTVL R
YLEFIS|EK|I 1QV|LRSK ADAQGA LELFRK ELGFQG

Durch eine Matrix kann man dann prifen, ob Aminosduren ahnlich sind (positive Score, max. +11)

oder ob sie extrem verschieden voneinander sind (negative Score, min. -4). Je grésser der Score
desto dhnlicher sind sich die Aminosauren.

Auch Proteine, welche sehr geringe Sequenz Identitat (auch < 20%) besitzen kdnnen immer noch
dieselbe Struktur oder Funktion besitzen.
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_ _Hemoglobin  Hemoglobin  n,rch das Vergleichen der Strukturen von heutigen

Leghemoglobin Myoglobin a B

or Proteinen und das Abschatzen, wann in etwa eine
200 Aufteilung der Proteine stattgefunden hat (z.B.
«Pflanzliches Hemoglobin» und tierisches
Hamoglobin vor 800 Mio Jahren), kann man
600 |- herausfinden, wie sehr DNA konserviert wurde im
Laufe der Zeit (= wie gleich sie geblieben ist).

400 |-

800 (~

Time (millions of years)
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E: Reaktionskinetik, Bindungsgleichgewichte und enzymatische
Katalyse (R. Glockshuber)

Reaktionsgeschwindigkeit

A - - - o/[/u . o/[/3.7
ey] AT5 d 77 "l
(M) v )
A I/o: A"/;h;}')p‘([w. ber 1‘-‘0
0 —>
0 Zed (s)

Beispiele von Reaktionen

e A+B->C
] . vy o _dlA]_ _aiBl _ dlc] _ , ai]
e A+B->C+D v= dc dt_+dt_+dt
e A->B+C
Wichtig:

o ksind immer Geschwindigkeitskonstanten
e Ksind immer Gleichgewichtskonstanten

Reaktionen 1. Ordnung
Edukte muissen nicht mit mindestens einem 2. Edukt zusammengefiihrt werden

e A->B
e A->B+C
Beispiele:

e Radioaktiver Zerfall
e Spontaner Zerfall eines Protein Liganden Komplexes PLzu P + L

A- B

= _da Al _
v=——"~[4] > = k[A]

v = Geschwindigkeit zu einem beliebigen Zeitpunkt t [A] = Zum Zeitpunkt t vorhandene Konz. A
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Losung der DGL

[A] = [Ag] x €7

[A,] = Anfangskonzentration von A beit =0

Halbwertszeit
t =ty
t - [Ag]/2

[AO] —k 1 —
—=1A t1/2 = —= ktl/z
2 [Aole 2 e

4,39

g’[u--
;'Z[Ad] )
2[4.] ---

Obergrenze fiir k

Streckschwingungsfrequenz einer C-C Bindung ~ 1013 s~1

Definition Kehrwert von k

% = 7 = Durchschnittliche Lebensdauer des Ausgangsmolekiils A

Einheit [t] = s

In (2)
ti = % = In(2) 7

1
TRy *

= t1/2 * 1.44
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Reaktionen 2. Ordnung
2 Molekile missen zusammenkommen, dass die Reaktion stattfinden kann

e A+B->C
e A+B->C+D

Beispiele

e Bildung eines Protein Liganden Komplexes
e Elektroneniibertragungsreaktionen

A+B - C
_o_dal _dial_
=~ ~AllB] > 2 = k[A][B]

k = Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung. Einheit [k] = ﬁ

Diffusionsgeschwindigkeit (Durchquerung eines Molekiils durch die Zelle)

Ecoli (0.5 um x 2 um, @ Durchmesser ca. 1um): 10ms
HELA-Zelle (@ Durchmesser ca. 30um): 10s

-> Zeit flr das Zuricklegen einer gewissen Strecke durch freie Diffusion steigt quadratisch mit der
Distanz

A+B- C
dla] _
——; = klAl[B]
Annahme: [4,] = [Bo] > U gpap
1 1 et
[A]  [Ao]
Berechnung der Halbwertszeit
2 1 .
[4o] [0 *
- 1
Y2 k(4]
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A3 Sonderfall
(M) 4
[4,] Bildung eines homodimeren

tyy Vidgpel sk e

Proteionkomplex
/‘(él Vll’/ﬂ}‘f"(ﬂ //a/‘lw//[{(/ /

o)
I A+4A- 4,
Chel, ! - 1
S K — 12 24ke[Aq]
T [ - .
n 2 0 4 1] o w29l (5) Anfangsgeschwindigkeit v,
. 1
_8’_.2_” vel: Ay, (1) = 011 7 5 1.  Ordnung: vy =k * [4,]
(k=91) 1 2. Ordnung: vy, = k * [Ag] * [Bo]
oy (2) = o1 s 0 0 0
4
foe O) = g 405

Obergrenze fiir k 2. Ordnung

Jeder Zusammenstoss zwischen [A] und [B] fiir zum Reaktionsprodukt [C] (Diffusionskontrollierte
Reaktionen)

Maximalwert: k4, = 1010 M~1s71

Fiir Protein Ligandenkomplexe: kg = 10° M~ 1571

Typische Werte von k fir physologische biomolekulare Reaktionen:

103 —10"M~1s71

Langsamer ablaufende Reaktionen: nicht physiologisch Relevant.

-> Die meisten Zusammenstdsse zwischen A und B fiihren nicht zur Bildung von C

2
& " —
A
| s T
Prokin Proden = LI%G‘-"'"

ﬁau//f,(
G o= (3
N

Diffusionskontrollierte Reaktion zwischen 2 Proteinen [A] und [B]
Mitk = 10°M~1s™1

[4o] = [Bo] = 1uM = 107°M

Seite 85 von 136
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1 1
ty = - = 1035 =1
2T Mo +k  10-5M % 10°M-1s-1 §=ams

Beobachtung von sehr schnellen biomolekularen Reaktionen
Start mit Stopped-Flow Mixing

-~
{

'f by ! b

MZmL//r => Mg 9

(Flan stoppt wisel lodet
[ Selalkr C,:J/ )"
Cl Lelatipd )

Mige | Dekelbar 1

AT

Reaktionen pseudo 1. Ordnung
[Ao] > [Bo] = [4] = [A,]

d[B]
v = T = k[A][B]
k[A] = kPsevdo = k[Uberschusskomponente] EBwJ
J
Q
Einheit von kPseudo; g-1
csud
seuao z
[B] = [Byle ™"+ aa
[n."J
)  In(2) T

tijz = K * [4,] ~  [Pseudo

Bei Reaktionen pseudo 1. Ordnung:
1

[Uberschusskomponente]

ety ist proportional zu

e 1/ ist unabhéngig von [Uberschusskomponente]

Reaktionen 0. Ordnung
Bsp: 1. Abbauschritt von Alkohol im Blut durch Alkoholdehydrogenase zu Acetaldehyd

Kommen nur vor

e bei katalysierten Reaktionen
e wenn der Katalysator vollstandig mit dem Substrat abgesattigt ist
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Cs3
S # P I3
i 6 (] bo a
0o, /o oo ‘
\IW\ ke-‘ﬁoa;;e;y‘m
Batelyysaafor A

0 2ef (f/

v = k (k Einheit = M/s)
K ist keine echte Naturkonstante, da abhangig von [Katalysator]

Zweizustands Gleichgewicht

1_/\“'
A —,\Bi_/ é-"

Gleichgewichtsbedingung: Geschwindigkeit der Bildung von B ist identisch mit der Geschwindigkeit
des Zerfalls von B

+dc[lf] — k1 * [A] = _dc[lf] — k_1 * [B] al /r = Slondact lanz: AM
— A ﬂa./-'//ou/n 25°¢c
[B]_ k1 _ , , . , o - P,;’_- 7
m = k_—1 = K (Gleichgewichtskonstante, Einheitslos) IA‘
— B
[A], [B]: Konzentration nach Einstellung des Gleichgewichts

G "= Differenz der freien Standardenthalpien von A und B

Gibbs-Gleichung

AG® = —RT * In(k)

' [B]
AG® = —RT x1n <W>

R: Gaskonstante
T: Temperatur in Kelvin

k =10 - —=5.7kJ /mol Sehr wichtig! merken!

AG?" = AGY" — AGY”
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AG®” positiv: A — B energetisch ungiinstig

AGY negativ: A — B energetisch glinstig

K=LB) AGY % Bim GG
4l (kj/mol)

100:1 -11.4 99%

10:1 -5.7 91%

1:1 0 50%

1:10 +5.7 9%

1:100 +11.4 1%

Aktivierungsenergie und Katalyse chemischer Reaktionen

- - —-E?—— - - - b d (}Lu,au,fu!/.ﬂl
EA
5 a6 _ ]
R A .F- |
= Efﬁ ‘hl‘ll'
Lw:;uk
S AZ P A £ E&;(/‘!dli‘.h wid e m«[/a"s.v}/
Uz

v=k

liegt auf der AG®"Skala wesentlich héher als Edukt (S) und Produkt (P)

kann nicht direkt experimentell beobachtet werden

muss zwingend durchlaufen werden, damit Vorwarts- und Riickwartsreaktion stattfinden
kénnen

*[S]

v ~[UZ]

[02] = [S] « e 7

k[S] :A*[S]*e_% |: [S]
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_Ea
k = A x e RT - Arrhenius Gleichung

A -> Praexponentieller Faktor (Theoretische Obergrenze Fiir k ca. 1013571
Ea

e RT -> Faktor, um den sich A aufgrund der Aktivierungsenergie verringert

In(k) = kA Ea
el = RT

= ey punbl éw‘ Aol\vu 7 ,qu
} ),T mo")/:'t'l.'?‘:qm-:'/ﬁ/a
5/47!»,

— £A

R A [9;'-“4 Me $Ieun4/fh
& und Sk usy bechenbor

(k)

L’ Aqb;-.mu) EA é!/. /‘y}/"/ /.;hf
=
Y ~—" yr )

ke Temp, Wiedipe Tonp
Q chp (,;Lyui’o)/ZL 7(4.,/)_)

|
h(k)

/ 76”"7(43 E/‘ = f\”"j(” j/f'jr“")
O ;e,/-’?(’e‘ 7(;“qu,4,,¢£46).)/7'4,/'/

=

Yr (67)

Hohe E4-> hohe Temperaturabhangigkeit
Niedrige E5-> niedrige Temperaturabhangigkeit

A Beschleunigungsfaktor
6 °
- o! . _EA—(g’;l D) AE 4
dEy = Gd’m.u_ (‘75/«.4 Fhar Axe = eﬁ
””” kynkat _EA(unkat)
l G|o' Axe RT
° In Analogie zur Gibbs-Gleichung:

—>
Realh wibouchina fe den Faktor 10

Hochster bekannter Wert von —kat = 107 (OMP-Decarboxylase)

unkat

Absenkung der Aktivierungsenergie um
5.7kJ/mol -> Reaktionsbeschleunigung um

kynkat-Werte von Stoffwechselreaktionen haben Halbwertszeiten zwischen wenigen Sekunden und

mehreren Millionen Jahren.
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Voraussetzungen eines Katalysators:
e Geht unverandert aus der Reaktion hervor
e Ein Katalysatormolekil kann viele S — P Reaktionen nacheinander katalysieren
e Substdcheometrische Mengen (Katalytische Mengen) gegeniiber S und P sind ausreichend
e AG°"zwischen S und P bleibt unverindert
e Vorwarts- und Riickwartsreaktion wird um den gleichen Faktor beschleunigt

-> Enzyme beschleunigen die Einstellung des S = P Gleichgewichts
-> v; der kat. Reaktion steigt linear mit der Enzymkonzentration

r S /:' P
30% 70%

LSJ
biwe. /:1\
Pl
-
oo’ >
Rewlboaseed (S)
()
L. P
k) 1- - —- - - - - --[%]

+ Kﬁ;l )'A/}f“é [KG/]

s

/eulﬁ.&nety (f)

a

‘ 7]

—
2

sy Un 14/
Kol doeahncht b

U-lq[ fnll‘)h r
lcasysam, wam beabe bfba-

Zn  jerm

0% -

Einzyimbanz.
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Protein-Liganden Bindungsgleichgewichte
koff
P+Ls 6
kan

GG Bedingung:
*  Vpildung PL = VZerfall PL
*  UBildung PL = kon * [P] * [L]
® UVzerfallPL = koff * [PL]
o kon*[Pl*[L] = koss = [PL]
e [P], [L], [PL] = Konz. nach GG Einstellung

korr  [PI[L] . . L
—— = ——— = Kj;ss = Dissoziationskonstante, Einheit: M
kon — [PL]

Massenwirkungsgesetz

Einfacher Fall: Niedrige Affinitat

[Proc] K [Leotl
> [L] = [Ltot]

[P][Lto
-> KDiSS = [1[_);] t]

[PL] _ [Leot]
[P] KDiss

Besetzungsgrad y

y = [PL] _ [Ltot]
[Prot]  Kpiss + [Ltot]

[Lod] [PL] | %pL
[P]

100 * kp;ss | 100:1 | 99%

10 * Kpjss 10:1 91%
Kpiss 1:1 50%
Kpiss * 1071 1 1:10 9%
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Kpiss * 1072 | 1:100 1%

Je kleiner Kp ¢, desto hoher ist die Affinitdt des Proteins fiir seinen Liganden

L (Einheit: M~1) -> nicht so wichtig...)

