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Zusammenfassung Biologie Semester 2

A: Biophysik der Zellen (K. Weiss)

Vorlesung 1
Der menschliche Kérper besteht aus 50-100 Trillionen Zellen. Nur 10% davon sind menschliche
Zellen, 90% sind Mikroben (Mikrobiom).

Robert Hooke

War der erste Wissenschaftler, der Mikroorganismen unter dem Mikroskop untersucht hat. Hat den
Begriff Zelle erfunden.

Zellwachstum und Zellteilung

Das Zellwachstum und die Zellteilung laufen in koordinierten

- - % Zyklen ab (= Zellzyklus). Einer dieser Zyklen wird als
” by Generation bezeichnet.
g o
N b Zellen vermehren sich (in optimalen Bedingungen)
- — . S
N Exponentiell (2").
Cyche | Cycle 2

A
v

Generation Time und Anzahl Zellen berechnen

Example:  You inoculate a cell culture, The culture is growing exponentially

t = time of exponential graowth [in min, h)
You measure the following cell numbers

g= A g = generation time (in min, h)
n n » number of generations 9.00 Uhr 10.00 Uhr

10¢ cells/ml 8 x 10 cells/ml
N, = number of cells at a certain time point

N. = NO X 2" Np = initial number of cells Generation ime = ?
'
: n = number of generations

n= 33 x(logN,-logN,} = 3.3 x{logs x 10* - log10")
“33x[49-4)%3

g= T“o— = '% =20 min
Zellwachstum Rechnung
2
membrane Eine E.Coli Zelle besitzt 3 x 10° Proteine.
water rotein = lipea . . . .
: v, o i protein Wenn sie sich alle 20-30 Minuten (1500s) teilt, so muss
> AP iy‘F 5;'07 S\ sie in diesem Fall 2000 Proteine/s synthetisieren.
— e 10 dlexo? : Ein Protein hat ca. 3000aa, somit muss der
x - —
proven ALY 2x10% Translationsapparat 6 x 10° aa/s verarbeiten.
\ 2x10" /2x10  Sx10*bp Jede Zelle besitzt ca. 20 000 Ribosomen.
mRNA Shatotna DNA Das bedeutet jedes Ribosom muss 30aa/s

translatieren.
Es wurde herausgefunden, dass Ribosomen ca. 20-30aa/s synthetisieren kénnen. Das bedeutet,
wenn die Zelle die hochstmogliche Teilungsanzahl erreichen will, miissen die Ribosomen an ihrem
maximalen Translationsvolumen Operieren.
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Die DNA Polymerase kann ca. 250-1000bp/s replizieren. Das-istimetwa das, was die Zelte-ineirem
Zyklus replizieren muss, um das gesamte-Genem-zu-verdoppen.

Econ DA - 108 p
Generationszeit im Vergleich zum Zellvolumen

Yofure Geteravon Ure

Im Volumen um ein Vielfaches grossere
s - L S Zellen missen viel mehr Proteine

A Yoow o s synthetisieren, aber ihre Generationszeit ist
trotzdem nicht viel héher (siehe links).

Das bedeutet, dass grossere Zellen auch ein
viel grosseren Protein und DNA
Synthetisierungsapparat besitzen miissen.

Wurron Fiariylont “=Zoon 1440 i (22 )

Hurure}

Volume  Surface Acva Ausserdem wichtig: Je grosser das Volumen einer Zelle, desto kleiner

(Ll [mm’) . . . .
seine Oberflache im Vergleich zum Volumen.
E.codi 1 6
Yeast &0 0 Die Oberflache kénnte also limitierend fiir das Zellwachstum sein.

Fibrablast 4,300 10,000

Otto Warburg

Hat herausgefunden, dass sich schnell teilende Zellen (Hefe, menschli zellen) oft Glykolyse
betreiben. Somit scheint nicht die Anzahl Energie i von ATP limitierend fiir das Zellwachstum
zu sein (Glykolyse erzeu mung 38 ATP), sondern die Anzahl Baustoffe.

Dicht bebackte Zellen

flagellum  lipopolysaccharide

Zellen sind sehr dicht bepackt
(crowded). Als Faustregel kann

membrane
e ”\"I oorgane W0, (-man sich merken, dass der
won ™
) ) e I 7 Abstand zwischen zwei
rrv:o'né)f‘.‘:lr'-er ’ (C 1% figxor *x10 . . .
o Molekiilen entwa so gross ist, wie
nner

membrane

-0 das Molekiil selbst.

\\ x10" 2x10*  Sx10%bp

mENA nhusame DNA

ribhosome  mANA DNA
5 1000 Je mehr Molekiile sich in
ﬁ 500 einer E. Coli Zelle befinden,
Fi g 200 desto hoher die
g . Konzentration (nM). Je
- o grosser ein Molekiil, desto
g =~ kleiner die Konzentration.
1 102 104 10%
concentration (nM) concentration (nM)

—— i 7  + S—t b —— —————- e e

d~c'3
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Entkopplung Zellwachstum und -teilung
Beispiel 1: Teilung ohne Wachstum im frithen Wachstum (Zellenzahl wird erhdéht, ohne Wachstum)

Beispiel 2: Wachstum ohne Teilung, beim Muskelzellen trainieren werden die Zellengréssen erhéht,
aber es entstehen keine neuen Zellen durch Teilung

Antwortzeit (Response time)

Die Antwortzeit gibt an, wie schnell eine Zelle auf eine Verdnderung reagieren kann (z.B. Anderung

der Anzahl eines Proteins). - W ane Zele. ainn Q‘CJEA(\ it e
brovdt; wmeR & & olawn Jv\ uwﬂmmw&n
P Die Response Time ist fur ein stabiles Protein nur von s‘mm)
o - 2>, Verdiinnung durch Zellteilugn abhangig. (Das stabile Protem
2 s wird mit der Zeit immer weniger vorhanden sein, bis hin zu

< * komplett verschwinden durch Verdiinnung).

N Dies wiirde extrem lange dauern. Aus diesem Grund ist fur
die Zelle nicht nur Synthese, sondern auch abbauch wichtig.

Menge eines Proteins in einer Zelle werden also durch folgende Faktoren bestimmt:

1. Rate der Synthese ; e .
()‘l Lpro‘?/\ ﬂ.] ' ‘ 3=
2. Rate des Abbaus gl _ k ~codu (.JHUW = "'\',t‘ " R rﬂr‘m_]
(Degradierung und Ak ; B4 1
Verdiinnung) ;/D AN S le e
S F ™~ A 71 =y .
Al /__ :;X =i af LA """J,g.;, Releaz~
A £

d[protein]

gt =  Kproduction - Kdecay [protein]

[protein]

Complete Repression :  kproduction = 0 AT EES ’

d[protein]

- kdecay [protein] 18

dt
[protein]: = [protein]s * e*"! \
In2 : : -\_\\
ti2 T e— : —
Kdecay 08 1 TE 3 AL 5 Ak 8 A8 %
ti2 ¢
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d[protein]
T =  Kproduction - Kdecay [protein]
Ip'";‘i"::?ll
New synthesis at early time points

[protein] ~ Kproduction & t _' e

[protein]t = [protein]s = (1-e*7f) /
f/v"vv
/
; In2 0 /
Response time tie S — /
Kdecay L
) | | '
ti2

Die Response Time (Halbwertszeit) ist nur abhangig von der Abbaurate. Die Syntheserate bestimmt
zwar, wie steil obige Kurve ist, jedoch wie lange es geht, bis sich wieder ein neuer Steady State bildet
ist nur abhangig davon, wie schnell ein Protein abgebaut wird.

Folge: Ein Protein, welches sich schnell regulieren muss, muss eine kurze Halbwertszeit haben.
Stabile Proteine, die sich nur durch Verdiinnung abbauen kénnen, haben eine sehr lange
Halbwertszeit.

Dies ist ein Beispiel dafiir, wo die Zelle “Energieverschwendung” in Kauf nimmt, um eine schnelle
Reaktionszeit gewdhrleisten zu kénnen.

Vorlesung 2

2. Gesetz der Thermodynamik

Der Gleichgewichtszustand der Entropie (= Mass der Unordnung) liegt auf der Seite der grosseren
Unordnung -> 2. Gesetz der Thermodynamik. Will man wieder eine Ordnung erschaffen, so muss
man Energie anwenden.

. '.o ® -0 = ’ 2 ' 'l_ '.' " Zellen missen konstant Energie aufwenden, um
o G __ A e diesen Gleichgewichtszustand auf der Seite der
o lﬁ“.’l i —= * @] = grésseren Ordnung zu halten. Durch Abgabe von Hitze
= . " /' 4. wird das mass Der Ordnung in der Zelle erhght und
%4 Wit S o\ ""- «  das der Umgebung erniedrigt.

o \Erer o dedo
3 Y

Aber: Entropy ist nicht nur ein Mass der Unordnung, sondern eher ein Mass der Wahrscheinlichkeit. 4 &’@b"d‘

Beispiel: Box mit 1000 Miinzen wird geschiittelt. Die Wahrscheinlichkeit, dass 500 Kopf sind und 500
Zahl ist hoher als z.B. 1000 Kopf oder 1000 Zahl. Dies weil es viele verschiedene Moglichkeiten fir
500/500 gibt, fir 1000 Kopf/Zahl gibt es lediglich eine Moglichkeit.

— edute Nolwonddse. wrvalen sdh aadblly wdt sgpiche”
> aapich Gegrise: &nd. b srdheinlidh
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A- %2

2cal

A *

AS = R *In(102%°%) wenn gilt: 50@/50%

Die Gibbs Freie Energie wird definiert durch: Enthalpie minus Temperatur mal Entropie:

AGy = AH — TAS

Was man daraus lernen kann: Die grosste mogliche Unordnung hat die grosste Wahrscheinlichkeit.

Diffusion
st | ||| . .« | | | Wennman eine Box mit Teilchen in einer Ecke
Thermal = : 11 schittelt (Warme) werden die Teilchen sich mit der
energy
Zeit am wahrscheinlichsten in der ganzen Box
shake verteilen.

Am wahrscheinlichsten ist die grosstmogliche
Unordnung. Das ist die Treibende Kraft der Diffusion.

Diese Art der nur durch die Temperatur abhangigen Diffusion wird Thermische (Brown’sche)
Diffusion genannt. Diese Bewegung hat keine Richtung.

Thermische Diffusion beobachten, zwei Moglichkeiten:

1. Mehreren Partikeln liber einzelne Schritte folgen
2. Einzelnen Partikeln liber mehrere Schritte folgen

5*80@@\/\\400“3&

‘ distance

AVVAVOAVA‘I747"7
Af

Im Bild Oben sieht man die Bewegung, die ein Teilchen machen kénnte. Diese Bewegung wurde
rechts in ein Diagramm eingetragen. Ist eine Bewegung xi, dann gilt:

. oy Xq1+xXo+x3+-+x .. . .
Durchschnittsposition = % = 0 -> Da positive sowie negative x vorkommen

Also die Durchschnittliche Distanz nach einer gewissen Zeit eines Teilchens ist nach der thermischen
Diffusion, wenn keine Zusatzliche Energie zugefiihrt wird am wahrscheinlichsten 0.

Seite 7 von 219



Zusammenfassung Biologie Semester 2

Mean Square Displacement (MSD) /

Nach einer Zeit durchschnittliche Verschiebung im Quadrat ist nicht O (es sei denn es fand gar keine
Positionsdnderung statt).

X2 4+x2 4224 +x2

Durchschnittsposition = = C ->Durch das Quadrat nur noch positive x

n
2 Dies flihrt zu folgender Gleichung:
L X
/ x2=2xDxt
5 D = Dif fusionskonstante t = Zeit

A / Einsteins Diffusionskonstante (T = Temperatur, kB =
Boltzmann konstante):

\Z T-ks

6 1T * viscosity

- Drd&b&%@

Drei Moglichkeiten fiir MSD:

a 7. b -
» »
MSD > MSD MSD 1
a: MSD in Freiem Raum (z.B. Ozean) -> normale Diffusion
b: MSD in beschranktem Raum (z.B. Gefass) -> normale Diffusion R .
, ) . . o M@W\LQ\PQAQ, Bgmébur\g
c: MSD in der Zelle, da die Zelle sehr stark bepackt ist  -> abnormale Diffusion —=

Quedn Bukere. Kxrelotion

Zusatzlich: Fast exponentieller Graph: Kann sich um aktiven Transport handeln (siehe weiter unten) W“LV\QLAS’Sf

Ve
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Das Diffusionsverhalten eines Molekiils ist auch abhangig von ihrer Grosse:

DNA “’,’ (bp) : Dextran ist ein Zucker, welcher in
100 1000 10,000 verschiedenen Gréssen
023 ‘ o GFP —m vorhanden ist, genauso wie DNA.
BCECF ~~0-0.g---0-.__
029 C Q Je grosser das Molekaiil, desto
DNA \ kleiner auch das Verhdltnis des
DD"" e “‘D.m Diffusionsverhaltens im
water \ . .
0.10 s \ Cytophlasmf;\ mit dem im W?sser.
0.08 kinase —a Q ‘,‘ Oder je grosser das Molekdil
0oQ o desto grosser die Differenz
0.00 00 zwischen D von Cytoplasma und
1 10 100 1000 10,000
molecular size (kDa) D von Wasser.
ligand crowding molecule Im Bild links stellen die Kasten Moéglichkeiten
fiir Molekile dar sich aufzuhalten. Uberlegung:
é \] Wie wahrscheinlich ist es, dass ein Ligand den
l] o Rezeptor findet?
O 2 .] o .] '] o Crowding Molekiile sind (in unserem Modell)
stationare Molekiile, die die Ligandmolekiile
l] o .] o bei der Diffusion behindern. Je mehr Crowding
0 l] O Molekiile desto grosser die
(%) 3| l] (™) .] Wahrscheinlichkeit, dass der Ligand den
Rezeptor findet, da der Ligand weniger
receptor

mogliche Wege zur Diffusion hat.
=>» Crowding erhéht die «effektive» Konzentration

Dies lasst sich auch experimentell bestatigen: Auf der
Grafik links wird die Kurve nach links verschoben, wenn
crowding hoher ist (schwarze Punkte). Somit wird die
Wahrscheinlichkeit, dass Ligand und Protein
zusammenstossen erhoht, je mehr crowding vorliegt.

60 . -

ATPase rate (nmol/(min ml))

0 100 200 300 400 500
concentration of g44/62p complexes (nM)

Crowding hat also zwei Seiten:
Zwar verlangsamt es das Diffusionsverhalten von v.a. grossen Molekiilen, auf der anderen Seite aber
erhoht es die Wahrscheinlichkeit, dass ein Ligand ein Rezeptor trifft.

Waladore. vkerndionan: onen ) oy (v, dose Zlen ach i ezt (idbong

il
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Passive Diffusion und aktiver Transport

Passiver Transport: Aktiver Transport:
- Kein Energie Input - Transport durch Membrane (geg Gradient)
- Freie Diffusion / Brownian Bewegung - Direkter Transport: Motorproteine
- Erleichterte Diffusion (durch Membranprotein)
L bt Grodientt

Zellen operieren nicht am Gleichgewichtszustand

So erzeugen Zellen Ordnung

A "

" Ein fur die Zelle unvorteilhafter
Lm F% ¢a QO C; Metabolit (x) und ein vorteilhafter (y)
?}%’ﬁ 2 Q\‘E a1 8 P ) stehen im Gleichgewicht und das
e’;ﬁ’ H“Q 000 g0{] Gleichgewicht liegt auf der x Seite. Die
LS w( 0‘3 > Q Zelle erzeugt in diesem Fall Ordnung,
v v z indem eine weitere Reaktion gekoppelt
SRSV o e s seps i wird (y=>2z). Bei dieser Reaktion liegt

das Gleichgewicht auf der Seite von z.
g QOQ ® Dadurch wird die Menge von x deutlich

r o 0 verringert.
< - = > P D¢ L= : :
x v 0%%900 Am Ende wird trotzdem ein

QO Gleichgewichtszustand ohne Nettofluss

z (x,y,z Menge andert sich nicht
Oquiite uim poine for sequentist reactions X oY -7 mehr)erreicht_

Die Zelle generiert Nettofllsse, indem zum Beispiel ATP verwendet wird um die Reaktion y -> z
irreversibel zumachen. Dadurch ist dann fast kein x mehr vorhanden.

Beispiel wie ein Gleichgewicht verwendet wird um Ordnung zu Schaffen

v’\‘
e
A4 y ’

Museum

‘ Picasso Lover (5 min in the room)

Visitor who doesn’t care about Picasso (1 min in the room)
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Zuerst wird raum geo6ffnet, da Picasso Liebhaber langer drin Bleiben ist Anteil an Liebhabern im
Museum grosser. Dann wird nur noch ein one Way Ausgang geoffnet. Ergebnis: Alle Nichtliebhaber

haben das Museum verlassen mit nur sehr wenig Einbusse an Liebhabern.

Also: Wenn man zuerst Equilibrium schliesst und dann mit einer irreversiblen Reaktion koppelt, so
wird der gewollte Stoff haufig angereichert.

Beispiel aus der Biologie: Translation

Correct tRNA » amuno-acid

Q

Elongating
protein
chain

(linked amino-acids) mINA

Incarrect tANA +amino acid

Zum Teil ist Unterschied zwischen tRNA
Anticodons nur eine Base (sehr geringer
Energieunterschied). Somit kdnnen Fehler

Ribosome
=3

Ciom ™ oy o [€cT =*aa,

( .,
K‘& = ‘.:

L

J‘“ C.‘”‘ “7’ ED(J - “J
K, = Pad
o “-
olla; St o Ko

b kc

entstehen (1:10000).

Links sieht man, wie die Reaktion der Bindung ablauft.
Sowohl C als auch d tRNA kann an das Codon binden.
Da die tRNA Molekiile zufallig an die Aktive Stelle des
Ribosoms gelangen ist kon ahnlich. Lediglich ko ist stark
unterschiedlich. Allerdings betragt die Differenz der
beiden k Werte lediglich 1/100.

= e g tiadd e

Die sehr geringe
Fehlerrate wird so
erreicht: GTP Ase (EF
Tu) kann an tRNA
binden und bindet
zusammen mit tRNA an
ein RNA Codon. Dann
hydrolisiert GTP eine
Phosphatbindung und
erzeugt so ein
«Drehkreuz» ahnlich
dem Museumsbeispiel,
denn die Reaktionen
2->3und3->1
werden irreversibel.

Dadurch ist die tRNA gezwungen langer an der RNA zu binden. Wenn die tRNA stimmt, so wird sie
auch weiterhin binden (4). Stimmt sie nicht wird sie die RNA viel eher wieder verlassen (direkt

= X gpn nur ek wobppr 8“/@@«19 ARz e
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

wieder zu 1). Am Punkt 1 kann die Reaktion von vorn beginnen. Die Zelle verbraucht also Energie,
um die Fehlerrate zu erniedrigen. Diese Reaktion garantiert zusétzlich eine Fehlerrate von1/100
zusammen mit den anderen'1/100 der unterschiedlichen kot Werte ergibt sich eine Fehlerrate von

1:10000.

Gorter und Grendel Experiment

A Lyt eavacton

Tatad cefl surtace estimate

Cot bpad surtace meas i ement

f
J
L4

> Mo compartson

Liped Bitayer

O OO000

Links eine Skizze des Langmuir apparatus.
Gorter und Grendel wollten 1925 dieses System
verwenden, um herauszufinden, wie gross die
Oberflache einer Zelle ist.

Dies haben sie dann gemessen, genauso wie sie
die Oberflache einer Zelle abgeschatzt hatten. Sie
fanden heraus, dass das Verhaltnis geschatzter
Oberflache zu Lipid Oberflache immer 1 : 2 war.
So haben sie entdeckt, dass es sich bei der
Zellmembran um einen Bilayer handeln muss.

Doch es gab zwei Probleme mit dem Experiment:
hatten sie andere Zellen (mit
Intermembransystemen) verwendet hatten sie
falsche Ergebnisse bekommen. Ausserdem haben
sie unter dem Mikroskop nicht die richtige Form
der Erythrozyten erkannt. Dies wurde durch
Zufall ausgeglichen, da ihre Aufreinigung mit
Azeton einen kleinen Teil der Lipide zerstorte.
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(sickcrn)
B: Zellbiologie der Prokaryoten Oviesethneicien - Ribeeomale. RRA %WM@

Zusammenfassung 2 hedn {nservaste. Vaaiafnm
(Unbeding kénnen) et Coneradeidon Adwden upch
“ly i Rolkcien

Vorlesung: 1 Prokaryotische Zellteilung und Form

=l ~
- Zellteilung ist fiir jede Spezies sehr wichtig %enmkﬁ
- Actin-, Tubulin- und ESCRT-IIl Homologe Kontrollieren Zellteilung und -form > Figh (Hmﬁ
- Homologe in Archen und Bakterien (mit unterschiedlichen Funktionen?)
- Archaele Versionen von Homologen sind Vorfahren von eukaryotischen Gegenstilicken
- Diversitat: Da drei Hauptmechanismen zur Verfligung stehen, und die noch mutieren
kdénnen, gibt es eine grosse Diversitat: Die phylogenetische Position von Prokaryoten kannn
nicht vorhergesagt werden durch seine Morphologie (= Form) und anders herum. Beispiel:
Alphaproteobakterien besitzen alle eine unterschiedliche Form obwohl sehr nah verwandt.

Vorlesung 1: Zellstrukturen

- Bakterien und Archaeen haben unterschiedliche Lésungen fiir dasselbe Problem

- Die Zellhille schiitzt (Chemikalien, Enzyme, Osmolyse...), es gibt mehrere Varianten

- Aussere Oberfliche Gram™ oder Kapseln: Zucker

- Aussere Oberfliche Gram+: modifizierte, phosphorylierte Alkohole

- Aussere Oberfliche Archaeen: Negativ geladene 2D kristalline Schicht (S-Layer)

- Das Cytoskelett der Bakterien kontrolliert die Zellhillen Biosynthese, Wachstum, form sowie
Zellteilung. Einige Elemente sind konserviert in Eukaryoten

- Barriere fuhrt zu Transportproblemen -> Spezialisierte Lésungen (Transporter, Flipasen,
dussere Membran Porine) erlauben den Zusammenbau dusserer Strukturen (Peptidoglycan,
LPS) oder den Wechsel von Metaboliten

Vorlesung 2: Motilitat (Fahigkeit zur Bewegung)

- Chemotaxis Rezeptoren erkennen Nahrstoff
Konzentrationen, welche 10 — 100 Mal kleiner
sind, als die Zelle bendtigt um Effizient
wachsen zu kénnen. Sie erhoht die
Wahrscheinlichkeit der Zelle in strukturierter
Umgebung (= Nahrstoffe sind nicht gleich
verteilt) schneller wachsen zu kénnen.

- Biased random movement -> voraussagbare
Bewegung in Richtung Attraktant aber nicht
direkt (run / tumble)

- Die Motilitat ist ein Beispiel der biologischen
Signallibertragung

- Membran Rezeptoren = Sensoren

- Signalintegration durch CheY

- Signalverstarkung durch Protein

Phosphorylierungs Kaskaden
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

- Protein Phosphatasen werden verwendet, um das System zurlickzusetzen (garantiert
schnelle Reaktionszeit)

- Diversitat der Rezeptoren, Signalkaskaden, ... zwischen den Bakterien aber: Bauplan der
Flagellen ist grundsatzlich gleich, lediglich Unterschiede zwischen Bakterien, Archaeen und

Eukaryoten

Vorlesung 2: Antibiotika
Antibiotika:

- Hindern Bakterien in ihrem Wachstum oder téten sie ganz
- Werden héaufig aus Bakterien isoliert

Genetische Resistens

- Mutationen
- Resistente Gene (moglicherweise auch aus anderen Stammen)

Toleranz, Persistenz

- Weitverbreitet
- Genotyp ist unverdandert
- Kann Antibiotikatherapie erschweren

Endosporen

- Beispiel von Zelldifferentiation
- Genotyp ist unverdandert
- Uberleben tiber langen Zeitraum

Vorlesung 3: Die wichtigsten Transduktionssysteme der Bakterien

Transcriptional 2-component Chemosensory Bakterien
regulators systems pathways analysieren die
° @ Umwelt
0 2° m @ :’ m (Chemikalien,
eX o U A
®q nahrstoffe,
"“ ! 040y Bl e B e [ 34 =1 o ¥ )! Ay Ph S|0‘
f2 e e | | o ySIe
Cytoplasm e —— chemische
- parameter),
o®® —_— welche als Input
e %e Ry [(.rw fur das
i} Berechnen der
} ).i'/km ” \@ optimalen
jl y jg Anpassung
% @B~ \ dienen.

Martr-Mors ot o, (20%8) Int. J Mel, §
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Die Zellhiille dient als Filter und beeinflusst so, welche Signale die Rezeptoren (LBD) erreichen.

In Bakterien kommen 3 Signal Transduktionssysteme haufig vor (siehe oben).

Vorlesung 3: Regulierung der Genexpression

Environmental signals
Nutrenis

Toxic agants
- Temperature, pH,. osmolanty
«  Quorum sensing

Filter
« Ceb enveiope

Computation

Qutputs
«  Transcription, transiation

Regulation (allosteric, proteclysis)
moniity

Regulierung: Optimales Wachstum oder Uberleben in einer
bestimmten Umgebung

Sekundadre Messengers: Nukleoide Derivative
Gleichgewicht: wird erreicht in konstanten Umgebungen

Richtige Umgebungen sind Strukturiert und beherbergen
Interaktionspartner

Da Umgebungen meist nicht konstant sind, miissen sich Bakterien
konstant andern (Interaktionsnetzwerke, Phanotypische
Anpassung), siehe Schema links.

Vorlesung 4: DNA in Prokaryoten

- Genome werden permanent evolviert 1. Influx of new genes

- Neue DNA wird durch horizontalen Gentransfer " ) i
erworben ' \

- Verteidigungen limitieren Vireninfektionen (Co- \ 2. Change
Evolution) ¢ ' o :izta;g:‘gemem

- Diversitat durch Mutation, Genduplikation, ’ .+ Duplication
Transposbalmen Elementen L o

- Genom Umlagerungen minimieren die Genomgrosse 3. Deletion

und optimieren seine Struktur

Vorlesung 1

Mikrobiologie hilft, die Geschichte des Lebens besser zu verstehen (alles beginnt mit LUCA) und
Mikroorganismen sind ein Prototyp des Lebens (einheitliche Prinzipien wurden von Prokaryoten
Gibernommen und bieten spezielle Lésungen fiir z.B. Therapien oder Immunabwehr). Ausserdem gibt
es praktische Griinde wie Biotechnologie, Risikobeurteilung, Dlingung oder das Losen von Antibiotika

Resistenz Problemen.
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

FISH

Ampiify by standard PCR pnmers Fluorescent in situ-hybridization farbt verschiedene Bakterien sodass
sie unter dem Lichtmikroskop unterschieden werden kdnnen. Dabei

o1
g \ N ﬂ! n ’ f\ ﬂ werden konservative und nicht konservative Sequenzen von rRNA
! “ ausgenutzt (da sie in allen Organismen vorkommt). Durch die hoch
2 1 , ) !‘ ) konservierten Regionen lassen sich Bakterien von Archen
.S. o bt ) unterscheiden, durch die Variablen Regionen (V1 —V9) kdnnen dann

e poslﬂon in 165 RNA gene Stamm, Gattung, Spezies... bestimmt werden.

Diese Technologie kann verwendet werden um Mikroorganismen zu entdecken, zu spezifizieren oder
Ribosomale RNA Sequenzen zu erkennen.

Fluorescent in situ Hybridization

' | —— Washing
Mixed population Probe Fluorescent dye |

C.

@

Target (165 rRNA) > ‘Y‘icr

Hybridized cells

305 subunit
=* containing
165 rRNA

Ribosome

Hybridization oL \ Fluorescence  Flow cytometry
- microscopy

{7 7
KR

Fluorescent oligonucleotide probes

Bakteriengrosse
Bakterien sind klein (0.25 — 3 um), dieses Wissen erlaubt zwei Dinge:

1. Sterilisierung einer Probe durch Filter mit z.B. 0.2 um Porendurchmesser
2. Menge an Bakterien kann bestimmt werden durch Triibung einer Flussigkeit (andere
wellenlange) -> Turbidimetrie, siehe unten
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

A Der Tyndall Effekt ist: Licht streut sich durch Partikel, da es mit ihnen
| kollidiert. Je mehr Partikel, desto mehr streut es sich. Das Licht kann dann

durch ein Spektrophotometer gemessen werden.Je mehr Licht durehdrings—

- desto mehr Bakterien sind-vorhanden——
- A

S

E. coli: 1-2x 10° Zellen / ml entspricht ODs4 = 1

Teryde covtarey
culs (0|

" Urncarvamet b3tt, !

— PAAOCA rmenesey
urmcattered

= L
=
m SR AT
a @ Cytead n:'n-'. 004
@ “log 7 IO%I%— I =1 WIMH—

Zellformen von Bakterien und Archen

Zellmembranen

Bacteria Archaea
Example: Phosphatidylethanolamine Example: Phvtanyl
(a complex membrane lipid)
: glycerol glycerol Isoprene
Ester Imkage\\__\,—| G - ¥ i .
O = { )
WP PP e o
HiE i -0-C-H "C:.Q:C.'\
2
Fatty acids "'3'°§'°' L Ether linkage
phosphate J i"z phosphate

ethanolamine — 4y,

= meThydied
Wichtig: Phosphatidylethanolamin lernen! N
> ko KQF\%%/-F@W
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

c oo
Die Zellmembran hat 3 Aufgaben: /’7 Gw 4

1. Permeable Membran verhindert unkontrollierten Austausch von Makromolekiilen und
garantiert evolvierbarkeit (eine Zelle kann effizienter als eine andere sein)

2. Proteinanker fir Membranproteine und Chemosensoren

3. Batterie Durch Protongradient kann ATP Ase ATP hergestellt werden (oder ATP aufwenden
um Protongradient aufrechtzuhalten)

> Zdmennoron 6@/\'@(‘{‘ 2o 2l
Zellhiille von Prokaryoten ) U\k@-/\% \OQ)\ &M&(yobf\

Die Zellhiille enthalt die Zytoplasmamembran, Zellwand, Wand verbundene Molekiile und dussere

Membran / S-layer 2 =
uvd-%oi o2
. Bacteria
Bolerien .
Gram-positive Gram-negative Archaea
§ P
g 5% $3% g
| g s £
Pwtxd?wcm = VY e vy | Pseudo.  Sdayer
4 H\" [”% el
L-forms g ‘\]‘: 3 | }E AT vnn l}§ 1C - )x;))._}':x'
g 2 g —‘-—‘; g o |‘" § /. JO 'Y E _g s w
[Eawdlilne Q¥ niglim s
2 Cytoplasmic membrane Cytoplasmic membrane Cytoplasmic membrane Lo

Cytoplasmic membrane

L-Form (sehr selten) 1’7 . M@m\ﬂ‘cﬂm

- Besitzen keine Zellwand (besitzen aber Enzyme um eine herzustellen)
- Moglicherweise war LUCA in L-Form
- Hochsensitiv zu Osmotischer Lysis (Auflosung von Zellen nach Zerstérung ihrer Membran)

Lost city warm alkaline hydrothermal vent

* H;0
R 1 Osmolic S5 e
. * eate swelling A Y lysis
¢ o Seie e L ° —)
/ a .

Hypothesis

Zellwand von Bakterien

Andere Worte fir Zellwand sind: Peptidoglycanschicht und Morinsacculus. Sie schiitzt die Bakterie
vom osmotischen Tod. Evolution: Bereits vorhanden in LUCA, Ursprung von Cytoskelett Proteinen
und Glycosyl Transferasen. Medizin: Ziel einiger unserer besten Antibiotika und triggert die

Immunantwort. L_ [ é_u
= Wil ™~ lgoi wa ok
Wdzon
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

t

E. coli Die Zellwand besteht aus sich repetierenden Disaccharide-
(Gram-negetiv) Tetrapeptide (zwei Zuckerreste, M, G), welche durch u.a. D-
Aminosauren (sehr selten in der Biologie!) verbunden werden.
-M-G- Gl .
A“n G- Glycan backbone oot e 0 (o0

™ Es handelt sich um D-AS, um Protease Resistenz zu garantieren.

G

DAP

DAP ist eigendlich ein Lysine mit einer COOH Gruppe dran, es
gibt auch die Moglichkeit, dass Lysine anstelle von DAP

p-Aln DAP

Ala verwendet wird. v
Glycan backbone M-G dQ&Mb &ZMJ:E'
\x/_f\\ 8%mme@1
Lysozyme
Peptidoglycan Biosynthese

I FisZ Ring Um zu wachsen muss das Bakterium eine limitierte Hydrolyse, also einen
=z f i & i :|::~ = Schnitt der Zellwand (durch Autolysin Enzyme) durchfiihren. Danach
\J\\IJ \‘r:-JL,/ kénnen durch eine Synthese neue Murein Einheiten hinzugefiigt

Viull banos Growth zone werden.

4 e ™ Links sieht man die Teilung von zwei Bakterien. Die Mureinschicht

% wachst nach innen (gelb) und in der Mitte dieser neuen Mureinschicht
werden zwei Schichten durch Hydrolyse gebildet. Es entstehen zwei
Zellen mit je eigener Zellwand, ohne Risiko durch osmotischen Tod.

Sireprococcus hemalynous

G '!‘—0'_'i"‘°—“'¢‘ ‘;"—0—“—3“6’“@ Murein Bausteine werden vom zentralen
Metabolismus geliefert. Es gibt ein
Vorldaufermolekiil (Penta-Peptid, roter Knick sowie
die beiden Zucker, M/G), welches an ein
Bactoprenol bindet. Das Bactoprenol wird dann
unter Energieaufwand mit dem Vorlaufermolekiil
auf die andere Seite der Zellmembran gedreht und
kann in die Zellwand eingebaut werden.

Aw | |

| l L.
—e—u—o—u—e-u—@‘i M-G-MG

Vancomycin

Murein Bausteine werden mithilfe von zwei enzymatischen Schritten (oft mithilfe desselben

Proteins): @(\/%QMI%LK

1. Transglycosylase schafft eine neue Verbindung und fligt so den neuen Baustein in die
Murein Schicht ein. Die Energie kommt von der Phosphodiester Bindung am Bactoprenol,
welche dafiir aufgespalten wird (reterreis}). Schumszec pes’

2. Transpeptidase spaltet eine Peptidbindung (ein D-Ala wird entfernt) und formt eine neue
Peptidbindung (sehwarzerPfeil). Es wird aus einem Pentapeptid ein Tetrapeptid.

e 5 inke ©AQ
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Transpeptidase

G M
2 |

— 4 D-Ala
penta-peptide < D- I|\I = /
| D‘Ala / >
OH
]

Ser

ISe
—

G-
G ?
b ¢ D-Aa
¢ D-Ala— DAP
D-Ala
! ) 4
0 M-G
Se'r
Transpeptidase

Penicilin und D-Ala-D-Ala sieht sich relativ dhnlich und kann so an die Transpeptidase binden. Danach
fihrt eine chemische Veranderung im Penicilin dazu, dass die Bindung Penicilin-Transpeptidase
irreversibel wird. Dies macht die Transpeptidase unbrauchbar. Dies fihrt zu «Lochern» im
Mureinsacculus undispéater zum Zelltod durch Osmose (Zelle platzt da sie zu viel Wasser aufnimmt).

> ieregestlder idrter

Regulierung des Peptidoglycan

L ] 1“5 DNA (nucleoid)

3

_ s ")J
— —p
Mo \ engey )

Divisome complex
M-

- PEx \
\ @ o) — FtsZring

F— (10 000 molocules)

Wichtig:
- Wachstum wird stark reguliert

Wie man im Bild links sehen kann, gibt es zwei
Wachstumszonen fiir neues Murein:

- Entlang der Bakterienachse: Wird durch
MreB Filamente reguliert, welche

- Beim Septum: Fir die Zellteilung muss in der
Mitte der Zelle neues Murein gebildet werden
(siehe oben): Dieser Vorgang wird durch FtsZ
kontrolliert.

Im Bild links in Grau sind Antiregulatoren
(verhindert, dass FtsZ sich an der Falschen
Stelle aufbaut, zwingt es, eine Ringférmige
Struktur in der Mitte zwischen einer sich
teilenden Zelle aufzubauen.

- Stabchenbakterien wachsen wie oben gezeigt (entlang ihrer Achse und in der Mitte)
- Cytoskelett Proteine Rekrutieren und bewegen Proteine, welche fiir die Peptidoglycan

Synthese bendétigt werden.
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Zellteilung

-

Divisome complex

-« Outer membrane

2 eslogllomngex

Divisome Komplex =
Murin Biosynthese
Maschinerie =

\ «—Peptidoglycan

'f:l

FtsA

/\

FtsZring — TP GDP
+P, e

«—Cytoplasmic membrane

Koordination von
Chromosomteilung,
Peptidoglycan und
Membranbiosynthese
am Septum

Wichtige Divisom Proteine (merken, die anderen oben nicht) verantwortlich, den Divisom

Komplex zu bewegen:

FtsZ: GTPase, Koordiniert Z-Ring formation, bewegt divisome (FtsZ = Tubulin Homolog*)
FtsA: ATPase, Rekrutiert FtsZ und andere Komponenten (FtsA = Actin Homolog*)

*sind bei Eukaryoten zentrale Elemente des Zytoskeletts

Treadmilling model for cell division

3

Fisl

FtsA

Old PG
=== New PG
Membrane

D
\thsZ-G DP
St

Zellteilung in Eukaryoten

Sulfolobus acidocaldarius

6 bow dagrastaly

Q//

CdvB = template

@

[ ] i
h
CdvB2 = membran
CdvB1 (restrained)
CdvB1 = force

@ m @ | 0|0
h!lA 4
O'\—f-;"/aorlezomip

Proteasome = trigger

anchor

FtsZ-GTP wird vorne an den Komplex binden
und hydrolisiert werden. Sobald dies
geschehen ist, steigt die Wahrscheinlichkeit,
dass es aufhort an den Komplex zu binden.
Dies wird immer wiederholt und mit der Zeit
bilden sich kleinere Kreise am Septum. So
kann FtsZ eine gerichtete Bewegung fiir den
Divisome Komplex erzeugen.

- ¢
/;7 |peendlox, Feilt et
ESCRT-III Komplex und der 20 S
Proteasome simd homolog und kommen

sowohl in Hefe'(Eukaryot).als-auchrin
Archaeen vor.

Template bildet CdvB1 und CdvB2 Komplex
aus, diese Proteine sind dieser ESCRT-III
Komplex.

Die 20 S Proteasome wirken als Trigger:
Das Template wird abgebaut und es
kommt zu einer Abschniirung durch Kraft
aus dem CdvB1.
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Protein Superfamilien, welche das Cytoskelett sowie Membran Form/Teilung kontrollieren haben
einen prokaryotischen Ursprung. Sowohl Prokaryoten als auch Eukaryoten kdnnen diese 3
Superfamilien besitzen und sogar mehrere.

Diese Superfamilien sind:

PspA / ESCRT-III

?vo\w"

Funktionelle Diversitat: Zusatzliche Domainen haben unterschiedliche Effekte auf die Zellform und
Lebensfahigkeit.

Wall associated '

protein \

)

5

Euleosyokr?

\owrges™
— > Tode ded wail 10 Pusernsdnert

Gram Positive Zellhille

Lipoteichoic acid

Cytoplasmic membrane

B NG

juif

i

Teichoic scid

ﬂ \ ]p/u.m
§

P

Grampositive Bakterien besitzen einen «Panzer» aus vielen
Murein Schichten.

Dieser ist durch kovalente
Bindungen Modifiziert mit
Teichonsauren (rechts, lange
Ribitol Strange, welche D-Ala
und Glucose enthalten und
durch Diesterverbindungen
miteinander verbunden sind. >

Ribitol

Lipoteichonsauren sind wie Teichonsduren aufgebaut, besitzen aber einen Membranlipidanker und

sind mit der Cytoplasmamembran verbunden.

Durch die Phosphatreste besitzen Gram Positive Bakterien eine negative Ladung an ihrer
Oberflache.

Gramnegative Bakterien

Periplasm

/ 1 Outer membrane

“outside”

cytoplasm

Porin

Besitzen eine diinne Mureinschicht und Ausserhalb

eine Membran——= \:o{ 2ucloC

Sind ‘asymmetrisch aufgebaut (was speziell ist fir biol.
Membranen):

- Outer Leaflet = LPS (Lipopolysachharide)
= /Anner Leaflet = Vor allem Phosphatidylethanolamine

E E_!raun’s

lipoprotein . . . . . "
Proteine: Porine, Brauns Lipoprotein (verbindet dussere

Membran mit Mureinschicht), Oberflachenorganellen
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Aufgaben:

- Schiitzt die Zelle durch Kontrolle der Aufnahme von Gallensalzen, Antibiotika, Proteasen,
Lysozyme, Antimikrobiologischen Peptiden

- Periplasma:ist eine Liicke zwischen Cytoplasma und dusserer Membran. In ihm befinden sich
z.B. Nahrstoffe; dass die Zelle Stoffwechsel betreiben kann

- Durch die'dussere Membran hat die Zelle nur begrenzten Zugang zu Nahrstoffen. Porine
erlauben den Zugang zu kleinen Nahrstoffmolekilen

ones leoQlas

Lipopolysaccharide (LPS) (nicht Struktur auswendig lernen) '> .
JNGO

i

) Mag?2*
il @ ¢
,- \ \ N
) @, O® OO @er——
OO }’ OO0 e D er=—=
- sMg?* Mg?s
O-specific oligosaccharide Core oligo-saccharide Lipid A

O-spezifische Oligosaccharide
Besteht aus repetitiven Oligosaccharide Einheiten -> gram Negative sind «Zuckerumhillt»

O-Antigen ist sehr variabel zwischen den Strangen
~

Kern Oligo Saccharide ~ Anhloopec rzogweno«.Q Zucho £

Barrierefunktion, die Phosphatgruppen werden durch positiv geladene lonen (Mg) abgepuffert,
welche verhindern, dass sich die Membranlipid Bestandteile voneinander abstossen.

Lipid A
Ein sehr langes Membran Lipid mit 4-7 Acyl Seitenketten. Ist stark konserviert und ein Schliissel
Trigger fir die tierische Immun Verteidigung (Endotoxin)

Pocive
Outer Membrane Preteins (OMP)

Die Ausssere Membran wirkt wie eine Barriere

Porine formen Wasser gefiillte Poren(ca. 1 nm) in der
dusseren Membran. Durch diese konnen kleine (< 600 Da)
hydrophile Molekiile ins Periplasma diffundieren.