(Assoziationskonstante K, =
Kpiss

Beispiele fir Kpjs:

Enzyme: 1072 bhis 107 M
Antikérper (Antigen-Komplexe): 107° bis 10712 M
Anidin / Biotin Komplex: 107 M
Extrazellulare Protein / Proteinkomplexe: 10720 v
Kors
Kpiss = T

103M~1s71 pis 10°M~1s1
Da k,,, Werte lediglich zwischen diesen Werten Schwanken, kdnnen gewisse sehr kleine Kp;,; Werte
nicht durch sehr hohe k,, Werte erreicht werden. -> k¢ ist verantwortlich fiir extrem kleine

KpissWerte.

k
Kpiss = ko—ff — t1/:10ms bis mehrere Milliarden Jahre
on
7.PL [Leoe) [PL] %PL
wt= - — = - - - - - Ll
[P]

100 * kp;ss  100:1 99%
10 * Kp;ee  10:1  91%
Kpiss 1:1 50%
Kpiss * 1071 1:10 9%
Kpiss * 1072 1:100 1%

& % Kp Aok Wy [(
we ]

a0 10

(/a’ Jlala)
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Volumenerh6hung

CPuyd €< Lty d

/wr~—-\-~_n
P"'//ﬂ‘

L’ 40’E(A
VO’M“);‘«J

PLt PL - 7 PlL= §0J.

Lrea o L 179
- . — — R w— L c— “
Vor  Volamenerd: Tro 7o ) " (l/ll r)

Nach Vilamomwh.: [CheT = [L,.L 3/4”

[l _ 04  [A7

4 5y 1 [p7

— LR, = L: M2 = 15, 6%
/

Grund:

Hinreaktion ist eine Reaktion 2. Grades (P und L missen sich "finden")

Rickreaktion ist eine Reaktion 1. Grades (PL zerfallt "sowieso"

Ergebnis: Wird das Volumen erhdht hat es die Hinreaktion schwerer, die Riickreaktion einfacher. Die
Konzentration von PL wird abnehmen.

Analogie zu Sdure/Base Gleichgewichten

A"+ HY s HA

B S

Kpic. entspricht K. = M
Diss p S [HA]

[HA] [H*] 107P

— Ks—pH
A= Ky 107PKs 107EF

-> Henderson / Hasselbalch Gleichung

[H*] = 107PEM; K, = 107PKs M
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pH AH | %AH
e
pK, — 2 100:1 99%
pK, —1 10:1 91%
pK 1:1 50%
pK, + 1 1:10 9%
pK + 2 1:100 1%

'/.All,ﬂ
100/. ~

-

T

07.

—

Pl M
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F: Energiestoffwechsel: Katabolismus (J. Vorholt)

Allgemein
Zusatzlich: Die verschiedenen Komplexe in der Membran, welche fir den Anabolismus
wichtig sind

Komplex I: NADH quinone oxidoreductase / NADH dehydrogenase.
Befindet sich innerhalb der Membran
Besteht aus Enzymen und Fe/S, welche die Redoxreaktion Katalysiert

Funktion: Oxidiert NADH und reduziert Quinone

Komplex lll: Zytochrom C Reduktase (Cyt bc1)
' \ Befindet sich innerhalb der Membran

Funktion: Oxidiert Quinone und reduziert Zytochrom C. Dabei werden 2 Protonen
ins Membraninnere abgegeben.

(An additional complex, complex Il (succinate dehydrogenase complex), bypasses complex |, delivers
electrons from FADH2 to quinone and subsequently to complex Ill. Not a proton pump.)
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Vorlesung 1: Einfihrung in den Stoffwechsel
Den Unterschied von Katabolismus und Anabolismus beschreiben und deren
Hauptfunktionen in der Zelle kennen

Metabolismus
Stoffumwandlungsprozesse, welche in Organismen stattfinden. Metabolismus wird unterteilt in
Katabolismus und Anabolismus.

Katabolismus
Alle Stoffumwandlungsprozesse, welche zur Energiegewinnung (ATP Gewinnung) bendtigt werden.

Anabolismus
Alle Stoffumwandlungsprozesse, welche zur Erzeugung von Baustoffen fiir die Zelle(n) dienen.

Erkldren, wie exergone und endergone Wege gekoppelt werden kdnnen und wie dies
im Stoffwechsel realisiert wird

Koppeln bedeutet allgemein: Zwei Prozesse sind fest miteinander verbunden.

Kénnen gekoppelt werden, indem zwei Reaktionen gleichzeitig ablaufen: Eine endergone (AG < 0)
und eine exergone (AG < 0) Reaktion. Im Stoffwechsel wird dies durch Redox Reaktionen realisiert.

Die Strukturen von ATP und ADP zeichnen und die Gibbs freie Energie benennen, die
mit ihrer Umwandlung unter Standardkonzentration und in der Zelle verbunden ist.

NH2 NHp
Anhydride bonds  Esterbond N ST\ - XN
Y ster bon ”\ > Anhydride bonds  Ester bond  y \>
7 N K Z N
_O_i) o—ci O—E—Q—CH = + H,O Q ) Ay o
§ & 4 2 —e——— Ho—-b—0"  + [ —
o (o} (I)_ o
o oy AG = 32k]/m0l OH OH
Adenosine triphosphate (ATP) Adenosine diphosphate (ADP)

In der Zelle: ATP->ADP: AG = —55kj/mol

Die Funktion von NAD(P)+ /NAD(P)H in biologischen Systemen erklaren

+ H o
NAD I NADH + H*

c
S g YR =
& H SN 2H HH |
[ . \K H NH, + H*
-0—P—0—CH, | |
H N H

S

g

i

Ribose g

8

(|) OH OH NH, g
-0—P=0 /N | \)N R §'
0—H, N NP NAD*/NADH :
Ribose Adenine E,'=-0.32V g

¥~ In NADP*, OH is “g’

OH OH replaced by OPO,? (0] g
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NADH ist ein Elektronendonor (Elektronenshuttle, Reduktionsdquivalent)
NAD+ -> NADH (2e-) E, = —0.32V

Es bendtigt NADH und NADPH, da sie unterschiedlich gut an gewisse Enzyme gebunden werden (Aus
diesem Grund sind die Molekiile auch so gross obwohl sich die Chemie in der Abb. oben lediglich
oben am Molekdl abspielt).

Durchfihrbare Reaktionen in der Chemotrophie auf der Grundlage von
Redoxpotentialen vorherzusagen

Wichtig, dass eine Redox Reaktion stattfinden kann: AG® < 0

Wenn Ey(Acceptor) — Ey(Donor) < 0, fihrt das gemass untenstehender Gleichung zu einer
Reaktion mit positiver Gibbs Freien Energie -> Thermodynamisch nicht moéglich

Redoxpotentiale mit der freien Energie einer Reaktion in Beziehung setzen

The Redox Tower Ey' (V)
- ~0.60
S0 /MSOy (0522 ¢ [—
; —_ AG = —n* F * AE,

Ci lucose (-<0.43) 24 ¢~ ——
2H'MH, -042) 20

-}

Ferredoxing, Ferredox (-0.4) - -0.40
oy a1
NAD*/NADH (-0.32) 2 &~

COacetate 028]8 & — | |--030

(1) | A S-02820 ——— n = Anzahl Elektronen

CO,/CH, (-0.29)8 ¢~

FADFFADH (-0.22)2 " —— | 1--0.20

R F = Faraday Konstante (96.5 kJ/V)
S052/H,S (-0.12) 6 & [

FANp + 90y €000 2 AE, = Ey(Acceptor) — Eq(Donor)

- -0.0

e | Fumarate/succinate (+0.03) 2 &~ =
Cytochrome Dgyueg (+0.035) 10 —

UbIQuinoney, . (+0.11) 2 &
DMSO/DMS (+0.16)2 ¢~

@ Fo'/Fe 021 e PHT) [FIeae Beispiel (mit Tabelle links):
Cytochrome Coyreq (+0.25) 1 @7

Chlorobenzoate /benzoate (+0.3) 2 e” | |- +0.30

NO,/NO (40.36)2 &° (1) H, + fumarate —» succinate  AG” = -86 kJ
G- | S
SR (2)H, + NO_~ —+ NO"+HO AG"” = -163 kJ
Se0,2/Se04?" (+0.48) 2 & [S— 3 2 2
3 H, ++ 0, — H,0 AGY = -237 kJ
- +0.60
L +0.70

1 NOs /¥ Na (+0.74) 56 —__
) Fe™*/Fe?* (+0.76) 1 &, (pH 2)

| Mn**/Mr?* (40.8) 2 & - +0.80
| $0.,M,0(+0.82)2¢° — || (%]
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Biologisch wichtige Energieformen nennen und wichtige Elektronendonatoren
einordnen kdnnen

Most energy Least energy .
(most reduced) (most oxidized) Energ|ef0rmen
0 .
H ™ 9 i |é Anorganisch H2, H2S, Fe2+, NH4+
C C .
" 1TH R C C
W HOH N N (I)l Organisch
Methane Methanol Formaldehyde Formic acid Carbon dioxide
A A No energy source!
: ;
. CH,0H
. H H
OH H
: HO OH  Note:
: H OH Approximately the
H Glucose average oxidation
C:H,206 state of carbon in

the cell

0

-

07N - - - - - /EZ\CH
ﬁz ﬁl 2 2 2 2 ﬁz )

Saturated fatty acid

Elektronendonatoren (Elektronendonoren oder Elektronenshuttle werden allgemein: [H] abgekirzt)
NADH: Elektronendonor fiir Enzyme fir Energiestoffwechsel (Katabolismus) Es wird hauptsachlich
generiert bei der Umsetzung reduzierter Molekiile wie Fettsduren und Zucker und im TCA Zyklus und
liefert Energie Flr die ATP Synthese.

NADPH: Elektronendonor fir Enzyme fiir Biosynthese (Anabolismus) von Stoffen wie Fettsdauren und
Nukleotiden. Ein wichtiges NADPH Generierungssystem ist der Pentose Phosphat Weg es gibt aber
auch andere Hersteller von NADPH wie der TCA Zyklus.

Folge: Zwei unterschiedliche Pools an Elektronendonatoren fiir Katabolismus und Anabolismus

Vorlesung 2: Substratstufenphosphorylierung und energiereiche Verbindungen /

Protonen-gekoppelte Phosphorylierung und ATP synthase
Verschiedenen Stoffwechseloptionen fir die Energieumwandlung in lebenden Zellen
erkldren und Organismen nach der von ihnen verwendeten Energiequelle klassifizieren

Stoffwechseloptionen

e Chemoorganotroph: Zur Energiegewinnung werden organische Verbindungen umgesetzt

e Chemolithotroph: Zur Energiegewinnung werden anorganische Verbindungen (H2, H2S,
Fe2+, NH4+) umgesetzt

e Phototroph: Zur Energiegewinnung wird Licht umgesetzt

Organismen sortiert nach ihrer Kohlenstoff Quelle:

e Heterotroph: Erhalten Kohlenstoff aus Biomasse
e Autotroph: Erhalten Kohlenstoff aus CO2
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Bemerkung: z.B. Chemoorganoheterotrophe Organismen gibt es keine Separation zwischen
Katabolismus und Anabolismus.

Die Eigenschaften energiereicher Biomolekiile benennen, die sie als Energiewdhrung
geeignet machen, und Beispiele fiir solche Molekile nennen kénnen

Biomolekile haben ein hohes Gruppeniibertragungspotenzial in der Zelle. Sie besitzen eine
ausreichend hohe freie Enthalpie der Hydrolyse um eine Gruppe (z. B. Phosphat) auf andere
Molekdile zu Gbertragen. Man kennzeichnet die energiereiche Bindung (hochenergetische Bindung)
durch ~ anstelle des normalen Bindungsstrichs.

Beispiele:

e ATP, GTP, UTP, TTP, ADP, AMP

o Acetyl CoA

e Glukose-6-phosphat (Glukose aktiviert durch ein ATP)
e Phosphoenolpyruvat (Zwischenprodukt der Glykolyse)

Die Substratstufenphosphorylierung definieren kénnen und ein Beispiel aus der
Glykolyse nennen

Allgemein: Bei der Substratstufenphosphorylierung wird eine Phosphatgruppe von einem Substrat
auf ADP Ubertragen. (S-Pi+ ADP -> S + ATP)

Glykolyse

e 1,3-Bisphosphoglycerat + ADP -> 3-Phosphoglycerat + ATP oder
e Phosphoenolpyruvat + ADP -> Pyruvat + ATP

Die Struktur und Funktion der ATP-Synthase beschreiben
Bemerkung Evolution: ATP Synthase wurde monophyletisch weitergegeben
Besteht aus 2 Strukturen:

e F1: Enthalt die drei aktiven Seiten an den drei Beta Untereinheiten
e FO: Eingebettet in die Zellmembran (dreht sich)

Proton motorische Kraft

Ein Proton Gradient (Unterschiedliche Anzahl Protonen innerhalb und ausserhalb einer Membran)
wird ausgenutzt, um ein Drehmoment an der ATP Synthase zu bewirken, um die ATP Synthese
anzutreiben.

Der Proton Gradient muss immer erneuert werden, sonst ist er nach wenigen Millisekunden
aufgebraucht. Wird aufgebaut durch:

1. Elektronen Transport Phosphorylierung (Der Elektronenakzeptor wird von ausserhalb der
Zelle erworben, aerob mit 02 als Akzeptor oder anaerob mit anderen Akzeptoren als 02)

2. Photophosphorylierung

3. Rhodopsins (Protonenpumpen) und andere exergonische nicht-redox Reaktionen
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Synthese von ATP
Aus drei bis vier Protonen (oder manchmal Na+) wird ein ATP gebildet -> Pro vollstandiger
Umdrehung der F1 Einheit werden 3 ATP generiert (ein ATP fiir jedes katalytische Zentrum).

Die ATP Hydrolyse kann durch die ATP Synthase auch einen Protonen Gradienten aufbauen.

Das Grundprinzip beschreiben, wie bei Redoxreaktionen Energie umgewandelt wird
und wie diese Energie in der Zelle konserviert wird

Die Energie, welche bei Redoxreaktionen (durch die

out in
B sl electron transport chain) frei wird, wird in der Zelle als
e e Protonen Gradient gespeichert
N HY trmm— T S e gespeichert.
chain D.+A
o = Eyed Durch die ATP Synthase wird aus diesem Gradient ATP
ADP + P. synthetisiert.
KIzMEn al  ATP synthase
ATP

Die Prinzipien von Elektronentransportsystemen nennen und wichtige Wasserstoff-
und Elektronentrager kennen

Sind Membrankomplexe, welche in die Membran eingebaut sind. Die Elektronen von Redox
Reaktionen werden Transferiert, mit dem Ziel, einen Protongradienten aufzubauen.

Viele Oxidation-Reduktion Enzyme sind in den Elektrontransport involviert:

Flavine (kann 2e- und 2 Protonen aufnehmen) Chinone

HC HiC HiC
o d o ¥ o
o o o

26 +2H
- - Oxidized form of cosnzyme Q
— (@ ubiquinone) Q) (Q¥y, ubiquinol)

The structures of quinones. n, side chain of isoprenyl units (6-10)

o 0
Flavin monanudeatide (oxidired) CHO AN CHy CH
)
flavin adenine CHyO i O‘ ™ =
finucleotide (FAD X B ) A
)

Menaquinone (MK)

AMP group attached Ubiquinone (UQ)

Blology of the Prokaryoes, Fig. 4.8

[Efofua=011v ] [ ot Mk =-007aV |

- Akzeptieren 2e- und 2 Protonen - Akzeptieren Elektronen und Protonen
- Bewegen sich innerhalb der Membran

- Gibt verschiedene (meistens UQ und MK)
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Eisen Schwefel Proteine (Ferrodoxine) Cytochrome

o o s 9 ;o'crm romes,

.(Q cts f; 2 s "st };EQ 2 :Sore 0t0+038V Heme center
Fe 3 @ 1 | Fe
A 8L ,‘Q ':s e %} s
& [ % Cys ' s J Cvso (",‘ 70 A
| Cys o y ) (

Single ironion  Fe,S, cluster Fe,S, cluster N
bound by four o § A

cysteine residues

E,' of iron sulfur proteins, < Heme n
-02to-045V

- Enthalten Cluster aus Eisen und Schwefel - Akzeptieren und geben ein Elektron ab
- Transferieren lediglich elektronen Uber das Heme Atom (Fe2+ oder Fe3+)
out e | out | oe- |in out o

| 2H* DH,
. y 2H++D

- ©

-~ ll-- .
°

2

AH, i

A+2H* £

2H* 2

v g

e 2e 3

£

Proton translocation Proton translocation Without proton translocation o

Electron-transport driven guided by the structure of the enzymes guided by the localization of the §

proton pumps that reduce Q and oxidize QH, (Q cycle) substrate sites of the enzymes i}

The boxes represent transport enzymes within the Q, ubiqui or i QH,, reduced Q; DH,/D donor substrate; A/AH,, acceptor substrate §

The three coupling mechanisms may occur in combination in one electron-transport chain or even in a single electron-transport enzyme.

Die molekulare Zusammensetzung der Atmungsketten mit Sauerstoff (Chinoloxidase
und Cytochrom-c-abhangig) beschreiben und die Bedeutung der letzteren im

Zusammenhang mit der Endosymbiosetheorie und der Entstehung von Mitochondrien
abschatzen

Ubertragung der Elektronen von NADH auf 02.

Q;D‘ ™ -400
= NADH T'e NAD* (- 0.32 V|
200 ¥ NaoH 300 * ( )
dehydrogenase -200
| " Complex |

. ¥
150 T H’ 0 AG”<0 Q0v) «— Complex Il —— Succinate

c)
°
£
2 biqui % cytochi % Fi t
p= ubiquinone ochrome ¢ E umarate
g \ reductase complex 100 = Complex Il
o ! 200 €
S 100 ~a — g Cytochrome c (+ 0.25 V)
2 cytochrome ¢~ - 300 o 0
by H 5 AGY<0
S N 4 00 3
o cytochrome ¢ 2
G oxidase 500 Complex IV
o 50
3 complex 1
& 600 .
AG”<0
700
2
o 7N 800 2H* + %0, = H,0 (+0.82V)
2 H* +% O HO
direction of electron flow NADH + H* + %2 0, > H,0 + NAD*

AG?' = - 220 kJ/mol
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Atmungskette von Alphaproteobakterien

NADH- Ubichinol-Cytochrom-c- Cytochrom-c- H*-ATP-Synthase
Dehydrogenase Oxidoreduktase Oxidase

4H* 2H*

_2 2H i
[Fe;52l XN

=>» Pro 2e- werden 10 Protonen Uber die Membran transferiert

Elektronen fliessen von NADH zu 02. Dies wird durch Protein Komplexe in der inneren Membrane
der Mitochondrien ermdéglicht. Diese Komplexe pumpen Protonen von der Innenseite der Membran
zur Aussenseite und generieren einen Protonengradienten. Protonenbewegungen zuriick durch die
ATP Synthase liefert Energie fir die ATP Synthese.

Dabei Beteiligte Komplexe Sind:

Komplex I: Oxidiert NADH und Reduziert Q

Komplex Il: Oxidiert Q und reduziert Zytochrom C
Komplex IV: Oxidiert Zytochrom C und reduziert O, zu H,0O

(Komplex Il ist Bypass von Komplex |, siehe Katabolismus Allgemein)

Endosymbiontentheorie

Aerobe Prokaryoten gingen mit anaeroben Eukaryoten eine Symbiose ein. So sind Eukaryoten mit
Mitochondrien entstanden. Dies passt gut mit den obigen Erkenntnissen zusammen, denn die
katalytischen Untereinheiten in Mitochondrien und den Alphaproteobakterien sind sehr konserviert.
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Die Atmungskette von Alphaproteobakterien (Mitochondrien) mit der von E. coli
vergleichen

Composition of bacterial aerobic respiratory chains with
and without a quinol: cytochrome c oxidoreductase

Escherichia coli NADH quinone
oxidoreductase

|2

/—\
Q+2H* QH,
N

/

KK
] Cytoplasm Q: cytochrome ¢
NADH+ H* oxidoreductase

*  Periplasm

Brock Biology of Microorganisms 15e, Pearson, Fig. 14.36a

‘ 2x1e
Overall H*/e- stoichiometry:

rall | —~
8 H'I2e CytC,  Cytcra
v

'

Cytochrome ¢ Quinol
oxidase oxidase

2H +%0, H0 2H'+%0, H,0

E Coli (im Schema links der linke Pfad):

- Besitzt kein Zytochrom-C
- Besitzt anstelle der Zytochrom-C Oxidase eine Quinol Oxidase
- Stellt aus 2e- nur einen Proton Gradienten von 8H+ auf

Aber (Gemeinsamkeiten):

- E Coli hat auch einen Komplex 1
- Hat auch einen Quinon Pool

Den Zweck von verzweigten Atmungsketten erkldaren, d.h. die Verwendung alternativer
terminaler Oxidasen

Der Unterschied von verschiedenen terminalen Oxidasen liegt in der unterschiedlichen Affinitat fur
Sauerstoff dieser Oxidasen. Somit wenn hohe Sauerstoffkonzentrationen vorhanden sind kénnen
«normale» Oxidasen verwendet werden, wenn aber weniger Sauerstoff vorhanden ist kénnen
Oxidasen mit einer hoheren Affinitat fur Sauerstoff verwendet werden, welche aber dann keine
Protonenpumpen mehr sind.
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Vorlesung 3 - Oxidation organischer Verbindungen - Glykolyse, Garung, Zitratzyklus,

Fettsaureoxidation

Die Bedeutung der Glykolyse und des Zitratzyklus fiir katabole Reaktionen aufzuzeigen
und diese mit der Substratstufenphosphorylierung und der

Elektronentransportphosphorylierung in Beziehung setzen (und die Bedeutung fir
anabole Reaktionen vorhersagen kénnen)

2x

Glykolyse

Wie man auf der Grafik links sehen kann: Setzt Glukose durch Zugabe von 2
ATP (Invest) zu einem Molekiil 3-Glyceraldehydphosphat (GAP) und einem
Molekiil Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) um. Das Enzym Triose Phosphat
Isomerase setzt DHAP zu GAP um. Diese Schritte werden als obere Glykolyse
bezeichnet. Die 2 Molekiile 3-Glyceraldehydphosphat (GAP) werden
anschliessend mit Pi und unter Umsetzung eines NAD+ zu NADH (Mithilfe von
3-Glyceraldehydphosphat Dehydrogenase (GAP-DH), siehe nadchstes Lernziel)
zu 1-3-Bisphosphoglycerat reagiert. Dieses Molekil Wird in einer exergonen
Reaktion zu 3-Phosphoglycerat reagiert. Dabei wird ein Molekil ATP generiert.
Das Produkt reagiert unter Abgabe von H20 weiter zu Phosphoenolpyruvat
und dann unter Abgabe eines weiteren Molektls ATP zu Pyruvat. Diese
Schritte werden als untere Glykolyse bezeichnet und laufen insgesamt 2x ab.

Nettobilanz (aus einem Molekiil Glukose entstehen):

e 2 Molekiile ATP
e 2 Molekiile NADH
e 2 Molekile Pyruvat (Werden an TCA Zyklus weitergegeben)

Bedeutung fiir anabole Reaktionen

e Das in der Glykolyse und dem TCA Zyklus generierte ATP und NADH wird im Anabolismus zur
Biosynthese von Makromolekiilen bendtigt

e Zentrale Metaboliten (wie z.b. Acetyl-CoA) kénnen nicht von Katabolismus und Anabolismus
getrennt werden und werden fiir beide gleichermassen benétigt

e Zuckermolekiile dienen auf der einen Seite der Energiegewinnung und auf der anderen Seite
als Edukte fiir neue Bausteine fiir die Zelle

Den Zusammenhang zwischen Zuckerabbau und Redoxreaktionen beschreiben
(Schliisselenzym und seine Reaktion, d.h. GAP-DH (siehe Vorlesungsthema 2))

Die GAP-DH ist dafiir verantwortlich, dass ATP in der Glykolyse entsteht, da sie ein Phosphat (Pi) an
das GAP anbaut, um 1,3-Bisphosphoshpoglyceraldehyd zu erstellen. Dies kann dann durch
Substratstufenphosphorylierung insgesamt 2 ATP umsetzen.
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H._ 0 Glyceraldehyde 2 OPO.__0

Wie man in der Abbildung links sehen kann wird das C
i o wer.w Atom des Aldehyds zuerst Oxidiert (das C Atom wird

H—C—OH  + NAD* 4 P, =

ikt il ot positiv geladen), indem das H Atom auf das NAD+
on it ibertragen wird, sodass NADH entsteht (reduktion). Da
0, -0%05" IIEREL sk das C jetzt positiv geladen ist und das Pi negativ kann es
Mo Ol e ¢ o an das C gebunden werden und es entsteht 1,3-
s smommenan Bisphosphoshpoglyceraldehyd, welches durch eine

Substratstufenphosphorylierung 1 Molekil ATP umsetzt.

Schritte der Substratstufenphosphorylierung in einem vorgegebenen Stoffwechselweg
erkennen kdnnen

e Phosphat wird auf ATP, GTP, CTP... Gibertragen

Ein Beispiel fiir allosterische Regulierung in der Glykolyse nennen und die Bedeutung
kennen

glucose

0
ATP:I

ADP
-20

Allosteric regulation

l!’ AMP, ADP
R @
Fructose 6- + ATP- ® L:‘\ Fructose 1,6- + ADP
phosphate ‘;\r{) @ bisphosphate

-40

citrate fructose 2,6-
bisphosphate

AG relative to glucose (kJ/mol)
-
o
©
adapted from Phillips, Physical Biology of the Cell, 2 e, Gardand Sci , Fig. 5.5b

-60

Bsp: Ist die Konzentration an ATP hoch, so wird die Synthese von neuem ATP gedrosselt (Zelle
bendtigt nicht mehr so viel ATP), ist die Konzentration von AMP oder ADP hoch, so wird mehr ATP
gebildet (Zelle benotigt ATP).

Irreversible Schritte in Stoffwechselwegen anhand einer vorgegebenen Tabelle mit
AG-Werten identifizieren und die Relevanz fiir den Ablauf eines Stoffwechselweges in
Bezug auf die Bildung eines Produktes kennen

Wenn der AG Wert (Berechneter Wert mit den Konditionen in einer Zelle) stark negativ ist, so wird
der Schritt irreversibel sein.