Will sich also eine gram Negative Bakterie von Proteinen
ernahren, so muss diese zuerst Proteasen ausschitten, die
die AS abbauen und diese kdnnen dann ins Periplasma

gelangen. =3 (ayar
Grésse:34-37kDa = (Dyving_

Spezifische Rronine: z.B. fiir Vitamin B12
Pxire
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Zellhiillen auflosen (z.B. um an die DNA zu gelangen)

1. EDTA verwenden, um Mg?* mit Tris* zu ersetzen
2. Lysis mithilfe von alkalischen Detergentien (SDS, NaOH)

Zellhillen von Archaeen
Pseudopeptidoglycan (exakte Struktur nicht auswendig kénnen)

Stoffe, die eine B-1,4 Verbindung (bei Prokaryoten)
knacken kdnnen, konnen die B-1,3 Verbindung von
Archen nicht durchbrechen.

Acdnden

paptice ~
I eiterbrigge = N\(‘}@S'e_ AA
e

/

Giycan backbooe (O{EIND@TE@ Glycan backbone
. N Acetyhalosaminuronic acd
()

S-Layer (= Surface Layer)

Selbst polymerisierende Oberflachenproteine, welche einen 2D kristallinen Surface Layer an der
Oberflache der Archaeen bilden. Diese enthalten negativ geladene Poren mit ca. 1.3 nm
Durchmesser.

Pores:

. %'>
S primary
-layer & : - ST asymmetric
model ¥ . G * tnimer

Kapseln

Kapseln = Dicht angehangte dussere Schicht, welche kleine Partikel abhalt ) b(lo&élL— UU(A@O
Schleimschicht = Weniger dicht angehangt, halt keine kleinen Partikel ab g

Zusammensetzung: Polysaccharide (inkl. Amino-Zucker, Polyalkohole), variable Dicke

Funktion:
> lofen e

- Adhesion/ xﬁ& = SC&'\'\UW\(&%.GQ_:[M
- Biofilmformung—/ pect B

- Anti Phagazytose (aufnehmen der Bakterienzelle durch eine eukaryotische Zelle)
- Gegen Austrocknung

Diversitat: Sogar bei strangen derselben Spezies (welche Zucker genau aneinander gehangt sind, wie
modifiziert...)
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Vorlesung 2
Chemotaxis

1 Zelle bauen: 16 x 10° ATP Molekiile und 3 x 10° Glukose Molekiile (aerobisch)
Lésungen:

- Anpassen: Die richtigen metabolischen Wege gehen, Hydrolasen absondern, Andere Zellen
toten, Kooperation

- Bewegen: Neue Quellen erreichen

- Einfrieren: Sporen, Persister Zellen

- Andern: Neue DNA erwerdben

Flagellen

Bakterien benutzen Flagellen um sich in Richtung fiir Wachstum und Uberleben giinstige
Umgebungen zu bewegen. Der Mechanismus ist in allen Bakterien relativ konserviert. Die maximale
Geschwindigkeit betragt 60x Zelllange pro Sekunde.

Flagellen sind rotierende Maschinen und sie kommen unterschiedlich in Bakterienfer: Polares
Flagellum (einfach begeisselt) oder peritrichdses Flagellum (mehrfach begeisselt).

Der Rotor dreht sich und der Stator ist starr. Durch einen
Protonengradienten werden Protonen durch H+
Turbinen (Mot Proteine) von aussen nach innen

,oume befordert. Dies fiihrt zu einer Drehbewegung des Rotors
(C, MS Ringe) und dieser wird an den Rod Ubertragen
und von diesem zum flagellaren Filament.

cytoplasm

stator

Die L und P Ringe drehen sich nicht und wirken wie ein Lager fiir
den Rod.

= %@Oo%@r\
Der Hook sorgt dafiir, dass die Bewegung, die senkrecht von unten
kommt in eine Horizontalbewegung gedreht wird.

Wichtige Zahlen und Fakten von Flagellen (lernen!):
Energiequelle: H+ Gradient Rotationsgeschwindigkeit: 100 — 300s™

Energieoutput: 10° W Geschwindigkeit: 60 Zelllingen/s = 17cm/h
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Betriebskosten: 0,1% Totaler Energieverbr. Synthesekosten: 2% der Totalen Biosynthese

lon 80\\/\%6(“ é_lL

b il g}[?g:;;gggfgg,h Bewegung in Richtung Chemikalien wird Chemotaxis
T . genannt. Z.B. 02, Licht und Osmolaritat kénnen Taxis
* Tumble Reize sein.
I \ A
Tumise [ \\ ‘\ . o .
- Y / \ / Cherr.lotaxm. I?fakterl‘e.n erkenn‘en terpporare
P ) ‘Q"«- \ Gradienten. Ein positiver Gradient eines Attraktanten
! " 4 » -y /bewirkt langere Runs, weniger Tumbles.

Chemotaxis Messen

Attractant In einer Kapillare befindet sich ein Attraktant, nichts
ein fur Bakterien gefdhrlicher Stoff (R . Nach einer gewissen

2 Zeit lasst sich die onzentration bestimmen. Sie ist links
5 c igt und stimmt mit der Theorie Gberein.
=2 ontrol -
[
< Repellent
Time

Rotation umkehren

CCW rotati CW rotati
ey gl Das CheY Protein kann Phosphoryliert werden und an das FiM des

- Rotors binden (CW rotation, Polar begeisseltes Bakterium schwimmt
rickwarts). Wenn kein phosphoryliertes CheY Protein angehangt ist,
flhrt dies zu einer CCW rotation (Polar begeisseltes Bakterium

CheY-B .= chey  SChwimmt vorwdrts).

= eese_

chemosensors  Bei Peritrach begeisselten Bakterien flihrt CCW rotation der
Flagellen zur Ausbildung eines Superflagellums, CW rotation fiihrt zu Tumble.
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A S

Sensor und Regulation

2%200%00%0 0 Sensor /
2 - ] . JJ @ 229 ,° An ein Membranprotein (z.B. Methyl-accepting
e e 9 @ ‘ s Chemotaxis Protein MCP) bindet ein
T e """.am.f? :l;;i’»"}f;:}lf:?:-f:\fnto Attraktant. Je weniger Attraktant an das MCP
1\—4 ot hat S ol bindet, desto mehr wird CheA Phosphoryliert.

MCP; . . . .
Normalerweise besitzen Bakterien viele
Flagellar . .
G~ +ctis | CheA-CheW moor  Rezeptoren fiir verschiedene Attraktanten
3 phosphorylate

(Liganden). Diese Rezeptoren befinden sich an
der Cytoplasmamembran und Liganden
Sty I‘/ C flagellar switch mussen demnach bei z.B. Gram’ Bakterlen
CheB—{)  Che¥s == Che¥)~§) —— L zuerst durch Porine diffundieren.

.imj Chs22 N | Typische Ligand Affinitdten: Kp = 0.01-0.03 mM

CheZ dephosphorylates
CheY-P.

ATP CheY and CheB

MCP is both
methylatec
and

ADP CheY-P binds to

( Z“Q‘“["“”%

Cytoplasm Computation

Signal Kaskade: CheA Autophosphorylierung;
Phosphotransfer zu CheY; Dephosphorylierung
CheY

Flagellum

Output
CheY-P bindet an FliM, andert von CCW (run) zu CW (tuble)

Es handelt sich bei diesem System um ein modifiziertes zwei Komponenten System (siehe nachste
Vorlesung). Das MCP, CheW und das CheA mit seinem Histidine wirkenrals' Rezeptor Kinase. Das
CheY und CheB wirken-als Response.Regulatoren.

Die Antwortzeit dieses Systems betragt etwa 1/10 Sekunde.
Qo o

W L
CheA, CheZ und CheY / O pete OUQ Sdres

(sttractant] rises {attractant] falls Sensor kinase CheA ist eine Histidine Kinase. Das
[ Signal wird Verstarkt durch Protein Phosphorylation.
Auto-ghospnoryation KIS Phosphat Transfer von CheA zu Asp im CheY um das
Ched == A Chea P Signal zu Gbertragen. LUCA besass vermutlich auch
Chey &= 2 CheY-P CheA.
Fbg.ﬂ‘é . Flagnila
C—
[Wttractan] rines CheZ ist eine Protein Phosphatase, welche die Phosphat Gruppe von der
) | ~ CheY-P entfernt. Dies erlaubt einen schnellen Wechsel von hoch zu wenig
St tumble-Frequenzen (z.B., wenn-Attraktant Konzentration sich erhéht):
Ched —
Dies Garantiert eine ahnliche Funktion wie das Museumsbeispiel, wo Energie
CheY d———— . A .
R verwendet wird, um schneller reagieren zu kénnen.
Flagelts
COW rolaten
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Unterschiede der Flagellen

Characteristic Flagella Archaella Cilia/Flagella
(Bacteria) (Archaea) (Eukaryotes)

Appearance * length: up to >20 ym * Length: up to >2 ym * length: 12-50 pm
« diameter 18-22 nm = diameter 10-14 nm « diameter: 240-1200 nm
» rotaling hollow helical tube + rotating type IV pili * beating tubulin flaments
Function + Locomotion + Locomotion * Locomotion
+ Sensory organelle + Sensory organelle + Sensory organelle
« Surface attachment + Surface attachment » Surface attachment

Arten der Bewegung von Mikroorganismen

A Swarming B Twitching (%@\@)
= —_—
Bundied flagedia COW rotation Pill extension and retraction
o~ — Extend -
- ”
€ Gliding D sndmg (Rogofen
»-, Coll body COW rotation —
oW | !"/ N Helical track Pw'f:d_f:’_‘_"ﬂ growth -
\ / ! ( ) 1_: 18 )
" Focal ndhesion
complex

Protein Sekretionssysteme

Oberflachen- und Sekretionsproteine erlauben Interaktionen mit der Umwelt. Es gibt lediglich
wenige Protein Sekretionsmechanismen.

Sec Transport System M ZW 03 §S$—\‘N\C& 7@/0\ M

Dass das Protein Sekretiert werden kann mmm.ﬁcgmw ein Signal recognition
Particle am N Terminalen Ende enthalten. Hat es das, wird es durch das Sec System zur Membran
transportiert: Dieses Sec System funktioniert so gut, dass auch Eukaryoten es llbernommen habe
(ein homologes System besitzen). Die Proteine V\(erden dann ungefaltet sekretiert.

e

Tat Sekretionssystem

ety s Erkennt N-Terminale Signalsequenz, welche 2 Typische Arginin Reste
N— ¥ enthalt (Twin Arginine Translocation). Diese werden ‘dann’im Cytoplasma
i ® gefaltet und gefaltet sekretiert.
it e 1 " Auch LUCA hatte vermutlich so ein System, da viele Biochemische
Reaktionen an Vents durch Eisen-Schwefel Cluster katalysiert werden.

o Dieses System ist wichtig fiir die Evolvierbarkeit von Kofaktor basierter

a3 Katalyse. D
] = -Secr;tion f V “""/OQJ,I lec

n Membrane insertion

«— Sec complex

B30005005% 00, o000s

z«-/ Signal recognition particle

SecA — 4
\ ' —Signal peptide
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Typ | Fimbrien

Urinary tract
epithelium

Fimbrien sind kleine,
Haardhnliche
Verlangerungen.

B ey d i
= Lange Struktur, die @g}&@—
an Zelloberflachen

oder oder anderen

Strukturen bindet)

befinden sich

Lektine (Proteine, die an Zucker binden). Diese Typ | Fimbrien helfen dem Uropathogenen E.Coli sich
am Harnweg festzusetzen (und so eine Infektion zu verursachen).

Typ lll Sekretionssysteme

Typ 3 Sekretionssysteme (T3SS) werden von vielen pathogenen

Eukaryotic cell

Type Il
secretion FliF/Sel —
Q.R/ScIR, S, T
syStem FIhB/SctU
FIhA/SctV  —
M. N/SeiQ, Q,

m
LX) cytoplasm
L)

Effector proteins (toxins)
@: exact T3SS composition

Sex Pilus
Donor ; Recipient
plasmid = /pllus .
@ @ -
\ 5 | Pilus
' ——:; a . binding
v a . ?/ | Pilus
e ) | retraction
°® & ®) v
\ e | S
. —— - Mating pair

L stabdizabon

'\_‘. . A J | DNA transfor

(. OCe)
‘ | segragation
LAe) 2 ®)3
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Bakterien verwendet, welche Pflanzen und Tiere infizieren. T3SS
injiziert Toxine vom bakteriellen Cytoplasma direkt in das
Cytoplasma einer Wirtszelle.

Diese T3SS Systeme entstanden aus Flagellen. Gewisse Teile der
Flagellen wurden ibernommen. Die Réhre durch die Membran
beispielsweise, welche die Flagelle braucht, um sich aufzubauen
wurde Gibernommen: Das Flagellum wurde durch eine Nadel
ersetzt. Der Stator (MotA) sowie Teile des Rotors (FliG) wurden
nicht lbernommen.

Plasmide besitzen meist zusatzlich zu z.B. der
Information iber Antibiotikaresistenz Informationen
zur Ausbildung eines Sex Pilus. Diese Information
zwingt die Donor Zelle (mannliche Zelle) ein Sex pilus
auszubauen, dieser zieht die weibliche Zelle an sich
heran (Matin pair wird gebildet) und sorgt so dafiir,
dass eine spezielle Art der-Replikation passieren
kann (z.B. Rolling Circle Replikation des F plasmids):
Einer der beiden Strange wird aufgeknackt, repliziert
und wahrend der Replikation landet ein Strang in der
weiblichen Zelle. So geschieht je eine Replikation in
einer Zelle. Am Ende dieses Vorgangs hat man 2
mannliche Zellen.

Y loen tetves M@f)/
@W@“’%W




Zusammenfassung Biologie Semester 2

™~

Typ IV Secretion System

Antibiotika

Definition Antibiotika von Selman Waksman: Chemische Substanz, welche von Bakterien (kbnnen
aber natdrlich auch chemisch hergestellt werden) produziert wird und bakterielles Wachstum

hemmen oder sogar zum Bakterientod fiihren kann se&st in geringer Konzentration.
——— kA
\AX\L\@-\@\&' Antibiotika greift andere Bakterien an, mit dem Ziel, an mehr Nahrstoffe zu kommen. Ausserdem
haben sie moglicherweise eine Signalwirkung (andere Bakterien nicht téten, sondern lediglich von

einem fernhalten).

Zytostatika greift Eukaryoten an, mit dem Ziel, die Bakterie vor Feinden (wie Wiirmer, Amében...) zu
schitzen.

TargetStrukturen von Antibiotika und Beispiele: (nur TS und schwarze lernen!)

RNA polymerase
DNA gyrase Rifampii Ribosome

ijrofloxacin \ \\ Streptomycin

Folic acid metabolism

Peptidoglycan Membranes
Penicillin (

Ausserdem wichtig: 2/3 der Medizinischen Antibiotika greifen das Peptidoglycan an.
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Aminoglycoside
z.B.:Streptomycin (bakterizid = wirkt todlich fir Bakterien), welches

von im Erdboden lebenden Bakterien produziert wird und das
Wachstum von Mycobacterium Tuberculosis hemmt.

B8 Effects of Aminoglycosdes

Biockade of rubation

i o e e e

Aminoglycoside % %E &QX— P | E\ﬂ bOgYV\Hﬂ& Cﬂﬁr‘
Prermature larrmnation W@n M\ %,Y\d‘w‘\g o [J(M'VQ(\
= \olderiozrd

e b Lo\ — = G@n@lm A CQ@Q&(}&POIW
e ——
Misreading of FAINA instructions \&)\M"‘ O%( a\

2 A site binds wrong aminoacyl-tRNA

Eoe o Geliwonds hisii>

acds

AR AR I . Ay
” " o e T80y

2 Moglichkeiten, wie Antibiotika wirken

N

Bakteriostatisches Antibiotika Bakterizides Antibiotika

Reduziert das Wachstum von Bakterien Totet Bakterien
Lag ; Logarithmic ; Stationary phase ) oy
oe
£0
>
- B
o=
=9 bacteriostatic
2 o
| ]
8%
- bacteriocidal
=

Time (hours)

MIC Assays (= Minimal inhibitory concentration, Patientenproben werden analysiert, um eine

Therapie fiir sie zu finden)

Disk diffusion test (= Hemmhoftest) E-Test Serial dilution test
1. nocdate
plote wih
diule bacierial l &
culture
2 Fiter disks }
containing . ' r
i
i

abiolics TN

$3. Incutiata (24-28h)

growth No growth
[antibiotic]

R AR anatrakion
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Resistenz gegen Antibiotika
Bakterien kdnnen Antibiotika aus folgenden Griinden lberleben:

- Natirliche Resistenz (Target Struktur nicht vorhanden, Permeabilitdt der Membran)

- Genetische Resistenz (Target Struktur mutierte, bessere Efflux Pumpe, modifizierte Enzyme
deaktiviert Antibiotika)

- Phanotypische Resistenz (Persistenz = Toleranz, Endosporen tber ldngere Zeit)

(& Spores L ot glortad ot

Verteidigungsmechanismen (Tabelle ist wichtig, auswendig lernen)

Resistance Antibiotic Genetic basis of Mechanism found
mechanism | (example) resistance in

Enzymatic Penicillins, B-lactamases, chromosome or  E. coli, Klebsiella > A\;\vh)?&qb
modification Cephalosporins plasmid spp., S. aureus

Target a) Streptomycin  a) Ribosome mutation (rpsL) E. coli, Salmonella

modification b) Ciprofioxacin  b) DNA gyrase mutation Typhimurium, etc. jgd\)ég-)\

Efflux pump Chloramphenicol  Efflux pumps, chromosome or E. coli, Salmonella

plasmid Typhimurium, ete. \/meybm

Efflux Pumpen: Ahnlich wie Museum Beispiel: Zelle wird so designed, dass wenig Antibiotika in die
Zelle gelangt und zusatzlich ein Protein (Efflux Pumpe) sorgt dafiir, dass die Antibiotikakonzentration
geringer wird.

Enzymatische Modifikation

Serine B-Lactamasen

Serine Bactamases _ Dieses Enzym wird Uber Resistenzgene encodiert und
P"""""" hydrolisieren B-Lactam Antibiotika (z.B. Penicilin).
Diese Resistenz kann durch horizontalen Gentransfer
vererbt werden.

Penlclllln

srfsrt

Tran pudase
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Presister

persistent cell Persister besitzen einen Phanotyp,

Bi-phasic antibiotic killing curve
. welcher es ihnen ermoglicht,

- Phdnotyp), wenn die
Antibiotikakonzentration wieder
abnimmt.

sensitive cell
5
g Antibiotika zu Uberleben. Bakterien
,' e S formen kleine Fraktionen Persister.
% :_ ...... ' Diese Persister wachsen oft
g | N langsam, erneutes schnelles
B | ROUTEGE persister
5 | sensive e, Wachstum findet statt (= anfalliger
8 %
g
Y

Time of antibiotic exposure

Der Mechanismus beruht auf derdnhibition des

= O ol HipB Proteins, welches normalerweise das HipA
™ m\m i Protein inhibiert. Wird HipB inhibiert, so kann
> e [ W e HipA seine Phosphorylierungsfunktion erfiillen:
e [ ] o . .. .
- ©  Antitoxin  Toxin es inaktiviert bestimmte aatRNA Synthetasen,
wodurch ungeladene tRNAs beim Ribosom
Phaspharylation ankommen was dazu fuhrt, dass-die Bakterie
| inactivates aatRNA . .
3 s’;:lhevl::‘:‘: aufhort zu wachsen. Auf diese weise kann durch

hungern das erreichen eines Persisterstadions
sehr wahrscheinlich gemacht werden.

» | ooV

[ Unnha(qﬁd 1RNA ‘

Es gibt viele Persisterzellen, wenn:

- Die Zelle hungert

- InBiofolms

- Ininfizierten Wirten (z.B. Tuberkulose: Makrophagen sorgen dafiir, dass
Tuberkulosebakterien hungern indem sie sie umschliessen. Dadurch bilden sich viele
Persister Bakterien. Die behandlung mit Antibiotika wird stark erschwert / dauert viel Langer
(bei Tuberkulose Infektion bis zu 9 Monate)

Endosporenbildung

Charakteristik Vegetative Zelle Endospore
Hitzeresistenz Gering Hoch
Chemikalienresistenz Gering Hoch
Antibiotikaresistenz Gering/Absent Hoch
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weene  Durch eine asymmetrische Teilung der Zelle bildet sich eine Endospore aus und
_L.J der andere Teil der entstandenen Zelle stirbt ab. Die entstandene Endospore ist
/ | Y extrem resistent (siehe Tabelle oben). Sobald die Umweltbedingungen wieder
§|' — besser sind, kann die Endospore sich wieder in eine vegetative Zelle umwandeln.
|

\&=Zo CrdeSpENacton WO

Vorlesung 3
Phenotypdnderung

Anpassung durch zwei Moglichkeiten:

- Aktivitat von Enzymen verandern (Enzym Inhibition) -> meist kurze Veranderung,
Reaktionszeit: < 1 sec
- Enzym- / Proteinkonzentration dndern -> (iber eine langere Zeit, Reaktionszeit: min

L Prdesnhicrsntnge regubieren

signal Bakterien und Archaeen kénnen sich anpassen, indem sie ihr Gen
Expressionsprofil andern. Meistens wird dafiir eine transkriptionale Kontrolle
receptor verwendet. Das grundsatzliche Design von Signallibertragungen ist immer

gleich: Chemosensor -> Signalprocessing -> Anderung der Transkription.

Aol Sowesadian, Mmnd Andasrongan Lok

Konzept: Die moglichen phanotypischen Anpassungen sind encodiert im
Genom. So kann eine Evolvierbarkeit garantiert werden (Bakterien kdnnen
den Phanotyp wieder dndern, wenn die Bedingungen glinstiger sind).

Phenotype adapts

Transkriptions Regulationsnetzwerk Komplexitat

Bakterien und Archaeen besitzen vielelparalelle’Sighalkaskaten, welche viele Interaktionen
miteinander besitzen. Von Bakterie zu Bakterie sind diese Interaktionen variabel.

Kernelemente der Transkriptionsmaschinen sind Grundsatzlich erhalten, es sind bei Archaeen jedoch
viele zusatzliche Regulationsfaktoren dazugekommen -> Promotorstrukturen sind unterschiedlich.

Die RNA Polymerasen von Bakterien, Archaeen und Eukaryoten sind gleich in den Kern Subunits
sowie der Initiation factor Sigma70 bei Bakterien, TFB bei Archaeen und TFIIB bei Eukaryoten.
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Operon
Gene

x-vxmimvmw\él-l;mw~ ONA
Promater RNA) encodiert.
[-as -10 +1
=
- ~  Operon

i ~

........... il A -

Gen: Beschreibt ein Locus, welcher Signale fiir die
Transkription und Translation fiir ein Protein (oder einer

Operon: Beschreibt einen Locus, welcher Signale fiir die
Transkription und Translation von' mehreren Proteinen (=
Koordination, z.B.: Biosynthese einer partikuldren

Aminosaure). Sind weit verbreitet in Bakterien und

Archaeen.

Evolution: Horizontaler Gentransfer «en bloc», Selfish operon Hypothese.

Die wichtigsten Transduktionssysteme der Bakterien

Transcriptional Two-component Chemosensory
regulators systems pathways
[ J [ J
) oo
o it AW
. °_© 0
Periplasm ®
' o

Alternative
cellular
functions

T & L I
9> 2%
T (e B

Transcription activation / \\
or repression
c-di-GMP,
cAMP

Transcription activation
signaling

or repression

Martin-Mora et al., (2018) Int. J. Mol. Sc

Oben: Die drei wichtigsten Transduktionssysteme der Bakterien.

Regulation der Transkription

RN,
Promoter polymerase

==

.. o-factor
=
N h

F oy = Flagalle

Lo rpudht NN

House-keeping Gene: /
Wird nicht reguliert. Ein
Beispiel: o’ Faktor fiir/
35 Sequenz: TTGAC

Die Umwelt wir
gemessen: Inpyt fiir das
Computing dér optimalen

die Zelle wichtigen Signale
bis,Zum Rezeptor (LBD =
Ligand binding domain)
durchlasst.

Drei verbreitete Mechanismen regulieren die
-35 -10 +1 ' Transkriptions initiation:

- Sigma Faktoren — eflenen Romder wnd. \MQ@!\ e

- Der negative Transkriptionsfaktor Repressor WA Pdymenss—

A
] - Der positive Transkriptionsfaktor Aktivator Bvﬂ()/@
Activator Die Sigma Faktoren und der Aktivator Rekrutieren eine
polymerase RNA Polymerase -> bestimmen Initiation Haufigkeit
Repressor
Fanscrpton o In Bakterien erlauben alternative o Faktoren einen

schnellen Wechsel von speziellen Gensets (Regulon). — bindex Protvdoren, Az Nermlen 0 fFroalitoren
et B@&vglwh gndL
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BeispielHeatshock response: (Im normalen wachstum baut Dank Protease die Sigma 32 Subunit ab.
Bei Hitze gibt es viele falsch gefaltete Proteine und die DanK ist zu beschéftigt,ﬂie Sigma 32 Subunit
abzubauen. Dadurch werden die benétigten DNA Sequenzen transkribiert) W~

E. coli 0*?; heat shock response

37°C, exponential growth _

— few' — Many
Protease/ \ ___, misfolded ( DnaK | mup Misfolded
o® / ‘..P"a'f,-' Proteins o*2 / Proteins
> =T = 22

<

032 degraded .-
Archaeen besitzen andere transkriptionale Regulationen.
Transkriptionsfaktoren: Negative Regulation

a) Repression b) Induction

Total protei

optimieren

Cell number_ Total Cell number_

protein

Repressoren binden an den
Operator (Teil der DNA, der
fUr Repressor bestimmt ist).

Relative increase
Relative increase

Galact
Eldase o~

Lactose adde,

Arginine
biosynthesis
enzymes

Time Time Der COI"EQFESSOF sorgt
= Expression only iWnt = Expression only if suwesem dafl r; dass der Repressor
often: product = sor often: substrate = inducer 0
am Operator bindet, sonst
JPromoter ) Operator ) argC- ) argB ) argH T lacZ ) lacY ) lacA bindet er nicht. Ein Inducer
RNA — —  — — [Transcnplion proceeds Transcnllon blocked . .
\-E!; $ Repressor sorgt dafiir, dass ein
(a) R .
w e Repressor nicht mehr am
i \Qperator ) argC ) argB ) argH P Operator  facZ ) lacY ) lach - Operator bindet.
[ R:NA; y Corepressor Sl — — — —[Transcription proceeds ]
(arginine) Transcription blocked ] Repressor
(b) Repressor () Inducer

LexA Repressor

SOS response to DNA damage in E. coli . .
Ziel: DNA Schaden reparieren

UV light, chemicals Degraded LexA
mnm \ s j e ! LexA Repressorunterdriickt im
ﬁ I bakteriellen Ruhezustand die
I 5oy o repwn—:’ Transkription von
———  ropressor — _\ Rekombinationsproteinen (rechte Seite)
L ) ) e E: T sowiedie DNA Damage Response (linke

. Q Rdeus.  Seite). Wenn ein DNA Schaden auftritt,
w\,\zumﬁ@f%ndert sich die Konfirmation des RecA
(Rheostat Architektur) und der‘LexA Repressor bindet daran. Durch eine Sollbruchstelle wird dieser
zerstort und die beiden Pfade generieren Proteine zur Schadensbekdmpfung. Ausserdem wird LexA
produziert, um der Zelle irgendwann wiederzu-ermoglichen, diese SOS Response zu-verlassen.
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Positive Regulierung

Ziel: Katabolische Enzyme nur herstellen,
wenn Substrat vorhanden ist

Activator-
binding site

(s mal Promoter JismalEsssmaifswmaiGes) DNA

Relative increase

Aktivator: Nur Komplex mit Inducer bindet
an Aktivator Bindungsstelle

Maltose
addedl

No transcription
> o\ Polymerase ) a . .
= ey fime RNA Polymerase kann die transkription nur
- laltose activator protein
@ beginnen mithilfe des Aktivators.
Activator-
binding site

1 Promoter DNA

==p ==p ==p Transcription proceeds

V\
Maltose activator protein

Inducer
(maltose)

(b)

Example: Lac-Operon Katabolit Repression
1. high level of cAMP (low glucose) . .
2. lactose (= inducer) is present Ziel: Slcherstellen, dass der
ot cAMP R:NAp;ol_ prgfe‘rlerte Katabolit (in unserem
Posl e Beispiel: Glukose) zuerst
L CAP protein .
(,w\“‘vo o C Jac expression verwendet wird.

DNA ) e P)O ) lacz ) lacY )lacA ) ) | Die Glukose inhibiert die

cqnbiv - Synth AMP (=
" D tL repressor % ynthese von C : (

lactose | 9 Verhungerungssignal) und

= inducer a

stimuliert den Export von cAMP.

Ist die Konzentration-an.cAMP hoch, so gilt dies als Verhungerungssignal und der cAMP=CAP. (CAP =
Catabolite Activator Protein). Komplex bindet am Promoter und rekrutiert RNA Polymerase. A
S ol e

Ist nun cAMP sowie Laktose vorhanden, so werden Proteine zur Umsetzung von Laktose Q e
transkribiert.

Dieses Beispiel kann wie ein AND Gate bei Computern
betrachtet werden.

Example: Lac-Operon

Starvation AND lactose available F
Biobricks: Signalmodule fiir Bioingeneering, kdnnen

A— . . .
AND B—}C ﬁ@ verwendet werden, um Bakterien mit bestimmten

Eigenschaften synthetisch herstellen zu kénnen.

Example: Arginine biosynthesis-Operon

A

A—I>o—B Wé
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Repression: Backgroundnoises

ac promon
—:uu» (MP

/ .

N nboscme g

(hromosoms
DA

e ool DT Menteane

— e GO0 DURRY TR

(yomercre o o
/Qﬁd@}@’“ IblU\M

Der lac-promoter erzeugt trotz
Repressor ein paar mRNA Molekiile pro
Stunde. (Transkriptionale Regulation in
Bakterien ist mehr als 100-mal kleiner
als normale Produktion).

Diese «Hintergrundgerausche» fiihren
dazu, dass sich in einer

Bakterienpopulation Variation entsteht.

Oben ein Beispiel in dem man ein Protein, welches eigentlich unterdriickt werden sollte mit einem
Farbstoff sichtbar macht. Beobachtet man das Bakterium, so fallen einem einige wenige leuchtende

Punkte auf.

Post Transkriptionale Regulation

b Translation-coupled

In E. Coli ist die Transkription mit der
Translation gekoppelt (Es wird gleichzeitig
transkribiert und translatiert): Die Ribosomen
regulieren die RNA Polymerase. Dies findet in
den meisten Bakterien so statt.

In z.B. B. subtilis ist die Transkription schneller

, regulation

1( }

transcription
i
=L
Leader peptide
Ribosome attenuation
mRNA
RNAP
Runaway @ * Protein and
transcription A riboswitch-based

als die Translation: Dies fiihrt zu einer
Zeitverschiebung und einer Raumlichen
Trennung (freie mRNA), Ribosom abhédngige
Regulation (z.B Riboswitch, s.u.)

Transkriptionale Attenuation

Ziel:'Fine Tuning der Enzym
Expression

Die Transkriptionale Attenuation
findet bei E. Coli Aminosaure
Biosynthese Operons statt.

Das Leader Peptid kontrolliert den
Stop der Transkription

~\gendd Troveluription \oreiti

tm.ma—mww gl Hoomodegtruldur 8daM o Towindor
— \)mmggebmg'- 3/mahnae vadapﬁon vd- Trondaton

Codugeref”

|
— Leader sequence
Limiting tryptophan:
transcription proceeds
DNA Direction of
Translation \ transcription
stalled RNA
= < polymerase
PO L trp structural genes £ X continues
1 /
DNA | [/ tPE D e B pA Fadiee / Transcription
(ESBB") ) ) ) ) ) peptide  ° z continues and
§ E tryptophan structural
P genes transcribed
Trp Leader Direction of
translation
Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly SFBSIBEArg-Thr-Ser
. Excess tryptophan: Leader sequence
trp leader peptlde transcription terminated o 7
Direction of
transcription
Base
Ribosome RN
\ polymerase
terminates
5 Transcription
EJQ‘ E 5\ terminated and
Q Trp-rich - ™ tryptophan
leader ~ structural genes
peptide Direction of not transcribed
L—7 P‘-hN)Oh" translation
Rho-independent
terminator
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Regulierung durchmRNA — =2

Riboswitch: metabolite binds to mRNA
3D structure; regulates translation

Translation

—p

proceeds 1.

oot Trovgesion

Small regulatory RNAs
bind to mRNA; regulate translation/
mRNA stability

- ldodert
'||/\l/\; bl ("70’\

Translation inhibition/stimulation

/ mRNA X S'QSSNA/ 5
%&) 5 ﬁ%@\ﬁ —Xs
1 RBS 1

® Coding
sequence
/\ Translation No translation
t 1]
Signal [.
;:'ﬁbo““ \ Translation 2 IS T
\_J sovole. P ) blocked g 5 _ﬁ,\ - .
= Cﬁ,\ S ¥ R Y \'LS_;
\o O/ @] = [©) RBS RBs A Vi
\’ ‘ 1 1
5 |
[} J . D
MRNA ;O:ngce No translation Translation

Brock, Figure 6.30

Zweikomponenten Regulationssysteme

O O,/— Environmental signal
Q

Sensor kinase

SIII PP I II TSI ISP FIIIIIIIP, PP I I III SIS III: e e

Cytoplasmic membrane

SOOI I IINIIIN N SORIIIIIXIIIIIII SIS SIS IIND

ATP ADP

Response regulator

Phosphatase activity

W

polymerase = Transcription blocked DNA

() Promoter

Oper

A

Brock, Figure 6.27

Evolution: Zweikomponenten System Homologe in
Pflanzen, Algen, Pilzen (Ethylen Signalisation)

Die Signale werden von eing? Membran Sensor
Kinase erkannt: Dies flihrt zu einer'Strukturanderung
und dadurch zu einer Autophosphorylierung von His
innerhalb der Cytoplasmamembran (dazu wird ATP
bendotigt). Dieses Phosphat wird dann an ein Asp von
einem Response Regulator weitergegeben, welcher
dann z.B. als Repressor an den Operator bindet. Auch
eine positive Regulation ist moglich.

Ap-0

Eine Phosphatase limitiert diesen Prozess. Diese
hydrolisiert das Phosphat wieder weg.

His-C- MO\/]@\S .
PrespratY \?G&S\%‘(\S‘Sa“ﬁﬂ

EnvZ/OmpR Zweikomponentensystem von E.Coli fiir Osmolaritat

3 B B B B! B 'J

igh
OmpF OmpC

il
,ooénhol

EnvZ: Sensorkinase in der Zytoplasmamembran. Durch eine
Erhohung der Osmolaritat kommt es zu einer leichten
strukturellen Verdanderung des EnvZ (-> Entfernung einer

' Wasserstoffbriicke) wodurch ein His durch ATP
Autophosporyliert werden kann. Dieses wird an den OmpR
. Regulator tbertragen.

Outer membrane

1 PO P00 e o 4 P X P
{
Perlplasm )
\
Cytoplasmic membrane

Braun lipoprotein

3300003 HIPIIIFIFIIIIIII SIS XIS IFISIFIIIIIFIIININS

Bei niedriger Osmolaritat ist wenig OmpR-P vorhanden. Eine

Mg un Sheohorft . .
~ ’@ e hochaffine Bindestelle des OmpF Gens kann dann besetzt werden

ATP ADP ®

Osmolarity shift
causes EnvZ
autophosphorylation

und das OmpR wirkt als Aktivator. OmpF wird Produziert. Dieses
hat einen grossen Durchmesser und sorgt dafir, dass mehr

osmotisch aktive Substanzen ins Periplasma gelangen. OmpC hat
einen kleineren Durchmesser und lasst weniger osmotisch aktive

Gene expression
ompF

Gene expression
ompC

Stoffe ins Periplasma.
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Low osmolarity
Low [OmpR-P]

High osmolarity
High [OmpR-P]

o omn

Wenn die Osmolaritat steigt, so wird die
Konzentration an OmpR erhéht. Dadurch kommt es
zusatzlich zu einer Bindung an einen Operator am

gt
OmpF Gen und dies fiirht zu einer Inhibition des OmpF

< ompF s r OmMpF
m & Proteins. Ausserdem kann OmpR an dem OmpC Gen
P binden und wirkt dort als Aktivator. Als folge davon
wird weniger OmpF und mehr OmpC gebildet. Es werden weniger osmotisch aktive Stoffe ins
Periplasma gelassen und der osmotische Druck wird an der Cytoplasmamembran erniedrigt.

Diese Regulierung dauert mehr als 100 Sekunden.

Uberleben, Wettkampf und Kooperation
Natirliche Lebensrdume: Verhungern, Raub und Verteidigen:

= Individuelle Anpassung (Gleicher Genotyp unterschiedlicher Phdnotyp)

=>» Kooperation: Interaktionen, bei welchen beide Organismen profitieren (z.B.: Arbeitsteilung,
Biofilme)

=>» ( Antagonismus: Interaktionen, bei welchem ein Organismus profitiert, einer verliert

=>» Wettkampf: Ein Organismus profitiert mehr als ein anderer

Biofilm

Diverse Phanotypen (sogar, wenn der Biofilm aus Zellen desselben Genotyps besteht): Einige
Bakterien sind zustandig fir die Sekretion der extrazelluldren Matrix, einige fiir Metabolismus, einige
flr Wachstum...

Einige (vor allem am Boden des Biofilms liegende Bakterien) leiden unter Nahrungsknappheit (->
Persisterstadium) und kdnnen, auch wegen dem Langen Weg der Wirkstoffe durch den Biofilm,
Antibiotika fiir sehr lange Zeit gut aushalten.

Biofilme kommen in verschiedenen natiirlichen Lebensradumen vor: z.B. Katheter, chronische

Infektionen, Medizinische Implantate...
5 lBren sin T Bidim dilbsareseen

Bildung des Biofilms

L. 0 piiz-domair 3 Signalkaskaden, die wichtig sind fir die

Di lat I : . . . .
26TP IR, B proteins Biofilmausbildung: (Schritt 2)
GMP Phosphodies\erase - c-di-GMP (receptors)
- Flagellen Drehmoment erhoht sich, dadurch kann
Spreader

sie sich'nicht mehr so gut drehen, das wird erkannt
und der C-di-GMP Spiegel wird erhéht

S o - C-di-GMP Synthese Signalisieren Bakterien, dass ein

g 4 Biofilm gebildet werden sollte (siehe Bild links)

Infection dispersion
low [c-di-GMP]

- poymmeric ¢ Striker --Adhasine (= Faktoren, die es dem Bakterium
[c-di-GMP] 4 division ~ Local host attack .
... o ./ Tg» ermdoglichen, anzuhaften)
S -~ """ . - Sooeoncooctconey -
N ~_ DD -

Laventie (2019) CHM
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Differenzierung (Schritt 3):

Striker

Hohe Konzentration an C-di-GMP

Die zuriickbleibende Zelle besitzt Typ 4 Pili (Adhédsine) und keine Flagelle. Diese fiihrt dann zu einer
Biofilmbildung (z.B. chronische Infektion)

Spreader
Geringe Konzentration an C-di-GMP
Besitzt ein Flagellum. Durch Phospodiesterase beim Flagellum wird C-di-GMP abgebaut.

Quorum Sensing

Mechanismus, mit welchem Bakterien herausfinden kénnen, wie | ©

viele von'ihnen vorhandensind (Zelle zu Zelle Kommunikation). F*:_(.. 1'1' a Py .
. . . . > r,—l, -| \J

Autoinducer (Sekrtetiertes, chemisches Signal z.B. AHL oder " uu

Peptide) werden ausgeschittet und konnen von Bakterien (AHL)

empfangen werden. Sobald ein gewisser Schwellwert erreicht ist,
kann dies der Zelle zum Beispiel signalisieren, dass ein Biofilm gebildet werden soll oder bestimmte
Virulenzfaktoren exprimiert werden sollen.

Autoinducer

Biofilm Auflosung

Beispiel Staphilococcus aureus bildet sich bei kleinem
pH (Zucker Metabolite) und 16st sich durch ein AIP/Agr

Autoinducer

AR Signal auf -> einige Individuen treten aus dem Biofilm
A‘:’B N aus und bilden an einer neuen Stelle einen neuen.
/ Cytoplasmic membrane
( ;CTD‘; = Autoinducer ist ein kurzes, modifiziertes Peptid (AIP),
oo — welches von einem Rezeptor (AgrC = Histidine Kinase)
e ' erkannt werden kann. Durch ein
AgrA Zweikomponentensystem wird das Signal

phosphoryliert und fiihrt zu einer erhéhten Expression
des Operons, welches AgrC, AgrB und AgrA Produziert
(positiver Feedback Loop: Es wird noch mehr AIP
ausgeschittet und noch mehr AgrC bzw. AgrA konnen phosphoryliert werden) und zuséatzlich zu
einer erhohten Expression des Gens, welches die Virulenz Faktoren decodiert. Diese lassen das
Bakterium aus diesem Biofilm herausschwimmen.

1‘ weitergegeben: AgrA (= Response Regulator) wird
induced transcription a RNA

o EEENEENENENy
t o

*()agrD JagrC | agrB) agrA E Virulence factor genes/
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pPpPGpp o o

0—P—0—P—0

Stringent Response

ppGpp hat als Ziel, ein Hungerstadion zu tberleben.

Polypeptide —

Hboeomes Charged tRNA Das RelA Protein befindet sich am Ribosom und pruft, ob

’f’}’l“ m—:, STl FET GO die tRNAs geladen sind. Sind sie es wird es nichts tun. Sind
inf‘\ , die tRNAs nicht mehr geladen, so synthetisiert das RelA
© Protein ppGpp und signalisiert der Zelle so, dass sie sich im

f@’ Hungerstadion befindet.

Uncharged tRNA :T\’;Sij e . . . 1
4 i - Die Biosynthese wird angehalten (RNA Polymerase wird
! * Amino acid . . .
- N }% o biosynthetic operons gehemmt), die Zellteilung wird angehalten und das
TR AR Uberlebensstadium wird aktiviert (Persisterstadium).
ppPPGpp pathways activated

Phanotypische Diversitat

Viele Bakterien formen2 oder mehr verschiedene Phdnotypen (Differenzierung). Dies garantiert eine
optimale Anpassung an die Umgebung. Das phanotypische Spektrum ist genetisch encodiert (=
Selektiv durch die Evolution). Es gibt die Moglichkeit des Zufalls, welcher den Phdnotyp eines
einzelnen Bakteriums bestimmt oder eine kontrollierte Differenzierung.

%\O%\W\
Beispiel: Kooperation (zwei Phdnotypen arbeiten zusammen) von Salmonella Typhimurium
Bilden zwei unterschiedliche Typen: Typ 3 kann nur langsam wachsen, aber in die Darmepithelzelle
vordingen und eine Durchfallreaktion auslosen, welche fiir den zweiten Typ (ttss-1), der sich schnell
vermehren kann, positiv ist, da die normalen Darmbakterien dann ausgeschieden werden.

Beispiel: Bet-hedging von Bacillus subtilis

Wenn Bacillus subtilis die Nahrstoffe ausgehen, so bilden sie Endosporen (siehe vorherige
Vorlesung). Aber nicht alle neuen Bakterien bilden Sporen (nur max. ca. 15%), sodass der Genotyp
egal was in Zukunft kommt liberleben wird oder besser: sich vermehren kann.

Diese zwei Beispiele wurden vermutlich so durch Evolution geformt. W\\O(\&U\f 3

Vorlesung 4
Grundsatzlich ist Leben:

- Energieumsetzung

- Kompartimentierung -> wichtig flir Evolvierbarkeit

- Informationsspeicherung -> wichtig fur Evolvierbarkeit
- Replikation -> wichtig fur Evolvierbarkeit
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Vermutetes Genetisches Makeup von LUCA

LUCA hatte mehr als 100 Kerngene function | molecule _____Jcomment ___________|
DNA

f
(Bauteile) Genome Core + accessory = pan-genome
replication DNA-dependent DNA Similar to archaeal family D DNA
polymerase, pus sidng canp.  pOlymerases

Startpunkt = LUCA, Eine Population von Char i, SaDIIA bindirg proldin
Organismen, von welchen aus alles transcription  DNA-dependent RNA  universal
lluliires Leben auf der Erde entstand R —
zelluldres Leben auf der Erde entstanden Saranlion. o e
Ist. Protein Signal recognition universal
fransport particle
Die Bestandteile, die universell sind, hatte Cell envelope Mixed archaeal and Vanable in Archaea, Bactenis;
. . bacterial membrane assential for compartmentalization
vermutlich LUCA bereits lipids?
prricstiy - ghior: - Das Pangenom ist die Summe aller Gene, die innmehrals einem
s (&) - 6 . .
" S D & Stamm von Spezies vorkommen und wird zusammengesetzt aus
c P i . .
o &P (Kerngenom(= Monophyletisch, in allen Stammen der untersuchten
Tow botes 0. 2y -
ke e ORI S R Spezies gefundenes Genom, z.B. Replikation, Genexpression,
Mrvdeus ot prgusens inboed Zentraler Metabolismus) undi:AkzessorischesiGenom (= Sequenzen,
: die nur in einigen Stammen vorkommen, oft Polyphyletisch, z.B.:
e \ Plasmide, Viren, Verteidigung, Virulenz, ergdnzender
e . Metabolismus)
Accessory genome ° . ¥
ergzmcm U@‘gro(é@v‘\‘ sdn
< ‘m
N [aude dos
Open pangenome < Bacteria, Das Pangenom wird immer
Size increases indefinitely with every chae . . -
added londididaal snd cannot be Ar a grosser; je mehr Stamme man
A “ mathematically predicted sequenziert. Das Kerngenom
CHX D e immer kleiner. — Aﬂjlw dos Garave.
7, - - 7',\
" — Bakterien und Archaeen mme
e besit ist ein off poe
8 esitzen meist ein offenes
; 27N gl
Pangenom, Eukaryoten sowie Vagoudor
« Closed pangenome Eukaryotes  Archaeen und Bakterien, die 19
2 / . Contains a finite amount of . .
g1/ (.) genes/sequence and the total wenig horizontalen
y v be predicted .
/ oSy Prroenomesiecantenmace Gentransfer erfahren besitzen
oft ein‘geschlossenes

> Pangenom.

Number of individuals

Beispiel: Salmonella enterica

Ist aus gemeinsamem Vorfahren mit E. Coli
entstanden vor ca. 140 Mio Jahren, besitztein
offenes Pangenom.

Phylogenomic tree

185 gane families
sine 15

213 gene famibies

Satmoneila enterica| Tysesnen
s

(3 subspecies 1 [[ B Wahre iner Evolution hat S. E. immer
ieder Gene Aufgenommen (z.B. ttss-1 und
ttss-2), also die Virulenz entstand durch die

Aufnahme von Virulenzgenen.

@; detards of troe
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Es kommt bei der Sequenzierung der Genome auf den Blickwinkel an: Sequenziert man lediglich S. E.
Bakterien, wiirde man die zwei ttss Gene zum Kerngenom zadhlen. Vergleicht man es z.B. mit dem
Genom von E. Coli, so handelt es sich um Akzessorische Gene.

=>» Es kommt auf den Blickwinkel an, was Akzessorisches Genom und was Kerngenom ist

Beispiel: Salmonellen vs. E. Coli

&% ) ;c:f Innen: Der griine Kreis ist das
Genom von Salmonellen, def graue
das Genom von E. Colii Die
einzelnen stiicke des Kreises sind
einzelneGene.

Was sofort auffallt ist, dass die
beiden Genome relativ dhnlich sind,
nur die Virulenten Gene besitzt E.
Coli nicht.

S = s Lo el Viver

virulence™

E. coli genomes

eArulonc
[Sclmonella genomes

/
¥ virulence

-

o AL

-
£,
S
%

Salmonella Enterica Typhimurium Stamm SL1344 besitzt:

Ein Genom bestehend aus 4.8 * 10° Basenpaare und 3 Plasmide mit ca. 5112 Genen. Korgenom:
800 Gene

Zusammenfassung Pangenom
Genom von Bakterien oder Archaeen: 10° bis 1.5 * 106 BP

Freilebende Prokaryoten besitzen ca. 4.9 * 10° BP, das eigentliche Genom von E. Coli ist c.a. 4.7 * 10°
BP gross, es ware aber viel grosser, da es im Pangenom viel mehr Codierungsmoglichkeiten besitzt.
Es kdnnen also standig neue Stamme durch Austausch von Akzessorischen Genen entstehen.

Das Pangenom ist im Normalfall Grosser als das Genom einer gegebenen Spezies. Dies erlaubt eine
sehr gute Evolvierbarkeit an Umgebungen, Wirte...

Wiederholung aus der Vorlesung von J. Vorholt

-

Mutation (DNA changes, mutant phenotype)
Gene duplication (Mutant alleles, Orthologs, Paralogs)

Horizontal gene transfer (gene acquisition/gene exchange)
Transformation

+ Conjugation
Bacteriophages

> ® Genetic variation

Bacterial infection immunity

Genome rearrangement
Transposable DNA (IS elements, transposons)

Inversion, genome contraction

Natural selection

Genetic drift (the random loss of sequences) ® Sorting genetic variation
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Mutation

Mutationsrate: c.a. 102 pro Nukleotid pro Generation

Bakterienpopulationen sind oft gross: z.B.: 10° Individuen in 1 ml Ndhrmedium -> Diese Menge

enthalt bereits einige Mutanten

Schnelle Evolution ist wichtig flir eine Anpassung an neue Herausforderungen.

Wachstum durch Zellteilung:
Exponentielles Wachstum der Anzahl Zellen
(Ne=No*2"). Mutanten mit besserer
Wachstumsrate werden mit der Zeit ihre
Vorfahren ersetzen.

Fitness fasst Wachstum, Tod, Verbreitung...
zZusammen.

Wild type E. coli
Over night culture:
= 25 generations

Mutant E. coli (10% faster growth)
Over night culture: ]
= 27.5 generations_— = 5.7-fold more

2 = 225.fold more mutant cells than wt E. coli

Lenski Versuch: Ersetzung einer alten Spezies durch eine neue durch schnelleres Wachstum

Phylogenetisches Netzwerk

Harizontal gena

transfer batween £

[ ¥ colf and Saimonella
. typhimuum

rotestaceraies

181 genomes

Y,

connecting g e A
genomas with
=5 genas
exchanged by 4 y

% .
horizontal gene - WL '.’&%‘

. 3 "
transfer _\\\ ] o/ A

S ae bee

[o——
Decmesdtune Cowser 1 am bam

Mechanismen von horizontalem Gentransfer

Vertical gene transfer
Chromosome
of
sQO““a‘
- ™ 4\,6\3 -
6\'2’6 S
) X
Genome N 7
replication Ooo\

and cell
division

o =

Horizontal gene transfer

Der phylogenetische:Baum zeigt die
Beziehungen von Spezies aufgrund eines
monophyletischen Marker Gens (z.B. 16S

rRNA Gen). T m»\ n | .

Das phylogenetische Netzwerk zeigt die
Beziehungen von Spezies'aufgrund ihres

Gesamten Genoms. [T MRMW\MM W

Wichtig: Netzartige Struktur, alles ist mit
allem Verbunden: Horizontaler Gentransfer
kénnen auch Uber sehr grosse Distanzen
(zwei Spezies, die im phylogenetischen Baum
weit auseinander sind) passieren kénnen.
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Natirliche Transformation

1. Binding DNA 2. Uptake of single- 3. RecA-mediated homologous
stranded DNA recombination
Transforming DNA from donor cell
Free nucleotides
Bacterial DNA-binding protein Nuclease = i brsariia
chromosome s S
Recipient s

7

{

/\—Q——‘ B ‘,——(ceﬂ
T e

O

a) Competence-specific, single- (b) RecA protein )
strand DNA-binding protein

\ o

(@
Brock Fig.

Natirliche Kompetenz (Kompetenz = Fahigkeit von Zellen, freie DNA aufzunehmen, Voraussetzung

- Einige Bakterien, wenige Archaeen

- Aktiver DNA import durch Typ IV Pilus

- Einfachstrang lineare DNA im Cytosol (= fllissiger Bestandteil des Cytoplasma)
- Oftan homologe Rekombination gekoppelt

Homologe Rekombination — (L‘ﬁ’/\‘{m& F@LW@

L J T
[+

o
oO

fir Transformation)

Genetischer Wechsel zwischen homologer

ssDNA - { -0-0-0— DNA von zwei verschiedenen Quellen.
égrsoh;e <\ l Strand invasion Passiert, nachdem DNA aufgenommen wurde
N durch natiirliche Kompetenz Zellen.
B’:ﬁ@eggg‘rﬁnes — % RecA: ATP angetriebener ssDNA (= singe
efficiency!! _ strained DNA) Wechsel
l D-loop processing
=~ - Inkorporation (= Eingliederung) der DNA
nach dem Gentransfer
| End resection - Léschung / Inversion (= Umwandlung) von
DNA =4
l - Mischung von Allelen innerhalb einer
Replication, recombinant  Population von Bakterien / Archaeen
segregation wt

Ergebnis: nach Zellteilung eine Tochterzelle,
die den alten Genotyp und eine die den neuen Genotyp tragt.
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Avery, MacLeod and McCarty Experiment (1944)

[ Tramsforming DNA can bw sxtracied from bacserts |

Kapseln (= Dicht angehangte dussere Schicht, welche kleine Partikel

. O 4 W abhalt) sind der wichtigste Virulenzfaktor von Streptococcus
wmoolh bactore -

NPT RSS ™ pneumoniae (Die Fresszellen kénnen die Kapseln nicht richtig
bekdampfen)

Lise mOuwe s < EI

M‘ - e . ..
Entdeckung: ch Zusammenfihren von hitzegetoteten glatten

Kapselbildenden Bakterien aufnehmen und anwenden kénnen um
selbst Kapseln bilden zu kbnnen.

Dies war der erste Nachweis dafiir, dass DNA die Erbsubstanz ist.

Craig Venter und Clyde Hutchinson Experiment

[ - |

L
L
Syrihetic M Trycoies

ONA Yogmems wi
homologou

Plasmide

Zirkuldre DNA (10° — 10° BP), die keine essentiellen Gene codieren. (Im Gegensatz zum bakteriellen
Chromosom, welches essentielle Gene enthilt)

Replikation: Autonom (also Unabhéangig) vom Chromosom. Kontrolliert die Kopierungsanzahl in der
Zelle selber. 1 — 100 Kopien pro Zelle.

Segregation: Jede Tochterzelle wird mit einem Plasmid ausgestattet (Zufallig oder Reguliert)
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Fracht Gene: Metabolische Wege, Antibiotikaresistenz, Resistenz gegenliber toxischen Metallen,

Bakterizide, Virulenzfaktoren... > lksﬂU\hQJf\ W,{MVQ_.

Plasmide erhéhen die Vermehrungsfahigkeit ihres Wirtes und nutzen dies aus, um sich selbst besser
vermehren zu kénnen=> Es sind selfish (selbstsilichtige) DNA Elemente

Plasmid Konjugation

Sex pilus, DNA Sehr viele Plasmide (Konjugative Plasmide) enthalten die
‘T’eggfﬁ; pore; & Gene, um ein Typ 4 Sekretionssystem (genauer: Sex Pilus)
Secretion o auszubilden.
System w =i Tn1000
== rT—-Z'j‘_"--- Dieser wird dann verwendet, um das Plasmid von der
9925000 & N . . L. . .
s ' " &  mannlichen Zelle zur weiblichen Zelle zu Ubertragen (siehe
/ , - Vorlesung 2).
| =7swp  Fplasmid  25mo—§) Diese Konjugation ist weit verbreitet in Bakterien und in
| einigen Archaeen. ;
>
T \\ R S0kbp
onv
Transfer-start Normal plasmid
into recipient replication

i Extonded-Spectrum -
| Lackamass gene ] transferiert (durch Konjugation) Resjstenz Plasmide.

— P

E. coli ancestor crxfklm e L. . .
~ S0 Antibiotikabehandlung abgetotet wodurch die ESBL
E Coli Bakterien keine Konkurrenz mehr haben und

sich noch mehr verbsreiten.

Andere Typ IV Sekretionssysteme

1. Conjugation Typ IV Se

2. Plant infection

rEtionssysteme Transferieren (ausser
gativen Plasmiden):

2 T-DNA -> Verandert Pflanzenzellen genetisch um
dafiir zu sorgen, dass die Pflanzenzelle das Bakterium
ernahrt (z.B. A. Tumefaciens). Kann auch in der
Pflanzengenforschung eingesetzt werden, um Gene in
Pflanzenzellen einzuschleusen.

- Virulenzfaktoren -> Zellbiologisch aktive Substanzen
werden in eine tierische Wirtszelle eingeschleust, um
diese zu zwingen, etwas Vorteilhaftes fur das Bakterium
zu tun (z.B. L. Pneumophila).

3. Animal/Amoeba infectje

Leaporels
posurmopde

Eukayotic cell

Seite 48 von 219



Zusammenfassung Biologie Semester 2

Viren

Definition Virus: Genetisches Element, welches sich lediglich innerhalb von lebendigen Zellen (=
Wirtszellen) Replizieren kann.

Anzahl: Mehr als 103! Viren

Klassifizierung: Ist Schwierig: Diversitat, konservierte Konstruktionsprinzipien. Es gibt aber
vermutlich 4 Reiche von Viren. Zwei davon waren vermutlich schon bei LUCA vorhanden:
Duplodnaviria und Varidnaviria. Diese sind bei Bakterien nachweislich sehr weit verbreitet und bei
Archaeen auch, aber dort gibt es etwas weniger komplette Informationen. Diese Virenreiche
infizieren auch Eukaryoten.

Module fiir die Replikation und Kapsid
evolvierte vermutlich von Genen von Pre-
LUCA Pangenom.

{‘@@@; ‘ i
aree ol
@ i . Take home message: Vermutlich-hatte auch

. @ schon LUCA ein Problem mit Viren
‘ Ul

RNA Welt Hypotese mit RNA Viren ist

\\ A vermutlich nicht logisch, da es heute kaum
@ Bakterien und Archaeen Viren gibt, die RNA
- | RNA World als Genom besitzen. Die Eukaryoten Viren
RNAviruses hypothesis
\/ (mit RNA) sind vermutlich erst entstanden,
\’a’) als es Eukaryoten gab.
pre-LUCA pan-
genome

WKiinravin (2090\ Nlar Rav Minre

Virusinfektion: Lytische Infektion

Virulente Phagen = Lytische Infektion, totet die Wirtszelle

W&Mm M
Protein coat Virions
remains outside @
Viral DNA enters

Virior/
o ,
Cell (host)

000 £° .8l
%0 d8.25 N0 0 @ @
= > (o olfc 0o ° 03 [ @ > @
Sotosa0e 5 =
1. Attachment 2. Penetration 3. Synthesis of 4. Assembly and 5. Cell lysis and
(adsorption of of viral viral nucleic acid packaging of release of
phage virion) nucleic acid and protein new viruses new virions
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Virulentes Virus: Plaque Test

[\
|

Mixture comtamning
molten top agar
bactenial cells, and
diluted phage 2. The mixture is left
suspaension . ¢ 4if

_~ Sandwich of top agar
and nutrient agar

Phaga —_

plaques — Lawn of host cells

Temperate Viren
virus @

J
® | infection

—
Lysogenic pathway

|

Lytic pathway |

N Induction —=
‘ - -
l _ Integrated virus
Spdy) ==\ “prophage”
=

e’ LYSOgen

Das Cholera Toxin wird encodiert durch einen Phagen,
Lysogen konvertiert hat. Das Choleratoxin fiihrt bei Menschen zu starkem Dur
und das Bakterium sowie der Prophage wird dadurch extrem effizient vermehrt.

Propen 2 hyen, die Blierien
L sRolla

Bei den Plaques (Locher) vermehren sich aus
einem Phagen viele, toten vorhandene
Bakterien und macht es neuen Bakterien
schwer / unmaglich sich dort zu vermehren.
Da Phagen viel kleiner sind und es dort keine
Bakterien mehr gibt, gibt es dort keinen
Tyndall Effekt -> An den nicht triiben Stellen
befand sich zu Beginn ein Phage.

— {Zxofien g@r @ouleren £ Admen

Temperate Viren entscheidet sich ein gewisser
Anteil fur dendytischen-Weg; bei welchem die
Virenproduktion erhéht und der Wirt am Ende
getotet wird und ein Anteil flr den lysogenen
Weg. Bei diesem wird das Virusgenom in das
Genom des Wirts eingebaut und wird so zur
Prophage. Diese werden dann zusammen mit
der Zelle repliziert. Hat die Bakterienzelle
Probleme (z.B. SOS Response, siehe vorherige
Vorlesung), so vérwendet die Prophage den
LexA Repressor, um seine lytischen
Induktionsgene freizuschalten und den lytischen
Weg zu gehen. Dies wird Induktion genannt.
Prophagen beherbergende Archaeen und
Bakterien werden Lysogene genannt. Prophagen
encodieren machnmal auch Cargo Gene, die die
Fitness des Wirts sogar erhéhen kdnnen.

aktoren: Cholera Toxin Phage

in Vibrio Bakterium befallen und
is 25L pro Tag)
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Verteidigung gegen Infektion (Fremde DNA)

Verschiedene Bakterien besitzen verschiedene Verteidigungssysteme. Einige davon sind noch nicht
entdeckt. Einige sind konserviert in Eukaryoten (Cyclisches Nukleotid -> STING Immunantwort bei

Tieren auf Viren). lrze. Bosoraepere  von DA cdar €A, de 8"69"'&“#\'9
Restriction / Modification System / )32 LCO‘V‘P@NW @3&5“?00“'3 &a 8@&/4. 089_
i N
Die Restriction Endunclease erkennt Palindrome EcoRl/r,e_slrLQn enzyme EcoR| methylase abﬁvzfg in
Sequenzen undgspaltetidiese. Die Bakterieneigene \E"ﬁ@')/‘d@ag @‘g‘;‘g ~ Mathyls VITG‘)MDMN
P ! B sol in

DNA ist dabei geschiitzt, da diese EcoRl Enzyme s OMATTE = 5 GAATTE 2 l
nicht binden kénnen, wenn die DNA Methyliert ist. 3 ‘5 © GTTAAG -
Die Methylase sorgt fiir diese Methylierung der bt

DNA (Modification). s Po&tr\d&omé S@rUQﬁZgrl ™ M@d@n DA tmped V\/\L\—\/\\/leﬂ\

Werner Arber, Daniel Mathans und Hamilton O. Smith haben 1978 herausgefunden, dass
Restriction System Phagen zerstéren kann und so die Bakteri g €ben kann. Ausserdem
haben sie herausgefunden, das estriction Enzyme und eine DNA Ligase verwenden
asmide synthetisch herzustellen (siehe Teil von N. Ban).

CRISPR System

' CRISPR immunity

»

erRNas (1))

CRISPR/Cas systems form
an adaptive immune
defence.

Viral or plasmid DNA

in many Bacteria (40%) and
Archaea (90%).

If a host is attacked by the
same phage for a 2nd time,
it can stop the infection.

£

1. Immunization

/“\
Viral DNA  Memorizing Cleavage
Prot complex of complex of
OSPSCH Cas proteins  Cas protems

3 interference

2. expression

e Caljenes

Repeat Spacers  Spacer Bacterialarchaeal
chromosome

Brock Fig. 11.33

Erlervings PNA

CRISPR (clustered regularly =
interspaced short palindromic repeats)
Adaptation Expression Interference

Components of i E " |1 .
Class 2 systems Repeat Spacer Pre-crRNA Effector module (crRNA Target cleavage
. arra integration processing and target bindin
(i.e. CRISPRI/Cas9, used y 9 : g and target binding)
i genome engneering) W (e (co)icon’ o)

Markarova 2020 Nature Rev Micro
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Genom Engineering

E. Charpentier und J. Doudna haben
herausgefunden, dass dieses System in
Bakterien auch fiirrGenom Engineering
verwendet werden kann. Das CRISPR-Cas
Komplex System kann mit einer bestimmten
crRNA beladen werden. Dieser Komplex
wird dann zu einem Sequenzspezifischen

Cleavage site
1 2. Cas9 site-directed cleavage DNA Bindungs- oder Verarbeitungsenzym.
!g@g!!/ T Z.B. Kann, wie links beschrieben, ein solcher
o 2\ recombination

Komplex verwendet werden, um im Genom
einen Schnitt an einer genau definierten
Stelle im Genom gemacht werden und dort
dann DNA eingefiigt werden.

l 3. Add insert; integration by homologous recombination

S

DNA insertion

(@) Genome insertion

Genome Umbauen: Transposable Genetische Elemente

mverted  INsertionssequenzen sind die einfachsten Transposable
epeat .
genetische Elemente.

DO a@

regulator Transposase

promoter

Diese sind interessant, weil:

- sie die Genomstruktur massiv verandern kdnnen

- sie Evolutiv wichtig sind, weil einige dieser Transposablen Systeme die Vorganger vom
CRIPSR-Cas System waren

- sie eine Basis fir verschiedene Molekularbiologische Werkzeuge sind

Transposition

Ist die Bewegung eines transposablen Elements zu einer
direct anderen Stelle (Chromosom, Plasmid, Virus). Dies
Passiert 10 — 107 mal pro Generation. Die Transposase
‘old site” i 4 >— Katalysiert die Transposition. Die Direct Repeats sind die
< doppelte Zielsequenz und bestehen aus 5-9 Nukleotiden.
“new site” D Die Inverted Repeats sind die Enden des Transposons (=

l kénnen Lokus ohne RNA Zwischenstufe dndern) und
“new site” [%M?

bestehen oft aus mehr als 15 Nukleotiden.
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TnS
Size; 5700 bp
2 IS50 elements

Bemerkung: Beim Transposon links befindet
sich vor und nach dem gesamten Gen je ein
Direct Repeat. Durch Genfehler ist eine

s Bock Fg 1128 Transposase defekt, aber eine Reicht fiir die
Transposition aus.

e -
/ \i':.‘. Komposite Transposon

\

E. coli B \

. / \ - Inverted Repeats = 2 Kopien eines IS
) .\ 3815 ele‘ments itl : Elements
\ ." - Encodieren eine Transposase und andere
N, i Gene (z.B. Antibiotikaresistenz
--"“»-\\7./.3“.( - Integrieren und bewegen sich wie IS
Elemente

Abundanz (= Haufigkeit) und Lokation

- Normalerweise mehrere Transportable Elemente pro Strang
- Befinden sich innerhalb von'Chromosomen, Plasmiden, Viren (selfish)

Transposition

- Gen unterdriickung / reaktivierung

——>— -~ —)-
- Promotoren —1:>— - ‘@—

Excision

- (Prazise Exision: Rekombination zwischen 5-9 BP Duplizierten Zielsequenzen
- Imprazise Exision: Rekombination zwischen >15 BP IS-Modulen eines gegenteiligen
Transposons

Rekombination

- Deletion: Rekombination zwischen Zwei Elementen derselben Orientierung
- Inversion: Rekombination zwischen zwei Elementen in gegenlaufiger Orientierung

- - deletion -

Ao Wudkiont
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C: Konzepte in Eukaryoten (Y. Barral)

Vorlesung 1

Normalerweise besitzen Eukaryoten die folgenden Organellen

- NuKeus

- Cytoplasma

- sekretorischer und endozytischer Weg
- Mitochondrien und Chloroplasten

- Flagella und Cilia

Informationsmakromolekiile wie Nukleinsduren und Proteine erlauben zelluldre Operationen wie
Energieumwandlung und Reproduktion.

plasma membrane nuclear
\ cytoplasm membrane
plasma membrane / —--‘nucleus\
\ cytoplasm DNA

A

mature mMRNA

pre-mRNA
transcription ‘ transcrlptlor/
../‘

/ ; mRNA \ e

protein translation

translation
ribosomes protein % S
ribosomes

prokaryote eukaryote

() (b)

Wie man im Bild oben sehen kann, findet bei Prokaryoten die Transkription und Translation am
selben Ort statt. Bei Eukaryoten findet die Transkription im Zellkern statt. Die gebildete pre-mRNA
wird zur mature mRNA ausgebildet, verlasst den Nukleus und kann im Cytoplasma translatiert
werden.
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g g rwven on Rredudelion
108 wnd. 60S- Onfereilest
Der Nukleus T .

Nucleolus ldlemes srpercinen
Zusammenbau von ribos en n zelen an DA,
‘‘‘‘ ‘ Proteinen, au Zytoplasma QA wndrden, et
/ tert, auf prerRNA im Nucleolus Vava ongon

Outer membrane

Nuclear pores
Inner membrane

pre-willa: &UMM\J DA Tepndastphion Eulandn
Nukleus Hiille Vorgingec” M
Besteht aus vielen aneinandergereihten
Ringen (D), die so diese pordse Hiille
bilden. Die Poren sind Elektronendicht
(schliesst die Pore und Kontrolliert, was
rein oder raus geht).

Nuclear Envelope

he Nucleus

, Erweiterung der Nukleinhiille in das
to cytoplasmic nuclear
apeecsmn pore Cytoplasma.—> &R
complex ER

LINC
complex
9 ‘o\e'\“s
) W\ lamina

Unterschiedliche eukaryotische Zellen

Plasma membrane
Envelope of the chloroplast
Chloroplast

Thylakoids

Plasma membrane

ER
Golgi apparatus

Nucleus
Mitochondrion

Golgi
apparatus

Contractile Vacuole
Digestive Vacuole
Basal body

Cilium

Peroxisome

Cell wall

Links: Eine Tierische Zelle. Rechts: Eine Zelle einer Alge

Kontraktile Vakuole: Ausgleichung des osmotischen Drucks durch herauspumpen von Wasser aus
der Zelle. Dazu fiillt sie sich mit Wasser und zieht sich zusammen um das Wasser nach aussen zu
Pumpen.

\ekieile. Uomporarbery

ol @ 06, 00 cowS
- @“Wg on Vephonemen Seite 55 von 219
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Basal Body und Cilium: Werden bendtigt, um die Zelle zu fortzubewegen. In ihrer Nahe befinden
sich viele Mitochondrien, da diese Organellen viel Energie benétigen.

Cytoplasma

Auf dem Bild sieht man das Zytoplasma mit den Ribosomen (schwarze
Punkte). Diese Ribosomen bilden «Ketten» aus. Das sind die
Ribosomen, welche gerade an einer mRNA arbeiten. Da sie kleine
Kreise bilden, gibt es die Theorie, wenn sie fertig sind mit der
Translation beginnen sie wieder von forn.

Oben sieht man das ER. Membranproteine oder Proteine, die spater
A Lo eEs g0 sekretiert werden, werden von Ribosomen translatiert, die sich auf der
Oberflache vom (rauen) ER befinden. ]

Das ER, an welchem

Rough ER Proteine hergestellt

Vesicle budding out  Werden; bildet Vesikel
aus. Die Vesikel sind voll
mit noch nicht vollstandig

Golgi apparatus prozessierten Proteinen
(noch keine Zucker
angehangt). Diese Vesikel
bewegen sich dann zum

at und gibt

seinen Inhalt in ihn.
Wenn der Golgi-Apparat

mit seiner Arbeit fertig ist, werden die fertigen Proteine direkt durch das Cytoplasma oder durch

Vesikel zu ihrem Zielort gebracht.

xR A Endocytosis Auf dem rechten
Y-patineay, y Bild sieht man, dass

°

¥ Secretory r tosg, H H

leicht sauer ist.

M .
@?fi‘j’”“‘ Wenn die
' e Membranproteine
T, @ preone
. - l

|~ Transport
vesicle

oder Proteine zur

Cisternae .
- Sekretion von der

% N 2 Synthese zu ihrem

8 |3 Zielort Gelangen,

g e 2 indert sich also der

% ol E pH Wert ihrer

3 : ' ¥z Umgebung von

g | vese” IS o) 7y Jeicht

sauer. Beim

Endozytose Weg werden Proteine von aussen in Vesikel verpackt. Entweder passt sich der pH Wert
> @

Exoyfo : oS
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dann an und die Proteine werden beim Golgi-Apparat rezykliert oder sie werden zum sauren
Lysosom gebracht, wo der Inhalt iberpriift werden kann.

Endozytose Beispiele

- Amobe verschlingt eine Hefezelle
- Rindertrachealzelle nimmt Viruspartikel auf
- Herzendothelzelle nimmt Flussigkeit auf

The main modes of endocytosis

Phagocytosis Pinocytosis Receptor-mediated
, endocytosis
- | . -
= * solid particle = * Y e
4 of ]
® [
u *

, _9
I

. * : R
Pseudopodium Coated pit eceptor

‘: Coat protein *
Phagosome

Vesicle
(food vacuole)
Coated vesicle

Bei der Phagozytose werden grosse Partikel aufgenommen (Beispiel: Vorticella Convallaria, frisst
Bakterien oder Chlorella (Alge), die sich in Vakuolen von einem Paramecium befindet und Glukose
fir diesen Produziert). Die Pinozytose sorgt dafiir, dass extrazelluldre Flussigkeiten und alles was'in
diesen Flussigkeiten'schwimmt in die Zelle aufgenommen werden kann. Bei der
Rezeptorvermittelten Endozytose bindet ein bestimmter Stoff an einen Rezeptor. Danach Formen
sich Vesikel mit diesem Stoff an den Rezeptoren im Innern mit Mantelproteinen auf der Aussenseite.

Mitochondrien

e At v Wichtig: In Mitochondrien herrscht ein Protonengradient ([H*]
itric Aci ycle Electron Transport Chain
in the P gering innen und [H*] hoch aussen), wodurch die ATP Synthase

Mitochondria
t ATP erzeugt. ( 5? w WN\/
[e)

2 Pyruvate (aus Glykose) werden durch den Krebszyklus in CO, T {lu@gr\mhb
umgesetzt, wobei NADH erzeugt wird. Dieses wird in der 1
Elektronentransportkette verwendet, um O, zu H,0 umzusetzen

und so einen:Protonengradienten aufzubauen.

(Siehe Katabolismus Vorlesungen von J. Vorholt)

a@owbr&y\’f\/m Milohordrien wnen {solrec wobvongip- Solderien die
bn 2dlen axe%ermvm wasden > S/ridose. ; Worde AdBg Y
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Chloroplast va\ex 8{6{)(& W

0O

@

celimagelibrary.org

Granum of thylakoids

HATP S mbhes

Stroma

Pyrenoid (CO2 storage)

Double membrane of
the chloroplast

Starch granule
L Glucoo
Spanac

(7)

o

‘/8_ b

o7

@

@0
an
@)

Der Pyrenoid (besteht
hauptsachlich aus
RuBisCo) ist wichtig, um
CO2 zu binden, da das
CO2 z.B. im Wasser nicht
so leicht zuganglich ist.
Die Synthetisierte
Glukose wird in Starch
Granules rund um den
Pyrenoid gelagert. Die
Thylakoide bilden im
Normalfall Granums, wo
ATP durch das Licht
generiert wird.

E
|

outer memteans

iteemembrane soace

Inner cnambrane (14243 anveiope)
siroma {aquecus Tukh

thyfakold Wrmmn (s of thylakoid)
Ihylakotd mambrane

granum {stack of thylakolds)
thytakoid |laeba)

starch

10 nbosome

11, plasticial DNA

12 plasiogiobule (drop of Ipide)

L R O

Wichtig fir hier: Katabolismus von J. Vorholt und Anabolismus von J. Piel, um zu verstehen, wie

Photosynthese und RuBisCo funktioniert.

Lipidhandel

Wo kommen die Lipide fiir die Mitochondriale Membran

her?

Es gibt einen séhr engen Kontakt (fusionieren aber nicht)
zwischen der Mitochondrialen Membran und der ER
Membran. Dazwischen befinden sich Proteine, die Lipide

von der ER Membran durch das Zytoplasma auf die

Mitochondriale Membran zu libertragen. Im Allgemeinen
besitzt das ER mit vielen anderen Organellen oder der
Plasmamembran iiber Proteine kontakt (Siehe Bild rechts).
Diese sind sehr Wichtig fiir den Lipidhandel zwischen dem
ER und Organellen oder der Plasmamembran.

Auch z.B. Calzium kann durch diese Kontaktstellen tbertragen werden.
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Mitochondrien bilden auch noch Kontakt (liber Proteine) zu anderen Organellen wie dem Golgi-
Apparat, Peroxisomen, Lysosomen, Lipidtropfen und Melanosomen.

Cilia / Flagella

Das Fortbewegungsorgan kann sich auf zwei
unterschiedliche Arten bewegen: Wie ein
Propeller (dann ist es ein Flagellum) oder wie
eine Peitsche (dann ist es ein Cilia).

. -
. .o' “e.
-
'...ooo.. ... 0.
PasSVe par X ;. .-..... .
in motion -t e
LT

basal body

F

agellum Ciha

LECA hatte (aufgrund von dem, was Eukaryoten heute besitzen):

- Ein (oder Mehrere) Nucleus
- ER

- Golgi-Apparat

- Vakuolen

- Peroxisome

- Endosome

- Cilia oder Flagella

- Mitochondrien?

- Kein Chloroplast

Herkunft der Eukaryoten

- Viele Eukaryotische Gene besitzen ihre nachsten Verwandten in Bakterien oder Archaeen
- Chimarische Natur der Eukaryoten
Monophyletische Herkunft der Eukaryoten

ous Acroen wnd. Bslderter]
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Verschiedene Maéglichkeiten, um die Domanen Beziehungen im Lebensbaum zu sehen

A Three domains

A: Drei Domanen Baum: Basierend auf rRNA Phylogenie, Gleichrangige

Eukaryotes
.. '
Bacteria ; ; Archaea Domanen sw@m‘dﬂh

B: Zwei Domanen Baum: Bakterien und Archaeen. Eukaryoten sind aus
den Archaeen entstanden. —5o\lidne  Zallen, DVA

L Luca

B Two domains C: Symbiose mit Mitochondrien: Weil Eukaryoten nicht nur evolvierte
Archaeen sind, LECA hatte Mitochondrien. Sobald die Mitochondriale
DNA miteinbezogen wird handelt es sich nicht mehr um einen

gegabelten Graph. — &@Wwwm Orgu\@“%/ die. ®e endegymiionhecin

D: Symbiose mit Mitochondrien und Plastidén: Wenn Plastide ebenfalls  gndond far
miteinbezogen wird, entsteht eine neue Doméane mit'Photosynthese
betreibenden Eukaryoten. Diese Eukaryoten besitzen auch Gene von

einem Plastid Vorfahren. %U‘oa‘b%ﬁﬁz

Eukaryoten sind vermutlich aus Prokaryoten entstanden, die Eng %Wm
miteinander Interagiert haben. Dies passiert oft, somit hatte es viele
D, ‘Symbiosis Including plastids dieser Symbiosen geben missen. Aber der Eukaryotische
Phylogenetische Baum ist monophyletisch (haben alle den gleichen
Vorfahren), es hat also nur einen Event gegeben, wo Eukaryoten
entstanden sind.

Luca

C Symbiosis including mitochondria

Wm@n

Luca

Luca

Entstehung von Eukaryoten: Textbuch Ansicht

Eine Eukaryotische

Nuclear envelope Ze”e (oder
Endopl i
reticutum, | Nucleus Protoarchaeon)
{ Mitochondrion
b= H
m';:%% 7™ — 3'75""""?"'""" enstand aus einem
membrane { eukaryote
e endomembsune KU SSS/) - Archaeon.
- ——  system -
= a9~y
& ) Spater wurde ein
Engulling':;ic @
1
- a Eroseye . Alphaproteo-
‘ / @ bakterium
( 2 Cytoplasm Engulfing — | ‘% -
' of serobic '\ (@ aufgenommen,
r rotr I 4 J
Nae'| preneryete ool » 5] welches zum
:::mraane Milochon‘drion :nceshal ) M |t0 C h on d rium
——— wurde und das

Copyright © Pearson Education, Inc... publishing as Benjamin Cummings.

Protoarchaeon aerob
machte (-> Vorfahre heutiger Eukaryoten). Eine dieser aeroben Eukaryoten ging dann eine
Endosymbiose mit einer Cyanobakterie ein, die dann zu den Ptasmiden wurde. (-> Vorfahre heutiger
Pflanzenzellen). Dies ist das klassische Modell, es gibt aber einige Probleme damit und es gibt mehr
Modelle. Es wurde aber relativ lange angenommen, da es Eukaryoten ohne Mitochondrien gibt.
Allerdings besitzen diese Eukaryoten Gene, die von Mitochondrien stammen (den Bauplan von
Mitochondrien im Gen im Nukleus). Somit mussten diese friiher auch Mitochondrien besitzen. Die
Textbuchversion scheint somit doch falsch zu sein.
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Endosymbiose Modelle ~>oitide ™

Phagotrophic origin ntrophic/MDV origin

3] Phagocytosis
Flagellum

Endosymbiosis
(mitochondria late)

{ Endomembranes
\ including nucleus
from MDVs

Archezoon or
complex archaeon

) “Primitive” Endosymbiosis
phagocytosis (mitochondria early)
4 \
-" order ? /"
\ » MhbaH. -
Endomembranes - geeen ity

and OMV secretion
2\ | €8
5 Z;
akside

Inside Out Model > zdic blddr snum Reldesiom

Welches Modell stimmt?

- Mitochondrien zuerst oder Spater?
- Outside-in oder inside-out?
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Martin W. et al., Microbiology & Molecular Biology Reviews, 2017

Phagotropischer Ursprung W&OCDI\OJ\(‘J\{*,Q\ [DJQ,

Ein Alphaproteobakterium wurde von
einer Phagozytose fahigen
eukaryotischen Zelle gefressen aber nicht
verdaut. Dadurch wurde es zu einem
Organell.

Syntrophischer / MDV Ursprung MQWI‘C@%‘U
Ein Bakterium und ein Archaeon sind g
eine Symbiose eingegangen. Dadurch ist

das Bakterium in das Archaeon

aufgenommen worden. Der Nukleus hat

sich erst spater entwickelt.

Ein Archaeon hatte eine enge Symbiose mit einem
Alphaproteobakterium-(A). Das Archaeon entwickelte
dann Strukturen, die die engere Zusammenarbeit mit
dem Bakterium ermoglichen (B). Diese extrazelluldren
Domanen mussten schon Proteinsynthesen
durchfihren kénnen, um optimal mit dem Bakterium
interagieren zu kénnen, was die Separation von
Transkription und Translation begiinstigt hatte kénnen.
Da die Proteinsynthese die meiste Energie benotigte
fand sie immer mehr in der Ndhe der Bakterien statt,
wahrend sich dieextrazellularen-Domaneniimmer
mehr ausbreiteten (C, D). Die Bakterien wurden mit der
Zeit die Mitochondrien (E) und an einem gewissen
Punkt gab es eine Abgrenzung zwischen der neu
efntstandenen Eukaryotischen Zelle und der Umgebung
(B). Das was wir heute als Nukleus kennen sind die
Uberbleibsel des ehemaligen Archaeons und das
Zytoplasma sind die entstandenen Verlangerungen.



Zusammenfassung Biologie Semester 2

Probleme:

1. Eukaryoten ohne Mitochondrien besitzen Gene von Mitochondrien in ihrem Genom.
Eukaryotische Lipide (z.B. fiir Nukleus Membran, ER, Golgi-Apparat, PM...) besitzen einen
Bakteriellen Ursprung. Archaeen besitzen andere Membranen und auch nicht die
Maschinerie, um solche Membranen herstellen zu kdnnen (Bakterien schon). Diese
Informationen hatten von Bakterien tGbertragen werden mussen, bevor die Zelle entstehen
hatte kdnnen.

3. Woher kommen die Introns?

4. Was war der selektive Druck, welcher zur Bildung des Nukleus fihrte?

-> Mitochondrien spater Modelle scheinen falsch zu sein "V\SHQ_ aﬂ‘

-fiir-Mitochondrium-first-Modelt’ -
Zusatzlich zu 2: Argument-firVi . . /
nyde o

Key: =)
, Ribosomes # Negylcosylation ™ CAv/ESCRT machinery

Archaeen sowie Bakterien konnen
keine Vesikel nach innen Formen und
B secv/secs1 o Apase @ NPC/Flagellar pore
) Rbophorinl  4p importrs o, of cotomer durch diese Stoffe transportieren. Sie
o9 ca?* @ Basal body & Dynamin family . . .
konnen sie aber nach aussen bilden.