Ist der AG Wert nur schwach positiv oder negativ, so ist der Schritt der Reaktion auch reversibel.
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Step  Reaction Enzyme Reaction type AG®(kimol') AG (ki mol')
1 Glucose + ATP - glucose 6-phosphate + ADP + H* Hexokinase Phosphoryl transfer - 16.7 - 33.5
2 Glucose 6-phosphate = fructose 6-phosphate Phosphoglucose isomerase  Isomerization + 1.9 - 2.5
3 Fructose 6-phosphate + ATP - fructose 1,6-bisphosphate + ADP + H*  Phosphofructokinase Phosphoryl transfer - 14.2 - 22.2
4 Fructose 1,6-bisphosphate = dihydroxyacetone phosphate + Aldolase Aldol cleavage +23.8 - 13
glyceraldehyde 3-phosphate
5 Dihydroxyacetone phosphate = glyceraldehyde 3-phosphate Triose phosphate Isomerization + 7.5 + 2.5
isomerase
6 Glyceraldehyde 3-phosphate + Pi+ = 1,3-bisphosphoglycerate + NADH + H*  Glyceraldehyde 3- Phosphorylation + 6.3 = 2.7
NAD* phosphate dehydrogenase  coupled to oxidation
7 1,3-Bisphosphoglycerate + ADP = 3-phosphoglycerate + ATP Phosphoglycerate kinase Phosphoryl transfer - 18.8 + 1.3
8 3-Phosphoglycerate = 2-phosphoglycerate Phosphoglycerate mutase  Phosphoryl shift + 4.6 + 0.8
9 2-Phosphoglycerate = phosphoenolpyruvate + Hz0 Enolase Dehydration + 1.7 - 3.3
10 Phosphoenolpyruyate + ADP + H*  — pyruyate + ATP Pyruvate kinase Phosphoryl transfer - 31.4 - 16.7
(%]

Zusatzliche Optionen fiir den Zuckerabbau (Entner-Doudoroff-Weg u.a.) und die
Aktivierung von Glucose mittels Transport (PEP-Transferase-System, PTS) nennen

Glucose Das Glukosemolekil wird Gber ein Transporter
(Phosphoenolpyruvat, PEP, ganz unten in der
Glykolyse) in die Zelle transferiert und eine
Phosphatgruppe wird angehangt, sodass Glucose-6-
Phosphat entsteht. Dadurch wird das Molekdil in der
Zelle festgehalten und halt die Konzentration an
O Glukose in der Zelle niedrig -> Treiben den
Glucose-6-p  Glukosetransporter an. Das Glukose-6-Phosphat
durchlauft von da an gleich.

out

5
N

0
;X

Ausserdem: Einige Archaeen verwenden leicht andere
Schritte in der Glykolyse (z.B. Glukose wird durch ADP -
> AMP aktiviert...)

XXX

modifed aferChen ot & Nature (2013) 499 364-8

PEP Pyruvate o

Die Garung definieren und "den Zweck" kennen

Wenn kein Sauerstoff fir den TCA Zyklus zur Verfiigung steht, kdnnen einige Bakterien eine
Alternative Form der Energiegewinnung anwenden: Die Garung. Die Energie wird normalerweise
durch Substratstufenphosphorylierung gewonnen. Die Reduktionsdquivalente (NADH...) werden
verwendet, um ein oxidiertes Zwischenprodukt zu reduzieren.

Die Art einer Garung und des verantwortlichen Mikroorganismus identifizieren, wenn
das/die Produkt(e) einer mikrobiellen Kultur (Laktat, Ethanol) gegeben sind

Laktat Ethanol
Streptococcus Hefe
Lactobacillus Zymomonas
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Den Garungsprozess beschreiben, der zur Bildung von Laktat und Ethanol fihrt
(Enzymreaktionen), und erklaren kénnen, warum die Endprodukte nicht vollstandig
oxidiert werden (und die Relevanz fir Muskeln, Krebszellen benennen kénnen)

Laktat
FERMENTATION LEADING TO EXCRETION OF LACTATE - e
p— NADH ., 0. _O 3
(‘|) + H NAD \(‘:—/ g
';‘ ADP 2 NAD* - ! 2
g DE_CW'"' - 7P ;‘/_ HO—C—H f
§ (l: Lactate ‘ %
§ dehydrogenase CH
g ydrog 3
X 0 regeneration A0 CHs %
8 | & | Pyruvate Lactate 3
3 | i
% CH, CHy
% pyruvate lactate
E
Gl +2P,+2ADP Note:
ucose | . . PP
> 2 lactate + 2 ATP + 2 H,0 = Lactate is also produced in m_us_cles under O, Ilmltat!on
= Warburg effect after Otto-Heinrich Warburg (Nobel prize
AG®'= - 196 kJ/mol 1931) to indicate lactate formation even in presence of

O,, occurs in cancer cells and stem cells

Ethanol

FERMENTATION LEADING TO EXCRETION OF ETHANOL AND €O,

5 D) ? NADH
3 NAD* - + + H*  NAD*
@ C o H CO, H 0 H OH
H o7 ™ “:% } : ~ c/ E i " /\(l: e
H Pyruvate ‘ Alcohol
‘E CHs decarboxylase CHs dehydrogenase CHs
§ Hag—on Pyruvate Acetaldehyde Ethanol
5 CHy
H ethanol
ES

Glucose + 2 P; + 2 ADP + 2 H* In case of glycolysis (e.g. yeast — Saccharomyces cerevisiae)

— 2 ethanol + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0 — 2 ATP / glucose
Note: Some bacteria capable of alcoholic fermentation use the Entner-
AG?=-239 kJ/mol  Doudoroff pathway (e.g. Zymomonas mobilis) — 1 ATP / glucose

Die Gesamtbilanz der Glykolyse, des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, des
Zitratzyklus und des Fettsdureabbaus nennen

(1) Glycolysis: Glucose + 2 NAD* 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 NADH it o
(a) Substrate-level phosphorylation 2ADP + Pi — 2 ATP i} il .cl;h:‘ c&;:)mpl%taQoanaﬁhgr(n)olglﬁu;o%e.
(b) Oxidative phosphorylation 2 NADH — 6 ATP to CAC to Complex | (AGG‘}’Z 6 ;850 f(.]l ) 2 2
=- 'mol
(2) CAC: 2 Pyruvate + 8 NAD + 2 GDP (ADP) + 2 FAD 6 CO, + 8 NADH + 2 FADH, + 2 GTP (ATP)
(a) Substrate-level phosphorylation 2 GDP (ADP) + Pi — 2 GTP (ATP) P o - q
(b) Oxidative phosphorylation 8 NADH — 24 ATP to Complex | to Complex Il The complete oxidation of palmitate (typical fatty acid)
2 FADH, — 4 ATP CygH2,0, +23 0, -> 16 CO, + 16 H,0

(AGY' = - 9781 kJ/mol)
(3) Glycolysis plus CAC: Glucose — 6 CO,+6H,0 —————— > 38 ATP

-> Obiges Beispiel: > 100 ATP

Netto-ATP-Gewinn bei vollstandiger Oxidation von Glukose im Falle aerober Atmung
und unvollstandiger Oxidation von Glukose im Falle von Garung vergleichen

e Vollstandige Oxidation von 1 Glukose Molekiil: 38 Molekiile ATP
e Unvollstandige Oxidation von Glukose (Garung) von 1 Glukose Molekiil: 2 Molekiile ATP
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Die Bedeutung von Coenzym A als Trdager von Sduren im Zentralstoffwechsel
beschreiben

acetyl-CoA Links ist der Zitronensadurezyklus abgebildet. Ein Acetyl-CoA
. (von der Glykolyse -> Pyr. Dehydr. Komplex) verbindet sich
(oxaloacetate) (citrate) o .. . ..
o) mit einem C4 Molekiil und es entsteht ein C6 Molekdil.
NADH NADH  Ziel Zitronensaurezyklus: Reduktionsdquivalente (und wenig
co,@  ATP)erstellen. Die Reduktionsdquivalente kénnen spater flir
FADH, Atmungsprozesse ausgenutzt werden. Ausserdem:
Zwischenprodukte zu erstellen, welche fiir den Anabolismus
ATP ol bendtigt werden kdnnen.
or GTP (C4J o, @

Das CoA ist fiir den Zitronesaurezyklus wichtig, da es den
Zitronensaurezyklus bis zum C4 (in der Abbildung unten) katalysiert. Ohne CoA wéren die
Reaktionen wesentlich trager. Es verlasst das C4 im Zitronensaurezyklus, nachdem die 2 C1 Molekiile
(CO2) oxidiert wurden und wird wieder im pyruvate dehydrogenase complex an ein C2 gebunden.

Kein Lernziel, Zusatzlich: Funktion von Fettsdure Oxidation (B-Oxidation)

e e e e In der Abbildung links wird die Aktivierung von
0 ‘ 0 Fettsduren mittels CoA gezeigt. Die Fettsaure
+ HS—CoA =l > . _toa  Wirdan das CoA gehangt.

Danach wird ein Acetyl CoA abgespalten durch
Oxidation, Hydration, eine zweite Oxidation und Thiolyse (ein neues HS-CoA wird an das Acyl-CoA
gehangt). Dies wird wiederholt, bis nurnoch Acetyl-CoA (C2) vorhanden ist. Ist die Anzahl C
ungerade, so entsteht bei der letzten Thiolyse Propionyl CoA (C3), und wird zu Succinyl CoA
umgesetzt (ein Bestandteil des Zitronensaure Zyklus).

= The reaction for one round of B-oxidation is
C,-acyl CoA + FAD + NAD* + CoA + H,0 — C,, acyl CoA + FADH, + NADH + acetyl CoA + H*

= The complete reaction for C,g palmitoyl CoA is
Palmitoyl CoA + 7 FAD + 7 NAD* + 7 CoA+ 7 H,0 — 8 acetyl CoA + 7 FADH, + 7 NADH + 7 H*

C16 (palmitoyl) liefert mehr als 100ATP bei der Fettsdure Oxidation.

Vorlesung 4 - Anaerobe Atmung / Oxidation anorganischer Verbindungen
Das Konzept der Hierarchie der Elektronenakzeptoren erklaren

Grundsatzlich: Bei der Atmung wird eine Redox Reaktion zwischen zwei Edukten durchgefiihrt. Je
weiter die Eo Werte der beiden Edukte voneinander weg sind, desto mehr Energie wird frei.
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Die wesentlichen Aspekte der Nitratatmung und der Denitrifikation vergleichen, d.h.
Bilanz, Schlisselenzym, Zwischenprodukte

= Nitratatmung

Nitrate NO3~
Mo roacase | Nitrate Wie man in der Abbildung Erkennen kann ist die
Nitiee SN o Nitratatmung der erste Teil der Denitrifikation. Dabei wird
Nitrat (NO3-) mithilfe von Nitrat Reduktase zu Nitrit (NO2-
Nitric oxide NO Peaeaton ) reduziert. Bei der Nitratatmung wird hochstens eine
A Energie von 1932kJ/mol frei.
Gases | Nitrous oxide N30|
Nitrate reductase (Mo) NO5 +2e + 2 H*->NO, +H,0
Dinitrogen N, i (E**=+433 mV)

Bemerkung: Einige Organismen (E. Coli) kdnnen NO2- weiter bis zu Ammonium (NH3) reduzieren.

Denitrifikation

Bei der Denitrifikation wird Nitrat (NO3) iber verschiedene Zwischenschritte (inklusive der
Nitratatmung) zu reduziert. Dabei werden die Enzyme NO3- Reduktase, NO2- Reduktase, NO
Reduktase und N20 Reduktase benétigt. Bei der Umsetzung von einem Mol Glukose tber
Denitrifikation wird hochstens eine Energie von 2670 kJ/mol frei.

Im Vergleich: Ein Mol Glukose Uber aerobe Atmung: 2830 kJ/mol.

Beispielorganismen benennen, die in der Lage sind, Nitrierungsatmung bzw.
Denitrifikation durchzufihren

Nitrierung
e E. Coli
Denitrifikation

e Proteobakterien (Fakultative Anaerober -> 02 unterdrickt Enzym fiir Denitrifikation)
z.B. Pseudomonas
e Einige Archaeen und ein Eukaryot (Globobulimina pseudospinescens)

Die Folgen der Denitrifikation in der Landwirtschaft und in Abwassersystemen
beschreiben

e Schadlich fir die Landwirtschaft durch N2-Bildung und Nitratverlust aus Diingemitteln
e N2O ist ein Treibhausgas; NO verbraucht Ozon, NO2 ist Teil des sauren Regens
e Aber: Nitzlich bei der Abwasserbehandlung (zur Entfernung von festem Stickstoff)

Beschreiben, warum die aerobe Atmung bei fakultativ anaeroben Organismen wie E.
coli der anaeroben Atmung und Fermentation vorgezogen wird
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1. Aerobic respiration Wird durch die Redoxreaktionen durch grésseren AE; Wert
\ mehr Energie frei. Am wenigsten Energie wird bei der
2. Anaerobic respiration Fermentation frei (lediglich Reduktion, keine Oxidation

\' maoglich).
3. Fermentation

Ein Beispiel fiir einen obligatorisch anaeroben Atmungsprozess und die beteiligten
Organismen geben

CO, +4H,->CH, +2H,0 (AG™ =-131kJ/mol)  Methan und Wasser wird aus CO2 und H2 gebildet
(Methanogenese).

O Ho H H HH i .
€O, »C G e aCwCH, » CH, Organismen: Methanogene
A

A

H, H, H, H,

Chemolithotrophie definieren und chemolitotrophe Organismen nach dem
verwendeten Elektronendonor unterscheiden

e Bei der Chemolithotrophie werden anstelle von organischen energiereichen Verbindungen
(Glukose...) anorganische energiereiche Verbindungen (Ha, H.S, Fe?*, NHs) als Energiequelle
verwendet.

e Normalerweise aerobe Organismen

e Startet mit Oxidation von anorganischem Elektronendonor

e Elektrontransport generiert ATP (ATP Synthase)

e Meist Autotroph (CO2 als Kohlenstoffquelle)

Herstellung von NADH bei chemolithotrophen Organismen
Komplex 1 wird «riickwarts» angewendet: Der Protonengradient wird verwendet, um NADH zu
erstellen.