Archaeon Alphaproteobacterium
(o] (@]

Archaeen besitzen eine relativ
ahnliche Maschinerie wie die Escort
Maschinerie der Eukaryoten.

Ein Alphaproteobakterium innerhalb
eines Archaeons kann Vesikel mit
Lipiden bilden (A). Archaeale und
Bakterielle PM sind gut I6slich
ineinander und so kdnnte sich zuerst
ein Mix aus Beiden gebildet haben (B).

Spater hat die Bakterielle PM die archaeale dann vollstandig ersetzt (B+C). Dasselbe System kénnte
dann auch den Nukleus erschaffen haben, sowie das gesamte Lipidhandel System, dass nétig ist fur
Exozytose und Endozytose (D+E). Endosome (= Sortieren Vesikel) sind spater entstanden, da weder
Archaeen noch Bakterien dhnliche Systeme besitzen. -> Argumente, dass das Mitochondrium first
Modell stimmt.

Zusatzlich zu 2: Argument fiir Inside Out Modell

—_— Membrankontaktstellen zwischen den Extensionen des

T‘;J ' ’ Archaeons und den Bakterien kdnnten schon sehr friih
2 =Y o) =\ entstanden sein (LECA hatte die benétigten Proteine dafir
/ / v | schon). Durch diese haben die Bakterien ihre Lipide an die
St ' , ;o = Wirtszelle Gbertragen, wodurch sich die bakterielle Lipid

1 ; Doppelschichten an Nukleus, ER, PM... erklaren lassen.
e

Die archaeale Membran wurde vollstandig durch bakterielle ersetzt, da die archaeale Membran zwar

sehr stabil ist, aber nur schlecht Stoffe hindurchdiffundieren lassen, was bei der bakteriellen

Membran viel besser geht. J/

zuy. Weleehandsien n
und. Zdle. Les knlderidar
Uerbgav
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Zusatzlich zu 3: Typ Il Introns (Bakterien)

Typ Il Introns (Introns = Stellen in der DNA, die nicht codiert sind) sind eine Art

splieing von selfish DNA, welche sich nach der Transkription durch seine Sequenz
@/«OVH automatisch aus der pra-rRNA spliced und einen Ring formt. Die zwei
e encodierenden rRNA stlicke kénnen sich verbinden und werden zur mature-
H rRNA. Dies ist ein guter Weg fiir selfish DNA, sich ins Genom des Hosts zu
ey implementieren, ohne ihm zu schaden oder ihn zu téten.

5’ mm—3'- OH @

i

Die heutigen Spliceosome haben sich vermutlich aus diesen Typ Il Introns

entwickelt. Die Intronsdn dem eukaryotischen Genom miissen daher von
.

3

Novikova & Belfort, Trends in Genetics, 2017

mRNA - . Bakterien stammen.
-:"(é"Lariat
- The majority of introns are positioned exactly in the
same positions in orthologous genes of divergent
Retromobility eukaryotes
Hs - Most paralogs that formed by gene duplication
—v N 4eONA since LECA have introns at homologous positions
#AI ;
l - Paralogs that are the product of gene duplication
4 L~ & that took place during eukaryogenesis are less
P! likely to have introns at similar positions
— ) {
——<0® 3 - Conclusion 1: Most introns were inserted during
i RT3 E @ H eukaryogenesis; eukaryogenesis was a time of
- A ONA £ intense bombardment of the nuclear genome
ﬁfl —N j E with type Il introns from the mitochondrion
i of o E - Conclusion 2: Since the introns come from the
: endosymbiont, mitochondria must have been
F_:I

- Roldesien loon sel{-gliing - wons
Zusitzlich zu 4: Selektiver Druck fiir Nukleus - Aﬂ@;%s&?u@/l% 6@@’ é?fm?‘mz A

Die Introns hatten vermutlich mit der Bildung des Nukleus zu tun.

‘ oﬂb \ ”kp 3 : nﬁ'n 0
2 2o | e s P
‘,"'L Dﬁr r,’ ‘3 ¥
2 " % | e ) ¥
oF ‘ | £ °e

o

& Aen 1AM Qoo B
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Angenommen die Syntrophische Theorie stimmt: Bakterien wachsen viel schneller als Archaeen ->
Viele Bakterien bildeten sich im Archaeon. Dies fiihrte zu Kdmpfen, was zu Lysis einiger dieser
Bakterien fiihrte. Die freie, bakterielle DNA fusionierte dann mit der archaealen DNA. Da Intron
Transposone nicht in Archaeen vorkommen, hatte die archaeale Zelle keine
Verteidigungsmaschinerien gegen diese und das Genom wurde stark von diesen angegriffen und
Introns konnten sich an vielen Stellen niederlassen. Mit der Zeit haben gewisse dieser Introns andere
gespliced und gewisse haben dadurch mit der Zeit ihre Eigenschaft zum selbst splicen verloren. Da
Transsplicing eine gewisse Zeit dauert, wurden mit der Zeit fehlhafte Proteine gebildet (Introns
wurden mit translatiert). In diesem Moment hat sich ein starker selektiver Druck aufgebaut, der zur
Ausbildung des Nukleus gefiihrt haben konnte. Mit ihm, haben die Splice Gene genug Zeit um ihre
Arbeit zu machen, bevor die mRNA mit Ribosomen in Kontakt kommt (Transkription / Translation
raumlich getrennt).

Zusatzlich zu 4: Entstehung Nukleus beim Inside Out Modell

Hier hat sich der Nukleus aus der ehemaligen archaealen Zelle gebildet. Die Abgrenzung des Nukleus
von den extrazelluldren Bestandteilen war wichtig, da es vermutlich auch hier Angriffe von Intron I
Transposonen von den Bakterien gegeben hat.

Zusammenfassung

LECA besass vermutlich Mitochondrien und Eukaryoten sind ein Produkt der Symbiose zwischen
einem Archaeon und einem Alpha-Proteobakterium. Es entwickelte sich:

Seperation von Translation und Transkription

Die Spliceosome (und die mRNA 5’ Kappe, die bendtigt wird um Ribosome zu rekrutieren)
Den Nukleolus, um die Ribosom Biosynthese zu beschranken

Breit erweiterte Faltungs- und Proteinregulierungsmaschinerien

Generalisierte die Post-Translationale Regulation von Proteinen durch Modifikation
(Phosphorylierung, Acetylierung)

Die RNAi Maschinerie

7. Das Cytoskelett: Seperation der Trnslation von der Transkription erlaubte vermutlich die
Ausbildung des Cytoskeletts in dem Cytoplasma, um mit der Zellvergrosserung, der
Chromosom Segregation und der Zellteilung klar zu kommen

vk wnNeE

o

All dies war vermutlich moglich durch die enorme Erhéhung von verfligbarer Energie durch die
Mitochondrien. Folgende Fragen bleiben unbeantwortet: Wieso gibt es mehrere lineare
Chromosome? Was hat zu der Erhéhung der Genomgrosse gefiihrt?

L5 Eilaxydn datlion odfiere-

Vorlesung 2

Es gibt 8 Reiche bei den Eukaryoten, die sich sehr frith (nach LECA) gebildet haben. Es gibt noch
andere Modelle, um die Reiche zu beschreiben. Z.B. Nummer der Flagellen: Unikonts haben eine
Flagelle, Bikonts besitzen 2 Flagellen und Intermediates scheinen auf den ersten Blick Unikonts zu
sein, besitzen aber noch weitere kleinere Flagellen.
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Bacteria Archaea Time Estimate
Range
O Calibration
PointRange
LECA 1173 (718-1455)

1006 (631-1279)

Opisthokonta

646 (410-863) o

329(224-349)

A A AKX

Bilateria Red Algae Bryophyta Angiosperms

Fungi

Reiche der Eukaryonten

Orphans 4 leonls R\G\‘@@ﬂ

A B Photodamage protection

] © Y

Accelerated photosynthesis
=

(2) Light uptake

HCO;
entry

CO,\
ransfer

(1) CCM (1) PAR and UV sunshade  (2) Energy dissipation

C Armor protection against

(1) Viral-bacterial infection (2) Selective grazing

(spinal formation)

(3) Nonselective grazing
("junk*” food strategy)

SN W0s 608 = §Q Unésdinkeibn
\Roldesten: Zag S 2208

LW
Nach LECA hat es viele Seperationen in - g))\yo \l
Phylogenetischen Baum gegeben. Alle 31 Zoytri
heute Ieb.enden Qrgamsrpen sind die (ﬁ?&eﬁ_
auf dem linken Bild gezeichneten
Dreiecke. Diese haben sich alle vor
weniger als 650 Millionen Jahren
entwickelt. Es scheint dort also einen
Event gegeben haben, nach welchem
nur einige Eukaryoten lberleben
konnten. Die Entstehung von
Landpflanzen scheint ein wichtiges
Ereignis zu sein (Glukose an Land
verfiigbar in deren Friichten).

b@ml { v\@_
OVgM\\sts

Borta)

Sehr kleine, multizellulare /7
Organismen. Z.B: Coccolithophyceae
formten unsere Erde, da die Felsen

aus dessen Hillen (CaCos) bestehen.

A: Die Hiille hilft den Organismen bei
der CO2 Anreicherung und
Reflektiert das Sonnenlicht um sie
bei der Photosynthese zu
unterstutzen.

B: Sie schiitzt vor UV Strahlung

C: Die Hulle schitzt ausserdem vor Viraler oder Bakterieller Infektion sowie davor, vor anderen,

grosseren Protisten gefressen zu werden

Blionts

Rhizaria

GrundsatzlichHeterotroph, Zwei grosse'Kladen (= Monophyletische Gruppe)

1.

Foraminifera: Grosse Hiille (0.5 — 20mm) mit diversen Kompositionen im Normalfall aus

CaCo3, 10 000 lebende Spezies, einer oder zwei Nuclei, sehen aus wie Schnecken, bestehen

aber nur aus einer einzigen Zelle

Radiolaria: Durchschnittliche Zellgrosse (0.1 — 0.2um), internes Skelett aus Silikaten, wenn

sie sterben und im Meer sinken, verdichten sie sich und bilden Feuerstein (war mal sehr

wichtig fur die Menschheit)
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Alveolata b‘lwg / me

Neben ihrem Flagellum befinden sich einige Alveolen, wessen Funktion noch nicht ganz klar ist.
3 Grosse Kladen:

1. Dinoflagellate: Plankton, Zellwand aus Zellulose,
1500 lebende Spezies, produzieren Toxine,
Autotroph/Mixotroph

2. Apicomplexa: Leben als Parasiten in Tieren (z.B.
Plasmodium = Erreger von Malaria)

3. Ciliate: Plankton in Salz- und Siisswasser,
Autotroph/Mixotroph, Symbiont in der
Darmflora einiger Tiere, Mehr als 40 000
lebende Spezies

Ciliate (Teufeltierchen)
Ist relativ gross (200um = 0.2 mm) und besitzt einen

”~
Contractile /. . .— Cllis R .
boiioh @\ Mund, der Phagozytose erlaubt. Die Cilia erlauben die
-L Pellicle Fortbewegung. Besitzen eine Contractile Vakuole und
Radiating _ . . . . .
canals Oral Groove zwei Nuklei: Den Makronukleus, worin sich das die
(Vestibulum)

Mcroniitain Genexpression abspielt und einen Mikronukleus, in
Q [" DN oVt welchem sich eine Kopie des Genoms befindet.

Macronucieus \ % e Cell Mouth . . . .. .
'o {) (Cytostome) Diese Mikroorganismen kénnen Algen in ihren Vakuolen
7y K . o . .
SipoRi \% " V" Anai pore lagern ohne diese zu téten. Diese Algen betreiben
Ny \,_ (Cytoproct) . . . .
- R e 6_9.\‘ Fotosynthese und versorgen ihren Wirt mit Energie, und
vacuoles S der Wirt schiitzt die Algen vor Fressfeinden.

Stramenophile bl\LC]V\’t&

Bicons, welche einen Pilus besitzen, welcher mit vielen kleineren Pili ausgestattet ist. Es gibt 3 Kladen
in diesem Reich:

1. Diatome: Autotroph, 20 000 lebende Spezies, : o) SERR A o
Unizellulares Plankton, 2-200um gross, Zellwand : : \
aus Silikaten, Produzieren 20-50% des Sauerstoffs
weltweit, erzeugen Diatomit (Kieselgur)

2. Gold (Susswasser) und Braunalge (Salzwasser):
Autotroph, gross, Multizallular

3. Oomycete (Algenpilz): Heterotroph, Filamentose
(= Fadenformig) Organismen, die aussehen wie
Pilze aber keine sind. Gamete besitzen Flagellen,
Einige leben als Pflanzen pathogene.

ymln e
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Archaeplastida bz\@\{\'\'&

Viele unizelluldare und multizelluldre Kladen; alle autotroph
(Photosynthese). Besitzen einem griinen Chloroplast. Wichtige:

1. Rhodophyta (Rotalge): 7000 lebende Spezies, die meisten
multizellular

2. Chlorophyta: 7000 lebende Spezies, unizelluldre und
multizelluldre griine Algen in Siiss- und Salzwasser

3. Embryophyta (Landpflanzen): >350 000 Spezies

Excavata  ( ‘/Tb\(V\QCQICJ&eB

Unizellulare Protisten‘mit Flagellen, normalerweise heterotroph (ausser Euglena)

1. Euglenozoa: Freilebend oder Parasitar
2. Metamonada: Besitzen keine Mitochondrien, heterotroph, leben im Darm von Insekten oder
sind Parasiten von Sdugetieren

Amoebozoa ()N \U\)\/\J( N

Die meisten von ihnen haben das Flagellum verloren.

Amoeba Mayorella Peiomyxa palustris Acanthamoeba

Lavge (up to 5 mm long). muminucisste Most abundant of amoeba. B
W,mnummdw~m but can also infect animals. Hoals dverse

& vdviale, long types of baclens as endosymbionts.
thougtt to be @ primitive” Eukanyole, ives with
endasymivodic bactena
Mayorella besitzt Pseudopods, mit welchem es Sandkdrner (um abzusinken) oder andere kleine
Organismen aufnehmen kénnen. Das Zytoplasma besteht aus zwei Teilen: Das Endoplasma ist sehr

Dicht und das Ectoplasma ist nicht sehr dicht und nur mit Flissigkeit gefiillt.
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Opisthokonts \M\l&@,{%

Grundsatzlich Multizellular, besitzen flagellen und sind
heterotroph. Drei Hauptgruppen:

1. Pilze: 150 000 lebende Spezies, grundsatzlich ohne
Flagellum, aber einige haben noch eins. Formen netzwerke
(Mycelia, ein, zwei oder hunderte Nuklei pro Hypha) oder
bleiben unizellulér (Hefe). Besitzen eine Chitin enthaltende &t e o ‘
Zellwand. Grundsitzlich Saprophyte, kénnen in ' o g i
mutualistischen Beziehungen mit Insekten, (Ameisen und
Termiten kultivieren Pilze als Nahrungsquelle) Algen i/
(Lichen) oder Parasiten (Candida albicans) leben

2. Choanoflagellate: Ndchste Verwandte der Tiere, welche noch immer unizellular sind. Leben
in Kolonien mit verschiedenen Zellen.

3. Tiere

Symbiose in Eukaryoten

Endosymbiose: Sekundare Endosymbiose: Durch sekundare Symbiose eines Eukaryoten mit einer
Rotalge oder einer Griinalge enstanden Plastide, die es den Eukaryoten ermoglichte, Photosynthese
zu betreiben.

Kleptoplastie: Eine Schnecke frisst Griinalgen, die als Chloroplasten wirken und sich auf dem Riicken

der Schnecke befinden. %de_&b\mckm

Mikrobiom: Gewisse Mikroorganismen werden von einem Host nicht getétet und kdnnen diesem
sogar helfen. Z.B. Darmflora

LECA

Maihaced Wenn man sich die Eigenschaften

) der heute Lebenden Eukaryoten
anschaut (besitzen sie ein Flagellum,
ein ER...) dann kann man drauf
schliessen, dass wenn alle oder die
meisten etwas besitzen, dass auch
LECA dies besass.

Es scheint, dass LECA'alles hatte und
sich Eukaryoten seitdem spezialisiert
haben, Strukturen anpassten oder
AN verloren haben, wie es am besten zu
» ihrem Lifestyle passt anstelle
komplett neuer Strukturen zu erfinden. Was fiihrte zu dieser Explosion der Diversitat?

Notere, fn [dw}”j"
—ugi{logeloT uniconte
—(ﬂxﬂogd\a‘ \icomng
smpz%@br(mmmm@
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> gsenfon e [deiyes

Vorlesung 3

Der Sexuelle Zyklus > Qkﬁ[@{\@@f\ VV\TSPCN\&QM

) Gz)myh\;ef@nw

Beispiele
Diatomeen Q\(C)\O\Q;(J\ (g L~

Bei pennaten Diatom& (nicht méannlich oder weiblich, isogamos) werden die Zellen immer Kleiner,
da sie bei der Zellteilung eine normalgrosse und eine kleinere Schale bilden miissen. An dem Punkt,
an dem die Zellen zu klein sind, gehen 2 von Diploid (= Infos von beiden Elternteilen, 2n) zu Haploid
(= Infos von einem Elternteil, n) Gber und betreiben zu zweit Meiose. Dabei formen sie 4 Nuklei und
jeder der Zelle bekommt 2 unterschiedliche, welcher dann wieder zu einem Nukleus fusioniert wird.
Ab diesem Zeitpunkt werden 2 wieder Diploide Auxosporen gebildet, die zu Initialen Zellen werden,
die grossere Zellschalen billden, welche dann wieder zu normalen vegetativen Zellen werden. Diese
haben dann wieder die Anfangsgrosse und der Zyklus beginnt von vorn. Bei zentrischen Diatomen
(anisogamos) gibt es einen dhnlichen Kreislauf. Aber einige Zellen sind mannlich und bilden
Spermzellen, die zu den fertilen Zellen schwimmen kénnen und dort eine Meiose bilden.

o) Loy
vegetative cell division Lfls vegetative L:f
T 3 fertile cell division &
I =7 ~ cell w g fertile
S ) ) size &\ J o] : _“ce‘»l
3 \OU e 1 [ size
(. 1 "normal" L \}\C)Q @h Py ot & o \O\d\
zglglgelawe © va'e105|s M — "normal” \ \"D{)
0\?\00\0 ) (@@\5 1°7 vglg’qetanve \PLO\O meiosis
ae L] ] f)\ 90 0 ;
| P‘? . “ P\O\ ‘
=, initial cells | | M o [N
o “,Z’ f = :m::dc | M s
| —_—)) f f—\ CO f U O F
\ | = )
auxospores ‘ = g -
- ‘ auxospore |
.[;‘ I~ I fusion ! [_J - fusion
i -
SRR~ S L E k") S
Lot = :

Ciliate @( d«)‘@w\ GQ OﬂQ/

Paramecium besitzen einen Makronukleus und einen Mikronukleus und kénnen maximal 200
Zellteilungen durchfiihren, dann werden die Zellteilungen immer langsamer und immer mehr Zellen
sterben (sie «altern»).Zwei Zellen, die mindestens 75 Zellteilungen durchgefiihrt haben kommen
zusammen und flihren eine Konjugation durch (= die beiden Zellen verbinden sich) und fiihren dann
eine Meiose durch. Es bildet sich in jeder Zelle zusatzlich 3 Mikronuklei (also insgesamt 4 haploide
Mikronuklei aus einem diploiden Mikronukleus pro Zelle). Jede Zelle tétet dann 3 davon und kopiert
den verbleibenden, sodass noch 2 Mikronuklei in jeder Zelle vorhanden sind. Dann wechseln die
Zellen je einen, sodass jede Zelle 2 unterschiedliche Mikronuklei besitzt, welche dann fusionieren
(Syngamie) und das Matingpaar teilt sich. Der fusionierte, wieder diploide Mikronukleus wird druch
3 Mitosen geteilt, wodurch 8 identische Mikronuklei entstehen. Der Makronukleus zerféllt und 4
Mikronuklei werden die neuen Makronuklei. Durch Zellteilung entstehen 4 identische Tochterzellen
mit je einem Mikronukleus und einem Makronukleus und der Kreislauf beginnt wieder von vorne.
Bei diesem Prozess gibt es 7 Zelltypen und man bendtigt einen anderen Zelltyp fir ein Matingpaar.
Wenn die 200 Zellteilungen abgeschlossen sind, und die Zelle kein Partner gefunden hat, so teilen
sich die zwei Mikronuklei von Paramecium aurelia durch Meiose in 8 haploide Mikronuklei, wovon 7
zerstort werden und der Makronukleus st sich auf. Der verbleibende Makronukleus wird durch
Mitose verdoppelt und durch einen Temoraren Protoplamsmatischen Kegel zu einem diploiden

{@("%‘f - ‘kwu‘;\o\umxﬂ
00 > 00 = p0>> 00, > Q=57 0000
dighch  Yagack Seite 69 von 219 \
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Nukleus fusioniert. Dieser wird 2-mal geteilt (4 Nuklei insgesamt) und 2 werden zu Mikronuklei und 2
zu Makronuklei. Die entstandene Zelle kann nun geteilt werden und es entstehen 2 identische

Tochterzellen.

Conjugation of paramecium

B
Meiosis of micronuclei
produces 4 haploid
micronuclei in each cell.

A
Two cels of compatible
mating types align side
Compatible by side and partally fuse

mates

3 micronuclei in each

— cell Gaintegrate.

. 7 o MEIOSIS (Y, |-,
Micronucleus | *f7 N\
The remaining
Diploid (2n) Hapotc! () 4 micronucleus

Max 200 divisions (y

micronucleus
micronucleus

» in each cell
) divides by mitosis

The original
! macronucleus
intogrates
J Diploid (2n)
Two rounds of a0 i
binary fission yield y o
4 daughter cells. /
~ SYNGAMY
e { E
v — — A/, The cells swap
. - one micronucleus.
4 micronuclei
become
kil Three rounds of G o/

mitosis produce

The mating cells
8 micronuclei eparate.

The two
micronuclei fuse.

Chlamydomonas

Vegetative
cells

Asexual reproduction Vegetative

N —EDN e A
Xk

D

Germination /4

- Giliary adhesion (©
: ot
and pair formation ——

+ |+

Meiosis
+N @
Zygospor;\ /
(2n)
@-&K
Zygote

(2n) Quadriciliate cell
(2n)

Sexual reproduction

Cell wall
degradation and ||
gamete fusion ““eeo

Knospenhefe

= s 000 bain

Autogamy of paramecium W
~/"2 micronuclei D}? ollhe?‘ Q-.(VW

divide by meiosis
B to from 8
Macronucleus breaks

daughter nuclei
into DNA fragments < Semeorein |
and is absorbed into (&) Remaining 1
¢ -
cytoplasm micronucleus
| divides by mitosis
\ A A to 2 gamete nuclei
Paramecium aurella | [+ \ ¥ [s1[) O™~/ —/mMm88
has two micronuclei R (88 &2/ ke
‘ / y 1 k& \ A ‘F"z amete nucle
) / g nuclei
Macronucleus A Diploid (2n) Haploid (n) [of enter temporary
%Y [sfA protoplasmic cone
(| to fuse
Micronucleus Diploid (2n) \J

200x©\" A p
p )
3 L0

A | Y ©
\§ A <0\ of\ ol o« = Formation of
J ()™ Y «— (Y <\ | zygote nucleus
s ¢ S \

(€),
T Paramecium
divide to produce
2 daughter
paramecia

0 H
! Jr————————1 T Zygote nucleus
Out of 4 nuclei, 2 become divide twice to
micronuclei and 2 become form 4 nuclei
macronuclei

Es gibt zwei haploide Vegetative Zellen (n, + und -), die je
bei der Zellteilung 4 neue haploide Zellen bilden (2
Mitosen). Wenn kein Stickstoff mehr vorhanden ist, so
o 3 bilden die Gameten (n) eine Zygospore mit Schale (2n)
durch Verbindung der Flagellen, welche sehr
wiederstandsfahig ist. Sobald wieder Stickstoff
vorhanden ist, so betreibt diese Spore Meiose und
entlasst 4 Gameten (n), welche dann wieder selbstandig
leben konnen. Diese kénnen also nicht als Diploide
Individuen leben (wie z.B. Tiere).

drdden of. Sosulion

Kénnen Haploid (o oder a) oder durch
Konjugation der haploiden Zellen Diploid
leben. Wenn die Diploide Zelle hungert, so
bildet sie Sporen bestehend aus zwei o und
zweia Zellen. Diese Sporen kénnen sich
dann in besseren Umgebungen mit
ausreichend Nahrstoffen wieder teilen,
sodass die haploiden Zellen wieder
beginnen kdnnen zu leben.
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Vergleichung der Lebensweisen AQNON&OM / Z@NDLJ .

Haploid Diploid /

Vorteile - Mutationen haben eine unverzigliche | - Mutationen sind gepuffert, bis sie
Anderung des Phanotyps zur Folge, nitzlich werden
wodurch sie schnell eliminiert werden - Reparation von DNA Schaden in G1
- Weniger DNA indem Homologe als Vorlage genommen
- Kein Wettbewerb zwischen werden
Chromosomen - Genexpression ist robuster

Nachteile - Toleranz zu genetischer Variation und | - Mer DNA zu Replizieren
Evolvierbarkeit ist reduziert - Problematische Mutationen werden
- Genexpression ist «noisy» (= Level der | fixiert («Hitchhiking»)
Variation der entstehenden Produkte - Chromosome kampfen gegeneinander
der Genexpression) )

=>» Die Moglichkeit, zwischen Haploid und Diploid zu wechseln kann sehr Vorteilhaft sein fir

Organismen \\«
@q&gﬁ@(\\@)‘\ \;d/uzr

Schliisselfdhigkeiten des Sexuellen Zyklus eV

Der Sexuelle Zyklus benotigt fusion von Partner / Gameten /abhéngig von der Situation, wir sprechen

von Fertilisation (Embryonischer Zyklus), Konjugation (Isogamie) oder Syngamy allgemein.
(> Vorsdwdzan yon leiweden (Gawden) L Ogegtregyen tonTeden des Goronts von Giver Spardoszde ool etve &ﬂ&m‘tff&b—
Dazu notwendlg ist die;gegenseitige Erkennung von kompatiblen (= Mating Typen, Geschlechtern)

Partnern. Das Geschlecht ist nicht zu verwechseln mit der Sozialen Seite des Geschlechts: Dem
Gender.

Es gibt grundsatzlich zwei Matingtypen, welche nicht mit Partnern desselben Typs fusionieren
kénnen.

Einige Spezies haben viele Matingtypen (> 1000 in einigen basidiomyceten Pilzen, 7 in Ciliaten...), bei
welchen obigen geschriebene Regel (dass Fusion mit demselben Matingtypen nicht maglich ist)
ebenfalls gilt. Dies'erhéht die Wahrscheinlichkeit, einen kompatiblen Partner zu finden.

Partnererkennung bendtigt Zelle-Zelle Signalisation und muss mit Ploidie (= Anzahl Chromosomen)

varieren Dabe gt esvele Madelle, o olscro hidandi o 4+ il

1. ¢ Pheromon Signalisierung (weitverbreitet in unizellularen Eukaryoten). Jeder Mating Typ
stellt ein bestimtes Pheromon sowie den Rezeptor fiir das Pheromon des kompatiblen
Partners her. Diese kdnnen gleich aussehen (Isogamie). Der Diploid verhindert die
Expression von Pheromonen und Rezeptoren aber aktiviert die Fahigkeit der Meiose.

2. (Oberflachenproteine, wie Reziproke Agglutine (Chlamydomonas, keine diploiden,
vegetativen Zellen)

3. Viele andere: Visuelle (Tiere), vermittelnde Partner (Insekten)...

- In allen Fillen bendtigt es ein genetisches System, welches die Geschlechts- /
Matingidentitat priift. In Tieren wird die die sexuelle Identitat durch den Organismus
(Diploid)wverliehen, in unizelluldren organismen durch haploide (Gameten oder
Gametophyten)

- Dies fuhrte anschliessend zur Ausbildung deutlicher Geschlechter mit verschiedenen
Gameten (anisogamie, asymmetrische Syngenie)
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Entstehung des Geschlechtersystems in Eukaryoten

Archaeen genauso wie wenige Bakterien kbnnen miteinander fusionieren in Form von
Parasexualitat, es gibt dabei aber keine oder nur geringe Partnerdiskrimination. Das kdnnte der
Haupt Horizontal Gentransfer Weg in Archaeen sein und kénnte zu der starken Erhéhung der
b roTzon cer mee A o . g ZAenereil: ke
Genomgrosse in LECA gefiihrt haben. Dies hat aber auch einige Nachteile:

2 Gesomthettaler 2ytolcgah estembosen Cromasevencigansdrofbn Claoc Eugommerr-
- Die Karyotypen dndern sich regelmdssig und kénnen nicht fixiert werden, ungewollte Gene
co-evolieren (In Prokaryoten werden co-evolierende Gene in Operons zusammengehalten, W ﬁ“"‘?"“"‘

was die Grosse von solchen co-evolvierten Systemen klein halt
- [Es begiinstigt die Verbreitung von selfish DNA Elementen (Transposone, Introns...)

Aus diesen 2 Grinden formte das Kompatibilitdtssystem von Eukaryoten zwei-neue Funktionen:

o Mating ist nur mit derselben Art Organismus méglich (Erfindung der Spezies)
o (Unterscheidung zwischen Haploiden und Diploiden Stadien (keine Zuféllige Ploidie (=
keine Zuféllige Anzahl Chromosomen))

Sobald die Partner fusioniert sind, ist das erzeugte Objekt diploid. Es kann die Hauptform im Zyklus
sein oder nur voribergehend (siehe Chlamydomonas). Um in‘den haploiden Zustand
zuriickzukehren;, kénnen verschiedene Mechanismen eingesetzt werden:

- (Parasexuelle Zyklen (zum Beispiel hat die Hefe Candida albicans die Gene fiir Meiose
verloren): nach der Paarung und bei der Diploidisierung beginnt das Diploid,.Chromosomen
auf halbzufallige Weise progressiv zu verlieren, bis es wieder haploid ist (Mechanismus
unklar).

- Meiose (alle Gene waren bereits in LECA vorhanden): die Induktion einer reduktiven Teilung,
zu der die Zellen zurtickkehren Haploidie in einem Zyklus (erste Division der Meiose)

Mitose und Meiose

Mitosis Schliisselkonzepte Meiose
Sister chromatids / \
\ Die Homologen Chromosomen werden

Homologues Slsterchromatnds segregats i T
/ﬂ\ W
> ]_ﬂ i i H /H gepaart, was dessen Separation
_/x \\ / \/ \ / voneinander erlaubt.

D|p|0|d EEEEEEE N D.plo\‘d
= > s Mitosis > Die zufallige Orientierung der
Chromosomen zwischen zwei
Meiosis Sister chromatids homologen Paaren erlaubt die zufillige
Homologues  Sister cromatids  Chigsma Homalogues e /i\; [i ) Verteilung von Chromosomen von
/ VAV, beiden Elternteilen

P :
H\_)/ﬁﬁxl_’/ﬁ »\ﬁ/\ﬁ_’ @ /B Allel Austausch zwischen den

Diploid — s HEPOY Haploid ~ homologen Chromosomen durch

G1 > S GZ’ Meiosis | > Meiosis Il Rekombination.

\/'leOere, foosrg
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Possibility 1 Possibility 2
.
(Raeﬂ\ o,

apa 1Y)
Two equally probable
arrangements at Metaphase |

give rise to different M [_'
x x chromosome combinations x x V
c

>
»

a
Crossover region resulting
in A-B recombination

b

lﬁ:

a

b b
Crossover region resulting

c

c in B-C recombination

o

)

AX.A : x‘ Metaphase Il ‘xA : x‘ "
bxb Bx!

>
®

b
A a A A a a
res) e (Cees (e Gametes s JEC T C- T T

[ b b b b ) ) B

%’_/ %{_/%/_/ e

Combination 1 Combination 2 Combination 3 Combination 4

>
»

@

¥
¥

Links: Die Chromosomen kdnnen in der Metaphase | durch ihre Position zufallig verteilt werden. = 6@‘5/‘ wohidad

o

Rechts: In der Metaphase Il kénnen zwischen zwei gleichen Chromosomen durch Rekombination
Teile von Chromosomen ausgetauscht werden. Je langer die Distanz zwischen zwei Punkten auf dem
Chromosom ist, desto grosser ist die Wahrscheinlichkeit, dass auf dieser Distanz Rekombination
stattfindet. Z.B. AB > BC -> P(Rekombination AB) > P(Rekombination BC).

e +dunie. oot = Wk s g

an
Mendelsche Regeln Qe ok
" ] \ ,'N\ S
Gelten nur fir Eukaryoten 8
dcde 9
1. Merkmale werden durch gepaarte/Faktoren bestimmt: Gene, di€ paarweise in Diploide) d.h.
vor der Meiose ;;@3“@«8!—

2. Prinzip der Dominanz: Bei heterozygoten Individuen erlegt ein Allel das Phanotyp; es wird
das dominante Allel genannt Py 4 v

3. Die Gameten enthalten nur eine Kopie jedes Faktors (erstes Gesetz der Trennung): Gameten &y.(
sind haploide und enthalten nur ein Allel von jedem Ort / Gen

4. Unabhangige Merkmale werden in den Gameten unabhédngig voneinander sortiert (zweites
Gesetz der Segregation)

Mitochondrien

Menschen: Informationen von Mitochondrien werden komplett von der Mutter lbernommen.
Wenn die Mutter also eine Erbkrankheit der Mitochondrien besitzt, werden alle ihre Kinder krank,
besitzt jedoch der Vater eine Erbkrankheit, so werden alle Kinder gesund zur Welt kommen.

Inheritance of segregational petites Inheritance of neutral petites Inheritance of suppressive petites Hefe: Normalerweise erd be|
( Mendelian ) ( Non-Mendelian ) ( Non- Mendelian )
O . O . O . der Meiose eine Mutation halb /
halb vergeben. Ist die Mutation
Haploid Haploid Haploid Haploid Haploid Haploid . . . .
s l oo ot l e petite l po i in einem Mitochondrium, so
werden die Nachkommen nach
@ Diploid zygote Diploid zygote oiploid zyzote der Meiose alle nicht betroffen
{ normal ) ( normal ) ( petite )

sein'(durch Kompetition, die
l meiosis l meiosis l meiosis starkeren Mitochondrien setzen
sich-durch). Es gibt aber
O O . . . . . . O O O O mutierte Mitochondrien, die die
petite  normal All normal all petite Mutation vollstandig an alle
Nachkommen abgeben
(suppressiv, die schwacheren Mitochondrien gewinnen die Kompetition).
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In unizelluldren Lebewesen handelt es sich um einen‘Sexuellen Zyklus. Da bei multizelluldren
Lebewesen der sexuelle Weg die einzige Moglichkeit ist, sich zu vermehren, spricht man bei ihnen
von sexueller Reproduktion.

Die Auswahl wirkt sich zugunsten des Sexualzyklus aus > JQ“QQQAQ/ ﬁ(T/\Q&

1- Sduberung von Mutationen:Haploide mit einer schadlichen Mutation verschwinden durch
Gegenselektion (der Sexualzyklus kann waren eine Reaktion auf eine hohe Mutationsrate wahrend
des Auftretens von LECA, beispielsweise aufgrund von Introns)

2- Lésung des Problems von Miillers Ratsche:Schadliche Mutationen, die mit essentiellen oder

vorteilhaften Genen verbunden sind, kdnnen dies nicht verloren gehen, es sei denn, die = m£82/ (E(H.
Verkniipfung wird unterbrochen. Das zufillige Sortiment stellt sicher, dass einige Personen eine
geringere genetische Belastung haben als andere, so dass natirliche Auslese wirken kann. \}Q"N‘d/“\{‘ sich

use\m'aer
3- Erzeugung von Vielfalt: Eine neue Kombination von Genen hilft im Falle einer sich andernden
Umgebung oder bei der Eroberung von g neue Nische

Kosten des Sexualzyklus » VMM

1- Verringerung der PopulationsgréRe bei Syngamie

2- Trennung von gemeinsam entwickelten Allelen

3- Ermoglicht es egoistischen Elementen, sich zu verbreiten

4- Erforderte die Entwicklung ausgefeilter Signalwege und die Etablierung alternativer zellularer
Zustande

: tor Zollidentitit und D : 2)

Konsequenzen des Sexualzyklus: Chromosomenstruktur

Meiosis Der Sexualzyklus (die Meiose)
Diglovd entry  Crassing over RO AT AOT Chromosome breakags .. .
circular genome parng o ind upen spindle elangaton kénnte zu linearen Chromosomen
gefiihrt haben.

) | [ I | L ) * > < P

Dies fiihrt zu einer sehr grossen
Proposed scenario for the emergence of linear chromosomes . . . .
- Genomgrosse bei multizellularen

v . Eukaryoten.

Telomeres (probatdy fram a transposon jprofect the encs to _.? ‘ dW’
pravant random repar, stabiising the linear chromosome

Konsequenzen des Sexualzyklus: Speziation

X1, Vertikaler Gentransfer und kleiner horizontaler
RN TV Gentransferin Eukaryoten'kdnnte zu Speziation
K. (= Artenbildung) gefiihrt haben.

ikt H
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A (57N deplasr
D: Eukaryotische Genexpression (F. Allain) Oneopvalich 7

Vorlesung 1 ) Sochrevod Yli(‘)ﬁ*Sodch
DNA Gepackt im Nukleus /_)\&x\&@nﬁdjéz remostn Heesednemotin: At

Achtung: DNA kommt in Chromosomen vor (fiir Zellteilung) und in Chromatin (linear).

A v . bosenpct U oAsndasecaes M NuKleolus (nicht mit einer Membran vom
! : "_“;.,_.,':.'.,T“",...‘,,,“'.;’N";":,‘.Z’" Rest getrennt) befindet sich dicht gepackte g\yﬁmf‘
X o S DNA und wird rRNA transkribiert, prozessiert
' ':'-‘-:".—:f**—‘ st und gepackts; Rund um den Nukleus sowie an
\\‘ [/ vereinzelten stellen befinden sich dichtere
3?’ S stellen, das Heterochromatin, an welchem
R keine Transkription stattfinden (10% der DNA).
/[ T mecen amina An den'helleren stellen befindet sich'nicht so
=+ dicht gepackte DNA (Euchromatin), welche
- etter wichont sambenns | wicions transkribiert wird.

Innar aucloar membrane envelope

— 2ellllom googf qﬂG:{‘ Tmnvm@ Teovduiphon
Menschliche DNA A Teordali o
Es gibt 23 doppelte (= Diploid) Chromosomen

e o Exon: Stellen in der DNA, welche fiir die

Proteinexpression bendtigt werden

Intron: Werden bei der mature mRNA
herausgeschnitten

o WD T — > yidreockiexerdl

”/m/m;u.u:h

g —~
WM;,B“;’ axon  imtrom Wo-wemo«
sequences RNA
‘
protein
‘
folded protein
(A) Saccharomyces cerevisioe Das Menschliche Genom dekodiert 24

D[:JD [;]Ei”] DHDDQDDD .UDI |:]]IL g 000 Gene, das Hefegenom 6 000. Aber

das Menschliche Genom ist 200-mal

0 10 20 30 kilobases
{B) human grosser als das der Hefe, somit ist die
7 : 7 Genverteilung im Menschlichen Genom
I':m!] - . T — , ‘ D”r R T IIE viel gr65573r]15-ma|). Dazwischen sind
0 10 20 30kilobases  Genomweite Repetition Sequenzen — >  Kepien v
[:] A R W (welche fiir die Regulierung wichtig sind). %\Jr%

—lein Zozemmenhand, C«QJ(\O/V{]DQ&_ boveliliest
wanele Womlex tet /
Aotrobmen < franchg
WW@S@.@@@,
die. MDA codiore

MTWMM
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Wichtig zum Lernen von der Tabelle

Human genome

DNAlength 3.2 10° nucleotide pairs* Durchschn. Exonlange: ca. 288 Nucleotides
Number of genes coding for proteins Approximately 21,000

Largest gene coding for protein 2.4 x 10° nucleotide pairs '{ L(g
Mean size for protein-coding genes 27,000 nucleotide pairs

Smallest number of exons per gene 1

Largest number of exons per gene 178

Mean number of exons per gene 104

Largest exon size 17,106 nucleotide pairs

Mean exon size 145 nucleotide pairs

Number of noncoding RNA genes Approximately 9000**

Number of pseudogenes*** More than 20,000

Percentage of DNA sequence in exons (protein-coding 1.5%

sequences)

Percentage of DNA in other highly conserved sequences**** 3.5%

Percentage of DNA in high-copy-number ly 50%

*The sequence of 2.85 billion nucleotides is known precisely (error rate of only about 1 in 100,000 nucleotides). The
remaining DNA primarily consists of short sequences that are tandemly repeated many times over, with repeat numbers
differing from one individual to the next. These highly repetitive blocks are hard to sequence accurately.
**This number is only a very rough estimate.

losel:

A isaDNA ly ing that of a gene, but

that prevent its proper expression or function. Most arise from the ion of a i gene
followed by the of ions in one copy.

**%*These conserved functional regions include DNA ding 5’ and 3' UTRs regions of mRNA), DNA

specifying structural and functional RNAs, and DNA with conserved protein-binding sites.

percentage
o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
| | | | | | I | | | ]

LINEs  SINEs

introns

retroviral-like elements protein-coding reglons
. DNA-only transposon “fossils” ) ! GENES

TRANSPOSONS
nonrepetitive DNA that is
simple sequence repeats neither in introns nor codons
segmental duplications
| A J
REPEATED SEQUENCES UNIQUE SEQUENCES

Nur 1,5 % des menschlichen Genoms
decodiert Proteine, 3,5 % ist
konserviert.

Chromatin = (3 0‘“@& WY GF@/\(LEW@\& flawg J& Blleems ™ &M\Clmaﬁm:an

i (die der Regulierung dienen).

O h H2A () hi H28 () histone H3 @ histone H4
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Das Chromatin besteht zu'1/3 aus DNA, 1/3 aus Histonen (die fiir die
Form der DNA verantwortlich sind) und/3 aus nicht-Histon Proteinen

Ein Komplex aus DNA und Histon wird
Nucleosom genannt.

Ein Histon besteht aus 8 Untereinheiten (2
von jedem Typ) mit je 1 Tail\(also insgesamt 8
Tails pro Histon).

—> DA ot am - gSone-
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(A)

HaA Die Histon Proteine bestehen aus einem

sou . " :—_—: AHeIix-Turn-HeIix-Turn-HeIix Element. Immer
W3 N e —— C Zwei zusammen bilden einen Viertel und je
Ha N ——— zwel Tails. Die Tails sind auf dem N \\UN\ m’w
B SSniast oo o Nssstoia T.mlnalen Ende der Proteine.
N
K 4 Je'zwei Histon Proteine werden mit dem
. Phosphat Riickgrat der DNA (beide Strange)

histone verbunden. Diese Verbindung zwingt die
octamer DNA, sich zu beugen. Die Kontaktstellen sind

Boc S somit nicht DNA Sequenzspezifisch..
[ N Ausserdem ist sowohl derdMinor Grove als
% N 2 N auch der Major Grove der DNA noch immer
N N erreichbar.

Figure 4-24 Molecular Biology of the Cell 6¢ (© Garland Science 2015)

) D e + Hy(‘k\o(') .
Struktur héherer Ordnung = MO&\Q_,M\’)OG m\kf‘o‘&% V’O,/\C}O/\SO\J\D@V]

Die Tails sind positiv oder negativ geladen und spielen eine wichtige Rolle bei der Kempensation.

T
d q B oo gl

(A)

Schemasc model

Tigare 4 30 Mebernda ki nuun- .n- e un

Immer zwei NuHeeseme werden zusammengenommen, das Chromatin bindet um das erste, dann
an das zweite, dann geht es weiter. Diese Nukleosome bilden ein Element in der hoheren Struktur
des Chromatins. Diese hohere Struktursieht dann wieder aus wie eine Doppelhelix der Nucleosome:

Histone H1 verbindet die DNA und gibt ihr die Form, sodass die Doppelhelix gebildet werden kann.

Histon Modifikationen - Cheonobintean

Diese Modifikationen definieren den Chromatinstatus.

Epigenetik = Die Lehre von Modifikationen, die die Genaktivitaten beeinflussen.
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P ® 9 9% Wie man im Bild links sehen kann, kbnnen alle
SGRGKQGGKARAKAKTRSSRAGLQFPVGRV H2A
o2 oome Histon Protein Tails Acetyliert und Phosphoryliert
. - werden, und H2B, H3 und H4 konnen zusatzlich
& 2o 6 @ Methyliert werden. Einige AS kénnen auch die eine
PEPAKSAPAPKKGSKKAVTKAQKEKDGKKRK H2B
: s 20 ma oder die andere Modifikation haben (A oder M).
2 o0 o 2 Dies fuhrt zu mehr / weniger Kompaktisierung. (A fur
o R b e o O o s offenes Chromatin, M fiir kompakteres Chromatin).
ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVE H3
2 4 910 14 18 23 262728 36

Histone kdnnen auch Modifiziert werden in den a-
4 A Helix Teilen.

;G:GQGG;GLG:GGAzRHR:VLRDNXQGIT H4
treromoe ® Diese Modifikationen fiihren zu dér Rekrutierung
: rpe—y— ey und Bindung von Enzymen am Chromatin, die die
domains Offnung oder Schliessung des Chromatins bewirken
KEY: lmethylation P phosphorylation @ acetyllation (z.B. ING PHD Domain).
]
® %Nes'mm; Ogecin~ hysin
N

Lysin / Serine Modifikationen

.
> i d

a > N liongna Achie

\

(A) LYSINE ACETYLATION AND METHYLATION ARE COMPETING REACTIONS C

18 13 13 13 13
SR e —n——t ! BNQOUE,
|| || || | | | | (‘
H c[n, H cln, H CH, H CH, H clk, '
: C

gn, — clu, C:N, - (:u, - CH, %
H, CH, H, CH, CH, [ L
| ~ |, |, |, Y
N NH, N N N .
w’ \EH:O . HyC /’\'\n HyC /}J{ \cn, HyC /C|H?cn, &[[t _> A&.\\y ,{ e)f 0”(9 7 WW %
acetyl lysine monomethyl lysine dimethyl lysine trimethyl lysine . IS
/C\\ + P dor, wenig? dicint
(B) SERINE PHOSPHORYLATION l)zw ‘J\'%
Ly L 0E = (o 8@6&%
I & (.
| — |
OH o
serine O_L=°
I
phosphoserine
Regulierung
3 tail exie muiledt  Gewisse Proteine besitzen z.B. eine’PHD'Domain:(erkenntmethyliertes-lLys) und

Bromo
N7

N

eine Bromo Domain (erkennt acetyliertes Histon). Dies garantiert, dass das
Protein an gewissen Stellen binden kann und dass an diesen Stellen z.B. die
Transkription eingeleitet werden kann.

Diese Proteine konnen dann Enzyme rekrutieren, die z.B. eine Transkription
durchfiihren oder Gene silencing betreiben.

modification state dmeaning’ Links einige Beispiele, zu was Modifikation
"i":thyl fihren kann (z.B. zu Offnung oder Schliessung
| heterochromatin formation, hromatin Genexpression )
K gene silencing ’
trimethyl °
M A
, : ene expression
K K
4 9

fimethyl

! gene silencing
K (Polycomb repressive complex)
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Histon Tail Reader und Writer

regulatory protein

D) DD IO O

histone-modifying
enzyme ("writer protein”) l

reader protein l
/

\,

histone modification (mark)

[

NEW “READER-WRITER"
COMPLEX BINDS

SPREADING WAVE OF CHROMATIN CONDENSATION

Hetero- und Euchromatin Vererbung —> &)‘6

heterochromatin proteins  nucleosomes
\

histone
modification
J

L 1l
heterochromatin euchromatin

CHROMOSOME
DUPLICATION
AR NAA nA AAN
(Vv (VRN

NEW HETEROCHROMATIN
PROTEINS ADDED TO REGION
WITH MODIFIED HISTONES

{ s |

heterochromatin euchromatin

heterochromatin euchromatin
Foamre 4 44 Mabecubar Biskony of Bhe (ofl b (- Gartand Soence 015}

Weitere Packung

AN UNUNUNON

<

short region of
DNA double helix

“beads-on-a-string”
form of chromatin

chromatin fiber
of packed
nucleosomes

chromatin fiber
folded into loops

/ centromere

— -
4

NET RESULT: EACH DNA MOLECULE HAS BEEN
PACKAGED INTO A MITOTIC CHROMOSOME THAT
1S 10,000-FOLD SHORTER THAN ITS FULLY
EXTENDED LENGTH

entire
mitotic
chromosome

Paleve—
Ve
Diese Reader und Writer konnen durch das Chromatin
gehen (Spreading Heterochromatin).

Z.B. im Bild links wird Chromatin durch eine Kombination
aus Reader Proteinen und einem Writer Protein
konserviert und fiihrt zu einem silencing des Chromatins.

Diese Kondensation kann durch 3 Arten von Barrieren
Proteinen gestoppt werden:

- Ein Protein blockt das spreading

- Ein Protein «schiitzt» das Euchromatin

- Ein Protein, welches die Modifikation der Histone

andert

sl

Wenn sich eine Zelle Teilt, so wird der
Chromatinstatus an die Tochterzelle vererbt.

Die Histone werden halb, halb aufgeteilt auf die
Tochterzellen. Die Histon Modifikationen werden
bei der Replikation vollstindig lbernommen.
Sobald die Zellteilung abgeschlossen ist, so werden
neue Heterochromatin Proteine gebildet, welche
dann durch die Modifikationen wieder am
Heterochromatin binden kénnen.

Wahrend der Meiose werden Chromosomen benétigt. An
diesem Punkt ist die dichteste Packung des Chromatins
gegeben. Die DNA ist dann 10 000 mal kiirzer als seine normale
Lange.

@Qy\mmd\}n DA idoldsy wingl 2o Roleran @«mmf'er)r
Hebesadmomolin: heugheadnlidn. wolckie. DA
> ghdueell. Fawehion
lovitoties  Idesadenbin: e eqrwiat
(Dlatidives feletedwonotin: wowdiud exprinia?
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Transkription

Die Transkription
passiert nicht in hoch
kondensiertem
Chromatin, lediglich in
nicht so dichten Teilen
des Chromatins

proteins forming chromasome scaffold ( Loo S) o

Fgory 600 Vabvds Sutap of te (A b (© Canund Siemsr 115)

Die Transkription passiert lokal, wie man an der Abbildung eines
Nukleus links sehen kann. Dabei befinden sich die homologen
Chromosomen micht an derselben Stelle und werden aus diesem
Grund auch nicht an derselben Stelle transkribiert.

4 0
P W tlu.v.vn..--n.- 130 senttibennt sasilmatiote fmem prates b~ 3% wf 'ml:cn-l Wie m a n a n d er
- Sotd by b et Bl -ran i & -1 . .
B i 3533 5 i i1 3 j 1 Abbildung links
oma ﬂ_‘@gnﬂm—‘ HH F | H- (Humanes X
E [N T Y TR W TV LT K Chromosom) sehen
| i3 323 33 5 2 3 kann, gibt es
*_'.r.,...._..,.t_.*"'—' ﬂ'—“_‘HﬂH% -4 verschiedene Gene
| b L (dunkelgraue
sy Bsd 7 sl L S T | 13 iz i Gruppen) mit
L L L S LU I, LS L B verschiedenen
TN TTTR ™ VNG TR DRV VS poagre e e o Grossen und
. i 1 - - verschiedenen Langen
T & T e L
2 . T . von Introns.
s A i i NI (N T

T e - -iw gibt dabei an, wie

D ot 2 - TEsramNA e Armmmm by e s minmd Sy B R e
konserviert die Gene in

Bezug auf Wirbeltiere sind. Dabei fallt auf, dass Exons immer sehr konserviert sind. Aber auch
gewisse Introns sind-sehr konserviert -> kann eine wichtige regulatorische Sequenz fir die
Genexpression sein.

R DU
Paardmrshal sanpiane e LT ek L

s - T | Die Hellblaue Grafik

Cvon = lodioen  One
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Wichtige RNAs die transkribiert werden:

1. mRNA Messenger RNA

2. rRNA Ribosomale RNA

3. tRNA Translation RNA

4. snRNA nur in Eukaryoten, wichtig fiir die Splicing Maschinerie
snoRNA hilft bei der chemischen Modifizierung von rRNA

3
§N\ C&NV 6 miRNA nur in Eukaryoten, regulieren Genexpression
MGV siRNA unterdriickt die Genexpression —= \}@;‘D\\&QA‘\‘ 5\\‘\)(,&\1( O \pc-z_)
p|RNA Schitzt die Keimbahn vor transposablen Elementen ’\' SQ’WY_

/ IncRNA Regulleren diverse Zellprozesse, inaktivieren ein X-Chromosom

Pmnlﬂm@\“ nonaodlin 4

RO\KAVQ Die 3 RNA Polymerasen in eukaryotischen Zellen /Q/M

-{__RNA Polymerase | transkribiert 5.8S, 18S und 28S rRNA Gene (die zahlenmassig haufigsten
RNA in Eukaryotischen Zellen)

- ( RNA Polymerase Il Transkribiert alle Protein-decodierenden Gene und alle oben genannten \‘Q.US\\S
ausser rRNA, tRNA Gene.

- (RNA Polymerase lll Transkribiert tRNA Gene, 55 rRNA Gene und einige snRNA Gene.
Ausserdem Gene fiir andere kleine RNAs.

//—A\o\ogmrg
Bemerkung: S bei rRNA = Sedimentationsrate, wie schnell sie sedimentieren in einer Ultrazentrifuge.
Je grosser der S Wert, desto grosser die rRNA. Dies, um die rRNA zu unterscheiden.

Hefe Polymerase Il

Die Hefe Polymerase Il ist im Gegensatz zu der
prokaryotischen Polymerase Il etwas g;ésser (sie
besteht aus der Prokaryotischen und zusatzlichen
Strukturen). Ausserdemsenthalt sie 12 Subunits, nicht
wie die Bakterielle 5.

Links ist der Pol II-mRNA-DNA Komplex in der Hefe. In
der Mitte sieht man, wie die Polymerase die DNA in
zwei Einzelstrénge aufgeteilt hat. In Gelb sieht man die
entstehende mRNA, welche mit ca. 8 BP mit des
template Strangs der DNA gebunden ist und dann
Stiick fir Stlick seperiert wird.

An der Katalytischen Stelle wird eine komplementdre Base an den template Strang binden. 2
Magnesium lonen an der Aktiven stelle sorgen dafiir, dass das Triphosphat vom Sauerstoff
angegriffen werden und so eine Phosphat-Sauerstoff Bindung entstehen kann (siehe Teil von N.
Ban).
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Transkription Initiation (mRNA)

-35-30

N
BRE TATA

start of transcription
TATA box f—_
(A)

_ TBP TFIID

}_
F

Q.
=g

C)

<o
| TFUF

TFIE

TFIIH
RNA polymerase Il

o

L ce——
(D)
ACTOR | vy arp
CTP, GTP
-
e L m —— -

TRANSCRIPTION

tl’anSCﬂEtIOI\

start point
[ +30
INR DPE

Dass eine Transkription in der eukaryotischen Zelle stattfinden
kann bendtigt der Promotor die 4 oben gezeigten Elemente an
genau den gezeigten Stellen.

Ein TFIID (22 Subunits pritFatabox) Protein mit einer TBP (Tatabox
Binding Protein) Subunit miissen die TATA Box (TBP) und die BRE
Sequenz (TFIID)erkenneni(A), dass Gberhaupt eine Transkription
stattfinden kann. Diese Binden dann an der DNA{(B). Dann wird ein
TFIIB (1 Subunit) Protein dazukommen, welches das BRE Element
erkennt und an dieser Stelle an die DNA Bindet (C). Wenn dieses
Protein bindet, so wird TFIIF (3 Subunits) die RNA Polymerase Il
bringen und TFIIE (2 Subunits) sowie TFIIH (9 Subunits) kommen
hinzu. Wenn alle diese Proteine anwesend sind (D), so wird der
TFIIH die DNA am Startpunkt entwickeln und das Ser im CTD der
RNA Polymerase Il Phosphorylieren (E), die skription Faktoren
werden sich |6sen und die Transkription beginnt.

Also die RNA Polymerase || kommt nicht zuerst, sondern gewisse
Transcription Factors checken erst, ob es sich um einen Promotor
handelt.

Der Abstand zwischen TATA Box und INR Element ist nétig, da
zwischen der Stelle, wo sich die DNA befindet und der Aktiven
Stelle von Pol Il ca. 30 BP Lange befindet.

Es gibt auch noch einen TFIIA (2017 erst entdeckt).
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Vorlesung 2

APTP - Bwf&i"ﬂ
/ pror

Die DNA wird durch das TBP geknickt, dies ist nur
moglich, weil T und A besser geknickt werden
kénnen als C und G. Ausserdem gibt es
Aromatische Gruppen am TBP die diesen Knick
ermoglichen. Die Verbindung DNA zu TBP befindet
sich im Minor Groove, was schwerer ist zum
Binden.

Wil Wk g

Transkription Initiation ist Reguliert

— lmwmer it
Medlator Grosser Proteirtkomplex,

i woes TWAbo L —— welcher Proteine zur DNA Bindung oder
il BINDING OF wscrpion PO Modifikation beherbergt. Diese Faktoren

FACTORS, RNA POLYMERASE, MEDIATOR,
CHROMATIN REMODELING COMPLEXES,

AND HISTONE-MODIFYING ENZYMES

o =

P 4 chromatin
I remodeling
complex

kontrollieren, ob und wie Transkription
stattfindet.

Enhancer kdnnen sehr weit entfernt sein.

Transkription findet in Loops statt, wie
man ihn auch auf der Abbildung links gut

A
histone-modifying se h en ka nn.
| enzyme
RNA polymerase bound to
TRANSCRIPTION BEGINS general transcription factors

Figure 6-18 Molecular Biolog of the Cel 6e (© Garland Science 2015)

Transkription variiert von Zelle zu Zelle

start of transcription

B-actin gene

= ; , N introns 7

exons

Qlena G(Sa,e/\\eﬂ anlrones”

Ein Gen (oben) wird von allen
betrachteten Zellen
CELL LINE . .. .
i gleichermassen exprimiert, ein
embryonic stem cell
liver cell Anderes (unten) nur von

muscle cell .
g —— 15 | PR Leberzellen. Es gibt also
_-——-‘— blood cell precursor Tra nskriptionsfaktoren, die

no. of
e o [ R A ... oS <in cel
T T T e M jung celll

(A)
, tyrosine f gene .
Rt R =
exons \introns
. of -
rodsCLA. AAN .1 A Al )
(B)

Fiqure 7-3 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

verhindern, dass das Gen in
nicht-Leberzellen exprimiert
wird:

CELL LINE
embryonic stem cell
liver cell
muscle cell
blood vessel cell
blood cell precursor
skin cell
lung cell
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Transkriptions- und Posttrankriptionskontrollen Regeln Anzahl Proteine (Uberblick)

inactive mRNA
NUCLEUS CYTOSOL mRNA
degradation 5
control
RNA
—_—
DNR . [transcript mRNA mRNA .
1 2 0 3
transcriptional RNA RNA )
control processing transport translation 4 protein
control and control activity
localization control  Inactive
control h 6 protein
protein |
active
m o™
Transkription Faktoren binden an DNA Sequenzspezifisch
transcription regulator Bemerkung: Eine a-Helix passt perfekt in den major Groove der DNA.

Durch die Gruppen am minor/major Groove lassen sich Sequenzen
N erkennen, ohne die DNA-aufspaltenzu-miissen. Vorallem am major
\ Groove ist dies gut moglich, der minor Groove erlaubt weniger

cis-regulatory sequence
STATA Box 2o Wwicken

in genome Erkennung.

Homeodomain Proteine

Eine Helix (Recognition Helix) eines

Arg31
major . .
Aw’{\ oo DNA Bindungs Proteins passt
" . .
.,,\,,,,",," . 3” m:'”/‘ re—a__ . perfektin den Major Groove der
o € " T4 DNA. Diese Helix besitzt 3
N H A T
/T - HN/A\ :// - T Seitenketten, welche dann ein AT
" ‘" » 1~ . oOder TA Basenpaar «erkennen»
M o
\(/ M TN ™ (kénnen. Dies geschieht in der
base pair Thras .
>\ — sugarphosphate \m” Reihenfolge TAA (oder TTA von der
outer limit of sugar-phosphate minor groove anderen Seite), das Protein kann
backbone on outside of double helix - . .
P78 Nk Belgyof el e ( Gand e 2015 dann (sequenzspezifisch) an dieser

Stelle an diese Sequenz binden durch Wasserstoffbriicken.

Dieses Protein kann dann einen Mediator rekrutieren und so zu der Initiation der Transkription
fUhren.

Durch andere Aminosauren an der Recognition Helix kdnnen auch andere Sequenzen erkannt
werden.

Diese kénnen auch Kombiniert werden, sodass die Erkennung spezifischer wird (TAA kommt im
Genom etliche Male vor). Sie kénnen durch a-Helices oder B-Faltblatter verbunden sein, bendtigen
aber in jedem Fall einen Abstand von 3.4 nm (einen Turn in der DNA).

HOMEODOMAIN PROTEINS
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Andere Typen von DNA Bindungsmotiven

dimerization i
interface

| 4
Panel 7-1 (part 3) Molecular Biology of the Cell 6 (© Garland Science 2015)

Leucine zipper

transcription regulator

Nanog cis-regulatory sequence cis-regulatory sequence

Betasheet insertion

’
h—>r—-m-X

CCHH zinc-finger

Cis-regulatory Sequenze: Sequenz zur
Regulierung, die sich auf demselben
WWMTekUI'Wie das Gen befindet.

A: Die Sequenz kann aus Teilen
bestehen, die zwingend benétigt
werden (grosse Buchstaben) oder

'Fosrm?phbn

A) ®) in genome solchen, die' weniger dringend //to&dof
benotigt werden und auch vom TF
.. .. .. akzeptiert werden. Je grosser die
— I e — Buchstaben, desto mehr werden sie

heterodimer

bendtigt.

B: Der Transcription Regulator kann sich dann an die Sequenz im Genom binden. (Je langer die
Sequenz, desto selektiver flir genau die Stelle ist auch der Regulator)

C: Diese Regulatoren kénnen auch fiir noch bessere Selektivitdt aus’ Homodimeren (zwei gleiche
Regulatoren) oder Heterodimeren (zwei unterschiedliche Regulatoren) bestehen.

[ g Y
n
__an a

cis-regulatory elements

-
-

(fraction bound)

(fraction bound)
(=)

occupancy of DNA —»
o

occupancy of DNA —»

protein concentration —» protein concentration —»

(B)

2

Gewisse dieser Heterodimere sind von Beginnan
aneinander gebunden und dies garantiert, dass sie
schon bereits ab einer geringen Konzentration an
Heterodimer stark an die cis-regulatory Sequenzen
binden. Andere kénnen auch fir sich alleine sein
und mussen zuerst aneinander binden, dass sie an
die cis-regulatory Sequenz binden kénnen. Dies
erlaubt ein fine-tuning, da wenn nur eines der
beiden Proteine bindet, auch die Bindung an die
DNA schwach ist. Das garantiert eine graduellere
Funktion der Bindung.
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Nukleosom Struktur sind wichtig fiir die Bindung von Transkriptionfactors

histone core

) “breathing”
/Q / -

(A) cis-regulatory this open form occurs (B) compared to its affinity for naked DNA, a typical transcription regulator
sequence about 1/20th of the time will bind with 20 times lower affinity if its cis-regulatory sequence is
located near the end of a nucleosome

w))\ )).\Z/Z%Zirgzifl

in the middle of a nucleosome (D) one transcription

of another

-2

Wo sich eine cis-regulatory
Sequenz befindet
beeintrachtigt die Affinitat
ml?,i_ndungsproteinen
stark (je mehr geknickt die
DNA, desto schlechter die
Affinitat). Durch «brea’?ing»
kann das Histone die
Sequenz.von sich

\A;egschleBen, und so die

Bindung erleichtern (20-mal

grossere Affinitat, wenn sich Sequenz nicht in der Nahe des Nukleosoms befindet). Befindet sich die
Sequenz im Nukleosom, ist die Affinitat 200-mal kleiner. Ein Transkription Regulator kann das
Nukleosom destabilisieren, und so die Bindung eines anderen erlauben.

Genregulierung durch spezielle cis-regulatory Sequenzen durch Transcription Regulatoren

N J S/ Mediator

TATA
coactivator
\ ACTIVATES
TRANSCRIPTION

s

GENE ON

coactivator ACTIVATES

TRANSCRIPTION

A da

GENE ON

RNA transcript

co-repressor
REPRESSES
TRANSCRIPTION

[ | L

coactivator
ACTIVATES

TRANSCRIPTION

Je mehr dieser
Transkriptionsregulatoren
binden, desto starkerist auch
die Transkription eines Gens.

Wichtig zu sehen: Anders in
Bakterien, wo man dieses Set
von Operons hat, die die
menge an Transkription
vorgeben, hat man in
Eukaryoten diese Transkription
Regulatoren. Je mehr dieser
Regulatoren, desto mehr von
einem Gen wird transkribiert.

Einige Transkription
Factors Arbeiten in
Gruppen und zum Teil mit
RNA um die Transkription
fein zu tunen.

Coaktivatoren und
Corepressoren binden
nicht direkt an die DNA
sondern an die an DNA
gebundenen
Transkriptionsregulatoren

Diese Komplexe sorgen dann fir die Aktivierung oder die Unterdriickung der Transkription.

Seite 86 von 219

%%W oieredio

ok ?JP@’@‘(\)"W
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Initiation Machinery und Transkription Faktors Kommunikation

3 doli

— PSS

remodeled nucleosomes

hi

complex

transcription regulator

Soba0an;

TATA

Funktionsweise von Transkr

a(tivator\ e activation surface

Lx

chaperone

1 TATA
L.

nucleosome removal
histone chaperone

j TATA
[I—
histone-modifying histone replacement

enzyme

J_&Qg;%

specific pattern of
histone modification

iption Repressoren

© chromatin remodeling complex

(A) & repressor
recruitment of
competitive chromatin
o complexes
binding ‘ﬁ TATA == —
2 binding sit remodeled nucleosomes
; inding site
binding site for repressor
for activator
(B)
masking the ’L TATA
activation = /
surface TATA
(E) istone deacetylase

binding site binding site

for activator for repressor binding si

ite

NUCLEOSOME SLIDING ALLOWS
ACCESS OF TRANSCRIPTION
MACHINERY TO DNA

TRANSCRIPTION MACHINERY
ASSEMBLES ON
NUCLEOSOME-FREE DNA

HISTONE VARIANTS ALLOW
GREATER ACCESSTO
NUCLEOSOMAL DNA

SPECIFIC PATTERNS OF HISTONE
MODIFICATION DESTABILIZE
COMPACT FORMS OF CHROMATIN
AND ATTRACT COMPONENTS

OF TRANSCRIPTION MACHINERY

Es gibt 6 Moglichkeiten, die
DNA Expression zu
unterdriicken:

A. Competition

B. Aktivirungsstelle verdecken
C. Direkte Interaktion mit
Transkriptionsfaktor

indingsite for activator re:n{itment of . .
?‘;:” e R D. Rekrutierung von Chromatin
©) 'P—( histone acetylation MOdellng Kom plexen
e ' - ® o E. Rekrutierung von Histon
transcription factors - ke S
e e Deacetylasen
transferase . A
¢y F. Rekrutierung von Histon
histone methylation proteins that _bind
to methylated histones Methyl Tra nsfe rasen
Insulator
barrier insulator-binding
M- sequence protem
ey, e |
= ]
gene A cis-regulatory geneB heterochromatin
sequence
insulator insulator dis-regulatory
element element sequence ~geneB
domain of actively (B)
(A) transcribed chromatin

Flmiea ™ A4 Mabeceda Biale e af sk £l £ £

P

SR SCSE VYN

EindInsulator sind zwei Sequenzen vor und nach einem Gen. Durch ein Protein Dimer (CTCF, Insulator
Binding Protein) kdnnen die Beiden Sequenzen aneinandergehalten werden. Dadurch kann ein Gen
(in unserem Beispiel das gene B)von einem anderen isoliert werden, mit dem Ziel, dass zum Beispiel
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eine cis-regulatory Sequenz nicht ein anderes Gen (in unserem Beispiel das gene A) beeinflusst. So
kénnen'Transkriptionseinheiten geschaffen werden (Loops), die' unabhangig voneinander reguliert
werden kénnen. Wie bei den DNA Bindungsmotiven besteht diese Sequenz aus zwingenden BP und
aus weniger Zwingenden. Ein anderes Protein (Cohesin) bindet sich dann um die DNA an dieser
Bindungsstelle um mehr Stabilitat zu gewahrleisten.

Transkriptionskontrolle ist wichtig fiir Zellteilung und Zellwachstum

anterior posterior Beispiel aus Drosophile (Fliegenart)
LEOBOSOEEEUS0000a0 BOT T . . -
S j"'! Der Embryo dieser Fliege be us einer Zelle
k»% M@&”/ mit vielen Nuclei okal verteilten
Bicold oReeoat

iptionsfaktoren mit eigenen Namen
(siehe Links).

Dies ist wichtig, dass z.B. die Proteine fir die
Organe am richtigen Ort transkribiert werden.

stripe 2 In diesem
regulatory slulu{
- segmant transcription das 2 Gen (das Gen,
=] Et) e - - w0 = 3%
DNA \ \ | S n TATA I . .
Y} lvcre;ulatuy segments ' T .:,, ekt .e|CheS den 2. St.rICh Im
« Bild oben produziert) in
INSERT art of
- [ tramscription ! eine Reporter DNA
PORTER RSO
l::"‘"‘"‘“ stripe 2 TATA  Lactgene t eingesetzt, welche einen
reguiatory bex
wgment

Blauen Farbstoff exprimiert.
Das Ergebnis ist ein blauer
Strich am selben Ort, wo
der Eve 2 Strich war. Grund

Frgone 155 Vahotwber Wby of the (ol e 1 St Scmne 1913

tnanscripticnal repressors

strge
regulatory = A dafir, dass dieser sich
ONA segment *
\ ! genau an dieser Stelle
Bicoid Hunchback
tramacriptions activaters befindet ist, dass Giant und

Krippel TF als Repress6ren fir dieses Gen und Bicoid und Hundback als Aktivatoren wirken
(vergleichen mit Bifd oben).
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Aktivierung von Transkriptionsfaktoren

PROTEIN LIGAND
SYNTHESIS BINDING

INACTIVE x

‘r.

COVALENT
MODIFICATION

&
|

ADDITION OF
SECOND SUBUNIT

Moglichkeiten

A.Direkt durch Proteinsynthese
B. Ligandenbindung
C. Kovalente Modifikation (z.B.

DNA-binding .
P subunit Phosphorylierung)
@) activation .. . . .
ACTIVE subunit D.Anfligen einer zweiten Subunit
g
W\ N\ N\ N\ .
E. Entfernung von Inhibitoren (z.B.
(A) (8) © ) .
durch Phosphorylierung)
MNMASKING i e F. Entfernung von Inhibitoren an einer
INACTIVE ‘ inhibitor inhibitory 1| Membran (z.B. Nukleus Membran)
protem
V/ V G.Entferaung von der Membran
’ (3%
}‘ WV D 1
nucleus -l-
ACTIVE
N\ /m\ )
® ") )
Zellen Differenzierung
Es gibt in Eukaryoten 3 Master
GENES ENCODING THREE e
TRANSCRIPTION REGULATORS oS DCED Transkriptionsfaktoren
INTRODUCED INTO
FIBROBLAST NUCLEUS CELLS ALLOWED (Masterregulatoren):
TO DIVIDE

Oct4

IN CULTURE

IN CULTURE muscle cell
—_—

- Oct4

- Sox2
neuron

- Kifa
Diese sind an der Expression

SECER von extrem vielen Genen
beteiligt, konnensich selbst oder einander Regulieren und kénnen bestimmen, welche Zelle gebildet
werden soll. Einige Gene werden auch durch 2 von diesen Faktoren und einige durch alle 3

exprimiert. Auzog&‘@, \CD(\V\Q)(\ W\klf \U\\@%@({Q&E&Qﬂ ﬂ‘&@kﬁ@\%&%ﬂt\‘dﬁn
> («kmv@\

Sox2 —_—
o \

fibroblast iPS cell

Kreisldufe

H 2 Bl A Bl B Bl A s W :z a0
' ' ¢ ¢ ¢ ¢ ;Ao
(A LO O—J (A Z

positive negative
feedback feedback
loop loop flip-flop device feed-forward loop

(indirect positive feedback loop)

Die Faktoren werden «Memorisiert» durch einen positiven Feedbackloop: Dadurch, dass sie sich
selbst regulieren kénnen, gibt es Gene, die diese Transkriptionsfaktoren exprimieren und durch
diese aktiviert werden. Dadurch werden auch die Tochterzellen die Transkriptionsfaktoren
enthalten.

Der negative Feedbackloop sorgt dafiir, dass die Konzentration an TF konstant gehalten wird.
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Das Flip-Flop device ist ein indirekt positiver Feedbackloop fiir A, da dessen Repressor (B) bei der

Erhohung an Konzentration von A unterdriickt wird.

Der Feed-Forward loop sorgt dafir, dass in unserem
Beispiel durch einen kurzen Zeitraum von Input kein
Output (Z) generiert wird. Erst wenn der Input eine
gewisse Zeit anhalt, so wird langsam immer mehr Z
exprimi ann auch kontinuierlich
wiederab und nicht sofort.

Durch diese Elemente kdnnen komplexe
Schaltkreise in Eukaryoten entstehen.

DNA Methylierung als zusatzliche Genregulierung

histone modifying
enzyme (“writer”)

transcription regulator that
represses gene expression l

DNA methyl-binding protein

\,
\f
code “reader” protein 1
NN 0000000
l \(/ _<o4m HoN
\,
. \‘l minor groo¥®
S™ cytosine
DNA methylase enzyme 1 H \N _H
a
methyl group 1 ‘5 3 N
SN 6 1 }K

Figure 7-45 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015) [RT—

04- > -

major groove

INPUT
1
L
Hme —e

ouTPUT

time —e

DNA methylation provide an
additional layer of gene regulation

Koty

Sy

/

Figure 7.7 Molecular Biology of the Cell e (© Garland Science 2015)

5-methyl cytosine

H Sy H
H3C N
N
—
methylation | /L
H N o

INPUT
)
i
time —e
ouTruT
1

time —e

«©

Durch Methylierung (zum Beispiel von Cytosin oben an der 5. Stelle im Major Groove) wird das

Chromatin mehr komprimiert. Der Effekt: Exprimierung wird unterdriickt. = @,-k-;g\/\ Lof‘& UJLQL\N‘Q‘&

ACGT
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-
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Methylierung findet immer an einem CG Paar am C statt. Wird die DNA repliziert, so wird die
Methylierung eines Strangs durch Maintenance Methylase erkannt und auch auf den anderen Strang
Ubertragen. Bei einer Replikation besitzt dann wieder je einen Strang eine Methylierung.
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

N
DNA Methylierung als evolutionare treibende Kraft /’7 ‘5’"
VERTEBRATE ANCESTORDNA  Durch Deaminierung kann ein'methyliertes C leicht in
ein T umgewandelt werden. Dadurch wird die
= E— = Diversitit erhoht.
A
RNA

Im Laufe der Zeit entstand durch diese Deaminierung
methylation of

most CG sequences oft bei decodierten Genen weniger methylierbare C,
in germ line diese befinden sich dann mehrin Promoter Sequenzen
im sogenannten CG island.
L A B o o ¢ 7977 Y°Y
D B 0 ¥ O o
P ———

many millions of years — UTdQ/ CGI Y\Q.‘DQV\QX(\C\W = \/U\&\}J\.¥ U\l\l
of evolution WV[T@+

VERTEBRATE DNA ga L(‘ﬂ @\
E - . &lbﬂ : {@/} 7 el
i \ I \ L W@\Q' &QHOMX\?_ (IQ(—'
T Caiand Lok Zelion: sblen lteineelon s

Genomische Pragung durch DNA Methylierung

Im Beispiel links besitzen

female mouse male mouse
7 BOTH PARENTS EXPRESS 5 beide Mause in der
imprinted allele —i THE SAME ALLELE OF GENE A i )
of gene A Somatischen Zelle (=
Jretromossess ioharhad from { Kérperzelle, die keine
Geschlechtszellen
i hervorbringen kénnen)
soma}ic cell soma:i( cell .
REMOVAL OF IMPRINTING IN GERM CELLS, FOLLOWED BY MEIOSIS dasselbe Gen A, bei
/\ /\ welchen dasselbe Allel
FEMALE IMPRINT ESTABLISHED MALE IMPRINT ESTABLISHED exprimiert wird.

In der mannlichen

© © Keimzelle ist das Gen A
EGGS SPERM vaterlicher- sowie
mutterlicherseits

methyliert, in der

Weiblichen nicht. Somit
kann sich im Kind der

:

OFFSPRING DIFFER

INTHE ALLELE OF beiden Mause das
GENE A THAT . .
IS EXPRESSED gepragte (und somit
somatic cell in offspring somatic cell in offspring eXprlmlerte) Gen andern‘

Die beiden Moglichkeiten besitzen somit dasselbe gen, aber die eine exprimiert das Gen des
Grossvaters, die Andere das der Grossmutter (Phanotyp kann unterschiedlich sein, obwohl der
Genotyp gleich ist).
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Aktivierung eines Gens durch Pragung

- Pragung kann auch dafir

sorgen, dass ein Gen "l crcr \‘ maternally g9y Kenalgene B maternally
L. . . [ ] — P inherited [ inherited
transkribiert wird, indem wrzgeneinstor s chromosome , inherted o
e regtior -
zum Beispiel ein Insulator “ }
. . rotein
Element methyliert wird -._/_\ - "
. . * I inherit
- Ein Teil des Open brasene  inalsor g5 cromeome cenemEs
element regulatory
ReadingFrame (= Teil der ® reamene histone-modifing
) . IncRNA A/enxymes
DNA, der sich zwischen l ' 7Y p—
einem Start und einem S : S — ?:h:".gm
Stopcodon befindet) eines startsite or IncRNA
(B) ‘GENE SILENCED

Gens wird methyliert,
dadurch findet eine Transkription des Gens statt. Ist der Teil nicht Methyliert, so wirkt er als
Promoter fiir ein anderes Gen in die andere Richtung. Diese IncRNA wirkt dann als Repressor

ue}\f\y (¢ e SUhy andast
X Inaktivierung

I ((QS\/\M@
X - X

@
‘ X chromosome X chromosome active inactive

N4

— from mother from father X chromosome X chromosome

CONDENSATION OF A RANDOMLY
SELECTED X CHROMOSOME

g—— I i

loops of
X-inactivation centefs ‘h'°"‘“"‘ Xist RNA
' ' o) )
DIRECT mnmmuc: OF THE PATTERN OF CHROMOSOME CONDENSATION ‘ N N
. \ /\ )
) é@n @w ) =
" N> e, —
| | | | C/\)’\ Xist
) RNA
DIRECT INHERITANCE OF THE PATTERN OF CHROMOSOME CONDENSATION | (- %
X PN o PN o] =
N AN N AN 3 70 40 773 Cx\) gene
EDEEHEHEYHEYHEDHEY
N2 N2 N2 2 D D N 4 transcription of Xist RNA Xist RNA spreads Xist RNA binds histone-modifying
L I ) from one X chromosome “hand-over-hand” and continues to spread
only X, active in this clone only X, active in this clone Figure 752 Molecular Blokogy of the (el 6e {© Garland Schence 2015)

Figure 7-50 Molecular Biology of the Cell Ge (© Garland Science 2015)

Ein weibliches X-Chromosom muss ein X-Chromosom inaktivieren wesgess; da Frauen 2 X-
Chromosomen haben. Dabei wird per Zufall ein X-Chromosom kondensiert und unterdriickt
(silenced), nach einer gewissen Anzahl Zellteilungen.

Fir die unterdriickung eines X Chromosoms wird ein auf dem Chromosom befindliches Gen fiir die
Xist RNA exprimiert. Diese bindet an das Histon und verbreitet sich durch das ganze Chromosom und
Rekrutiert Proteine, die das Chromosom dann zusammen inaktivieren. Nur noch an den Seiten, wo
sich keine RNA und keine Proteine befindet kann noch ganz wenig Exprimierung stattfinden.
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Vererbung von in der Zelle gespeicherten Informationen

S @

DNA unmethylated HISTONE active chromatin

DNA region

METHVLATION MODIFICAHON
methylated DNA region inactive chromatin
NEW DNA
ME"HVLA"ON CHROMATIN
STATE STATE
INHERITED INHERITED
DNA METHYLATION HISTONE MODIFICATION

(A) EPIGENETIC MECHANISMS THAT ACT IN CIS

@ ()

POSITIVE protein A CONFORMAHON normal folded
FEEDBACK not made CHANGETO protein
LooP AGGREGATED

ACTIVATED protein A made STATE

misfolded protein (prion)

NEW GENE NEW PROTEIN
_< EXPRESSION CONFORMATION
PATTERN STATE
Qﬂv INHERITED INHERITED
POSITIVE FEEDBACK LOOP BY PROTEIN AGGREGATION STATE

TRANSCRIPTION REGULATOR

(8) EPIGENETIC MECHANISMS THAT ACT IN TRANS

Vorlesung 3

Unterschiede von Genen in Prokaryoten und Eukaryoten

prokaryotic mRNA coding noncoding
sequence sequence
\ 3
* | 3 — ]
protein a protei a proteiny
oy e coding noncoding
sequence sequence
s \ '
G—ppipl HAAAAA, ., .0
I e )
CH, 1 poly-A tail
5' cap )
protein
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A: Wiedergabé von Informationen durch
DNA Methylierung oder Histon
Modifikation

B: Wiedergabe von Informationen durch
Transkription Faktor Proteine und einen
positiven Feedbackloop oder durch
Konformationsanderung von Proteinen
zu falsch gefalteten Proteinen (= Prione)

Anders als in Prokaryoten, wo sich die
Codierung fiir mehrere Proteine auf
einer mRNA befinden kdnnen, befinden
sich auf Eukaryoten auf einer mRNA nur
ein Protein. Ausserdem besitzent die
eukaryotische mRNA eine 5’ Cap und

einen Poly-A-Tail.

L Adosost A
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Die 5’ Cap und capping

5" end of 5' end of nascent RNA transcript  Bei der 57 Cap handelt es
7-methylguanosine primary transcript

s ¥ sich um einen Zusatz am

HO OH
sria < MRNA Transkript,
cu,_p_p_p_é'n, welches sicherstellt, dass
¥ N, die RNA nicht degradiert
N/@ ppNpNp as (= Zersetzung der RNA in
| (S OH . . .
CH, mps;‘::;;m 1 (m ihre Nukleotide) wird.
bridge 19 Ne #p, Die 5’ Cap wird nach der
: T - Transkription an das 5’
Ende der mRNA
o ;?:u’:::»hg:n gebunden und besteht
? @ aus einer’5"zu’5’
CH, CHy~GpppNpNp se——a Phosphatbriicke (die als
;‘r’:u';‘:;mo“ eine Bindung dient) und
3 ® (only on some caps) einem 7-Methylguanosin.

CHy—GppPNPNP semmm— u =
|

Auf dem linken Bild sieht
man die Reaktion: An das
Triphosphat am 5’ Ende des Transkripts (das erste Nukleotid wird ein Triphosphat besitzen) wird ein
Guanin durch GTP Dephosphorylierung ange@‘ngt, Anschliessend wird ein Enzym eine Methylgruppe
an das Guanin hangen, wodurch dieses seine positi\nrhélt. Bei manchen Caps wird die OH
Gruppe des ersten Nukleotids durch eine Methylgruppe ersetzt.

CH,

Danach wird das CBP20-CBP80 Protein an die Cap binden. Bei der Translation wird CBP20 durch
elF4E ausgewechselt, um diese zu starten. Auch gewisse Viren besitzen Cap Proteine (z.B. VP39) um
ihre RNA zu schiitzen.

Die Rolle von CTD

P . Schon wihrend der Transkription wird die Cap an der RNA gebildet
TS durch capping Proteins, die sich am CTD befinden. Die CTD enthélt des
t' " I/ Weiteren Splicing Proteine und 3’ End Prozessierungsproteine, sie ist
138 g o also eine Art «Plattform» fiir die bei der Transkription benétigten

" ol Proteine.