Den chemolithotrophen Prozess nennen, der zuerst entdeckt wurde, und den
Wissenschaftler nennen, der das Konzept vorgeschlagen hat

Sergei Winogradsky (1887): Hat schwefeloxidierende Bakterien im Berner Oberland bei
Schwefelquellen entdeckt. Unter Mikroskop beobachtbare Schwefel (Elementar, S°) «Kiigelchen» in
den Zellen werden in Wasser zu H,SO, umgesetzt (verschwinden). Die Bakterien Gewinnen
elementaren Schwefel aus H,S aus ihrer Umgebung.
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Zwei chemolithotrophe Prozesse genauer und mit Schliisselenzymen kennen, namlich
die Wasserstoffoxidation durch Knallgas-Bakterien und die Nitrifikation

Wasserstoffoxidation (Knallgas-Bakterien)

Co_Tplex & a:'.d M Schllsselenzym: Hydrogenase (Fe, S) (Ni, Fe)

Membrane-integrated 3
hydrogenase Electron transpor e pe .
B generstes s roton Der lésliche Hydrogenase Komplex bindet H, und

motive force,

wird fir die NADH Produktion bendtigt

Beispielbakterum: Cuprividus necator (fakultativer
Chemolithotroph)

Cytoplasmic
hydrogenase

NAD*+2 H*
q CO, + ATP ADP+P arp
quj

Cell material

Nitrifikation
Electron transport
i generates a proton Electron transport
N + 5H* motive force. generates a proton
NH,OH motive force. S

Oxidation of
hydroxylamine

2H*

mmme 0
4 Reverse e~ flow ¢
to make NADH
ji )
“
%]
NH,0H + H,0 NH; + 0, + 2 H*
e - — - ADI
P ao:;r(:‘z‘r"?a" of gf‘;‘;“"g: Oxidation Reduction 'p
Y9 H* of nitrite of oxygen L

NHs -> NO* NO? -> NO*

Die meisten Bakterien haben entweder Enzyme, um Ammoniak oder Nitrit katalysieren zu kénnen,
gibt aber auch Bakterien, welche beide Enzyme haben (Gruppe der Comammox Bakterien).
Bakterien, welche Nitrifikation betreiben sind sehr wichtig fir den Stickstoff Zyklus.
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Darlegen, wie Energie in Chemolithotrophen (aus Wasserstoff) konserviert wird und

wie NADH generiert wird

Hz 2e‘\

Wie man in der Abbildung links erkennen kann

NAD*+2 H* verwendet die Cytoplasmatische Hydrogenase
CO, + ATP in manchen Chemolithotrophen H, als
Elektronendonor und NAD+ als
Cytoplasmic NADH Elektronenakzeptor, um NADH zu erstellen.
hydrogenase . (Thermodynamisch moglich)
Cell material

Chemoorganotrophie und Chemolithotrophie vergleichen

Redoxpaar Ey' (V)
~ -0,60
S0,%/HSO;™ (-0,52) 2 e~ =
CO,/Glucose (-0,43) 24 & N -0,50
2HY/H, (-0,42) 2 & LK
CO,/Methanol (-0,38) 6 &~ — [ 940
NAD*/NADH (-0,32) 2 & — | 0,30
CO,/Acetat (-0,28) 8 & 7
SOH,S (-0,28) 2 & / - -0,20
CO,/CH, (-0,24) 8 & / Loto
FAD/FADH (~0,22) 2 &~
Pyruvat/Lactat (-0,19) 2 e~
SO:2/H,S (-0,17) 6 & " Loo
S.0527/S,02 (+0,024) 2 & 7 i
Fumarat/Succinat (+0,03) 2 e~ 3
Cytochrom b, (+0,035) 1 & / ~ +0,20
Ubichinon,eq (+0,11) 2 €~ 7 L 40,30
Fe¥*/Fe?* (+0,2) 1 e, (pH 7)
Cytochrom Cgyreq (+0,25) 1 @~ / ~ +0,40
Cytochrom a,,meq (+0,39) 1 €~ / _ 10,50
NO;/NO,™ (+0,42) 2 &
L 40,60
NOs /% N, (+0,74) 5 ” L[ *o70
Fe*'/Fe** (+076) 16, (PH2) — | .00
4 0,/H,0 (:0,82) 2 & il -

Anaerobic respiration with nitrate e.g. E. coli

YR

NO, NO, NH,

N N

Agroup of chemolitotrophs (nitrifiers) convert ammonia/nitrite to nitrate

E. Coli ist Chemoorganotroph und kann NO3” und NO; als
Elektronenakzeptor verwenden und Acetat (Glukose) als
Elektronendonor -> Thermodynamisch méglich

Bakterien, die Nitrifikation betreiben, sind Chemolithotroph und
kéonnen NH3 und NO2- als Elektronendonor und Sauerstoff als
Elektronenakzeptor verwenden -> Thermodynamisch moglich

Vorlesung 5 - Verwendung von Licht / Phototrophie
Kein Lernziel, Zusatzlich: Allgemeine Infos Phototrophie

Electromagnetic radiation is
propagated as discrete quanta
(photons) whose energy E is given
by the Planck’s law:

h
E=hy=""
\

h, Planck constant (6.6 x 10 J s)

¢, the speed of light in vacuum (2.998 x 108 m s°')
v, frequency of the radiation

&, wavelength of the radiation

Je kleiner die Wellenlange, desto mehr Energie haben die
Lichtwellen.

- UV (sehr energiereich) ist schadlich fiir Organismen

- Zw. ca. 400nm und 750nm wird als Energiequelle verwendet
- IR (sehr energiearm) wird nicht mehr von der Biologie als
Energiequelle verwendet
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Gruppen von Phototrophen aufzahlen und ihre Lebensrdaume exemplarisch kennen
Prokaryotische Phototrophe

e Anoxisch: Purpur und Griine Schwefelbakterien (je 2 Gruppen: nonsulfur (org.
Elektronendonatoren) werden von hohen Konzentrationen an H,S getotet, kdnnen aber
auch H,S umsetzen) und sulfur), Heliobakterien (anoxisch, org. Elektronendonatoren)
Energiegewinnung: Setzen H,S und CO; zu SO4* und (CH,0),um
Lebensraume: Purpur: untere Seezone / Griin: noch weiter unten als Purpur

e Oxisch Cyanobakterien (meist obligatorisch Phototroph)

Energiegewinnung: Setzen H,0 und CO; zu O, und (CH,0),um
Lebensdrume: Terrestrische Siiss- und Salzwassermarinensysteme, (obere Seezone, wie auch
Algen) Phototropher Bestandteil von Flechten, Kénnen Krusten auf Wiistenbdden bilden

Ein mogliches Szenario beschreiben, wie grundlegende Mechanismen zum
Energiestoffwechsel nacheinander entstanden sein konnten und aufzeigen kénnen,
wie sich dies auf die Diversifizierung des Lebens auf der Erde ausgewirkt haben kénnte

Cyanobakterien sind eine Symbiose mit Eukaryoten (vorfahren der heutigen Pflanzenzellen)
eingegangen. Ahnlich wie bei der Endosymbiose der Mitochondrien kénnten aus ihnen
Chloroplasten entstanden sein, welche die eukaryotische Zelle phototroph gemacht hat und die
eukaryotische Zelle schiitzte im Gegenzug die prokaryotische Zelle.

Die Bedeutung des grossen Oxidationsereignisses (great oxidation event, GOE)
aufzuzeigen und die Verbindung zur Photosynthese erklaren

Great Oxidation Event (GOE): vor 2.4 Mia Jahren begann oxygene Photosynthese: Langsamer
Anstieg des Sauerstoffgehalts in der Atmosphare. Zuvor gab es lediglich anoxische Photosynthese.
Durch die oxygene Photosynthese begann der Luftsauerstoffgehalt langsam zu steigen. Dies wird
GOE genannt.

Durch den GOE entstand langsam viel O,, die aerobe Atmung wurde somit zu einem niitzlichen
Mittel fir Lebewesen, Energie zu gewinnen.
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Die Prozesse der anoxygenen und oxygenen Photosynthese vergleichen

Anoxygenic Oxygenic

Reducing power Carbon Energy Reducing power Carbon Energy
HS~ 5/60’, Cco, ADP HO < Cco,
~ s ¥ esoﬁlb,,s
s electrons M | Ty |
sl ________ >ly 4 4= Light v, 4= Light
S0, (CH,0), " ~ATP }0, (CH,0), " ~ATP

Die Struktur des Chlorophylls erkennen und erkldaren, was dieses Molekul fir die
Photosynthese geeignet macht

- 4 Die Dekorationen am Bacteriochlorophyll a sorgen dafiir,
Il |
@ PN “:5 dass das Molekdl Licht von einer speziellen Wellenlénge
HaC CoHs HaC CaHs X X
’ ; - ./ optimal absorbieren kann.
H,C CHy HayC s . . . .
" ’ e N Die Phytol Seitenkette ist eine lange, hydrophobe
i coocw/‘i{yc,omm ' CWC%wmm Seitenkette, welche durch eine Estergruppe an das
COO0CxHag ring COO0C0H3 ring . . . . .
Pyl Bl Chlorophyll Molekiil angebaut ist. Sie bietet bestimmten
SRR 8 EENESSETE Membran Proteinen Ankerpunkte fiir eine feste Bindung
phytol side chain i u .
mit dem Chlorophyll Molekdl
CH; CHy CH;

Chlorophyll ist so ein guter Licht Absorber, weil es
konjugierende Doppelbindungs Systeme enthilt.

Die Funktion anderer Pigmente im Zusammenhang mit der Photosynthese beschreiben

o, Oben ein Chlorophyll wie es in Cyanobakterien vorkommt

CH CH,

awcn,  In der Mitte ein Beispiel eines Carotenoids (in Cyano B.) mit
den folgenden Funktionen:

- ol o"}\/& o - Tragen zur Photosynthese bei idem sie Licht an des
HEANAAAANAA M 1o Reaktionszentrum weiterleiten
— N - Schiitzen vor zu viel reaktiven Sauerstoffspezies
- Unten ein Geoffnetes Chlorophyll (lineares Tetrapyrol).
L WD & e ] J Entsteht, wenn ein Chlorophyll in einer Reaktion gespalten
L L . o o wird. Diese werden an Proteine gebunden, um das Licht

p-Carotene

optimal ausniitzen zu kénnen.

€00 €00

oy oy e X

o

| 1

MG CH G CH; HyC CHy HyC, o]

- — -

g @,

o P A I A yo 10
N " N

ol

o

phycosrythrobilin
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Out

N Membrane proteins
8P, base plate

Chlorophyll Pigmente sind in Bakterien integriert in die cytoplasmische
Membran. In Eukaryoten in gestapelten Membransystemen.
Fachworter?

Chlorosome kommen z.B. in Griinen Bakterien vor. Es sind gigantische
Antennensysteme mit extrem viel Bakteriochlorophyll im Vergleich zum
Reaktionszentrum von ihnen (unten). Die Griinen Bakterien sind mit
ihnen fahig, extrem schwache Lichtintensitidten auszunitzen und
kénnen aus diesem Grund weit unten im Wasser iberleben und Energie
erzeugen.

Kein Lernziel, Zusatzlich: Light harvesting complex und Reaktionszentren

molecule A carrying
low-energy electron

\ox-dlzed molecule A
\/l,,p i

__| antenna complex

- reaction center

/

X 14 v Q 4 electron transfer
W e | e

—— ¢ i

carrying high-energy

chlorophyll quinone electron
molecules
in antenna

complex

special pair of

chlorophyll molecules
in photochemical
reaction center

excited

chiorophyll

light

photon i,
' (4) '

electron

L

neighboring
chiorophyll
molecule

pho!on
' ' ' - ' ' '

[

hea( light

decay by giving | decay bygiving | 3 decayby
off hea off light resonance energy
transfer
chlorophyll
oxidized acceptor donor

electron electron

reduced oxidized
donor acceptor / {

Ay, |

4 decay by successive electron transfers

molecule

el

Das Chlorophyll ist (zusammen mit den Pigmenten) in einem
Kreis um das Reaktionszentrum angeordnet. Dabei haben die
Chlorophyll Molekiile genau den Richtigen Abstand zueinander,
dass angeregte Zustande von Elektronen weitergegeben
kénnen. Dieser angeregte Zustand wird bis ins Reaktive
Zentrum an ein Chlorophyll Paar (hier: blau) weitergegeben.
Dies garantiert, dass Photosynthese sehr effektiv ist.

Wird ein Elektron eines Chlorophylls durch ein Photon einer
genau festgelegten Wellenlenge beschossen, so wird es
angeregt. Es gibt 4 verschiedene Moglichkeiten, wie die Energie
weitergegeben werden kann:

1. Esentsteht Warme

2. Eswird ein Photon emittiert (Licht entsteht)

3. Wenn der Abstand zu einem anderen Molekiil genau
stimmt: Der angeregte Zustand wird weitergegeben an ein
anderes Molekiil. Dies ist, was auch angestrebt wird.

4. Am Reaktionszentrum wird die Energie des angeregten
Zustand des Molekiils verwendet, um eine Redox Reaktion
durchzufiihren, nach welchem der Elektronendonor oxidiert ist,
der Elektronenakzeptor reduziert ist, und das Molekil wieder in
den Grundzustand wechselt.
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LIGHT stabilized low-energy electron from an reduced quinone carrying

charge separation  adjacent cytochrome fills hole two high-energy electrons

o 2 g "+"\ " = 7"*‘ 3 ’74+"\ ~ "r"\ S R o N
A [ Li"‘a (L“\l\é \( v-(‘I\A ) ‘\1 .\A J ( .\A ]

Q Q

O VOQQ O\VOQKJ o) C(;,.' o O.QJ O\ O.O Ox.oC = \QQQ
N\ /et N\ / . — N\ — N / et N\ / N

— ~ B — C —' B = 3 " repeat exchange —

3ps <1ps 230ps 270ns 100us steps of quinone

A through E  at Qg site

Das Licht trifft im Normalfall auf ein Lichtsammelkomplex (oben
dargestellt). Der links dargestellte Vorgang lduft am reaktiven
Zentrum des Lichtsammelkomplexes (im Zentrum) ab.

Out (periplasm)

Bemerkung: Licht kann auch direkt auf das reaktive Zentrum
treffen, ohne, dass angeregte Elektronen weitergegeben werden
missen (ist aber selten).

Photosynthetic 2H*

membrane

In (cytoplasm)

Oben grundsatzlich wichtig: Licht wird verwendet, um einen extrem Starken Elektronen Donor zu
erzeugen (im Beispiel unten P870%*). Somit kommt es zu einem Elektronenfluss dhnlich wie in
Atmungsprozessen.

Den Prozess der anoxygenen Photosynthese auf biochemischer Ebene beschreiben,
einschliesslich Reaktionszentrum, Elektronenfluss, Erzeugung von ATP und
Reduktionsdaquivalenten aus Elektronendonotoren

Light energy converts

motive force.
Red or infrared light

weak donor into Light energy converts
-1.0r strong donor. weak donor into
-1.0 —._\‘ strong donor.
0751 4 -\ _o7s| e e
Excited P870 - Excited P870
(P870%) is a strong (P870*%) is a strong
-0.5F electron donor. Qp -0.5F electron donor.
¥
Ey Q Ey’
- B -0.25F
V) -0.25 7 )
- 0.0
= pool Or In ground state,
o il | 7 AT
electron daonor.
electron donor. Cyt bey +0.25F
+0.25} S e
Cyte, - L —
/ Cyclic electron flow +0.5
+05L generates proton ’Jj

Red or infrared light

Der linke Kreislauf wéare geschlossen. Aber: Problem von z.B. Purpurbakterien: Benotigen viel NADH,
um CO2 als Baustoffe umzusetzen. Moglich wére der linke Kreislauf (Elektronen von Q pool werden
fiir NADH bendtigt) Dies ist aber nicht ohne weiteres moglich, Die Elektronen im Q pool sind um
einiges positiver als NAD+ (c.a. 0.32 V).

Um trotzdem NADH produzieren zu kdnnen verwenden auch Purpurbakterien (wie
chemolithotrophe Organismen) den Komplex 1 revers und nutzen einen Protonengradienten, um
NADH aus NAD+ herzustellen.

Dies fuihr zum Problem, dass das das Chlorophyll nicht mehr reduziert werden kann (Das Elektron
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wurde fir NADH benétigt). Somit wird ein externer Elektronen Donor (z.B. HS, Fe?*...) bendtigt.
Dies ist bestimmt ein Grund, wieso diese Spezies in der friihen Erdgeschichte sehr Wichtig gewesen

sein mussen.
Vergleich von Purpur Bakterien mit
Rusplebactana Oréenisutte begteda Grinen Schwefelbakterien. Elektronen
o i~ werden zuerst an ein EisenSchwefel
o pa7o* - Cluster haltiges Protein und erst dann
- =, weiter Uber den bcl Komplex wieder an
E M :2: e 7: i das Pigment. Da das FeS Protein noch
, /(' - .("'i’ negativer ist, gibt es hier direkt die
Piovime P Maoglichkeit, Ferrodoxin zu reduzieren. In
+0.25 opt P4 flow PB40 “~Cssa . . . o
s | B diesen Bakterien ist Ferrodoxin wichtig
- Light fiir CO2 fixierung, nicht NADH.
Photosystem |l Photosystem |

Anaerobe Prokaryotische Phototrophe Organismen besitzen immer entweder ein PS | oder ein PS Il

Den Prozess der oxygenenen Photosynthese auf biochemischer Ebene beschreiben,
einschliesslich Reaktionszentren, Elektronenfluss, Erzeugung von ATP und

verwendetem Elektronendonor und -akzeptor (und die Bedeutung im Zusammenhang
mit Endosymbiose und Chloroplasten vorhersagen)

-0.75 |

-0.25
Ey
0.0}
v

+0.25

Photosystem Il

Chia
FeS
Y
Fd
o 4 ‘
s FNR
2 7 NAD(P)H
s
i
/
V4
/
\ PT00 " #~nm Light
Photosystem |

Kombination aus PS | und PS II.

02 ist ein extrem guter Elektronenakzeptor, jedoch
auch ein schlechter Elektronendonor. Da aber das
P680 Pigment hier so stark positiv geladen ist,
konnen die Elektronen von Wasser trotzdem
aufgenommen werden (02 entsteht).

Es folgt dasselbe Photosystem | wie oben schon
aufgezeigt.

Uber den Cyt b6f Komplex kénnen Elektronen aus
Wasser freigesetzt werden und die Licke des
Photosystems | auffiillen (Die beiden PS sind in Reihe
geschaltet). Dadurch wird ein Protonengradient
aufgebaut -> ATP Synthase generiert daraus ATP.
Die Elektronen fiir die Reduktionsaquivalente am
ende des PS | kommen aus dem Wasser.

Es ist auch moglich nur das PS | ablaufen zu lassen (gestrichelte Linie), dass nur ein Protonengradient
aufgebaut wird (Wenn mehr ATP bedarf als Reduktionsaquivalente).
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Electron transfer in oxygenic photosynthesis

% [NADP* + H*) Y2 NADPH
Light

I

Photosynthetic
membrane

soesseenee
Water-oxidizing

complex
%H0

PSil

Bilanz: Vier Photonen werden bendtigt um ein O, Molekil zu erzeugen. Die vier Elektronen, welche
von Wasser extrahiert wurden reduzieren zwei Q zu zwei QH,.

Die Photolyse von Wasser wie sie in der oxygenenen Photosynthese stattfindet ist die Quelle von O,
fur alles Leben.

Die Erzeugung eines Protonengradienten mit Bakteriorhodopsinen skizzieren und dem
Prozess der (an)oxygenen Photosynthese gegeniberzustellen

Die Absorption von Licht einer bestimmten Wellenldnge

w >
out [ o I . . . .
" E\_:j L Cmplasm:: sorgt dafiir, dass direkt ein Protonengradient aufgebaut
L I e wird (Protonenpumpe, die gegen natlrlichen

Protonengradienten arbeiten kann). Uber die ATP

5\, é_,/’ Bacteriorhodopsin Synthase wird dann ATP erzeugt.

& ?' ATP Ein Retinal Molekul (welches fir uns auch wichtig ist, um
- zu sehen) hat zwei unterschiedliche Konformationen: Im

% s ADP+ Py Grundzustand ist es ein trans Molekdl, und ein Lysin Rest

@ o ATPese ist an das Protein gebunden. Wird Licht der richtigen

Wellenldange absorbiert, wird es in eine instabile cis
Verbindung lberflihrt, was dafiir sorgt, dass Protonen aus der inneren Seite aufgenommen werden,
was zu einer Konformationsanderung flihrt, welche dafiir sorgt, dass die Protonen auf der anderen
Seite der Membran wieder abgegeben werden.

G: Baustoffwechsel: Anabolismus (J. Piel)

Vorlesung 1: Zusammenhang zwischen Katabolismus und Anabolismus,

Kohlenstofffixierung und Stickstofffixierung
Zusammenhang zwischen Katabolismus und Anabolismus

Anabolismus ist der Aufbau von Biomolekiilen (Baustoffen) fiir die Zelle. Diese Reaktionen sind im
Normalfall endergon und bendétigen ATP, welches im Katabolismus gebildet wird. Ausserdem
bendtigen einige Reaktionen im Anabolismus NADP, welche ebenfalls im Katabolismus gebildet
werden. Gemeinsamkeiten: Aktivierung der Biomolekiile durch ATP (oder durch andere
Triphosphate), um die Reaktivitdt zu erhéhen.
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. AMP + PP, o
Anabolism H H o H O
g’:rr“)s;;‘:_’t'”g) HN—E—COOH  H_N— 6 COOH HN—— E_T—é-e— PeF:t',des and
. | = = roteins
build the cell R hoRe Rh R P
ATP
See J. Vorholt's part H O Higl’;_err;rgy H o RNA H o o
on metabolic coupling  pn—é_B_on 255 nNn—d—8lo—amr 5  HN—¢—l_o_wrNA
and N. Ban’s part on &1 -PP; &1 -AMP &
protein biosynthesis Low-energy High-energy High-energy,
ready for protein biosynthesis
i econstructing, “energy-creating” i constructin
Catabolism (d truct t Anabolism truct
o) Sugars ] —>[ Nucleotldes]
$
% |
Glycolysis ¢ Glycolysis/ t
t Gluconeogenesis '
ATP, Amlno
% NADH g aclds
! t /
‘ '
— Acetyl-CoA <+— Acetyl-CoA
TCA NAD(P)H TCA
cycle FADH2 cycle
/ l Oxidative \ /
phosphorylation —
- - Input: central metabolites, ATP, NADPH,

FADH,, etc.

Die Zentralen Biosynthesewege im Katabolismus und Anabolismus sind dieselben.

Kohlenstoff Fixierung: Kohlenstoffzyklus, Hauptgruppen von CO2-fixierenden
Organismen

Kohlenstoffzyklus

Stark vereinfacht:

Photosynthesis
Energy + 6 CO, + 6 HLO ———» C,H,,04 + 6 O,

Respiration
C6H1206 + 6 02 _— 6 C02 + 6 Hzo + Energy
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Hauptgruppen von CO2-fixierenden Organismen

Kohlenstoff Fixierer sind autotroph

Estimates on
Organisms contributions to
global carbon fixation

Terrestrial: 55%
mostly fixed by plants

Marine: 45%

Cyanobacteria 10%

mainly Prochlorococcus,

Synechococcus

Eukaryotic phytoplankton 25%*

dinoflagellates, diatoms
coccolithophores, etc.

*large error margin

Kohlenstoff Fixierung: CBB Cyklus: Input, Output, Schlisselzwischenprodukte

Kelvin Calvin-Benson-Bassham Zyklus (CBB Cycle)

6CO,

12ATP

12 ‘ \QQADP
P
w2 §

'Um“?

6 ADP Carbon chain lengths change B
twice. Note the preserved 12NADPH
overall carbon numbers
(adjusted to 1 molecule of
6ATP glucose-6-phosphate as the 12NADP*

ultimate product) 12P,
6 ! Glyceraldehyde

3-phosphate
GAP PP

(GAP)
)

Sugars and other
biomolecules 000000 P 2! GAP
P

Input: Aus 6 CO, (und NADPH und ATP)

entsteht

Output: 1 Glukose-6-Phosphat (Zwischenprodukt: 2
GAP).

Zweck des CBB Zyklus:

- Biomassenherstellung

- CO2 wird zu GAP umgesetzt, welches fiir Zucker
und andere Biomolekile verwendet wird

- Herstellung von 4-, 5-, 6-, und 7- Kohlenstoff
Verbindungen

-> Der CBB Zyklus muss 6-mal durchlaufen werden, um ein Molekil GAP herzustellen

Kohlenstoff Fixierung: RuBisCO und die Challenge der CO; fixierung

6co, 3;'7;2:%5'33’ e Ribulose-1,5-bisphosphat Karboxylase (RuBisCO) ist das
con 12 H_&;z: \Qz 12ADP © Schlisselenziim, welches fiir die CO2 Fixierung
6 i Ao 7 p verantortlich ist. Es katalysiert, wie man links erkennen
o 12 ! kann, die Reaktion, bei welcher ein CO2 Molekiil an ein
6ADPwf bisphosphate ® T Ribulose 1,5-Bisphosphat (Zwischenprodukt am Ende
6 ATP des CBB Zyklus) angehadngt wird. Danach wird eine C-C
12NADP*
12P, Verbindung des Molekiils getrennt, sodass 2 Molekiile
6 ; - i Syceraldenyde 3-Phosphoglycerat entsthehen.

(GAP)

m}/l

Sugars and other 000000 < 2 ! GAP

biomolecules
P

Challenge der CO2 Fixierung

1. CO;ist ein kleines, lineares, funktionsloses und reaktionstrages Molekil. Das Mg?* von
RuBisCO hilft, das CO, zu polarisieren und bringt es nahe an das Ribulose-1,5-Bisphosphat
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2. 0O ahnelt CO;. Es kann ebenfalls an das Aktive Zentrum von RuBisCO gebunden werden und

fihrt zu einer verschwenderischen und gefahrlichen Reaktion (siehe unten)

Photorespiration

Wenn ein O anstelle von CO; an RuBisCO gebunden wird, so entsteht nur ein 3-Phosphoglycerat
und ein Phosphoglycolat. Dieses ist Giftig und muss recycelt werden. Diese Reaktion verschwendet
25-30% der photosynthetischen Energie in Pflanzen.

Hypothese, wieso RuBisCO nicht selektiver fiir CO2 ist: vor dem GOE gab es noch viel weniger 02 auf
der Erde und diese Nebenreaktion war nicht von so grosser Wichtigkeit. Als Folge davon wurde
RuBisCO vermutlich spezifischer auf CO2 aber auf Kosten der Effizienz.

;i-éggo Die Effizienz wird erhoht, indem sehr viel RuBisCO gebildet wird. In Bakterien
Gonac s Molecules werden sogar Protein Container mit dicht gepackten RuBisCO Molekdlen (ca.

250) und Karbonische Anhydrase (zur erh6hung der Konzentration an CO2)
gebildet, welche Carboxysome genannt werden.

Carbonic
anhydrase

Kohlenstoff Anhydrase

1. Esgibt ein langsames Gleichgewicht von freiem CO2
und Formen von Kohelnstoff:
CO,+ H,0 = H*+HCO; = 2H" + C035~

D-ribulose 1,5-bisphosphate
(RBP)

2. Dies limitert die Verfligbarkeit von CO2, die einzige
Form von C, welche RuBisCO nutzen kann

3.  Umdie Konzentration an CO2 moglichst gross zu
halten, beschleunigt die Kohlenstoff Anhydrase die
Reaktion von dem 1. Gleichgewicht in Richtung Rechts

Bemerkung: Insgesamt sind heute 7 Kreisldufe (inklusive CBB Cycle) zur CO; Fixierung bekannt.