¥ -end processing
/ proteins
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Zusammenfassung Biologie Semester 2 7V\W\
Unterschiede zwischen Genen >
human B-globin gene human Factor VIll gene introns Gene in Euka ryoten haben
123 1 5 10 14\ 22 25 26 . P
W ' PR / S S - w extreme Unterschiede in ihrer
" ' O N U R T - -en " = .
N/ Grosse.
u L exons )
2000 200,000 nucleotide pairs
(A) nucleotide pairs (B)
(A) (B)
7 60
— human B human
6 — worm 50 B worm
— fly " W fly
“ s
e 5 °
g £ 40
S 4 S
& & 30
o ]
£ 3 T
g £ 20
2 2 2
1 10 I
O 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 0 <100  100-2000 2000-5000 5000-30,000 >3o ooo
exon length (nucleotide pairs) intron length (nucleotide pairs)

Das menschliche Gen besitzt, im Vergleich zu Insekten, kurze Introns im Vergleich zu dem
Prozentsatz anIntrons; kann aber auch sehrlange Introns besitzen mit-einem kleinen Prozentsatz an

Introns. d}\f e e
— %@Q&Zﬁ\bﬁ“\@\f\% o \\/\Jrccx\m\gg
Pre mRAN Splicing
@ ® Intons kénnen sich selbst heraussplicen. Bei diesem
_—intron sequence [ \

oo oo R | Vorgang wird ein Adenin, welches sich im Intron
:“A_'zg-n _La q seenceinfem — befindet das 5’ Ende des Introns angreifen und ein

Lariat bilden. Das 3’ Ende des Exons kann dann das 5’
Ende des Exons angreifen und sich so wieder
verbinden. So wird das Intron von sich selbst
herausgeschnitten.

9
0=p—0" 5’ end of intron
(l) sequence

| 7

oH A °71 o
' e— — 3 Q=
— -y
l 0=pP—0
|
o

o OH
- lariat _! 3 o= L_o’
| Ly )
AN ¥ —
+ SOH
S’ I—— 3’
sequences required for intron removal Wichtig ist, wie das Intron das eigene

. 1 1 Ende erkennt. Dabei sind nur einige

’

5’

~--AG GURAGU - - g S-- YURAC - - - YYYYYYYYNCAG G - zzﬁi::;,:::nsc,ip‘ ganz kleine Sequenzen am Anfang, in
exon 1 \i.,.m.,/ Son2 der Mitte mit einem A (welches dann
INTRON REMOVED Angreift)'und am Ende des Introns
N N sowie einige wenige Nukleotide der
EEmREEEE P zwei Exons wichtig.

exon1 exon 2

R =Purin, Y = Pyrimidin
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Splicing Reaktion

5’ splice site 3’ splice site

; BBP UleF
exon jitron h exon 2 portion of a
5 A 3’ pre-mRNA
/ U2 snRNP transcript
sn
UTsnRNP o0 4_’{"
U2AF U2 snRNP
intron \
5" S A I3’
k— U4/U6 -U5 “triple”snRNP
U4/U6 snRNP
\ Sa
— 3
¢ U5 snRNP
LARIAT FORMATION
U1, U4 AND 5’ SPLICE SITE
CLEAVAGE
—— lariat
U6 snRNP
5 OH A Ué b | V\M

5’~ —— 3’
D st

- 3’ SPLICE SITE
ﬁ SLEReE D oy D4

complex (EJC) Y EXON SEQUENCES

A — excised intron sequence
in the form of a lariat
3’ (intron RNA will be degraded
~OH in the nucleus; snRNPs will
be recycled)

+

The U1 snRNP forms base pairs with the 5’
splice junction (see Figure 6-29) and the
BBP (branch-point binding protein) and
U2AF (U2 auxilliary factor) recognize the
branch-point site.

The U2 snRNP displaces BBP and U2AF and
forms base pairs with the branch-point site
consensus sequence.

The U4/U6-U5 “triple” snRNP enters the
reaction. In this triple snRNP, the U4 and U6
snRNAs are held firmly together by
base-pair interactions. Subsequent
rearrangements break apart the U4/U6 base
pairs, allowing U6 to displace U1 at the 59
splice junction (see Figure 6-29). This creates
the active site that catalyzes the first
phosphoryl- transferase reaction.

Additional RNA-RNA rearrangements create
the active site for the second phosphoryl-
transferase reaction, which then completes
the splice (see Figure 6-25A).

In diesem Beispiel handelt
es sich nicht um die
Autokatalytische Splicing
Reaktion, sondern diese
bendtigt ein Spliceosom.

Zuerst wird Ul (alle
Splicing Enzyme bestehen
aus Proteinen und RNA)
und U2 (nicht aber am
angreifenden A) binden.

U2 wird dann U4, U5 und
U6 rekrutieren, diese
bilden mit U1 und U2
zusammen den Penta
snRP. Dabei bildet sich ein
Loop. Ul und U4 werden
wieder entbinden und das
A am Branch Point kann
angreifen.

In diesem Bild links sieht man,
dass U6 weniger bindet als U1
und dass U6 an derselben Stelle
an der RNA bindet, wie U1 am
Anfang.

Im Bild links ist der Pre-mRNA Splicing

5’_-—3’ portion of
exon1 exon2 mMRNA
U1l
ATP ADP
exon 1 CAUUCA exon1
Al it \ Z'
5’ GUAUGU—3' 5’ GUAUGU—3’

rearrangement | I |

GAGACA

us
} INTRON
pre-mRNA Sl?csu—auia?’o%s- Q Prp43-ATP
u1 u2 s mRNP
us

Cyklus nochmal dargestellt.

Bei den nachsten Bildern handelt es sich
um die unteren Schritte des links
abgebildeten Cyklus. Dabei handelt es
sich um eine'extreme raumliche
Anderung der RNA (Bildung des Loops),
welche nicht zufallig passiert, sondern
durch viele Proteine realisiert wird..

Prp5-ATP
Sub2/UAPS56-ATP

Prespliceosome

(complex A) U6 U4
e US U4/U6.US
Prp28-ATP tri-snRNP
u

Post-

UG‘Q spliceosomal
us complex
L Tam

2nd step Prp22-ATP
Prp16-ATP

us ; ‘V’ Catalytic step 1
llﬂr u4
Precatalytic > S(ggﬁ‘ergzgrg«)a
spliceosome Brr2-ATP

(complex B) Snut14-GTP

1st y
U602 Prp2-ATP
us

Activated spliceosome
(complex B*)

ROP = Pihonwelein~
pr\c’;@n
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Catalytically activated
spliceosome

Precatalytic spliceosome

U1

\ - a—.
// \
> »
C;’) ‘\\\‘ U .

= - = Us UJ/\C}\UTg

Wichtige Proteine fir die Stabilitat: Prp8, Brr2, Snul14. U\(USS@,W\ r\1\/1 UE&‘/&@, ﬁbww

Verkniipfung (Ligation)

Aus dem Komplex C wird ein Komplex P (links abgebildet).

5' splice site UB AS1

- e N Dabei kommen die drei konservierten Elemente (BP, ..., ...)
v&(_“ in die Ndhe voneinander und das GU von einem Ende kann
4 Bmpm,{t‘ A2) mit dem AG vom anderen Ende binden.

....... 3' splice site

Die Katalytische Stelle der Spii istahnlichwieidie
tinselbstsplicendemGruppeillintrons; Dabei sind Gruppe ||
o
5/[exon 1]eGUAUGU — UACUAAC—YYYYY — YAGe[exon 23"

Introns selbstkatalysierend (bendtigen keine Proteine fiir
e e alipiieel v il g das Splicing) und schaffen sich katalytische Stellen nur
durch RNA.

Pre mRNA Regulierung
Wege, um das Splicing zu regulieren (Alternative Splicing)

wonskipping Links sind Bilder von pra-mRNA mit 4 und 5 Exons. Dabei gibt es

;w folgende Moglichkeiten zur Regulierung:

intron retention Exon Uberspringen

;% Intron beibehalten > pevet en

SIS pIaTe Alternative 5’ Splicing Stelle

1 %W Alternative 3’ Splicing Stelle

Sich gegenseitig ausschliessende Exons (siehe nachste Seite)
alternative 3’ splice site

;«% Die Exons, welche durch eine der obigen Aktionen reguliert werden

kénnen werden Alternative Exons genannt.

ue N e

mutually exclusive exons

S A
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Beispiel fiir sich ausschliessende Exons: DASCAM Gen

Exon 4 Exon 6 Exon 9 Exon 17
12 Altematlves 48 Altematlves 33 Altamatlves 2 Altern

lL \ 1 | i
M/\/ VV v WV

:i‘i,"::’;‘.;%'nWM ~ \/\
mrNa[ [T W THT (0 O I |

Can produce up to 38016 different protein isoforms

Protein

Die Diversitat von dem DASCAM Gen kontrolliert die Spezifitat von neuralem Verkabeln.

Fiir das DASCAM Gen gibt es zwei verschiedene
Proteinefaktoren (helfen den Spliceosomen) fiir das
Exon (SR -> ESE inkludieren, hnRNP -> ESS skip) und
zwei fur das Intron (ISE), die diese Diversitat erzeugen.

Viele Genkrankheiten im Menschen sind
y ‘ zuriickzufiihren auf einen Fehler im Splicing. Dabei
3 — ' kénnen schon kleine Unterschiede in exprimierten
Peanch Polie Pty Y tract & § wplen ahe
Proteinen grossen Schaden andrichten.

) spica wte

E = Exonic, | = Intronic, SE = Splicing Enhencer, SS = Splicing Silencer

Wichtig: Splicing Regulierung und Evolution hdngen zusammen -> Grosse Treibende Kraft fiir die

Evolution. /1 @f/\ \[()y\\/\ AQ‘ \/\F}C)/\

v«c&w\
U Einfligung Passiert in allen Eukaryoten./Dabei werden U in die pra RNA eingefligt. In Metazoa M@@ﬂ
(Tieren) wird A zu | verandert, um eine zusatzliche Moglichkeit zur posttranskriptionalen
Genkontrolle zu erzeugen.

RNA Bearbeitung: U Einfligung und A zu | veranderung

i Die Stellen links

] mim s 1 u werden auch RNA

% D G o e . (Editing Sites genannt
e ’ p YN A und sie sorgen vor
Do 0w Mo

allem mit den
Alternativen Exons
| fir eine extrem

grosse Diversitat
read as G (Isoforms).

>

intron
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Weitere Form der RNA Bearbeitung: C zu U Wechsel

Spelpaprateln B gens A - Durch die verdnderung eines C zu
einem U wird (in unserem Beispiel
oNA 3 | — PemBii) P
links) ein Stopcodon erzeugt. Dies
noediliny tedl(ing, CAA -~ UAA .. . . . -
fuhrt zu einer weiteren Diversitat.
mRNA CAA UAA mRNA UAA UAA Ul IA
e | | S
l mno‘p(odon L)Gﬂ\
protain protein ‘ u
E— Aé
protein made in liver protein made in intestine

3’ Ende Prozessierung

ot ADG

PQ\\/ A Tesl = lCMJ\% (‘g&j\_/“t\/m

Bild links: Im letzten Schritt der mRNA
Reifung (maturationz wird das 3’ Ende
abgespalten und der Poly A Tail wird an die

10-30 nucleotides < 30 nucleotides
r 1 T 1
AR GUrich or Urich
l CLEAVAGE
CAAUARA  CA OH GU-rich or U-rich
\
‘ degraded in
‘ Poly-A the nucleus
ADDITION

|

<AAUAAA €A AAAAA------<A OH

mRNA angehangt.

s (g an Alaipt
Duldeckidon

signals encoded in DNA

\

RNA polymerase
\

p @
~200
| cste [FrNa |
CPSF
Bild rechts: Die Bildung des Poly A Tail: CPSF und CstF befindet P ® )
/mme der RNA Polymerase. CPSF erkennt die Schnittstelle \ é
< additional
der RNA und CstF-macht-den:Schnitt. sv" = cleavage
CM—W RNA CLEAVED
BongiVt Danach wird die'Poly-A Polymg P) binden und viele A an T .
swhdvion WA die RNA hdngen. Zum Schluss binden viele Poly-A Binding Py A
olymerase
> Hransariphion Proteine an dem Poly-A Tail binden, um zusatzliche Stabilitat zu poly A binding | eventually
WW\“F-— protein terminates
Gy schaffen. cose
~aoBument . oee
@w %(ltl':ﬁ :«;ﬂy:denylnlo::%t:; ::;afdeny’a“o:x::: AAUAAA  AAAAAAAAAAAAAAAAA
DNA § DNA g: i
[ ] oly-A-bindin,
NG LT o Wdﬂw“wsr -
‘ 3’ noncoding RNA 3’ noncoding RNA —7 N
mRNA m— AAA mRNA AAA
l \bﬂ\\g( \{\\fc’kﬁ‘p eted
/\ ‘ AAUAAA AAAAAAAAAAAAA \l
OB @« R ;
( M 200AAAAAAAAAAAAAA ¢'
B cell with membrane- B cell secretes antibodies

bound antibodies

(A) resting B cell, low levels of CstF (B)  activated B cell, high levels of CstF

mature 3’ end of
an mRNA molecule

Bild oben links: Dabei gibt es auch alternative Moéglichkeiten der RNA: Ist viel CstF vorhanden, so
wird bereits am schwachen cleavage Punkt der Poly-A Tail gebildet, wobei bei einer geringen
Konzentration an CstF erst am(starken cleavage Punkt der Poly-A Tail gebildet wird: Das Resultat:
Zwei unterschiedlich lange mRNA, die unterschiedliche Proteine decodieren.
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Nonsense mRNA Zerfall

initiation factors

SR proteins NUCLEUS for protein synthesis
1
IF4G  elF4E S

hnRNP CBC ) r . ’
proteins 1 r

Y s', ! NONSENSE { ol

cap 5 o)5’ 4 P4
ARR - a ) — MEDIATED Vy. =

AN l DECAY

/" poly-A-binding p/\

nuclear proteins O 0]
®

export
receptor
nucleus-restricted

proteins CYTOSOL AAAAARR TRANSLATION

Wenn die reife mRNA den Nucleus verlasst, so wird bei der ersten Translation geprift, ob der open
reading frame ein prd matures Stop Codon enthalt oder nicht (nonsense mediated decay). Wird ein
solches Stop Codon gefunden, so wird die RNA degradiert, ansonsten beginnt die Translation.

(= Qpeso

RNA Lokalisierung im Zytoplasma

Die RNA kann im Zytoplasma an eine bestimmte
Stelle gebracht werden. 3 Moglichkeiten dafiir:

1. Aktiver Transport der RNA
2. Zufallige Diffusion und fangen der RNA
3. Generelle Degradierung in Kombination mit

lokaler Protektion durch fangen der RNA

laguucion o
ﬁ\&)ﬁf ENA un
directed transport random diffusion generalized degradation %ﬁ)\\w &&-
on cytoskeleton andtrapping  in combi with local

protection by trapping

MiRNA (MikroRNA) Kontrolliert mRNA Lebenszeit, Transkription und Translation

—

interfering RNA target

processing RNA
T ———— —

double-stranded
RNA Argonaute or Piwi

proteins
|
cleavage of translational repression  formation of heterochromatin

RNA and eventual destruction on DNA from which target RNA
target of target RNA is being transcribed

Grundsatzlich ist miRNA kurze RNA Stiicke, die von Protein gebunden werden und dieser Komplex
kann dann bestimmte Funktionen mit hoher Spezifitdt (RNA muss Komplementar sein) erfiillen.
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miRNA im Zytoplasma

Die miRNA wird im Nukleus erstellt, bindet

CLEAVAGE
: “CROPPING” mit sich selbst und wird einmal geschnitten.
ARARN NUCLEUS Im Zytoplasma wird sie ein zweites Mal
P e geschnitten, ein Strang wird degradiert und
_mmm{) T ein Protein bindet an die miRNA"'um den RISC
A .
| ONE STRAND DEGRADED Komplex zu blnden'
Argonautea.nd
ocherprotelns 31 s I8 Eine mRNA, die perfekt Komplementar ist
ex'e"sivewe"si“m"h wird geschnitten und spater dann degradiert.
.Lﬂom_ AAAAA =mRNA & AAAAA

A

Eine mRNA, die nicht perfekt Komplementar
l “SLICING”

ist wird nicht geschnitten jedoch fiihrt die
o (U saaaa Bindung des RISC Komplexes dazu, dass die

Cap oder der Poly A Tail entfernt wird.

ADP [—

RISC released for reuse

RRKE An der Aktiven Stelle befinden sich 2 Mg2+,
_#_ an welchem der Schnitt durch Hydrolyse

lnder = 2oyt n

®

RAPID mRNA DEGRADATION EVENTUAL DEGRADATION OF mRNA

miRNA im Nukleus

IlIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIlII!IIIIIII D | e M | k ro R N A b | n d et | m N u kI eus ane | n

ML SEN. SN S Protein und bildet damit den RITS Komplex.
’ ‘1 : Dieser bindet an eine zu der miRNA
T Komplementare Stelle der gerade
M:;g;?;;;er:gm sm"“:mm M:;g;rl';;;er::e‘:m Transkribierten RNA und rekrutiert dann

\/ \/ * Faktoren, umdie Transkription zu

kontrollieren (z.B. Histone Methylation

iS¢ _._ AT Enzyme...).

PATHWAY NOW FOLLOWS ONE OF l
THOSE SHOWN IN Figure 7-76

— -
\
l RNA polymerase

HISTONE METHYLATION
DNA METHYLATION
TRANSCRIPTIONAL REPRESSION

Seite 101 von 219



Zusammenfassung Biologie Semester 2

IncRNA und Transkriptionskontrolle (lange nichtcodierte RNA)

R controls transcription of ACTS IN CIS
ﬂg{/ genes on same chromosome
% ; 3 IncRNA | |
(A) IncRNA

N - -
chromosome A

RNA polymerase controls transcription of

genes on other chromosomes,

ACTSIN
TRANS
IncRNA
RNA N DNA

chromosome A chromosome 8
(e}

A: Proteine kdnnen an die miRNA binden und IncRNA bilden
B: Diese Protein-IncRNA-Komplexe kdnnen dann mit RNA oder DNA mteragleren

NS
C: IncRNA kann an DNA binden und die Transkriptionsmaschinerie l:ek-put-refen- Dies kann cis (auf

demselben Chromosom) oder in trans (auf einem anderen Chromosom) passieren.

Transkriptionskontrolle und post Transkriptionskontrolle

All dies oben fiihrt zu einer grossen Komplexitat der post Transkriptionalen Kontrolle, zuséatzlich zu
der extremen komplexitat der Transkriptionalen Kontolle (Komplexes Netzwerk mit Schaltern).

Beispiel, dass diese beiden Kontrollen wichtig sind: Herz

a Morphogenesis Maturation
Epigenetic Transcription Epigenetic Transcription
Coardiac crescent requlators  factors miRNAs regulstors  factors miRNAs

(First heart field) ”- ”_ l ‘ J_ ”. J.

Er il = i R poi —

Embryonic development Postnatal develope
3 .
Second . l\\'l 4,j
heart field .
E7S l\ / Adult

Alternative

splicing factors

In der Entstehung des Herzens sind-die Epigenetischen Regulatoren, die Transkriptionsfaktoren und
die miRNAs sehr wichtig flir di€” Ausbildung des Herzes. In der weiteren Ausbildung (sobald es grob
Gebaut wurde nach d orphogenesis), sind diese zwar auch noch alle sehr wichtig, aber die
Alternativen Splieifhg Faktoren bekommen zusatzlich eine wichtige Rolle. Sie erlauben also ein Fine
Tuning.
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Von RNA zu DNA: RNA Welt Hypothese

( RNA system

C...

RNA and protein system

| C

Emergence of RNA
which can catalyze
protein synthesis

[ Current cells

DNA —= RNA —» protein

Fogaw 01 Mobeodir Badugy of the Ol e | O Gurland Somme 2013)

Emergence of enzymes
which can replicate and
transcribe DNA

Ribosome (sind Ribozyme) sind ein gutes Indiz dafiir, dass die Hypothese stimmen kann, da sie nur
aus Proteinen und RNA bestehen,/RNA als Katalytisches Center wirkt und sie fir die Synthese tRNA
bendtigen (bendtigen keine DNA).

Spliceosome (sind Ribozyme) benétigen ebenfalls keine DNA und die Ahnlichkeit zu Gruppe i
Introns lassen darauf schliessen, dass diese auch von diesen Gruppe Il Introns abstammen.

Viren bendtigen ebenfalls keine DNA, um sich ausbreiten zu kénnen.
Indikatoren, dass RNA das erste genetische Material war

- Ribosome und Spliceosome

- Energieform der Zelle: ATP ist ein Ribonucleosid

- RNA kann sich evolvieren: Aktivitat von RNA Enzymen kénnen sich mit der Zeit erhéhen ->
Mutationen haben RNA Molekiile selektiert, die gut fiir die Fitness waren

RNA ist fdhig, viele Reaktionen zu katalysieren

- Spaltung (cleavage) von Phosphodiester Bindungen
- Formung von Peptid Bindungen (z.B. Ribosomen)

Aber: Selbstreplikation von RNA?

Ribozyme (= katalytisch aktive RNA Molekiile)

BASE-PAIRING
BETWEEN
RIBOZYME AND SUBSTRATE PRODUCT
SUBSTRATE CLEAVAGE RELEASE cleaved
ribozyme - RNA
3 '
v, 5
Ly "
substrate
RNA ribozyme

Im obigen Bild wird gezeigt, wie ein Ribozym eine Spaltung von RNA durchfihrt.
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E: Kompartimente und Proteinsortierung (l. Zemp und U. Kutay)

Zusammenfassung
(unbedingt Auswendig konnen)

Vorlesung 1 (I.

Zemp): Ubersicht der Kompartimente

ER

Mitochondrien

Chloroplasten

Peroxisomen

Zell Nukleus

Hauptfunktion
der Organelle

- Eingang zum
Sekretorischen pathway,
Proteinfaltung und
Qualitatskontrolle

- Lipid Biosynthese und
Homeostase

- Detoxifikation

- Calcium Speicher

- Zellen “Kraftwerk”

- Zellatmung (-> ATP
synthese)

- B-Oxidation von
Fettsauren (nur in Tieren)
- Lipid Synthese

- Apoptose (=
Programmierter Zelltod)

- Photosynthese (Licht
reaktionen -> ATP 02)
- Dunkelreaktion (-> C
wird fixiert aus CO2)

- Fettsdure und
Aminosaure Synthese,
angeborene
Immunantowrt

- Andere Funktionen fiir
verschiedene Typen
Plastide

- Haus Oxidative Proz.

- B-Oxidation von
Fettsduren zu acetyl-CoA
(in Tieren, Pflanzen und
Pilzen)

- Biosynthese von
Plasmalogens (z.B. Myelin
von Neuronen)

- Photorespiration in
Pflanzen

- Glyoxylat Cyklus in Samen

- DNA Aufbewahrung und
Regulierung

- DNA Replikation

- DNA Transkription

Signal Sequenz

ER Signalsequenz,
Hydrophober Kern

MTS (Matrix Targeting
Signal):

- Lokalisiert am N
Terminalen Ende

- Gibt auch innenmembran
Signalsequenzen

- Amphipathische Helix

- Signal Sequenz: Transit
Peptid (N-terminal,
Ser/Thr-reich)

- Thylakoid
(=Membranysteme in
den Chloroplasten)
Signalsequenz

- Chloroplast Signal
Sequenz

- Import Signale: PTS
Peroxisomal targeting
singal): PTS1: Meist C-

terminale SKL Sequenz

PTS2:

Nonapeptid-
Konsensussequenz, meist
N-terminal

-mehr als 23 Faktoren sind
im Import involviert, ->
Peroxine

-mPTS fiir
Membranproteine

-NLS: Nuclear Localization
Signal (fiihren Proteine in
den Nucleus, oft polar)
-NES Nuclear Export
Signal

- TIM23 Komplex
- OXA Komplex
- Kontaktstellen

- Kontaktstellen

Transport Meistens co- (Héhere Post-translationale Post-translationale Post-translationale Post-translationale
Eukaryoten), kann aber Translokation Translokation Translokation Translokation
Modus auch post- translational
sein
ungefaltet ungefaltet ungefaltet Gefaltet, sogar ganze Gefaltet, sogar ganze
FaltungSStatus Proteinkomplexe Proteinkomplexe
des Transport-
substrats
Signal recognition Particle - Rezeptor Proteine z.B. im - Rezeptor Proteine z.B. - PEXS fur PTS1 RanGTP binding
Erkennung der (SRP) fur co- TOC Komplex im TOC Komplex - PEX7 fur PTS2 receptors:
Signalsequenz translationalen transport - Tom20, Tom70, Hsp70 - Hsp70, Hsp90, Toc34 - PEX19 fir mPTS - Importin Rezeptor
Tocl59 - Exportin Rezeptor
- Andere Transporter
Rezeptoren wie NTF2, TAP
H Sec61 Komplex Aussere M. Membran: Aussere Membran: Verschiedene Peroxisome NPCs (nuclear pore
Translokatlon - Tom Komplex - TOC Komplex complexes
/ - SAM Komplex Innere Membran: Nucleoporine
Innere M. Membran: - TIC Komplex
Transportkanal - TIM22 Kompelx Thylakoidmembran:

Energie Input

- Protein Synthese fur co-
translationalen Transport

-Funktionaler Zyklus von
Cytosolischem Hsp70

Aussere Membran:
-TOC34, TOC159:

- bis jetzt unklar, aber
einige Peroxine sind

- Erleichterte Diffusion
(Transport von Moekiilen

Glykosylierung) und
Faltung

- ER Qualitatskontrolle:
ERAD, UPR

in den Protein - BiP (Hsp70) fuir post bendtigt ATP hydrolyse GTPase (bendtigen ATPasen durch eine Biomembran
translationalen Transport - Translokation der GTP), GTP hydrolyse tiber Kernporen)
Transport Signalsequenz in die Matrix In Thylakoidmembran: - Bei Transport gegen den
benétigt -Sec pathway (benétigt Gradienten wird sich der
Protonengradienten Gber ATP und H+ Gradient) RanGTP Gradient zu Nutze
innere Membran -Srp linked pathway gemacht, der mit Energie
- Bindung/Release von (benotigt ATP und H+ Aufrechterhalten wird
Mitochondrialem Hsp70 Gradient)
zum kommenden - TAT pathway (benétigt
Polypeptid benétigt ATP ATP und H+ Gradient)
hydrolyse -ATP Hydrolyse von
Hsp70
Ja Ja Ja Nein nein
Abspaltung Signal Anker werden nicht
der abgeschnitten
Signalsequenz
- Translokation ist an Chaperone spielen eine
Andere Modifikation gelinkt wichtige Rolle
Funktionen (Disulfidbriicken, N-
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Nuklearer Transport

Nukleare Transport Rezeptoren (NTR): e ’.‘:.....'; & )
Shutteln kontinuierlich zwischen / 3 Se— / [ B
Nukleus und Cytoplasma o _‘;\ N @ 9 & "
Interagieren mit NPC (FG repeats) und — ) ( — — ) ( -

- /
kdénnen eigenen Import und Export i 9 S
durchfihren. Nan Ty e " nwsre__ e

Rann-GTP BNDS TO \ (

RanGTP-bindung kontrolliert Transport el N W ool et
Substrat assooziation/dissoziation DT T —— a wasAamoeT

NTR gehoren zu einer Protein Superfamilie

Transport ermoglicht durch Shuttling Nuclear Transport Receptors (Importins, Exportins)

Diese erkennen Spezifische Transportsignale (wie NLS, NES)

RanGTP Gradient bestimmt die Richtung des Transports

Interaktion von NRTs mit FG repeat Nucleoproteinen sorgen fiir NPC passage

NPC passage durch diffusion (keine NTP Hydrolyse, Energie unabhangig)
RanGTP Gradient stellt Energie fiir Transport gegen den Gradienten zur verfiigung

Nuklearer Transport von vielen Frachten kann parallel reguliert werden

Ubersicht: Komponenten des RanGTPase Systems

Factor Interaction Localization Function
RanGTP! GDP

Ran na Nuc/Cyt Directionaity of nucleasr
transport

Nucleas RanGTP Nuc/ NPC/ Cyt  Translocation of

Transport macromolecuies through the

Receptors NPC

RenGAP RanGTP Cyt! NPC Stimulation of GTP hydrolysis
on Ran

RanGEF nudieotide-free  Nuc Nucleotide exchange

{RCC1) form of Ran

RanBP-family: RanGTP

Ran8P1 Cyt Export complex dssociation

RanBP2 NPC (cyt. side) Export complex dissoclation

NTF2 RanGDP Cyt NPC Nuclear impost of Ran
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4 Zellulare RNA Exportwege

Ran-independent | |RanGTP-dependent/ Export von tRNA durch Exportin-t (RanGTP abhangig)
| exportin-mediated
Export von Ribosomalen Untereinheiten und snRNAs,
. ' ' . markiert durch NES Adapterproteine durch CRM1
Expt

TAP/P1S cam (RanGTP abhangig)

T / \, rm Export von (den meisten) mMRNA mit mRNA
e LT G G Bindungsproteinen durch TAP/P15 (Ran unabhingig)
.L!
anfMNAs ribosomal_subunits

most mANAs

@ NEScontwnng adapion protess

Losliche ER Proteine

ER Proteine werden durch ein signal recognition particle
(SRP, translation stoppt) aufgrund ihres Startsignals
erkannt und zum SRP Rezeptor am ER gefiihrt. Dann wird
die Startsequenz am Translokator verankert (SRP wird
vom SRP Rezepotr geldst) und die Translation wird direkt
ins ER fortgesetzt (Uber Translokator). Am Ende der
Translation wird das Startsignal durch eine Signal
Peptidase abgeschnitten und das fertige Protein ins ER
Lumen entlassen. Neben der oben beschriebenen co-
translationalen Translokation ist auch post-translationale
g ot e Translokation moglich.

ER Membranproteine

Polytopic (multi-pass) membrane proteins

COOM  spe
{ |

Mep araber  start tramiber

pogtide peptide

bindingcite  Binding uhe

' Viarabicatar pronen .
M"ﬁn‘oﬁo s
teranerbrase proven
I EN meierane

s g e e -
oo -8 ———

Grundsatzlich gibt es 3 Typen von ER Membranproteinen (siehe oben). Diese werden gleich wie die
I6slichen ER Proteine zum ER gefiihrt und im Translokator verankert. Durch Kombinationen von
hydrophoben Start- und Stop Signalen (rot und gelb) sind mehrfach verankerte (polytope)
Membranporoteine moglich.
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Protein Prozessierung im ER
Disulfid Bindungs forming N-gelinkte Glykosylierung
N-Glycan trimming ung reglucosylierung GPI Anker addition

Andere weniger verbreitete Modifikationen

Vorlesung 1 g‘&c&@(\/@ %M

Die wichtigsten Organellen in tierischen Zellen Q(G\[\O_ — &('X‘;ﬁ—

gy -4 Links sieht man die
endosome wichtigsten Organellen
einer Tierischen Zelle.
lysosome Diese Zelle ist sehr dicht
bepackt mit Organellen
und Proteinen.

mitochondrion

Golgi
apparatus

cytosol Entscheidend fiir diese
endoplasmic peroxisome  7o|le ist, dass Proteine
reticulum with \(/ .
membrane-bound [, durch einen
polyribosomes | Rons- Proteintransport an ihren

Bestimmungsort gebracht
werden, sodass die Zelle
free ribosomes  funktionieren kann.

: :
nucleus plasma membrane

15um

Qrmembrane space  Outer membrane

Matrix /
CcYTOSsoL e~~~ \\\\\ /au * / Ir::gﬁ:brane
- . N’x “4a
dl l Gated transport mANA / 3
[ NucLEUS | Mitochondrion
[ pLastips | B[ PEROXISOMES | } /

4
+—— Nascent prots

{ ‘— ER signal

sequeiies.

Translocation of proteins

} into organelles
[ ENDOPLASMICRETICULUM | DX

[ GOLGI |

I SECRETORY
LATE ENDOSOME VESICLES

nner nuclear
membrane

LYSOSOME \
: % Nuclear
— F—_ Nu
EARLY ENDOSOME % Y] 5 = eiope
1 @D PSESK g
< A ~ nucleolus,
[ CELL EXTERIOR S A 9) other proteins
\
Figure 12:5 Molecular iokogyofthe el G (© Gakand Science 2015) y 1 N\ e L — _~Core
X = Cell surface,” 40 Plasma ™ Rough “I_— Membrane
KEY: I = gated transport (sacreted) J' membrane endoplasmic A= M
B = transmembrane transport Lysosome reticulum ./ T Matrix

SECRETORY PATHWAY Nucleus Peroxisome

= vesicular transport

Oben sieht man eine Ubersicht {iber die wichtigsten Transportvorginge innerhalb einer Zelle. Dabei
konnen gewisse Prozesse auch in beide Richtungen erfolgen (siehe Pfeile links). Dieser Transport
kann Co-Translational erfolgen oder Post-Translational.
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Benotigte Elemente fiir ein Protein Translokationssystem

Ein Signal adressiert das Protein zu seinem Ziel Kompartiment

- Eine Proteinfaltungs Maschinerie auf d€r trans Seite der Membran

Arten von Signalen

Target Location of Signal Signal Nature of Signal
Organelle Sequence Berail
ER N-terminal yes Hydrophobic core
Mitochondria N-terminal es Amphipathic helix .
y pnip T asin /I/\ (OOViIN
Chloroplasts N-terminal yes rich in Ser and Thr
3)9?\‘\— diche.
Peroxisome C-terminal, N-terminal no = O Vgt 2SKL: N-term. nonapeptide
Nucleus Mostly internal no éfé;r"m Diverse, e.g. classical basic
s@zm NLS
Yo 10“3
=0l M
Mitochondrien und Chloroplasten Allgemein 2tk

sSemiautonome” Organellen (Wachstum und Teilung, enthalten eigene DNA und
Translationssystem)
- von einer Doppelmembran umgeben

- Hauptfunktion: ATP-Synthese  + Z\BQS&@T&YV\HIQ&- gﬁ“ GLWW

(A) MITOCHONDRION (B) CHLOROPLAST

outer

membrane matrix space

outer

rista int b
cspsat: : m:,:.':. - membrana thylakoid
inner space
inner membrane thylakoid

membrane

stroma
(matrix space)
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Mitochondrien und Translokation (= Proteintransport)

nuckeus
o S e O
—_—— ' e
~ cytoplasmic
RNA ~jgy— fibosome

~1000 different
muclear-encoded
« mitochondrial peoteins

mitechondrial ONA
(mIDNA)
Tom_| |

nu:
. /
e RNA
\
mitochondrial

‘30—

13 mtDNA-

P

b,

- Die Anzahl der Mitochondrien variiert zwischen den Zelltypen

Mitochondrien kdnnen ihre eigenen Proteine herstellen. Die
allermeisten Proteine, die fiir die Mitochondrien bestimmt
sind, werden jedoch im Nukleus transkribiert und im
Cytoplasma translatiert.

Hauptfunktionen:

- Atmu
KOxidation von ie!%sa B synthese,

- Apoptose (= Zelltod)

DQ&%masQn

- Mitochondrien bilden ein hochdynamisches Retikulum (Fusion / Spaltung)
- Mitochondrien sind unterteilt (Kompartimierung), alle diese Kompartimente besitzen
unterschiedliche Proteinzusammensetzungen und somit unterschiedliche Funktionen

intermembrane  outer membrane

space

inner boundary
membrane

cristae
d

Compartment Proteins

Outer membrane large, channel-forming proteins (porins; pore is permeable to molecules up to 5000 Da)
enzymes for mitochondrial lipid synthesis

Inner membrane proteins that carry out the oxidation reactions of the electron-transport chain

ATP synthase
transport proteins (passage of metabolites)

crista
membrane

crista junction

Matrix enzymes for oxidation of pyruvate and fatty acids

_— enzymes for for citric acid cycle

(€  cristaspace

Figure 14-8 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

Porine: Kanalformende Proteine, die

TOM COMPLEX
receptors
translocation
channel
outer mitochondrial
membrane ~
inner
mitochondrial
. membrane
import —{
ATPase
TIM22 TIM23 COMPLEX
COMPLEX

Figure 12-21 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Soence 2015)

Intermembrane space | enzymes that use ATP to phosphorylate other nucleotides

dafiir sorgen, dass Proteine ins Mitochondrium gelangen

COMPLEX Links sieht man einige Komplexe, die fiir
den Transport von Proteinen in

Mitochondrien benétigt werden.
CYTOSOL

B ol

INTERMEMBRANE
SPACE

MATRIX
SPACE
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Signalproteine (Matrix Targeting Signal)

Bindungsrille bestehend aus hauptsachlich hydrophoben Aminosaureresten, hydrophilen Reste
befinden sich auf der Gegenseite. Das Signal gibt dann nicht die AS Abfolge selbst sondern die
spezielle 3D Struktur mit hydrophoben AS auf der einen Seite und Hydrophilen auf der anderen.

(A)

Das MTS-Peptid ist in einer helikalen
Struktur gebunden, drei hyd—rophobe
Reste (Leu) konnen dann am
Rezeptor binden (C).

andere / zuséatzliche Signalsequenzen
fiir den Import von Proteinen durch
die innere Membran usw.

Rezeptor (Signalerkennungskomplex): TOM Komplex

Tom, Translocation pore
Tem5 Translocation pore

Matrix

Dieser TOM Komplex kann aus verschiedenen Untereinheiten
bestehen. Nur diese Untereinheiten lernen:

- Tom70 erkennt hauptsachlich interne Signalsequenzen des
Imports von Substraten (nicht MTS)

- Tom20 bevorzugt das N-terminale Matrix-Targeting-Signal
(z.B. MTS)

Sowohl Tom70 als auch Tom20 Uibertragen ihre Substrate auf

TOM complex Tom22, welches Praproteine an die proteinleitende Pore
Tom70 liefert

Tom40 tion pore

Tom22 Ce receptor . . s

Tom20 ety Modell: Bindungsstellen mit zunehmender Affinitat (sodass
Tom7 Translocation pore der Prozess in eine Richtung gelenkt werden kann).

Nach dem TOM Komplex werden die Proteine anihren
Bestimmungsort gebracht. Dieser kann sein:

IMS: Intermembranraum (Intermembrane space)
OM: Aussere Membran

IM: Innere Membran

Matrix: Innerhalb der zweiten Membran

Seite 110 von 219
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Protein in die Matrix tiberfiihren

Um ein Protein in die Matrix

A) Ecvennen vartsafiser Voin dare. > Saveny
¥ L S Uberfuihren zu kénnen, wird
% I:’:E:;IR‘:':‘IEN;YO outer mitochondrial membrane daS durch Cha pe rone
precursor TOM COMPLEX inner mitochondrial membrane .
protein — ungefaltet gehaltene Protein
| VG . .
ronence r durch die N Terminale MTS
qu ,ul - Sequenz vom TOM Komlex
BINDING TO MATRIX - 5 ~
IMPORT RECEPTORS J',r:,ix g'#:;ﬁiﬁ SPACE erkannt und emgeschleust.
receptor ) TEETOAE & Nun bewegt sich der TOM
::;;ein in : TRANSLOCATION d mm:e | itd in b
complex INTO MATRIX BY o N
INTO MATRIX BY m,,::::;:,,,, Komplex mit dem Protein Uber
cleaved die Membran zu einem TIM23
signal peptide

Komplex, sodass das Protein

durch beide Komplexe gleichzeitig geschleust werden kann. In der Matrix wird das MTS durch eine
Signalpeptidase abgebaut und das Protein kann sich falten.

Translokation zur Inneren Membran 1: direkt

inner

com lex membrane
cvrosm. p P’°‘°'“
_
—
.
_ ) | |
cleavage
site "M23 \ /
complex
signal stop-transfer
sequence sequence
MATRIX SPACE

zotedion don Wowlooon
Proteine, die-firdie-innereMembran bestimmt sind
besitzen neben dem MTS noch eine Stopp-Transfer
Sequenz. Der Transport des Proteins erfolgt gleich wie
der Transport eines Proteins in die Matrix (MTS wird
am Ende abgebaut). Sobald der TIM23 Komplex
jedoch die Stopp-Transfer Sequenz erkennt, wird die
Translokation durch die Innere Membran gestoppt.
Mit der Zeit wird das‘Protein aus dem TIM23 Komplex
entlassen und kann sich falten, um als
Membranprotein seine Aufgabe zu erfiillen (in diesem
Fall: N Terminal Verankertes Membranprotein).

Translokation zur Inneren Membran 2: via Matrix und OXA Komplex

inner membrane

protein
I
OXA
complex/,
—-
cleavage
site < \ / \
signal }\ %
sequence second /
signal sequence

MITOCHONDRIAL

PROTEIN SYNTHESIS

Seite

Ein Protein besitzt zwei Signal Sequenzen,
wobei das MTS (rot) nach dem Transfer
durch TOM und TIM23 Komplex
abgespalten und abgebaut wird. Die zweite
Sequenz kann dann vom OXA Komplex
erkennt'werden und das Membranprotein
in die Membran eingebaut werden. Der
OXA Komplex kann so auch vom
Mitochondrium selbst hergestellte
Membranproteine in die Membran
einbauen.
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Translokation zur Inneren Membran 3: via TIM22 Komplex

Proteine mit einef internen Signalsequenz
werden vom TOM Komplex (Tom70)
erkannt und in den Intermembranraum
Uberfiihrt und'von Chaperonen
abgefangen, welchedas Protein zum
TIM22 Komplex bringen. Dort wird das

intermembrane- inner .
space chaperones TIM22 COMPLEX  membrane Frotein dann alsmehrfach
protein membranspannendes Protein (z.B. Carrier
. Proteine).

Translokation in den Intermembranraum 1: Stopp-Transfer oder sekundére Sequenz

protease intermembrane Bej |ntermembranraum Proteinen wird
cleavage space protein

Mechanismus oder durch den OXA Komplex ein
Protein in di ;
+ OXA complex ' ’

N s . Dieses ist dann am Stopp-Transfer Signal oder
am zweiten Transportsignal (OXA) an die Innere
Membran gebunden. Durch Spaltung wird das
Protein von dieser Sequenz getrennt.

entweder durch einen Stopp-Transfer
+ stop-transfer mechanism &

Translokation in den Intermembranraum 2: IMS Proteine via MIA40 Weg

reduced protein to Wird fir Proteine bendtigt, die infihrer nativen Struktur
T T

A TRANSLOCATION ACROSS
be imported . R @ . . .
OUTER MEMBRANE Disulfidbriicken (durch Oxidation von Cys) bilden. Nach
TOM 1 . -_—
I ose s TOMeomex dem Transport in den Intermembranraum durch den
RECOGNITION REDUCTION TOM Komplex werden diese Proteine vom Mia40
SH . - - o .
AND OXIDATION 55T N OF Miado, Komplex abgefangen. Dieser katalysiert die Oxidation
BY Mia40 ~ oy OXIDATION o . . . . .
sZ. Miado ‘S,S orimporteD  von Cys fiir die Disulfidbriickenbildung und wird dabei
PROTEIN . . . .
reduziert. Dass der Komplex wieder funktionieren kann
REOXIDATION \ /L, : d ied d h di
BYRESPIRATORY ' SH <y . muss er dann wieder (durch die
CHAIN

Elektronentransportkette) oxidiert werden.