Beispiele von Symbiose Basierend auf CO2 Fixierung

Zwei Bakterientypen gehen eine Symbiose ein: Ein (durch Flanell) bewegliches aber
heterotrophes und ein photolithotrophes, welches fiir beide Organismen fiir Energie sorgt.
Flechten: Pilz als Basis und photosynthetisches Bakterium oder Alge. Der Pilz bietet
Sonnenschutz, der photosynthetische Organismus produziert Energie fur beide Organismen
Korallen (bieten Schutz) und Dinoflagelate (photosynthetische Eukaryoten)

Gewisse Seeschnecken verwerten Chloroplasten aus ihrer Nahrung (Algen), um
Photosynthese betreiben zu konnen.

Altes Beispiel: Endosymbiose von Zyanobakterien und Eukaryoten

Kohlenstoff Fixierung: Gluconeogenesis

Umgekehrte Glykolyse. Dabei wird GAP in Zelleigene Zucker umgewandelt.
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Ein Irreversibler Schritt der Glykolyse war di Umsetzung von Fructose 6-phosphat in Fructose 1,6-
Bisphospat. Die Riickreaktion wird durch das Enzym Fructose 1,6-Bisphosphatase ermdglicht.

Stickstoff Fixierung: Stickstoffzyklus, Hauptgruppen von N2-fixierenden Organismen

Stickstoffzyklus

N,

Atmospheric nitrogen

,,k,,,,,,,, Nitrogen fixation
Den|tr|
fication  Msiabol Amino acids
N()x . NH; — ;::“‘:\': Z—— Nucleotides
Nitrate il ? Phospholipids
Nitri-
Nitrate fication Nitrite
reductase reductase
NO 2
Nitrite

Stickstoff Fixierer sind diazotroph (Viele Organismen sind heterotroph, benétigen Kohlenstoff aus
der Nahrung)

Grundsatzlich: Reduktion von N> zu NH4*

Stickstoff Fixierung: Nitrogenase und die Challenge der Stickstoff Fixierung
Challenge N; Fixierung

N2 ist ein extrem stabiles, nicht polares und nicht reaktives Molekil (Verbindungs Energie 940
kJ/Mol). Die Reaktion N2 -> NH4+ ist exergonisch bendtigt aber viel Aktivierungsenergie um die
Dreifachbindung zu brechen. Um dies zu erreichen verwenden N2 fixierende Organismen das Enzym
Nitrogenase.

Nitrogenase

Electrons from Die (Enthalt FesS; Cluster,
reduced ferredoxin ATP 'RP . L . . .
' Reduktionsdquivalente) versorgt die Nitrogenase mit
Elektronen. Die Nitrogenase selbst verwendet ATP um
die Dreifachbindung aufzubrechen und die Elektronen,
um N2 zu reduzieren.

Stryer Biochemistry, 8" ed.

Reductase Nitrogenase
(Fe protein) (MoFe protein)
M cluster e 2 ©  Die Nitrogenase selbst besteht aus zwei Teilen: Einem Fe Protein und
His o 3 ‘3 D cys einem MoFe Protein. Beide enthalten verschiedene Cluster (F, P). Das
N [ [ Q X . . . .
= Jo X Reaktive Zentrum ist ein M Cluster, welches neben Eisen und
[ L . . . .
. g 4 9 Molybdan ein einfach an Eisen gebundenes C Atom (Formal: C* !)
A .
A v i Carbon atom enthilt.
Homocitrate "¢y
Q
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Stickstoff Fixierung: Wichtige Organismen, Symbiose aufgrund von Diazotrophie

Wichtige Organismen

0, 0, 0, 0, 0, 0,
- Cyanobakterien: Trichodesium supp. \ 7 e LW 4 /
Cyanobakterien fixieren fast 50% des globalen WTW
Ozean Stickstoffs. N/ eI “atamine /[ eH0/\_J
l—'—‘ Heterocyst I—'—,

Vegetative cells Vegetative cells

- Azotobakterien: Pflanzen konnen durch sie mehr Wasser Aufnehmen (Symbiose zwischen
Azobakterien und Wurzeln der Pflanze)

- Termiten und Kakarlaken: Stickstoff fixierende Darm Symbionten

- Rhizombia: Stickstoff Fixierende Bakterien, welche Eiantioy
Wurzelzellen von Hilsenfriichten kolonisieren SymbIEsois
(Wurzelknollen). Nitrognenase ist Sauerstoff sensitiv el
aber Sauerstoff wird fiir die ATP herstellung bendtigt.
Die Pflanze produziert Leghemoglobin, um die
Konzentration von Sauerstoff aus den Knollen zu

entfernen.

Sugars

Organic acids

Bacteroid Succinate

Malate
Citric Fumarate
Pyruvate
©" proton ATR, |e-
Nitrogenase
N,—NH,

Electron transport
chain O,-Lb Lb  Glutamine
Asparagine

0y+Lb—-0,-Lb

Vorlesung 2: Anabolismus
Unterschiedliche und gemeinsame Eigenschaften von Katabolismus und Anabolismus
kennen

Unterschiede Katabolismus und Anabolismus

- Zweiirreversible Schritte in der Glykolyse erfordern Unterschiede in der Biochemie, um in
der Gluconeogenese liberwunden werden zu kénnen.

- Der Katabolismus stellt Reduktionsaquivalente her, der Anabolismus benétigt sie

- Katabolismus stellt Energie her, Anabolismus Baustoffe fiir die Zelle

- Katabolismus benétigt NADH, Anabolismus NADPH

Gemeinsamkeiten zwischen Katabolismus und Anabolismus

- Grundsatzlich ist die Gluconeogenese fast der Riickweg der Glykolyse
- Den TCA Zyklus gibt es in Katabolismus und Anabolismus
- Viele Intermediate sind gleich
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Wichtige Verzweigungspunkte im Zentralem Metabolismus aufzeigen kdnnen

Glucose 6-phosphate

co
: CBB T

Glyceraldehyde 3-phosphate
(GAP)

$
i
¢
!

Pyruvate

Acetyl-CoA

4

cycle

A .4

Glucose 6-phosphate

> > > > > —> P

Phosphoenol pyruvate (PEP)

Pyrtivate «—

Acetyl-CoA

Oxaloacegek‘
T )

\
I ) e {5 ) (e

\ a-Ketoglutarate
T

Den Glyoxylatzyklus als ein Beispiel der Anaplerose kennen

Glucose 6-phosphate

Pyruvate

Acetyl-CoA +—
(o)
xaloacetate
. R
TCA
(\ cycle )
N

4“—C —> > > > > > —> >

Glyoxylatzyklus (glyoxylate shunt pathway)

Die Reaktionen im TCA Zyklus, bei welchen CO2 abreagieren
werden ibersprungen. Dies kdnnen ca. 30% aller Spezies tun,
jedoch Wirbeltiere nicht.

Anaplerose

Der TCA Zyklus kann auch weiterhin ablaufen, auch wenn
Oxaloacetat fir die Biosynthese verwendet wird. Dies ist nur
moglich, weil nicht 2 CO2 abreagieren und am finalen Schritt
(oben im TCA Zylkus) 2 Oxalacetat verfligbar sind: eines fir den
Zyklus und eines fir die Pyruvat Biosynthese. Anaplerotische
Reaktionen erganzen aufgebrauchte Metaboliten, um die
Kernreaktionswege am laufen zu halten.
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Prinzipen der Gluconeogenese und der Pentose Phosphat Weg aufzeigen kdnnen

Gluconeogenese

Allgemeine Reaktion der Gluconeogenese und Bilanz:
2 Pyruvate + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + 6 H,0 — Glucose 6-phosphate + 4 ADP + 2 GDP + 5 P; + 2 NAD* + 2 H*

AG® = -48 kJ mol!

(4]
o

FeP @
t
FBP @

© DHAP <> GAP ©

Bei der Gluconeogenese z.B. wird aus Pyruvat (und ATP, sowie
Reaktionsdquivalenten und Wasser) C6 Zucker hergestellt, welche
ein Organismus als Baustoff benotigt.

Bakterien: Zuckerketten in der Hiille der Bakterien:
Lipopolysaccharide, die Zellwand und Exopolysaccharide als
Kapselbaustoff.

1,3-BPG ©
Glucone_o- )
genesis/  3£G @ Pflanzen: Cellulose und andere Zellwandbestandteile
glycolysis AP
e Tiere: Umsetzen von Glukose in Polysacharide in der Leber, wenn
der Zuckerspiegel zu hoch ist
Pyruvate @
Acetyl-CoA @ Alle: Synthese von Polysachariden und Glykoproteinen fir die
/v ’k Lagerung
TCA
cycle )

Der Pentose Phosphat Weg

(“naoeu_) 2 Zwar kdnnen UGber den Gluconeogenese Weg C6
Gsp@_zi Zucker hergestellt werden, jedoch keine

Sugars Pentose Anderen (C4, C5, C6, C7). Der Pentose Phosphat
><) ‘ ’ "

FBP@ pathway Weg ist eigentlich der umgekehrte CBB Zyklus

@nHAp._.GAp@ / (mit Ausnahme von einer Reaktion in der Mitte
n?pee des Zyklus). Er dient:
Gluconeo-
genesis/ 36 @ vod-od—obo_ ¢TI AP
gycolysis ¥ o o e - der Herstellung von C4, C5, C6 und C7
§ v i Zuckern
i Ribose:
Pyruvate © C5 sugar - der Herstellung von NADPH
Acetyl-CoA @
TCA
cycle )

A .4

—
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Oxidative Phase des Pentose Phosphat Wegs:

(ofole}
¢—o C0, CH,OH ©
pe  AT§TOH NADPH [ 2
NADP* o H,O HO—CII—H NADP* ¢=0
S / OH 0 S Z H—(I)—OH S Z H—(I:—OH
G6P HO Lactonase H—C—OH GL6P H—C—OH
dehydro- OH CI:HZOP dehydro- CH,OP
genase genase
Glucose 6-phosphate 6-Phosphoglucono- Gluconate 6- Ribulose 5-
(G6P) d-lactone (6PL) phosphate phosphate
(GL6P) (Ru5P)

Verwendet das Produkt der Gluconeogenese (G6P) und setzt es zum Edukt der nicht oxidativen
Phase des des Pentose Phasphat Wegs um (Ru5P). Dabei werden 2 NADPH gebildet.

Nicht oxidative Phase des Pentose Phosphat Wegs:

@
(_nvapPH | ["ADP” co, Start here
6 /6 0 &
L8 oL R"5" Pentose
¢ phosphate

F6P @ @XuSP ><
4 @sP
FeP @ :><:
+ @ @ FeP
© DHAP «+> GAP © \_m Non-oxidative phase

1,3-§pe ® 6 of the pentose
phosphate pathway.

pathway

———

Schnelles Wachstum

Wahrend Schnellem Wachstum sind NADPH und Ribose sehr wichtig flir DNA und RNA Biosynthese.

NADPH wird auch zur Herstellung von reduzierten Fettsduren fir die Zellmembran bendtigt. Das
bendtigte NADPH fiir diese Prozesse wird hauptsachlich durch den Pentose Phosphat Weg
bereitgestellt.

Fettsdaure und Biosynthese: Beziehungen zur B-Oxidation kennen

Allgemein werden Fettsduren als Baustoff fir Membranen (siehe C: Makromolekiile: Proteine,
Membranen und Transport (K. Locher)), als Speicherstoff und fiir einige weitere Funktionen

bendtigt. Zellwachstum benétigt Fettsdure Biosynthese mithilfe eines Enzyms (Fettsdure Synthase),

bei welcher C2 Einheiten repetitiv nacheinander aneinandergehdngt werden.

C2 units in a fatty acid: H3C/\/\/\/\/\/\/\)J\OH
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@ @ @ Fettsduren Kettenverldngerung
.) . / — N Durch Decarboxylation (und

anschliessende Reaktionen zur Entfernung

@ @ co, @ von Sauerstoff) wird eine Fettsdurekette
‘ gebildet.
T o ol i e et et
CO,

Z

Fettsdure Biosynthese und B-Oxidation

Die Fettsdure Biosynthese ist nicht die Riickreaktion der B-Oxidation, sie haben aber dieselben
Zwischenprodukte.