Proteine der dusseren Membran: 3-Barrel Proteine

TOM COMPLEX SAM outer _ Proteine fur die dussere Membran fuhren auch
compLEX Mitochondri durch den TOM Komplex, werden dann von

membrane
CYTOSOL Chaperonen abgefangen und zum SAM
I Komplex an der dusseren Membran gefiihrt.
Dieser baut das Protein dann ein.
.

fu||y folded Insbesondere B-Barrel Proteine wie die Porine

protein  werden so transportiert und eingebaut.
INTERMEMBRANE

SPACE chaperones

MATRIX SPACE
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Proteine der dusseren Membran: a-Helikale Proteine

several TM sequences

N-terminal TM sequence internal TM sequence

C
Cytosol ; N
' ' 9
oM 0 0
| 5
N o
IMS AN J \ J c

Y
SAM complex
adapted from Stojanovski et al, CSHP Biol (2012), 4:a011320

Y
TOM complex

Brokin dar GufSeren Rerbran

Bei mehreren Sequenzen ist Tom70 und Mim1 wichtig.

Fundamentals in Biok

Zusammenfassung Translokatoren

nearly all nuclear-encoded
mitochondrial proteins

receptors

outer mitochondrial
membrane

CYTOSOL

inner INTERMEMBRANE
mitochondrial SPACE
membrane
x . . MATRIX
import ’—-g
ATPase SPACE
COMPLEX

221 Mekrabar Bnkogy of the (ol e (O Gt Sciemar 1015

multispan proteins of the
inner membrane

- matrix proteins

Translokation: die 3 benétigten Energien

cytosolic hsp70

cmperonﬁ receptor protein

= AQW\IMY\F‘- &Y

- inner membrane proteins
(stop-transfer mechanism)

Bei a-Helix Proteinen ist
die Art des Signals wichtig:

Bei N-Terminalen
Sequenzen ist das Mim1
OM Protein wichtig.

Interne Sequenzen werden
durch TOM und SAM
Komplex in die OM
eingebaut.

\lON\()[@( h:f( (%/\“mg

M9—

outer membrane proteins:

- B-barrel proteins

- a-helical proteins with
internal signal sequences

inner membrane proteins
(from matrix: imported
proteins or mitochondria-
encoded proteins)

Tolk: Energe (ATR)

T Prdw\m%wdl@”}

In TOM <omphx AP + H
outer mitochondrial
membune
_ | I | — |
| _ )
MATRIX / o
SPACE \ TIM23 complex mombum mitochondrial hsp70 "m"'” “"‘""" o
potential (part of import ATPase) '3 conformational
inner mitochondrial change in import ATPase
membrane + H

Figure 12-23 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

Afen pesib
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

- Der Funktionszyklus von cytosolischem hsp70 (Chaperonen im Zytosol) —> \O@M‘\g\— ! i[l [ ’ 5&9\

- Die Translokation der Signalsequenz in die Matrix erfordert einen Protongradienten in der
inneren Membran. Da die Sequenz netto positiv geladen ist wird sie so durch den Komplex
transportiert

- Die Bindung / Freisetzung von mitochondrialem hsp70 (Chaperonen in der Matrix) an das
ankommende Polypeptid erfordert ATP. Hydrolyse. Dabei gibt es zwei Theorien fir die
Wirkungsweise: Brownian ratchet (mtHsp70 bindet am Protein und verhindert
zuriickgleiten) und power stroke (Durch ATP Hydrolyser in mtHsp70 wird eine
Konfirmationsdnderung erzeugt, die das Protein in die Matrix zieht). Auch Kombination
hochstwahrscheinlich moglich.

Hsp70 Chaperone im Cytosol

hsp70 hsp70 erkennt

machinery
" kleine Abschnitte
Vs > L’ hydrophober

correctly folded ~ AMinosauren auf

hsp70

m/ machinery
O
m

e einer
ribosome l £ Proteinoberflache.
incorrectly folded
protein

- ATP-gebundenes hsp70 bindet an sein Zielprotein

- Die ATP Hydrolyse flihrt zu einer Konformationsanderung von hsp70, was zu einer starken
Klammerung des hsp70 an sein Zielprotein fuhrt

- Durch eine schnelle Bindung von ATP nachdem das ADP sich abgeldst hat fihrt zu einer
Dissoziation von hsp70

Dieser Zyklus wiederholt sich immer wieder und gibt dem Protein so mehr Zeit, sich richtig zu falten
(oder verzogert die Faltung in unserem Fall wahrend dem Transport durch das Cytosol.

Chloroplasten
Struktur und Funktionen

B} (CHLOROEEAST Wichtigste Funktionen:
chloroplast

- [ Photosynthese (Licht- und Dunkelreaktion,

ATP, Sauerstoff, Fixierung von C02) => 2l o~
- Fettsdure und Aminosdure Synthese,

thylakoid Initiation von Immunabwehr

outer
:mbrane

inner space
mmb“ v Der Protonengradient wird tiber 3. Membran (=
sl Thylakoide Membran) erzeugt. Dabei kdnnen
(matrix space) wegen dem kleinen Raum sehr grosse pH
R . Differenzen entstehen.
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thylakoid memb
CHLOROPLAST ylakoid membrane MITOCHONDRION

stroma

matrix
pHS8

pH7.9

H
H
H*
) )
thylakoid space + ; intermembrane space

H
pH5.5 ADP pH7.4

intermembrane space
pH7.4

Translokation in Chloroplasten

Ahnlichkeiten zum mitochondrialen Proteinimport:

- | spaltbare Signalsequenz (in diesem Fall: Transitpeptid; reich an Ser / Thr Resten)
- posttranslationale Translokation ungefalteter Polypeptide b~ miMI

- Translokationsmaschinen in beiden Membranen

- Kontaktstellen

- energieabhangig (Hsp70, ATP)

Unterschiede:

- verschiedene Translokationskomplexe
- beinhaltet GTPasen, erfordert GTP-Hydrolyse
- kein elektrochemischer Gradient liber die innere Membran

Transport.in das Stroma (=innerhalb der 2. Membran)

thylakoid precursor Wie auch bei den Mitochondrien
) proteln TOC complex  chloroplast outer membrane wird die Signalsequenz eines
:?gy'l‘aall(O'd / chloroplast inner membrane .
renuance , cyrosoL  Proteins vom TOC Komplex
chloroplast p— _Tic complex (Besteht aus proteinen Toc34, Toc
signal .
sequence 159, welches GTPasen sind, also
receplor CLEAVAGE OF STROMA . . .
i N CHLOROPLAST SIGNAL SEQUENCE GTp fur die Signalerkennung
inTOC - ey
::l:)mplex f):l:&g:m \& f g% bendtigen und aus Toc 75,
TRANSLOCATION d thylakoid H

e eTeat exposed thylakoi welcher als Translokationskanal

wirkt) erkannt, gehalten und Gber

den TIC transportiert. Dort
durchquert das Protein beide
Komplexe und die Chloroplast

in thylakoid space Signal Sequenz wird abgespalten.

signal sequence

FOUR ROUTES TO TRANSLOCATE
PROTEIN INTO THYLAKOID SPACE

THYLAKOID

thylakoid mature protein

Auch Stopp-Transfer Sequenzen und Komplexe wie OXA Komplexe an Mitochondrien moglich.
Die Signalsequenz besteht-aus N=Terminalen Transitpeptiden; die viel Ser und Thr enthalten.

Chaperone sind sehr wichtig flir die Translokation. Diese sind ausserhalb der OM zu finden, im
Intermembranraum sowie im Stroma.

Qooe 2 frding, die. o ynfvderte Reoue s fa\wﬁun@&b%@n
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Transport in das Thylakoid

0 Links sind die wichtigsten
Q q’ .ﬂ Aufnahmewege in das
- L O Thylakoid gezeigt.

thylakoid 1 2 3 4
membrane / ¥

Diese sind zum Teil nach
anderen biologischen Systemen
benannt, da sie Ahnlichkeiten

thylakoid
space

+ 4

THYLAKOID

ATP + ATP + . .
::ergy H*electrochemical H"electrochemical H*electrochemical none zu ihnen besitzen.
quirements N . N
gradient gradient gradient

Sec pathway SRP-like pathway TAT p y P \ A
1 : Thyoledlonen = fnvent o)

| é 10 Wamoroa ‘
Peroxisome \ﬁgmm G/‘qu!()&va —'V\Q &erm 7 ﬂyhkadlun/ﬂﬂ

Struktur ATO w@‘(}(\d}/\ duwa_ ATP

- Einzelmembran

- bis zu 250 pro Zelle, 0,2-1,5 um Durchmesser

- kommen von ER-Vesikeln, Wachstum durch Fusion oder Import von zytoplasmatischen
Lipiden

- koénnen gespalten werden

- enthalten keine DNA oder ein Translationssystem

- Alle peroxisomalen Proteine missen importiert werden

- vielfaltige Familie von Organellen

- enthalten oxidative Enzyme, die H,0, verbrauchen und produzieren. Es ist fiir die Zelle sehr
wichtig, dies in einem separaten Organell zu machen, da H,O, fiir DNA sehr schadlich ist.

Funktionen

(O (&ng&u\ﬁw

- Haus Oxidationsprozesse

oxidase
RH, + O, —_— R + H,O,
(organic compound) .
peroxidase
RH, + HO, — R + 2H,0
catalase
2H,O, "=y O, B 2H,0

- B-Oxidation von Fettsduren zu Acetyl-CoA (in Tieren auch zusétzlich in Mitochondrien)
- Biosynthese von Plasmalogenen (z.B. in Myelinscheiden von Nervenzellen)

- Photoatmung in Pflanzen
’ lA [/\/\\Dmb,

- Glyoxylat Zyklus in Samen
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Protein Import in Peroxisome

- Post Translationaler Protein Import

- Proteine werden gefaltet transportiert und importiert auch als/Oligomere (auch
Proteinkomplexe kbnnen importiert werden)

- Import Signale: Peroxisomal targeting signals (PTS) aber (bei Oligomeren mussen nicht alle
Protein ein targeting sigm:sitzen)

- Mehr als 23 Faktoren sind involviert (sogenannte Peroxine)

3 Peroxisomal targeting signals (PTS)

MATRIX PROTEINS MEMBRANE PROTEINS
COOM
™ It " Recaptor-carge mPTS
¢ ing complox
Cytosol .
prS1 . o N1 ) :
CAwrmrinst @ !
(SAICH ORIRIL{LM) e :
A Matrix - COOM / —
HoN A
» 28 c —
ke — 20 AAmPTS [ aoaamerts 1|
Neterrrina. et "
RAUNIVQ)X-X ALV {LISIGIAS XA WGHLIA) eg. C boidini PMP47 eg. P2 pastoris Pax3p
——c Subramani, Physiological Raviews (1998), 78:171

Adapted from Francisco &t &, Boessays (2017) 39:1700047

+  PTS1: most often C-terminal SKL sequence

«  PTS2: nonapeptide consensus sequence,
mostly N-terminal

Import von peroxisomalen Matrix Proteinen

Ein Cargoprotein (CP) wird

ST‘OE 0

PEX5 deubiquitination vom PEX5 erkannt und
iuct:’s;rr:tt;n @3 ( / , dieser Komplex dock an
STAGE 1A — p /sm“ das docking/translocation

ATP -dependent Module (DTM). Das CP wird

ADP + Pi PEXS5 extraction
dann aufider anderen Seite

der Membran entlassen,
wobei PEX5 auch ein Teil
des Kanals bildet. Dann
wird Das PEX5 fiir die

Extraktion markiert (ein Ub

STAGE 18

Docking Insertion, PEX5 mono- Interaction (ce)

to DTM Cargo translocation  ubiquitination with REM wird angehangt). Dadurch
g‘lel:\dc:adrggk?r:g}ig‘nslocation module Adapted from Francisco et al, Bioessays (2017) 39:1700047 ka nn da nn das REM

REM: receptor export module Fundamertai n e (Receptor extraction (I)
module) das PEX5 wieder entfernen; dazu wird ATP hydrolisiert. Zum Schluss wird das Ub wieder
entfernt und der Zyklus beginnt von vorn.
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Peroxisom Membran Protein import

- Klasse-I-mPTS-Proteine: |6slicher Rezeptor, der das Protein dann in die Membran einsetzt
- Klasse-II-mPTS-Proteine: Membraneinbau im ER, wird dann Uber Vesikel zu Peroxisomen

transportiert —B\JQ@I\LC( \/Q(‘&CQ’\W

Gene von Peroxisomen als Grund fiir vererbbare Krankheiten: Zellweger Syndrom, da in den
Nervenzellen Myelinscheiden die Plasmalo i bgebaut werden und die verringerte B-
Oxidation von Fettsd teNervenzellen zusatzlich angreift.

Zellkern (Nukleus)

outer Der Zellkern besteht aus einer Doppelmembran, die mit dem ER
d . . y . .
miibaar oA verbunden ist. Diese enthalt «Poren» welche aber eigentlich
ewelope ::'u";:‘, Porenkomplexe sind, die den Stoffaustausch regulieren knnen.

ER membrane

Das Gruine Netzwerk ist Das nukleare Lamina, welches den Kern
lumen innerlisch stitzt.

S infertedie. Milonno o

perinuclear

e o nuclear
pores

Membranen im Detail

Die Membran vom ER ist eine Fortsetzung der
uklearen Membran. Sie sind aberwnietitgleich.
itemodate Die innere nukleare Membraa{INM) enthalt
7 spezifische-irtegrale Mermbranproteine, die bei
de romatinorgatfisierung, dem Signaling, der
Genexprimieruhig, der DNA Reperatur, der
Rekombimdtion der Nuklearen Migration und der

’ Veragrkerung helfen.
/4

Actin
filaments 7,

/
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Kernkorper

- Kernkorper sind Suborganellen des Kerns

- nicht Membran gebundene, hochdynamische Strukturen

- strukturelle Integritat vermittelt durch Protein-Protein und
Protein-RNA-Wechselwirkungen c

- als unabhingige Domanen visualisiert durch
Elektronenmikroskopie und / oder Immunfluoreszenzanalyse

- z.B. Cajal-Kdrper (RNA-Modifikation, RNP-Baugruppe)

- z.B. Kernflecken (Lagerorte fiir Spleill Faktoren)

Cajal bodies

Nukleolus \,\0\\4/[)}‘\ \ZQ}»\I\Q, \&@W\W\

Die Nukleoli (normalerweise 1-4 pro Nukleus) Erkennt man gut'an dem Dunkeln
stellen auf dem Bild links. Sie werden gebildet an verschiedenen
Chromosomen, die rDNA Wiederholungen enthalten. In den Nukeoli findet
auch die rRNA transkription statt.

Unter dem Elektronenmikroskop sieht man 3 verschiedene Komponenten:

- Fibrillar centers (FC): Depot von aktiver rDNA

- Dense fibrillar components (DFC): en die FC. Die Transkription findet
zwischen FC und DFC und in den DFC finden erste RNA Reifeprozesse statt.
- Granular ponent (GC): FC und DFC sind eingebettet in das GC, wo

spatere Schritte der ribosomalen Subunit Herstellung stattfinden

adapied from Lechestier
ot &, JCS (2007), 120:285

Nukleare Lamina = (perwedioC

o, E[OW@(‘Q' Wie beim MTS Signal handelt es sich bei den
.d‘;, Proteinen fiir die Nukleare Lamina (Lamine) um j
ﬂ zwei Proteinen mit a-helikalen Doma mit den
h Mo ™ chydrophoben Resten in der Mitte. Diese sind ziemlich
\ lang und formen ein 2D-Netzwerk und sind sowohl

mit der INM und-@dém Chromatin verbunden. Sie

o
e N

.,‘-A‘\ ‘ »
e

<
e
!

)
o2

a<’l/V
P
5 %.,\AQ\

exposure of hydrophobic amino acid
side chains to aqueous environment

helices wrap around each other to minimize &)
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Lipid Modifikation von Laminen
Np=7 Coiled-coil domain VN S}z Caa X

dimerization nuclear m
higher-order assembly targeting targeling

i An der C-Terminalen CaaX Box finet€t eine Prenylierung statt: Dabei wird eine
Prenyl Gruppe (z.B. Far zum Cystein transferiert und gebunden sowie der

W oo C-terminus wird yliert. Dadurch wird die CaaX Box stark hydrophob und das
: amin) kann in der Membran verankert werden.

Funktion Lamina

Sie fiihrt zu mechanischer Stabilitat des Zellnukleus, ist wichtig fiir Prozesse wie Chromatin
Organisierung und Regulierung der Genexpression. Funktioniert sie nicht richtig, kann dies zu
Krankheiten wie der Emery-Dreifuss Molekularen Dystrophy.

LINC Komplexe

iy e Besteht aus Komplex aus zwei Proteinen: SUN
(innerhalb) und KASH (ausserhalb).

centrosome —__ \'

microtubule plectin

outer Ny motors
nuclear nuclear "*/ \.( L ~ o

membrane pore

Physische Verbindung zwischen
CYTOPLASM

| m— " Asdamai Chromosomen / Nuklearer Lamina und dem
SPACE —oredil Zytoskellet, die wichtig ist fur z.B.
”°‘:::st Kernverankerung /-migration oder Meiose.

nner AT .
nuclear — —
membrane /' nuclear lamina

chromosome

Vorlesung 2

NPCs

Organisation von'Nuklear Poren Komplexen (NPCs)

Die NPCs bestehen aus riesigen Proteinkomplexen (100MDa), die aus 30 verschiedenen Proteinen
(Nups = Nucleoporine) bestehen, die 8 Gruppen bilden.
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Dabei gibt es 3 Typen von Nukleoporinen:

- Transmembrane Nukleoporine:

cytosolic Sind in Membran eingelagert und
fibrils . geag 'V\J‘Qa/
bilden anheftungspunkt
outer nuclear - Scaffold Nukleoporine; Strukturelle
membrane . . . . . .
/ Nukleoporine, die die Ringformigen
{7 Strukturen der Poren bilden
E— :|nudear - EG Repeat Nukleopirine: Erstrecken
: envelope  sich innerhalb der Scaffold Porine und
membrane \szaffold nucleoporins  inner nuclear besitzen einen hohen Anteil an
ring proteins membrane . .
nuclear basket channel nucleoporins Phenylalanin und Glycin (F und G).
disordered region of 50 nm Diese bilden Filamente (keine Helices

(A} channel nucleoporins
oder Faltblatter)

Die FG Filamente haben zwei wichtige Aufgaben:

- ( Bundungsstelle fiir Kerntransport Rezeptoren (diese schaffen Fracht aus dem Zellkern)
- (Bestimmen permeable Charakteristik von der NPCs (welche Substanzen kdnnen wie
diffundieren)

Ao = Mosse von AB-Algn

Diffusionslimit von NPCs

° : 4 - Kleine Metaboliten < 30kDa (lonen): Passieren die
0. NPC ohne Probleme
oSt Sof molncutes. - Makromolekiile grésser %30kDA: kénnen nur noch
by free diffusion mit Behinderung passiv durch die NPC diffundieren

‘ - Molekile die grésser als 40 — 60 kDA (9 nm) sind
.9 diffundieren nicht mehr durch die NPC

size of macromolecules
that enter nucleus
by active transport

Import
m":‘;&m RNA binding proteins o '
. .. .O-.o o(}:0°° - DNA Replikations Proteine
ribosomalprotems - Transkriptions- u. Reifungsproteine

og ® - Ribosomale Proteine

i é\ / ..,s..m\ - Pre mRNA Splicing snRNPs
NUCLEUS ' ' ' ' Export
PN ZIN
._ﬁ_g N - tRNA und microRNA (RNA)
snRNAs

-dc?.mmu a— - snRNA, mRNA, Ribosomale Subunits (RNP)

mm m Q - Regulierungsproteine

SRP
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Nuklear Lokalisierungs Signal (NLS)

NLS befinden sich irgendwo im Protein muss aber zwingend zugénglich sein (Oberflache von
gefalteten Proteinen). Ausserdem wird es nicht gespalten wie z.B. bei Mitochondrien Signalen. Das
«klassische» (zuerst entdeckte) NLS besteht aus Lys und Arg (somit hydrophil). Es gibt aber
verschiedene Arten von Signalen. NES (Nuklear Export Signal) ist bis jetzt nur eines erforscht.

_~ P mit mukierem lmpoﬁgnm Gird widn-w Zliosn Hoyddoet

Rezeptoren (nuclear transport receptors)

Gewisse Nukleare

nuclear import

Import Rezeptoren

cargo cargo cargo adaptor P'\°"|H
protein 1 protein 2 protein 3 cargo erkennen ein
pronlv:d .
b & C- Nukleares Signal
u/\\ ‘\ e direkt. Einige
nuclear import nuclear localization signals :‘mu::r.t' Rezepto ren benétigen
receptor receptor
i ® A aber ein Adapter
) L% Protein (das klassische
Wifesdiyg proteins with a classical NLS use NLS z.B. benétict ei
importin o as an import adaptor and Z.b. benotigt €in
importin 3 as the import receptor Adapter Protein zur
Erkennung.

Als Rezeptor Proteine bezeichnet man die Proteine, die mit den FG Proteinen der Nukleopore
interagierenkénnen. Der zu Importierende Stoff wird mit dem Rezeptor (und ggf. Adapter) binden,
wird zu einer Kernpore gebracht und kann die Pore mit dem Rezeptor durchdringen. Danach I6st sich
Stoff und Rezeptor gleich und der Rezeptor bewegt sich wieder durch die Pore zur anderen Seite.
Der Stoff kann dann nicht mehr von sich selbst durch die Pore und ist im Nukleus gefangen.

NTR

Shuttling nuclear transport receptors: Importine und Exportine

import cytoplasm A Shuttling nuclear transport
substrate‘

)VuMmTMWW@
RanGTP eM:;fqa* Oivelhvitit fa
RanGAP . wp | RanGEF
S / ! -GDP (Rcc1)
Wwddiat
= 6P RanGDP

RanGAP: Ran GTPase Activating Protein
RanGEF: Ran Guanyl Nucleotide Exchange Factor

receptors bewegen sich
zwischen den beiden Seiten
nucleus A gﬁgg{:a‘e einer Pore hin und her.
Wahrend Importine Substrat
von aussen binden und in die
Pore bringen, binden(Exportine Substrat aus dem Kerninneren und bringen es nach draussen. Dies ist
moglich, da diese mit den FG Nulceoporinen interagieren.
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Das RanGTPase (RanGTP) System: Die RanGTPase und die RanGDPase besitzen eine
unterschiedliche Konfirmation, reagieren nicht spontan ineinander ibe: Das RanGEF ist im Zellkern
extrem viel haufiger als im Zytoplasma und phosphoryliert RanGDP zu RanGTP. Das RanGAP, welches
RanGTP sehr schnell angreift und so RanGDP erzeugt, ist im Cytoplasma viel hoher konzentriert. So
kann die Zelle und die Proteine (also auch Importine und Exportine) zwischen dem Cytoplasma und
dem Zellkern unterscheiden. Es gibt also einé asymmetrische Verteilung von RanGTP in der Zelle
(Nukleus > Cytoplasma). Aber Wichtig: Was ausgelesen wird von den Transport Rezeptoren ist nur
das RanGTP.

Cytoplasm: low [RanGTP] maintained by RanGAP mportine besitzen eine hohe Affinitat fir

import substrate binding export substrate dissociation . .
import RanGTP. Wird das RanGTP an dem Importin
— suhstrate RanGDP \&A\ gebunden bewirkt das'eine Ablésung vom
Y Substrat.

S 5 &

. , o ] Exportine besitzen eine niedrige Affinitat fir
RanGTP. Das Export Substrat und das RanGTP

. binden kooperativ an das Exportin.
S ; exportin .
> (ewarex™
>‘< \—%Aex ort
‘ ° substrate
RanGTP RanGTP
import substrate dissociation export substrate binding

Nucleus: high [RanGTP] maintained byRanGEF

'The Ran-binding protein family (RanBP1, RanBP2) | RanGTP wird durch
) 7 folgenden Mechanismus
 RanBP1 | = von NTR entfernt: Das
| RanBP1 I RanGAP kommt nicht an

RanGTP S das RanGTP, da es mit
dem NTR Uberlappt und
es so nicht angreifen

Rodeos M(,tfi' kann. Ein weiteres
p Protein, das RanBP1,

bindet an diesem dlmeren Komplex und bildet einen nicht vollstéandig stabilen Komplex, der
schneller in den RanBP1 RanGTP Dimer Komplex reagiert. Dieser Komplex macht das RanGAP sehr
effizient und sorgt dafiir, dass das RanGTP zu RanGDP umgesetzt werden kann. Das RanGDP kann
weder an RanBP1 noch an ein NTR binden.

RanBP1: L[m I = small (23 kDa), cytoplasmic
RanBP2: EFO > large nucleoporin = filaments of NPCs
(TS W TRSON (EEGN|  (MSBN |

binding domain

In héheren(Eukaryoten (z.B. Sdugetieren) gibt es noch das RanBP2, welches insgesamt 4 RBD enthilt.
Diese strukturierten Molekiile bilden die zytoplasmatischen Fibrillen und sorgen (zusatzlich mit
RanBP1 in freier Form) dafiir, dass NTP gleich nach ihrem Durchgang von RanGTP befreit wird.

5 Qo BPA 0% " Sidrerhnote”
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A — Um den'RanGTP Gradienten aufzubauen (da durch den

copm Transport ja standig RanGTP vom Nukleus ins Cytoplasma
entweicht) wird der NTF2 bendtigt (= Nuclear transport

factor 2). Dies gehort nicht zu der Importin / Exportin

Q '\; Familie und ist ein Transport Rezeptor (kann von alleine
nucleus

wieder in das Cytoplasma). Eskanrn2RanrGbPgufnehmen

ynd somit-pre-Fransportvorgang 2 Ran6BR-in den Nukleus
cytoplasm  beférdern. RanGTP bindet nicht an NTF2 (es benotigt also

auch kein RanGTP fiir den Transport).

&
\T/ 2W0F2 dor 4 fan GOP

Merkle, 2012

Energieverbrauch von Nuklearem Transport

Pro NPC werden etwa 100 Molekiile (bis max 1000) pro Sekunde transportiert. Ein Nukleus besitzt
etwa 3000 — 4000 NPC. Somit werden 300'000 — 400'000 Melekiile pro Nukleus pro Sekunde
transportiert.

Der Nukleare Transport ist eine erleichterte Diffusion (facilitated diffusion), da die NTR mit den
Filamenten interagieren (ist alsoEnergieunabhangig). Somit ist ein einziger Transportlauf nicht an
Energie gekoppelt. Um aber mehrere Laufe durchfiihren zu kénnen, wird ein RanGTP Gradient
bendétigt.

Nuklearer Transport Regulation

Die Regulierung passiert normalerweise durch'kontrollierten Zugang von Transport Cargo zur
Transportmaschinerie. Die Regulierung lauft meist durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung.

- Toldoren, die. Wmport [ Geat sdml Beispiel: NF-AT (Nuklearer Faktor von aktivierten
agifgin modren /cidvicren T Zellen): Transkriptionsfaktor involviert in der
calcineurin
g’;;;;;;'m“rﬂ . @ cytokine exprimierung.
) >—<
NF-AT —= ghiCa"lin ﬂ\ In einer inaktiven T Zelle ist das NF-AT Import
actival cel blocked nuclear
Fp P s Signal phosphoryliert und inaktiv. Ein Leucin
nuclear import
yTosOL signal reiches Exportsignal ist aber aktiv und dadurch
) C e ) ( e— wird das Protein aus dem Nukleus gehalten.
exposed
T — a Wird eine T Zelle stimuliert (Einstrom von CA2+),
70 uestiog ey - so wird eine Ca abhéngige Protein Phosphatase
R [ 1 aktiviert, dephosphoryliert das NF-AT und bindet
Pressinkinate ACTIVATION OF zusatzlich am Exportsignal von NF-AT.
GENE TRANSCRIPTION

Dadurch kann das Protein in den Kern transportiert werden und die Gen Exprimierung einleiten.

Mit der Zeit wird die Zelle das Ca2+ wieder aus sich pumpen, die Ca abhangige Protein Phosphatase
wird sich vom Exportsignal |6sen und das NF-AT wird von einer Protein Kinase Phosphoryliert. In
diesem Zustand wird es wieder aus dem Nukleus geschaffen.
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RNA Export Wege: tRNA, mRNA und ribosomale Subunits

tRNA Export
Pre tRNA transcript tRNA-Gene werden von der RNA-Polymerase Il als Vorlaufer
Prp— — — transkribiert. Pra-tRNAs durchlaufen eine Reihe von RNA-
Trim 5' leader Prozessierungs- und Modifikationsreaktionen (Trimmen der
Modify bases
' tRNA-Enden, Falten, SpleiRen, Basenmodifikationen, CCA
— e Sese— -
Remove 5' leader and 3' trailer Ad d Ition ) *
Add pCA-end
Modify bases Ausserdem gibt es viele ungewdhnliche Nukleotide in der
e — CCA
tRNA.
Splicing
E— A
Mature tRNA
Export from the nucleus
1tRNA splicing differs from mRNA splicing !
it is nuclear in human cells and cytoplasmic in yeast
. Die tRNA wird durch das Exportin-t (=Exp-t) aus
cytoplasm nucleus
o RanGTP) (high RanGTP) dem Nukleus gebracht. Dieser Export ist RanGTP
o abhédngig und Exp-t bindet nur direkt an reife tRNA
— \ & g P . .
EXP thararr (prozessiert und gefaltet) und exportiert diese
‘ér w (Introns oder eine falsche Faltung der tRNA wiirde
RanGAP+ die Komplexbildung behindern, somit wird nur die

RanBP1

?” reife tRNA exportiert. Ausnahme: Bei einigen
Spezies wird ein Intron erst im Zytoplasma

@ \/@ ? * (gespliced. Dieses Intron stért die Komplexbildung
\-T @/: f \ aber nicht.)
e licroRNA Export funktioniert dhnlich.

tete of Sochevustry, -8R0 ETH Zurich

Ribosomale Subunits Export

LY L2 L3

3 ,28S
K- +
g -5.85
E 28S:5.8S 5S
E (4800 bases + 160 bases) (120 bases) (Total: 50)
° S1 S2 S3
-
(=]
[
o
=
2
w 188

{1900 bases) (Total: 33)

Ribosome bestehen aus 2 Untereinheiten. Die Grosse (60S) besteht aus 50 Proteinen und 3 rRNA
Stiicken, die Kleine (40S) besteht aus 33 Proteinen und einem rRNA stiick. Fiir dessen Synthese
werden alle 3 Polymerasen gebraucht. (genauer?)

RWA QLT [Po[:ﬂ: wnde Ol I gv\/\Hne}TQefQ(\ PY@' V\KNA‘/ m A W\& SSTQUA
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In Nucleoli befindet sich die rDNA, die Transkribiert wird. In den dense
fibrillar components findet die RNA Synthese statt. Dort wird die rRNA
gebildet und mit ribosomalen Proteinen belegt. Die eigendliche

Assemblierung findet dann im Granularen Teil des Nukleolus statt.

3 o = des eavize Wnn  Dples eonina e
Die precursor RNA (45S) wird dafur gespalten und modifiziert. Die

wichtigsten Modifikationen sind: nversion von Uridinen zu
Pseudouridin ie Methylierung von spezifischen Resten an dem
2’ - er Ribose (A).

|

T

£
AR
25

T

Die rRNA Modifikationen sind wichtig fir die pre-rRNA Faltung, die Ribosom Funktion und die
Interaktion von rRNA mit Liganden.

Dass diese chemischen Modifikationen bei allen rRNAs genau

(A) o
Hu/ﬂ\“ an der Gleichen Stelle sind, werden'snoRNPs verwendet.
ozé\cécl“ Diese bestehen aus Proteinen sowie’snoRNA und kénnen an
MO O HoTH g genau den Richtigen Stellen binden durch Komplementare
OH oH oH o Basenpaarung. Am Aktiven Center fiihren sie dann die

e e Modifikation durch.

(B)

snoRNP

precursor
rRNA
snoRNA

snoRNP

N translation of
,‘~ ’ a® ribosomal protein

Pra-rRNA-Transkription
maturation and export of U 4
durch RNA Pol I. ribosomal protein mRNAs 80S ribosome - °

ribosomal proteins
Modifikation und
Verarbeitung von rRNAs
Zusammenbau von
transcription of
ribosomalen Proteinen, |[daidliiin. maturation
'!l

80S ribosome

\Q

of pre-40S particle
aus dem Zytoplasma

maturation

importiert, auf prerRNA /-
im Nucleolus

. ‘. large ribosomal
Trennung von Pra-40S ~ o * proteins

of pre-60Sparticle :. small ribosomal

proteins
transcription of ribosomal RNAs trans-acting

CYTOPLASM factors

-

und Pr3-60S und
Freisetzung in das
Nucleoplasma
Export als einzelne Untereinheiten
Durch NES (nuclear export signal) beinhgltende Adapter Proteine kd
Zellkern verlassen

nnen die Subunits den

80 @@RCSQ
(S @rm >0 10 tad 603
| b@@a@ éf opobial
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C‘ZJ

pre-sos

“e&ﬁ@

final 60S maturation

\

So 1

— \

% : |
|

\

pre-rRNA transcription nuc!solus nucleoplasm

CRM1

cytoplasm

oo Rps proteins Q% Rpl proteins gﬁ RANA modification/ G242 trans-acting @0 export factors
oS &0 processing factors QOQ factors o0

mRNP Export

- Die finale Maturation wird im Zytoplasma
abgeschlossen

Links sieht man eine andere Darstellung dieses
Vorgangs. CRM1 (Name) nicht lernen. Diese
Untereinheiten sind schon sehr gross, wesswegen
diese von mehreren Exportinen gebunden

initiation factors

SR proteins NUCLEUS for protein synthesis
1
elF4G elF4E %C

= r f
P
. NONSENSE: ol¥
L) B = )
AR 200 T 0 D% _ MEDIATED >
A DECAY
/" poly-A-binding /\

nuclear  proteins ..
export ’ 1
receptor

nucleus-restricted

proteins CYTOSOL  AAAAAAR TRANSLATION

Oben ein Schema von dem mRNP Export aus dem Nukleus (siehe Teil von I. Zemp). Der nuclear
export receptor flir mRNA ist ein spezielles Molekdl.

Der mRNP-Export wird durch das TAP/ p15 Heterodimer sichergestellt. Es gehort nicht zur
Exportfamilie, RanGTP bindet nicht an diese}\rotéin. Das Protein ermoglicht die erleichterte
Diffusion von mRNPs durch NPCs durch Bindung an FG-Wiederholungen (wie alle
Transportrezeptoren). TAP / p15 wird durch Adapter Rekrutiert, welche auf der mRNA abgelegt
werden wahrend der Transkription: Ein'solcher Adapter ist der Exon=Junction-Komplex (EJC).

EJC Ablegung: Eine RNA wird von RNA P Il
hergestellt und dabei werden Introns

transcription initiation

@, o donguon . ) . -
oping - gespliced. Wahrend diesem Splicing wird
y das Intron herausgeschnitten und das
ol C Exon wieder verbunden (Exon Ligation).
Wadhrend dieser Exon Ligation werden
D rwn Exon Junctions gebildet, auf welchen sich

EJK Proteine ablagern und den EJK bilden.
Dieser dient dann als Adapter fiir den
MRNP Transport.

Q Cap binding complex
&3 hnRNP C tetramer
Q  TREXcomplex
EJC/SR proteins

Tap-p15 (Mex67-Mtr2)
heterodimer
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Das Splicing erfullt also zwei Funktionen: 2L @ XON —er<ov\ GWM

- Rekrutierung von Exportrezeptoren durctrAbiegung des EJC an die mRNA—

- (Fuhrt dazu, dass es von Faktoren, die sie im Nukleus behalten wiirden (Splicing Maschinerie)
ol AOTRE wxvOn

Dies flihrt also dazu, dass{nur mRNA den Zellkern verlassen kann, die die Maturierungsprozesse

durchlaufen haben.
WA

Vorlesung 3
Das Endoplasmatische Retikulum

gg’;mm ¢ Das ER Bildet flache ER Sheets (Rough ER mit Ribosomen besetzt)
5 /‘ sl und ER Tubes, welche eine réhrenformige Struktur besitzten
Rougn ER shoets .\ (Glattes ER, bildet Netzwerke, ohne Ribosomen).

A

/i

- /< I W Ausserdem ist das ER eine sehr dynamische Struktur
/\/ (Verbindungen kdnnen gebrochen und neu gebildet werden).
/ :l:vc;le:;e Smom‘r; ER tubules

o acperks, &2 wlavph

> Rolve/ Mgde (wgdog“ﬂ

Die 4 verbundenen Einheiten des ER:

- (RauesER(s.0.) &@/‘{'\’\V&
- Glattes ER(s0.) P (soley

- Kernhille (innere und dussere Membran setzt sich am ER fort)
- Transitionale Elemente, ER Exit sides (Membranbereiche fur Vesikelformung und -transport)

inner nuclear membrane

a roughER  smooth ER Bradopltemic etz

nucker snvelopo

N
o, rough BNCODIEHTC reaCUlum
10 P 11 110 v B e o o Gt S 3430 £ 2008 Ercycopasia Eritass, bz bosomes
Aufgaben von Rauem ER: Aufgaben von Glattem ER:
- Protein Translokation in dem ER - Lipid Synthese (Phospholipide, Steroide...)
- Protein Modifikation, Faltung und hlitatskontrolle - Produktion von Lipoproteinpartikeln
QX\OOSON\QJ - Detoxifizierung L? T boxe

L_3 SXQ/\\U\ le@w\o_ e )U\P?(ﬂa, + Onclederin
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Ausserdem wichtige Funktionen:
- Speicherort von Calciumionen (Ca ausfluss wird reguliert und kann Transporte in Gang setzen)
- Ausgangspunkt von anderen Organellen wie z.B. dem Peroxisomalen Kompartement (siehe |. Zemp)

Proteintransport ins ER (fiir Proteine fiirs ER)

Zielsteuerung lauft'co-translational durch Signalsequenzen von neu translatierten Proteinen (Siehe
Teil von I. Zemp). Diese transportieren Proteine enthalten also noch Ribosomen und aus diesem
Grund bildet sich die «raue» Struktur des ER. Diese Sequenzen haben nicht alle dieselben Sequenzen
besitzen aber dhnliche Fahigkeiten(8 oder mehr hydrophobe Reste am Zentrum).

Das Signal wird vom Signal Recognition Particle (SRP, siehe
auch Teil von N. Ban)erkannt. Das bakterielle SRP bringt
Proteine zur Plasmamembran, das eukaryotische SRP bringt
Proteine zum ER. Das eukaryotische SRP hat ein RNA Gertist
undimehrere Polypeptide, inklusive einer GTPase
Untereinheit, welche an Signalpeptide binden. Sobald das SRP
an die Signalsequenz bindet, kommt es aber zu einer
Verzoégerung oder sogar zu einem Stopp der Translation (das
SRP hindert die Bindung von Translationsfaktoren an das
Ribosom).

translational
pause domain

SRP RNA molecule

signal-sequence-
binding pocket

binding of SRP to signal peptide
causesa pause in translation

Das SRP bindet an die

ignal
:egquaence Signalsequenz, bringt das Ribosom
:zg:mmg \\ RECOGNITION und das Polypeptid zu einem SRP

Rezeptor und bindet an ihn. Durch
einen Protein Translokator (=
Translocon) wird das Polypeptid

translation
continues and
translocation

— TARGETING
Recvcums
“RELEnsE

" begins Signal erkannt und gebunden und
\ CrI0S0L somit auch das Ribosom. SRP [6st
l I T
ER LUMEN sich (die Franskription lauft wider).

SRP receptor inrough
ER membrane

protein tra nslocator

0 / Das Polypeptid kann durch den

Kanal ins ER gelangen und SRP wird wiegvom SRP Rezeptor
abgel6st und rezykliert. Die Signalsequenz wird also zweimal
erkannt. Die Signalsequenz wird wie auf dem Bild gezeigt an das
Translocon gebunden und das Polypeptid bildet eine Schlaufe.
Am Ende der Translation wird die Sequenz durch eine Signal
Peptidase abgeschnitten. Dabei entsteht ein Kontinuierlicher
Kanal fur die Polypeptidkette bis ins innere des ER.
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mRNA encoding a cytosolic protein
remains free in cytosol free polyribosome
in cytosol

Zwar ist das 1. Ribosom von der Polysomen Kette mit der Zeit i ¥
wieder Frei, die Folgenden werden dann aber gleich auch an die m
ER Membran anhaften und so ergibt sichidiese Haftung der & FreERposonECeLe )
Polysome am ER. Es gibt aber keine speziellen ER Ribosomen, R

nach dessen Auftrag werden sie sich wieder in ihre subunitsin cytosol

Untereinheiten aufteilen und dem Ribosomen Pool zugefiihrt. . e
b:icqu\ MEMBRANE-BOUND RIBOSOME CYCLE
NP

—

sequence

mRNA encodinga  polyribosome bound to ER

protein targeted membrane by multiple
to ER remains nascent polypeptide chains

ERmembrane membrane-bound

Figure 124412 iology Science 2008)

Der(Translocon Kanal ist ein Trimerer Komplex. Bei Bakterien wird der SecY (Eine der drei
Untereinheiten, 10 transmembrane Helices) in der Zellmembran durch das bakterielle SRP gefittert,
bei Eukaryoten stammt die Sec61a Untereinheit von der SecY Untereinheit ab (sehr konserviert),
befindet sich aber im ER. Zytosolische Loops sorgen fiir die Bindungsstelle des Ribosoms.