Unterschiede

1. Zwischenprodukte sind nicht frei, sondern enzymgebunden
o)

R/\/\)LS—EnZ

2. Direkte Verbindung zu Acetyl Einheiten (Reverse Thiolyse) wiirrde endergon sein. Fettsaure
Kettenverlangerung wird exergon durch Kopplung mit Dekarboxylation.

o} (0] o} (o] (0]
H;C S—Enz (0) S—Enz H;C S—Enz
CcO

2
3. Beide Redoktuonsschritte benotigen NADPH (meist vom PPP)

Fettsdure Biosynthese (Anabolismus) B-Oxidation (Katabolismus)
o [e]
Hac/\/\/\/\/\/\/\)l\OH HyO oH
o [¢]
e~ con o~
FAD} Oxidation | FAD| Oxidation
R/\/Vj\s—cw\ R/\/\)LS_CO/\
H,0 | Hydration H0} Hydration
OH O OH O
A~ A
NAD* | Oxidation II NAD* | Oxidation
[e] / [¢] [e] / [¢]
/
R , S—CoA R/\)£7</lj\s—c°A
HS-CoA | Thiolysis HS-CoA | Thiolysis
[e] o} 0 (o]
R/\/ILS—CoA + Hsc/U\S—CoA R/\)J\S—COA * H3c)j\s—CoA
| ! B-Oxidation | I Acetyl-CoA B-Oxidation
(o] o [e} (o]
RJ\S—CoA + 2 ch/u\s—cOA etc. R)J\S—COA + 2 H3C)j\S—CoA etc.
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Overall pathway:

FAS = Fatty acid synthase

o

o FAS o

J — N . _ .
HsC™ “S—CoA HiC”™ “S—Enz Reduction Dehydration Reduction
Acetyl-CoA

\ o 0 NADPHNADP. OH O HO o] NADPHNADP. o]
Conden z Z z

CO, | Acetyl-CoA
ATPI carboxylase -sation &° HJC/U\/U\S—Enz H;C)\/U\S—Enz H;C/\)Ls—Enz H3C/\/U\S-—Enz
o o o o / +CO;, e e it 4

L = AN
O S—CoA 9] o S—Enz

FAS
Malonyl-CoA
Another round

e} o

—
To provide the building blocks, acetyl- ch/\/\/\/\/\/\/\)j\ori —— Hac/\/\)LS—EnZ
CoAis converted to mannyI-CoA by Repeat until full elongation,
ATP-dependent carboxylation. release fatty acid by
hydrolysis

Fettsdure Synthase (FAS)

Die Fettsaure Synthase ist komplex aufgebaut und sieht in jedem Organismus etwas anders aus. In
Pilzen und Tieren sind sie aber nur an einem oder zwei Proteinen aktiv. Die FAS in Bakterien hat nur
einige kleine Proteine, welche alle Funktionen ermdoglichen. Die Unterschiedlichen Strukturen sind
vermutlich auf die Evolution zuriickzufiihren.

Wichtige Bemerkung: Glukose kann in Fettsduren umgewandelt werden, durch die Fettsdure
Biosynthese angetrieben durch NADPH aus dem PPP. Die meisten Mikroorganismen kénnen auch
Fettsduren zurick in Glukose umwandeln (Glyoxylatzyklus), Wirbeltiere jedoch nicht.
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Aminsosduren und Biosynthese: Einbau und Ubertragung von Ammoniak kennen

Aminosauren Biosynthese

Stickstoff Fluss in der Aminosaure Biosynthese:

1. Einbau von Ammoniak in Glutamat und Glutamin

o\\c,o 0\\C,0'
| |
o=(|: HzN—CI:—H
i e
?Hz ?Hz
oo “ o
a-Ketoglutarate Glutamate

from the TCA cycle

From glycolysis

|

Pyruvate
o\\c/O'
i Acetyl-CoA
HzN—(IZ —H \
?H?- Oxaloacetate \
CH, /'
1
c TCA
0% SNi, t cycle l
Glutamine

\ a-Ketoglutarate
—

2. Transfer von Stickstoff, um andere Aminosauren von Glutamat herzustellen
(Transamination: Umwandlung von Amino- und Ketogruppen)

Glutamate

Die zwei Schritte etwas genauer:

A) Glutamate 0w O NH, H,0
R N
dehydrogenase ¢ NAD(P)H NAD(P)
0=¢
i
(l:H2 Glutamate
O,/c\o. dehydrogenase
a-Ketoglutarate
from the TCA cycle
B) Glutamine N NH,
synthetase-glutamate - N—(l:—H ATP ADP+P
synthase (|: "
(GS-GOGAT system) éHZ
A ’ Glutamine
oo synthetase
Glutamate

Enzyme names: a “synthetase” is ATP-dependent, a “synthase” is not

Co0or COO"  Transaminase eleloy eleloy
HzN—(IZ—H + o=(|: _— o=(|: + H2N—C|)—H
&H, & CH, R
CH, CH,
éoo- Coor
Glutamate  Ketoacid a-Ketoglutarate Amino acid

ENT
|
H,;N—C—H
§H2 Ky[NH3] up to 50 mM!
(l: 2
o
Glutamate )
o\\?/o
o=¢
e
%
o
0\\0/0' a-Ketoglutarate
ZN—C:—H NADPH NADP
" A
CH,
_ ‘I: Glutamate
077" NH, synthase
Glutamine
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Relevant at high NH; concentrations, no ATP needed

Oxc° %% One glutamate is
HzN—(:Z—H HQN_é_H invested, two are
?H; . ?Hz produced
G §Hz Relevant at lower NH,
o o concentrations and when
ATP is available
Glutamate Glutamate
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. — Einige Ketosduren sind Teile
rom glycolysis .

coor ' g0 des zentralen Metabolismus
e ?Oo‘t -G —H und kénnen lber

(lle o=cC CHs

Coo ey 4 . transamination in
e Pyrtivate Aminosduren umgesetzt
Asparagine

AcetyliCoA werden. Andere Ketosauren
X miussen Uber komplexere
600" Oxaloacetate §oo §°°  Biosynthese Wege hergestellt
o=¢ /' H,;N—C—H H,N—C—H
i Glutamate, | I werden.
i TCA - CH, CH,
g ( eyeln glutamine i L
Coo" / y V2 [
COO” CONH,
\ a-Ketoglutarate
h S
?OO'
O=(|Z

P

ke

COO

Allosterische Hemmung der Glutamin Synthetase

Einige Stickstoff Metaboliten hemmen die Glutamin Synthetase (Sodass weniger Glutamin aus
Glutamat hergestellt wird). Wieso?

Aminosaure Wege

- Es existieren mehrere Verzweigungspunkte, um Aminosaduren Vorlaufer zur Verfligung zu
stellen

- Einige Aminosauren sind Vorlaufer von anderen Aminosauren

- Einige Aminosduren werden aus zwei oder mehr zentralen Zwischenprodukten
biosynthetisiert

Symbiose: Bakterien als Biosynthese «Organellen»

Saftsaugende Insekten wie Blattlduse haben eine Stickstoffarme Erndhrung und nehmen fast nur
Kohlenhydrate zu sich. Sie enthalten vererbbare Symbionten mit stark reduzierten Genomen, welche
selbst nicht Gberlebensfahig waren. Diese leben oft in Bakteriomen (Organe, in welchen Bakterien
leben und aus Bakteriozyten bestehen) und Stellen ihrem Wirt Aminosauren zur verfiigung.
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Nucleotide Biosynthese: Herkunft der Atome kennen, Implikationen fiir RNA Welt
Hypothese aufzeigen kdnnen

Aspartate-
NH,
Glycing : @ Glutamine-
C1-Tetra- l Aspartate fe) NH,
hydrofolate NH, _CO, e / :
/ A
(0] 0 (6] \ N XN« Aspartate- (0] O (0] NH co
Il Il Il </ ' N NH, o Il Il | e N
ormoiogol QI J M orroniretrol INAG
o o o o) P C1-Tetra- o o o o)
X hydrofolate
i A
-O—pP— Glutamine
e W HO  OH _un, HO  OH
o o)
ATP UTP
HO OH

Aus Riobose 5-Phosphat (In der Abbildung links unten, aus PPP) und zwei Aminosduren (Gly, Asp)
sowie einigen hautsachlich C1 und N1 Baustoffen werden Nucleobasen biosynthetisiert.

RNA World Hypothese

Ribonucleotide NH, Ribonukleinsduren sind die Vorlaufer von
o 0 o N X\ Desoxyribonucleinsduren. Das blau eingefarbte
4 :
‘0—P—0—P—0—P—0 ¢ | 2 Sauerstoffatom wird durch komplexe Enzyme
&b & & o N7 — RNA

(Ribonucleotid Reduktase) entfernt. Somit ist es
wahrscheinlich, dass RNA die erste Form der

HO OH beiden Biomolekiile war.
ATP
Desoxyribonucleotide NH,
0 0 0 N
0 n ¢ |\N
‘0—P—0—P—0—P—0 J
FUETE Lo — om
HO H
dATP
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H: Biogeochemischer Kreislauf der Erde (J. Vorholt)

Die wichtigsten Formen von Kohlenstoff und Stickstoff beschreiben, die von
Organismen umgesetzt werden / die globalen C- und N-Kreisldufe zu zeichnen

Kohlenstoff
Es gibt 2 wichtige Kohelstoffumwandlungsprozesse:

- Atmung (Oxisch und Anoxisch)
- Photosynthese (Oxisch und Anoxisch)

Der meiste Kohlenstoff (95%) befindet sich nicht fixiert im Gestein der Erde
CO; in der Atmosphare ist das am schnellsten transferierte Kohlenstoffreservoir

CO, wird aus der Atmosphare durch Photosynthese entfernt und in fixierten oder organischen
Kohlenstoff umgesetzt (CO; + H,O -> (CH,0) + O3). Photosynthesebetreibende Organismen kdnnen in
zwei Gruppen unterteilt werden:

- Pflanzen, welche in terrestrischen Umgebungen dominieren
- Bakterien und Unizellulares Phytoplankton (Eukaryoten), die bei Marinensystemen
Dominieren

CO, geht wieder in die Atmosphare Gber durch Atmung (Oxidation von organischem
Kohlenwasserstoff) und Zersetzung als auch durch Menschengemachte (=anthropogene) Aktivitaten.
Die mikrobielle Zersetzung (wobei CO, und CH, frei wird) ist die grésste Quelle von CO..

CO; und CH, sind ein Treibhausgase, ihre Erhéhung flhrt zu einer weltweiten Erwdarmung.

Methanhydrate (Methan gefangen in Wasser) bilden sich unter hohem Druck und niedrigen
Temperaturen (z.B. An Kiisten im Wasser). Durch Erwarmung kann CH, freigesetzt werden.
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Wichtige Formen von Kohlenstoff:

Siehe Zyklus

Globaler Kohelnstoffzyklus

(CH,0),

Oxygenic
Photosynthesis

Cyanobacteria,
diatomes,plants ...

(Chemolithotrophy)

Aerobic
Methane

oxidation m
Oxic

H, ,
Anaerobic Anoxic
Methane

oxidation

Methano-
genesis

Aerobic Respiration

Animals, various microorganisms

Anoxygenic

Photosynthesis Anaerobic Respiration

E. coli

Paracoccus denitrificans
Purple (sulfur) bacteria
Green (sulfur) bacteria

Stickstoff
Es gibt 4 wichtige Stickstoff Umwandlungsprozesse:

- Nitrifikation

- Denitrifikation

- Anammox (Anaerobe Ammonium Oxidation)
- Stickstofffixierung

N, ist die stabilste Form von Stickstoff und macht ca. 70% unserer Atmosphdre aus. Nur ein paar
wenige Prokaryoten kénnen N fixieren: sie betreiben die sehr energieintensive Stickstofffixierung.
Bei der Denitrifikation wird Nitrat reduziert zu N.. Ammoniak wird durch Stickstoffixierung und durch
die Ammonifizierung hergestellt. Dieses Ammoniak kann entweder als organischer Stickstoff (NH,-
Gruppen) dienen oder oxidiert werden zu Nitrat.

Wichtige Formen von Stickstoff

Siehe Zyklus
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Globaler Stickstoffzyklus

N,-Fixation Rhizobia
Cyanobacteria

Org.N
/ (NH,-groups
N, NH, /

e
r NES

§

o &
¢S )

Q\‘b

N,O Ammonification
T E. coli

Denitrification Ammonium oxidizers
Pseudomonas NO

Paracoccus \

Nennen von Schliisselprozessen, die fir biogeochemische Kreisldufe von Kohlenstoff
und Stickstoff verantwortlich sind

Siehe Zyklen

Beispiele fir Organismen geben, die fir die Umwandlung der Elemente verantwortlich
sind

Siehe Zyklen

Wichtige Komponenten der "biologischen Pumpe" im Ozean beschreiben und die
Bedeutung der "biologischen Pumpe" diskutieren

Die Biologische Pumpe

. Catbort dioklde b honilosii Fs gibt diel Boilogische Pumpe sowohl
4 in terrestrischen Systemen als auch in
Marinen Systemen.

Dabei gibt es hohe raten von CO,
Fixierung (Y/, des weltweiten CO2 wird
in Marinen Systemen fixiert).

Phytoplankton, Diatome,
Coccolithophore und Bakterien fixieren

CO; an der Euphotischen Zone (erste
200m des Meeres), diese dienen als
Nahrung fir vertikal migrierendes (zum
Schutz vor Fressfeinden) Zooplankton.
Der Rest sinkt als Marinen Schnee nach unten. Aufgrund der CO; Differenz diffundiert CO, von der
Atmosphére in das Meer. Ein grosser Teil (99%) wird wieder durch Atmung zurtick in die Atmosphére
gefiihrt, aber ein kleiner Anteil des fixierten Kohlenstoffs (1%) sinkt bis ganz zum Meeresboden.
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Dieser Anteil wird dem Kohlenstoffkreislauf entzogen, was aber auch gut ist, da ein Teil der von
Menschen gemachten CO; Emissionen von der Atmosphéare entzogen wird. Ausserdem ist die
Biologische Pumpe wichtig, dass Organismen in der Tiefe (wo kein Licht mehr herrscht) Nahrung
haben zum Uberleben.

Wichtige Spurenelemente (werden fir Enzyme bendtigt): Fe, Cu, Mn, Mo, Ni, V, Zn

Fe?* hatte friiher mal eine gréssere Verfiigbarkeit im Ozean, heute ist vieles gebunden und somit
nicht mehr so leicht verfligbar fiir Organismen (es handelt sich um einen limitierenden Faktor, der
das Leben auf der Erde beschrankt). Dafir ist die Konzentration an Mo im Laufe der Zeit gestiegen.
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Zusatzmaterial (Eventuell wichtig)
Carl Woeses Classification — The three-domain system

[ Prokaryotes Eukaryotes
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