CLOSED OrEN g_cg,{d Dieser Kanal kann in zwei Zustanden
T o
> Vinge S \ C»W\ vorkommen (zu/offen). Im normalen
" y subunit "‘ Zustand ist er geschlossen, er kann durch
soam —— 4 \\p,ug /. SN displaced .ein Signalpeptid (siehe Bild links)
signal 4

s plug beidseitig ge6éffnet werden. Dadurch kann
lipid bilayer growing polypeptide dann die Polypeptidkette passieren.

(B) chain

Wichtig: Im geschlossenen Zustand wird das Translocon durch einen Plug komplett geschlossen. Dies
ist wichtig, um einen Ausfluss von Calciumionen (da im ER Ca Konzentration viel héher als im
Cytosol) zu verhindern.

ER Membranproteine

Type! Type l Polytopic Bei ER Membranproteinen gibt es verschiedene Typen (siehe
5 N links)
& .
P ) IO e
r T a0

! \ LHJ hd Wl W
N
Cc
J_H. Reithinger (von Hegne lab)

7‘\,\1}%\@3 Bei Typ 1 Membranproteinen gibt es eine Start-

N e WM Tranfer Sequenz (rot), welche genau gleich
stop-transter P8 (\ funktioniert wie die ER Protein Sequenz (s.0.) und
sequence y

zusatzlich eine Stopp-Transfer Sequenz (Orange;.
Das Protein wird wie ein ER Protein durch die ER
Membran transportiert bis zur Stopp-Transfer
Sequenz. Dann wird die Startsequenz
abgeschnitten, das Kanalprotein entfernt sich und
die Stopp-Tranfer Sequenz dient dem Protein

hydrophobic  hydrophobic

stop-transfer- start-transfer-

peptide- peptide-
binding site binding site

translocator protein

mature transmembrane protein

in ER membrane dann als Anker in der Membran.
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4 CYTOSOL

“ ERLUMEN

mature transmembrane
protein in ER membrane

- NTerwinug  deow/den

t 1 0f2) Molecular Biology of the Cell (€ Garland Science 2008) w‘,\cé\

// NH

NH, COOH NH,
stop- transfer (
sequence
start-transfer
sequence
CYTOSOL
ER LUMEN i

hydrophobl( hydrophoblc
start:
peptlde peptide-
binding site
L

binding site
J

translocator protein

mature double-pass
transmembrane protein
in ER membrane

Typ 2 Membranproteine enthalten eine Interne
Signalseqguenz. Bei der Translation bildet sich
erneut ein Loop. Aber nach der Translation wird
die Signalsequenz nicht abgeschnitten und die
interne Signalsequenz dient dem Protein als
Anker.

Aber: Eine interne Signalsequenz kann bei einer
bestimmten Ladungsverteilung auch zu einem
Typ 1 Membranprotein fihren! Also die
Ladungsverteilung bestimmt die Orientierung
(positive Ladung im Cytosol wie im Bild links)

Durch eine Kombination von Start-/ Stopp-
Transfer Sequenzen kdnnen polytropische (=
mehrfach verankerte) Stlck fir Stiick
Membranproteine ins ER eingelagert werden.

Example: Rhodopsin
COOH

CYTOSOL

LUMEN
NH;

Co- oder post-transcriptional protein translocation und Energieversorgung

CO-TRANSLATIONAL
TRANSLOCATION

In Wirbeltieren laufen die

POST-TRANSLATIONAL TRANSLOCATION

SRP

Sec62,63,71,72

SRP receptor complex
SecA
cyTosoL =
ER LUMEN \ ‘
Sec61 complex
b &
> g
wor B
BACTERIA
ARCHAEA
EUCARYOTES ELICARY,
- ®) ©

Protein translation

¥
e

(molecular rachet)

IOL, ETH Zurich

BACTERIA

ATP cycle of HSP70 (BiP) ATP hydrolysis by
translocation component
(SecA)

' meisten
Proteintransporte ins ER

ATE Co Translational.
IABR (yrosoL

— A: Elongation der Kette
SPACE schiebt sie ins ER

B: BiP sind Chaperone

(hsp70, siehe |. Zemp)

Sec 62... nicht merken

C: ATPase (SecA, siehe N.

Ban)sschiebt die

Proteinkette nach

draussen (nur Bakterien)
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Proteinfaltung und Modifizierung im ER

- Die Translations- / Translokationsrate betragt 3-5 Aminosauren pro Sekunde

- Das Falten beginnt oft zusammen und endet posttranslational und -translokational

- (beinhaltet kovalente Modifikationen (Signalpeptidspaltung, Kopplung von Kohlenhydrate,
Bildung von Disulfidbindungen innerhalb
und zwischen Ketten) mRNA ribosome

- Beinhaltet die Unterstutzung durch 77,58

,molekulare Chaperone” ¢
signal peptide 2
“:"'i > — -
[/ i —
- Ist mit einem effizienten membrand '3, % ,Ag"' ) N
o channel _».‘,rsgnalpeplkia Y L™ AW
Qualitatskontrolisystem,verbunden, das endoplasmic e re————ye———"" mature protein

reliculum membrane

das Verlassen von falsch gefalteten und
nicht zusammengesetzten Proteinen verhindert

- Ist mit dem [ER-assoziierten Degradationssystem (ERAD) verbunden, das benétigt wird, wenn
das Protein sich dauerhaft falsch faltet

- Ist mit der ,ungefalteten Proteinantwort” (UPR) verbunden, die die Kapazitit des ER zur
Verarbeitung von Fracht reguliertet

Faltenzyme und Chaperone im ER

- Proteindisulfidisomerase (PDI) und ERp57 (ER-Protein 57). Thiol Oxidoreduktasen.
Verantwortlich flr die korrekte Oxidation von Cysteinen zur Bildung Disulfidbindungen und
zur Isomerisierung von Disulfidbindungen.

- BiP / GRP78 (Bindungsprotein / Glucose-reguliertes Protein 78). Hitzeschock Protein 70
(HSP70) Homolog. Bindet an freiliegende hydrophobe Sequenzelemente.

- Calnexin und Calreticulin. Lektine, die Faltung und Qualitats Kontrolle von Glykoproteinen
fordern. Bindung an monoglucosylierte N-verkniipfte Glykane.

Kovalente Protein Modifikationen im ER

- Signal Peptid Abtrennung

- Bildung von Disulfidbriicken Bindungen

- Glykosylierung (N Verknpft)

- N-Glycan «trimming» und Re-Glykosylierung
- GPI Anker Addition

- Andere weniger haufige Modifikationen

Signal Peptid Abtrennung

Durch eine Signalpeptidase wird das Signal Peptid abgetrennt.
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Bildung von Disulfidbriicken Bindungen

Nascurt prosen O mmacd protess
4 SM 5\_/?! s $
4 N ¢ l —
- §—3 ~8 SH B4 S
Reauced POI
Disulphide Iscmarmsation
Maloktec prosen Conece” proten
| Y ) | N | |
SH S—3 BN & =M §~5 SH
T S
/ — 15 —
SH  SH = 84 SH

® @

Glykosylierung (N Verkniipft)

T
) N-c-c —m—{*’};
= ) Thel - -
H <|:n,
asparagine cl =0
side chain NH

glucose = ‘
mannose = .

N-acetylglucosamine = .

Verknlipfung von zwei Cystein Resten (SH Bindungen) durch
Oxidation zu H,C-S-S-CH,. Dabei gibt es zwei Moglichkeiten:
Intrachain Disulfidbriicken (innerhalb des gleichen Proteins) oder
Interchain Disulfidbriicken (zwischen zwei Proteinen z.B. in einem
Proteinkomplex. Diese kdnnen auch wieder aufgetrennt werden
(z.B. Redox Chaperone). Das PDI (Protein Disulfide Isomerase)
Enzym katalysiert diese Bildung und wirkt alscElektronenakzeptor.
Um wieder zu funktionieren, muss das PDI wieder regeneriert
werden (H missen entfernt werden). PDI hilft aber auch bei der
richtigen Verknipfung (Disulfid Isomerisation).

Asparagin wird co-translokational Modifiziert, wenn eine
bestimmte Sequenz (Asn-X-Ser/Thr, X = Beliebige AA ausser
Proline) vorhanden ist. An das N im Asparagin wird ein Zucker
(Glykan = Polysacharid) angehangt.

ollgasscchanyt
raniferate
—
> CYrOsOL
Doe
5;7.&'.:3“ [y
Pt
. IR . R LUMEN
: g '-\35. a
. g v
) AN =
P
Sl briked X <
sligonaccaside
Prosein wis
ancheredin N-ghyconylation ske

IR membioane

Eigenschaften dieser N-Verknilipften Glykane: Bilden zusammen mit der Phosphorylierung die meiste

Kovalente Proteinmodifikation in tierischen Zellen. Meistens wird mehr als ein Glykan pro Protein
angehangt (2 — 10) und sie befinden sich an/der Oberflache von Proteinen in Turns oder
Sekundarstrukturen breaks. Die Polysacharide ragen >3nm von der Oberflache des Proteins ab. Kern
Glykane (core glycans) werden stark Modifiziert wahrend der Glycoprotein Reifung im ER und Golgi
Komplex und unterliegen der Heterogenitdt (oder Mikroheterogenitat, nicht alle diese Zucker

werden gleich modifiziert).
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Funktionen von N-Verknipften Glykanen:

- Faltung vieler Glykoproteine im ER

- Wichtig als ,,Erkennungs-Tags” fir intra- und extrazelluldre Lektine

- Schitzen Proteine vor Denaturierung und Proteolyse (=)

- Feinabstimmung (fine tuning) der physikalischen Eigenschaften von Proteinen, d. H.
Verbesserung der Protein Loslichkeit

- Wirken Aggregation und nicht produktiven Interaktionen von Proteinen entgegen

- Regulieren den turn over von Proteinen (wie schnell Proteine abgebaut werden)

- Modulieren Immunantworten gegen Proteine

ER Protein Qualitatskontrolle

Der Faltungskomplex im ER ist nicht sehr effizient. Gewisse Proteine im ER sind zu'80% falsch
gefaltet (falsche Faltung, nicht komplette Faltung...). Diese Proteine werden von Falgungssensoren
erkannt und werden hicht zum Golgi Komplex (und weiter) transportiert, sondern nur richtig
gefaltete. Dieser Prozess wird ER Qualitatskontrolle (N-Glycan «trimming» und Re-Glykosylierung
spielt eine wichtige Rolle) genannt.

BeetReND NORBALY FIRDED 4a. ER exit of folded
= proteins
- lkﬂld;ﬂ
< /t F } ( g = 4b. unfolded proteins bind
to a glucosyltransferase,

are reglucosylated and re-
enter the cycle

N-linked
[&\ oligosaccharide
3. release from

1. glucose trimming calnexin by glucosidase

TRLUMEN

IR membeane

— L 01 Be Sy v (i A S

2. proteins with one terminal glucose bind calnexin), which
retains the protein in the ER

Falsch gefaltete Proteine konnen durch die ER Membran ins Cytosol zuriick transportiert werden und
dort degradiert werden (dies wird ER associated degradation oder ERAD genannt)

Das ER besitzt einen Riickkopplungsprozess zum Zellkern, um zu signalisieren, dass es zu viele
ungefaltete Proteine enthélt (unfolded protein response oder UPR). Dieser Prozess reduziert die
Menge an neu translatierten Proteinen und erhéht die Transkription von ER Falgunsproteinen.
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ERAD Weg
The ERAD pathway Mglycanase @ Polvubiquitin cheis
AAN lﬂ'm /d
l
ubosnln
'uunmm.
Aw A
£3 ublquitin ligase CYTOSOL
ENLuMEN
fectin — lluuhxam
misfolded
Ad — drsulfide
isomerase
~ chaperoos

UPR (= Unfolded protein response)

Falsch gefaltete, 16sliche und
Membranproteineiwerden durch einen
Komplex ins Cytosol transportiert. An diese
Proteine werden Poly-Ubiquitin Ketten
angehangt, die als Extraktionshilfe (far
ATPasen) und-Degradi ssignal wirken.
ATPasen ziehen die Polypeptidkette unter
ATP verbrauch aus derr- Im Cytosol
wird die Ponpeptldketten dann durch
Proteasomen deglykosyliert und degradiert.

Das ER besitzt unterschiedliche Membranproteine, welche als Sensoren fir falsch gefaltete Proteine
wirken und dann Transkriptions Regulierungsproteine ausschiitten, die zum Kern gehen. Diese
kénnen Zellen sogar zum programmierten Zelltod fiihren.

Weitere Funktionen des ER
GPI Anker Addition
GPI = Glycosylphosphatidylinositol

glycosylphosphatidyl-

cleaved C-terminal
inositol

peptide

o

inositol

CYTOSOL COOH COOH

ER LUMEN — e
% NH;

'

protein bound
to membrane
by GPl anchor

NH;

Diese Proteine werden im ER Modifiziert,
sind aber fiir die dussere Oberflache der
Zellmembran bestimmt. Der im ER
angefligte GPI Anker verankert sich an
bestimmten Stellen in der Zellmembran
(lipid rafts) und kann sich durch die
Phospholipasen bewegen, um so der
Immunantwort vom Organismus zu
entkommen.

Lipid Biosynthese und Homébostase ~ 5@‘\03&‘8&0&0‘/\

Das ER stellt alle wichtigen Klassen von Lipiden her:

Phospholipide
Cholesterol / C\Wolestesin
Ceramide

/%%\c&f@ L.

Dabei werden Fettsauren zur ER Membran (Cytosolseite) gebracht und aktiviert. Danach kdnnen sie

durch Enzyme zu Phospholipiden umgesetzt werden.
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*e PHOSPHOLIPID SYNTHESIS
ADOS TO CYTOSOLIC HALF
OF THE RILAYER

0 49

FLIPPING OF PHOSPHOLIPID
MOLECIAES

o000 l
SYTUMEtng growth

of both hatewr
of bilayer
e o

CELLEXTRERIOR
asymemetric lipid
bilayer of plasma
membrane
000600
cyTosoL
L J

FLPPASE CATALYSES
FLIPPING OF $PECIFIC
PHOSPHOUSMIDS TO
CYTOPLASMIC MONOLAYER

Da nur auf der Cytosol Seite der ER Membran
Phospholipide hergestellt werden, kénnen
ATP unabhangige scramblases eine Verteilung
zwischen beiden Seiten der Membran
schaffen ohne Energie aufwenden zu miissen
(Unordnung wird erhoht).

Allerdings in der Plasmamembran gibt es eine
ganz spezifische Anordnung der
Phospholipide. Da aber laufend neue
Phospholipide zugefihrt werden, wird
Unordnung in der Plasmamembran geschafft.
Durch ATP abhangige flippases kann unter
ATP verbrauch die Ordnung laufend
wiederhergestellt werden.

%00&\1\\}% ol wowe i Haguanasbonain
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F: Vesikularer Transport (U. Kutay)

Zusammenfassung
(unbedingt Auswendig kénnen)

Bildung von Gecoateten Vesikeln

Transportvesikel entstehen in spezialisierten Regonen der Donormembran. Das Assembly der Coats
hilft, spezifische Membran und |6sliche Fracht Molekiile fiir den transport zu Sammeln und ist die
treibende Kraft fiir die Formung von Vesikeln.

Lokale Synthese von Phosphoinositides (PIPs) erstellen Bindungsstellen, welclie das Coat assembly
und das Vesikel budding ausldsen.

Es gibt verschiedene Typen von gecoateten Vesikeln. Die am besten chargkterisierten sind die
Clathrin-coated Vesikel, welche fiir den transport von der Plasma mempran un dem trans-Golgi
Network (TGN) verantwortlich sind.

COPI- und COPII-coated Vesikel sind verantwortlich fiir den Transport zwischen Golgi Zisternen und
zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat. Die Rekrutierung des/Coats wird durch die GTPasen Sarl
und Arf1l sichergestellt, die Coat assemblieren und disassemblieren.

Der Coat wird abgeworfen nach dem budding. Dadurch wiyd den Vesikeln ermdglicht, mit ihrem
Zielkompartiment zu fusionieren.

Vesikuldres Targeting und Fusion

Eine grosse Familie von Rab Proteinen fungierep als Vesikel targeting GTPasen. Rab Proteine werden
rekrutiert um Vesikel und Target Membranen/zu transportieren. Das Assemblieren und
Dissasemlieren von Rab Proteinen und dessgn Effektoren in Spezialisierten Membrandomanen sind
dynamisch Kontrolliert durch GTP Bindung'und Hydrolisierung.

Aktive, GTP-gebundene Rab Proteine R¢krutieren Rab Effektoren wie Filamentdse tethering
Proteine, welche dabei helfen, dass Vésikel ihre Fracht nur zur richtigen Zielmembran beférdern.
Ausserdem werden Motorproteine fekrutiert, welche Vesikel auf Aktin Filamenten oder MT
befordern.

Kemplementare v-SNARE Proteine auf Transportvesikeln und t-SNARE Proteine auf der Zielmembran
formen stabile trans-SNARE Komplexe, welche die zwei Membranen zusammenzwingen, sodass
dessen Lipid Bilayer fusionigren kénnen.

Vom ER zum Golgi: ER/verlassen

Korrekt gefaltete und assemblierte Proteine im ER werden in COPII gehiillte Transportvesikel
gepackt, die dann vpn der ER Membran abgeschniirt werden.

Direkt danach werfen die Vesikel die Hille ab und fusionieren miteinander zu Vesikular tubuldren
Clustern.

Die Kluster bewegen sich entlang dem MT zum Golgi-Apparat, wo sie miteinander fusionieren, um
das cis-Golgi Netzwerk zu bilden.
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ER residente Proteine, die das ER ebenfalls verlassen, sowie Cargo Rezeptoren und SNAREs werden
von den Vesicular Tubuldren Clustern durch COPI-gecoatete Vesikel zurlick zum ER transportieft

Diese Rickflihr pathways sind wichtig, um die Identitat von Zellularen Kompartimenten
aufrechtzuhalten.

Vom ER zum Golgi: Traffic im Golgi

Der Golgi-Apparat ist ein polarisiertes Organell, welches aus mehreren Stageln von wie Disks
geformten Zisternen, es gibt mindestens 3 Funktional verschiedene Stapél, bestehend aus cis, medial
und Trans Zisternen.

Cis und trans Zisternen sind beide verbunden zu spezialisierten Soytierungsstationen (Cis Golgi
Network, CGN und Trans Golgi Network TGN)

Sekretorische Proteine und Lipide bewegen sich durch den Golgi Stapel von der Cis- zur trans- Seite.

Diese Bewegung konnte durch Vesikuldren Transport paséieren, oder durch progressive Reifung von
der cis Zisterne zur medial und zum Schluss zur trans Zjsterne (wahrend laufend neue cis Zisternen
gebildet werden). Vermutlich handelt es sich aber um eine Kombination aus beiden Mechanismen.

Kontinuierlicher retrograder Vesikuldrer Transpoyf (= von dort, wo die Enzyme herkommen),
konzentriert vermutlich die Enzyme da, wo sie endtigt werden.

Fertiggestellte, neue Proteine enden im Trané Golgi Netzwerk, von wo sie in Transportvesikel
gepackt werden und zu ihrem Zielort in dey'Zelle befordert werden.

Vom ER zum Golgi: Glykoprotein Prozessierung im Golgi

Im Golgi-Apparat werden Zucker Mukleotide durch Glycosyl Transferase an Proteinmolekiile
angehangt.

Mannosen an den N-gelinkteA Oligosaccariden, welche im ER an Proteie gehdngt werden, werden
sehr oft entfernt und andeypé Zucker kbnnen angehangt werden.

O-gelinkte Glycosylierupg wird durchgefihrt.

Glycosaminoglycan Ke/tten werden an Kernproteine angehangt um Proteoglykane zu formen.

Sulfatierung von Zucker in Proteoglykanen und von speziellen Tyrosinen an Proteinen passieren auch
im spaten Golgi/Compartiment.

Transportfraght wird sortiert flir den Transport zu spateren Zielorten.

Vom TGN zum Lysosom und der Plasmamembran

Zellen sekretieren Molekile durch Exozytose entweder Konstitutiv oder Regulativ. Regulierte
pathways gibt es nur in spezialisierten Sekretorischen Zellen, den Konstitutiven sekretorischen
pathway gibt es in allen Eukaryotischen Zellen.
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In den Regulierten pathways werden die Molekiile entweder in Sekretorischen Vesikeln oder in
Synaptischen Vesikeln gelagert, welche nicht mit der Plasmamembran fusionieren, um ihre Ladung
frei zu geben, bis sie ein spezielles Signal dazu erhalten.

Sekretorische Vesikel enthalten Proteine fur die Sekretion vom TGN. Sekretorische Proteine wurden
wahrend der Vesikelbildung und -reifung aufkonzentriert in den Sekretorischen Vesikeln.

Synaptische Vesikel (Nervenzellen, einige Endokrine Zellen) werden durch Endozytische Vesikel u
Endosomen geformt. Sie sorgen fiir die Regulierte Sekretion von kleinen Molekiil Neurotranspaittern.

Endozytose

Zellen nehmen Flissigkeit, Makromolekile und Partikel durch die Endozytose
Endozytose invaginieren lokale Regionen der Plasmamembran und werden gbgeknipst um,
Endozytische Vesikel zu formen.

Endozytose Passiert sowohl konstitutiv, als auch getriggert auf extrazellulare Signale. Man
unterscheidet Phagozytose und Pinozytose.

Rezeptoren und deren Liganden werden in Clathrin gecoateten Vesikeln abgepackt, bei einem
Prozess, der rezeptor-mediated endocytosis genannt wird, Die gecoateten Vesikeln werden ihre
Clathrinhille schnell abwerfen und mit fiirhen Endosomgn fusionieren.

Die meisten Liganden Dissozieren von ihren Rezeptgren in der aciden Umgebung der Endosomen.
Rezeptoren konnen entweder zur PM gefiihrt und/so rezykliert werden, oder den Lysosomen fiir die
degradierung zugefiihrt werden.

Friihe Endosome reifen progressiv zu spaten Endosomen, welche mit Lysosomen fusionieren.

Intermediate Filaments
Gibt es in Zellen und Gewebep, die starker, mechanischer Belastung ausgesetzt sind.
Verhindern exzessives Stpécken der Zellen und Geweben, erhéhen physische Starke

Verbinden Epithele Zgllen miteinander und zur extrazelluldren Matrix durch Junctions (Desmosomen
und Hemi-Desmosgmen).

Formen ein Stgbiles und nicht I16sliches Netzwerk von Nanofibrillen (Nagel, Haare, Klauen, Schuppen
und die dussgre Hautschicht).

iedene Molekilklassen (lamins, vimentins, keratins (epithelial) and neurofilament
proteing (axonal)), unterschiedlich in verscheidenen Zelltypen (das Menschliche Genom encodiert 70
verschiedene Gene fiir durchschnittliche Filamentproteine).
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Actin, MT und IF Ubersicht

ACTIN FIU\MENTS

MICROTUBULES INTERMEDIATE FILAMENTS
Bhete R 5 S

|00mn

Hifffffifiif

)5 nm

protein actin. Tluy are flexible structures

fameter of 8 nm that nlze ko 2 variaty of Microtubules are long, hollow cylinders made of the Intermediate filaments are vopghke ﬂber.s with a diameter of
"',‘.e er.of & nin thist organize fnto a variaty o protein tubulin, With an outer diameter of 25 nm, they are about 10 nm; they are made of intermediate filament
itk T and much more rigid than actin filaments. Microtubules are proteins, which itute a large and h g family.
gels. h actin filaments are long and straight and frequently have one end attached to
a microtubule-organizing center (MTOC) called a
Vorlesung 1

Grundsatzlich sind Vesikel Transportwerkzeuge fir die Zelle, die sich von bestimmten
Kompartimenten (wie z.B. dem ER) abschniiren und wieder mit bestimmten Kompartimenten (wie

z.B. dem Golgi-Apparat) fusionieren kdnnen. Dabei gibt es verschiedene Wege. Nachfolgend wird der
Sekretorische Weg beschrieben.

J clathrin _— m ormosor ExTACELLULAR Endosome: Die Frithen Endosomen
) erhalten zuerst Fracht von aussen und
D COPi \ late endocytic ; m . . . .
endosome mk'e—o sortieren diese. Die spdten Endosomen

endoplasmic reticulum .
entstehen und sind den Lysosomen

\ 1) () early
\‘ nz/"‘ \” \/A‘“""“ vorgelagert.

\

3 coPil T f\ 00\ K \ kénnen aus den friihen Endosomen
Ry \ \ D
T - w I?/ -

|
I | O"r‘ “ %25\ ﬁ Lysosome: Verdauen Stoffe
b a o o (geo J\—Pl ' ~ c)@cg’!"aﬂ
{l J || .‘J,D OE’%) \s/(y_s‘,//// /< 6@?}/&8@’ /—\\(31\/)@ &n
/ﬁu'/{ ])/)\,O @ - ((//)\J, /’F@Q/AQ‘N’M
/ © S secretory (2 endoe ) MO

Das Milieu in den Vesikeln ist dabei gleich, wie das, aus dem Kompartiment ab dem es abgeschniirt

wurde. — Meyw ooy ()0@0‘0% oo lel ./\3
pin-,amhnna »
m — Bei der Exozytose fusionieren die Vesikel am Ende mit der
IA) exocytosis Plasmamembran und geben ihren Inhalt frei. Dabei wird die

§ aUm0y B Membran des Vesikels Teil der Plasmamembran.

CYTosoL
(8] endocytosts

2 Formen vom Sekretorischen Weg:

Bei der Endozytose werden Substanzen vom ausserhalb der
Zelle in ein Vesikel abgepackt und ins Zellinnere gebracht.

Transport von einem Kompartiment zu einem Zielkompartiment durch Vesikel

cYTosoL . .
sonce Transportvesikel dienen als
- MR Lumes . COMPARTMENT . . PN
AL IAR IO A ) - Transportcontainer fir |6sliche
\’;,/ 3 ~ < Proteine und Membranproteine, die
@ @ /@ P 1”75 4 durch den Sekretorischen Weg
nqnu‘nutn - v

-\

C—————— ) transportiert werden.
TASGET . . -
COMPARTMENT \
TIein mo
A
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Vesikelhiillen
Vesikelformung benoétigt Membranhiillenproteine mit zwei wichtigen Aufgaben:

1. Frachtmolekiile werden im Vesikel konzentriert
2. Helfen, das Vesikel zu Formen, und dass es die richtige Form bekommt (Kugeln)

Diese Huillen werden dann spater verloren, da das Vesikel nur ohne Hiille fusionieren kann.

SRR 3 Arten von Vesikelhiillen:
m— = {}’:\ | endosome EXTRA- ath d
' AR 7 e ceLwAR - Clathrin: von der
) cathrin —— B £ SPACE —
o | < @ Witd @ ) W Plasmamembran zu
-} com ') Ch\ | R - Endosomen, zwischen
J s ' ‘l D o Endosomen und Golgi, von
| | } TGN zu Endosomen
Py ' ) o—_r CYTOSOL | - COP1.: Bilden sich am Golgi-
W A fiir Vesikel innerhalb
| B - & A pparat tfur Vesikel innerha
'L\[I@,()\QDWD\ \ w\:’\‘)“’ u}m Golgi @ “fiw g des Golgi-Apparats und fiir
X °"'“""" hetwerk aacla Vesikel vom Golgi-Apparat zu
ER Golgi apparatus ER
- COP2: Bilden sich am ER und sind fiir abknospung von ER Vesikeln notwendig
Bildung und Entlassung von Hillenvesikeln T
i W NN Clotlarive i el
. . .\ \
Clathrin Vesikel Formung 0@&( S oot BX 2y

/6

Ob - Die Formung von Adapterproteinen
und dem Clathrin (2'Schichtig) auf
der Cytosolseite der Membran
generiert eine Kraft, die zur Bildung
von Clathrin gehiillten Vesikeln
fahrt.

Adaptermolekiile (z.B Adaptin,
hellgriin) Rekrutieren Clathrin und
sorgen auch fir Fixirung der Fracht.

Clathrin besteht aus 3 grossen und 3 kleinen Subunits und
hat die Struktur von drei gebogenen Ketten (= Triskelion).
Viele Clathrine zusammen bilden eine Abwechselnde
Struktur aus Hexagonen und Pentagonen (wie ein Fussball)
und bilden dann eine Kugel.
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Adaptin Rekrutierung an Membranen

O 22,00 Vet o . .
© WQE@A'Q e Adaptine interagieren mit Cargo Rezeptoren in der Membran.
giﬂ'ﬁ — e " Phosphoinositide stimulieren die Bindung von Adaptinen zu
b T T Cargo Rezeptoren. Sobald das Phospholipid an eine Untereinheit
; t ': Seéearmss r 0 des Adaptins bindet, so wird der AP2 (Adaptin) Komplex an die
) g 5 Membran rekrutiert und dessen Bindungsstelle fiir die Cargo
T - »,.:rm.... Rezeptoren gedffnet. Coincidence detection: PIPs und Cargo

AP locked

Rezeptoren missen prasent sein flr die Bindung mit Adaptinen.

PIP
. 612 . =7
phosphatidyl-inositol (P1) \M\Q\ Ist ein Abkdmmling von Phosphatidyl-inositol (P1). Dieses lasst
;:‘23;‘::737'3'1:'11.2’:;: B ki sich an 3’, 4’ und 5’ Positionen phosphorylieren, was die
¥ Moglichkeit bietet, verschiedene Formen des Phospholipids zu
HO 4 A RES
t"",'; .> e erzeugen.
i = PIP-Kinasen und -Phosphatasen sind hoch kompartementisiert
ey - (befinden sich an spezifischen Orten) und konvertieren diese PIP
'3- °;‘ Y Spezies ineinander. Die Verteilung dieser Kinasen bestimmt dann,
f’ L b’ phosphatidy welches dieser PIP an welcher Membran gebildet wird.
z £ nestnl
% % m‘*‘“‘ PIP Bindungsproteine Regulieren Vesikel Formung und andere
" Transportprozesse.

Auch andere Membrankrimmungsproteine wie beispielsweise das leicht gekriimmte, positive
Innenoberflache besitzende BAR Dimer unterstiitzen zusatzlich die Vesikelbildung.

Abschniirung von Clathrin Vesikeln /%@\M\r“ OAQ

Dynamin ist eine Spiralférmige GTPase.

Buadng h
CAath o) <hamd 4 b . . .
b . Durch Hydrolysierung wird eine
\. 5 .. .
| p konformationelle Anderung des Proteins
< J o . . .
Y - ,‘-'4’(."‘?11,"3.0,,,,,3“,,.,,,,.., Oynessia .‘g; oy § erzeugt, die zu einer Verlangerung der
o GTPass domain E o . .
—p— s GPTase fiihrt, die dann das Vesikel
dymamin

g abschniirt. (N W)\ M\p@(\ H\{‘&“\OZY 5

(e
Danach wird die Proteinhlle (Clathrin) entfernt. Dazu muss zuerst Dynamin wieder phosphoryliert \cj
(durch Phosphatase) werden. Danach entfernen Hsp70 Chaperone die Hillle.

4\
C\ o&’\‘l\ﬁ (\Miq’

(otir %\,{%@%ﬁf\
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COPI / COPII Vesikel Bildung

Kleine GTPasen

Kleine GTPasen befinden sich Giberall in der Zelle und

wp ‘ GDP form  fyngieren als Schalter. Sie hydrolysieren GTP langsam,

r{d GEF GPP nur die GTP Form ist aktiv und sie bendtigen:

GPe | OFF| - GAP fiir die Aktivierung: Dabei hydrolisiert GAP GTP
gP " Pi nicht direkt. Es aktiviert nur die Funktion von der
\_’:_/ ON GAP GTPase, GTP zu hydrolisieren

G\'@ - GEF, um das Produkt zu entfernen: GPP wird

w” entfernt. Da die konzentration an GTP etwa 10 mal so
8B " GTPform hoch ist als die von GDP, wird automatisch ein GTP an
e die GTPase binden

GAP und GEF sind separiert, sodass die GTPase weiss, wo es sich befindet (ahnlich wie bei RanGTP)

Alle Vesikulare Transportschritte involvieren kleine GTPasen, welche aktiv (mit GTP)
membrangebunden (besitzen einen lipophilen Teil, der nur exponiert ist, wenn GTP gebunden ist)
und inaktiv (mit GDP) gel6st sind.

Sar1 (for COPII): amphipathic helix
ARFs (for COPI): myristyl group at the N-terminus
Rabs (for vesicle targeting): prenyl group (geranylgeranyl) at the C-terminus...

COPII Vesikel werfen ihre Hiille langsam ab, COPI Vesikel und Clathrin Vesikel werfen die Hiille sofort
nach ihrer Abschniirung ab.

Sarl GTPase
COPILcoated vesicle Ahnlich wie bei Clathrin besteht ein COPII gehiilltes Vesikel (z.B. Sar1)
of : auch aus einer inneren Hille von Sec23 (interagiert mit Sar1-GTP) / Sec24
[ J (interagiert mit Membranproteinen und Cargo Rezeptoren)
. ; Heterodimeren. Die dussere Hiille bildet ein Sec13 / Sec31 Kafig (dhnlich

wie beim Clathrin).

Dabei helfen die Hillenproteine die Fracht zu konzentrieren und die
Hillenformung fiihrt zur Formung vom Vesikel (wie beim Clathrin).

5 weldt 8on, bnden nedheinarles

Sar1-GTP

selected donor membrane
membrane
proteins

Sec13/31 cage
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Wie die GTPase Sarl die treibende Kraft fiir die COPII Hiillenformierung ist N C}\\[\o (\/ e }-

1. Aktivierung von Sar an Membran
befindlichem Sar-GEF (Sec12). Dabei fiihrt eine

inactive soluble
Sar1-GDP

GoP .
B active,

: membrane- ER . . .

SBR. bound ' membrane sar-6TP  Konformationsdanderung am Sar zu einer

Sar1-GTP

Anlagerung der amphipathischen Helix in die

Membran.
2. Das Sarl Rekrutiert COPIl Komponenten

Tf e &%EC23/SQC24. Sec24 bindet an Cargo Rezeptor
(o€ pwd an Lipide

amphipathic
helix

cargo receptor

i P Bidorey S

Die dussere Vesikelhille (Sec13/Sec31) werden rekrutiert. Dies fiihrt zu einer Kriimmung

3.
und dem Vesikel Budding. Spater fu5|on|ert dje Membran es kommtmblosung des
Vesikels. %IC&/\ (N\ZE?S
Rekrutierung von Cargo in Vesikel .
s s _ Oeive

g T, Membranprotein Fracht: Besitzt ein Exit Signal, welches direkt

Sar1-GTP
adaptor mit der Vesikelhille interagiert.

proteins of
inner COPII

Losliche Fracht: Exit Signale werden von Cargo Rezeptoren

exit signal on

A | erkannt k_y b”&jg& e\ R‘QSQ "W _
resident
cuner O@ET mgmas Bulkflow; ohne Exit Signale, passiert immer > wit \lotgontcdionss
o ’ Forsongtem | ¢Q5-UQ’

Also: Die Vesikelhille ist auch dazu da, Cargo aktiv in die

chaperone proteins bound to . . . .
webolded or miskckded protelns % vm«@m e Vesikelhille einzuschliessen!

e 2 e g Aok ¢

outer COPII
coat proteins

CYTOSOL

F’

Zielsteuerung von Vesikeln

Zielsteuerung muss extrem genau sein, da gewisse Vesikel Fracht enthalten konnen, die in der
falschen Umgebung toxisch sein kénnen: Aus diesem Grund gibt es verschiedene Vesikel
Zielsysteme, die wichtigsten 4 sind:
- pips fungieren als Marker um bestimmte Membranen als Vesikelziel zu kennzeichnen
- 1 Kleine GTPasen (Rabs) konnen in ihrer aktiven form (GTP) in der Vesikelmembran und an
der Akzeptorkompartiment Membran vorkommen /0 — 23 (2Qo~
Extended tethering proteins (langestreckte Anheftproteine) befinden sich auf der
Oberflache von Kompartimenten und dienen dazu, Kompartimente wie Angeln einzufangen
- \n SNARE Proteine als v-SNARE in Vesikeln und t-SNARE an der Zielmembran: Diese miissen

passen, um die Membranfusion zu ermdoglichen
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oo ~ GO * =l

Ubersicht iiber 3 der 4 Systeme

\— CArgo receptor Rab-GTPase

!

> Rabs (vesicle, target membrane) .. ificche Rab-GTPasen

v-SNARE > Tethering factors werden von tethering
> SNARESs (v-SNAREs, t-SNARES) Proteins der Zielmembran

Rab-GTP ~ Kims.mm'.
WQS'\LQX (\W erkannt.

Rab-GOP __ Die GDP form ist inaktiv,
Rab effector g"‘"‘; \D" oot die GTP form ist aktiv,
(tethering protein) '\_l. L) GEFs und GAPS sind
t-SNARE USION
(- wichtig fir de-/aktivierung
CYTOsoL . (siehe oben).
tnns-m

target membrane complex In der aktiven Form klappt

ein Geranyl-Geranyl Rest
am C Terminus aus, welcher die Membranbindung erlaubt. In dieser Form kénnen sie auf Vesikel-

und Zielmembranen vorkommen. Einige Membranen besitzen mehr als nur ein spezifisches Rab.
— TeXeso '
Effektoren (gegenstiick von RanGTP) regulieren die Targeting- und Dockingmaschinerie und sorgen

so fur korrektes Tethering / Docking am richtigen Zielort. Ein Rab kann mit multiplen Effektor
Molekdilen binden, die z.B. Tethering Factors, SNAREs, Enzyme, Motorproteine oder andere sein
kénnen.

Die Hauptfunktion der Rab-GTPase ist sicherzustellen, dass das Vesikel an die korrekte Zielmembran
andockt durch interagieren mit tethering Proteinen, das Dockingevent organisiert und die Fusion
anregt.

Im Cytosol ist die GDP Form an Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitors (GDIs) gebunden, welches
dafir sorgt, dass die Geranyl-Geranyl Gruppe abgedeckt wird, dass das Molekiil |6slich bleibt.

Rab Zyklus

- Die GTPase bewegt sich in der
en a e o J Membrangebundenen form (GTP) und der gelésten
- ine-nucleotide- .
P) and Rab-GTP ’WR’L@ S chanes Potor (GEF) Form (GDP) hin und her.

v-SNARE mt‘}“""‘_@; > et ot
b effectors o L o poluble RabGTP interagiert mit Rab Effektoren.
RES’ motor QM :’tgzlpeonGDP dissociation”” @{—Iipid ’iv\odr\\lz.
"“.tl ) g uinhibitor (GDI 9f°ggw%8""“‘m GDI sorgt dafiir, dass RabGDP |6slich bleibt und
vesicle
docklng . dC:IIPSIS hilft, dass kein ungewollter Nukleotidwechsel
tional factor - the Rab y 4 find
or) keeps ecm, m‘;’]’;’;”e stattfindet.
sol and helps to
1 exchange.
t SNARE
target
compartment
es\tennt Figure 13-14. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
CTegw- e
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

\w WS

RabGTPasen an der Zielmembran organisieren Tethering Proteine \L@D ;;W S(dﬂ
<\bd

filamentous H (1
tethering proteins Rab effector Die M

proteins

Endosomen sind
die ersten Zielorte
fiir endozytose
Vesiket.
RabGTPasen bilden
Rab5 domanen

Rab5 membrane domain (erstes Ziel).

Rab5-GDP

covalently
attached lipid more Rab5-GEF

/005~ amphiphilic ) recruitment

GOl "\  pelix Pl 3-kinase /77\

RabS-GEE 442 N / y Wy, Wy

e T4 e = gkiels
L

ENDOSOME active Pl PI(3)P
LUMEN Rab5-GTP

Das Rab5-GDP wird durch ei -GEF an der Membran aktiviert. Das aktivierte Rab5-GTP
rekrutiert eine PI3-Kinase, die ein Pl an 3’ Position phosphoryliert. Dieses kann dann Rab Effektoren

(wie Tetheri roteine) rekrutieren sowie weiteres Rab5-GEF, sodass mehr Rab5-GTP entstehen
kann unﬂﬁnmer so weiter. -> Kooperativer Prozess, bei dem grosse, spezifische Membranbereiche
entststehen. .
o Vst
7
el o)
SNAREs e ~
1 2
p— Komplementare Sets von 1 v-SNARE und 3 t-

vesicle SNAREs kdnnen ein 4 Helix Biindel bilden.

CYTOSOL

v-SNARE

snage  Einmal aneinandergebunden, werden die
(synaptobrevin) t-

(snap25)  beiden Membrane durch die SNAREs 1.5nm
aneinadergehalten, wodurch dann ein
Phospholipidaustausch der zwei

: Membranen stattfinden kann und die

nerve cell plasma membrane Fusion passiert. Dazu muss aber das Wasser,
dass sich zwischen den Membranen befindet, verdrangt werden. Dies passiert durch die SNAREs. Die

Bildung von trans-SNARE Komplexen sorgt ausserdem dafiir, dass die Energiebarriere (2 geladene

Membranen treffen aufeinander) liberwunden werden kann.

t-SNARE
(syntaxin)

Durch aufwinden der SNAREs und
aneinander ziehen der beiden
Membranen wird das Wasser
verdrangt und zuerst fusionieren
nur die dusseren Leaflets der
Membranen (Hemifusion). Durch
weiteres aufwinden der SNARES
kann dann auch die Fusion der
inneren Leaflets der Membranen
stattfinden.

= &ﬂd@\j\ poenondac

- 2 i . W/\\O(ﬂv\w

10nm
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Energie G,S

1 V NSE Die Energie fir die
accessory \ ’f

proteins Anndherung wird
¥ }. ‘ ‘app  dabei durch das

. { L L + p, aufwinden der
SNAREs geliefert. Ist
die Fusion
abgeschlossen,
bleiben die SNAREs
ineinander gewindet (cis Position, da an nur einer Membran). Die Zelle muss dann Energie in Form
von ATP aufwenden, um diese wieder zu'l6sen. Der AAA+ ATPase NSF (AAA+ = ATPases Associatet
with diverse cellular Activities) KompTéx ist daflr zustandig.

"
W

docking fusion SNARE dissociation

Vorlesung 2

Verlassen von Fracht am ER 6@ 2 GOL%T’

Er Exit Sietes (oder transitional ER): Sind spezialisierte Bereiche des glatten ER, an welchen die
Vesikel das ER verlassen.

barmnbng rosvigmant wsah

Stoffe verlassen das ER durch COPIll-gehiillte Transportvesikeln.
1 _ s Ungefaltete Proteine oder Subunit Proteine, die noch nicht

o e COMN

| erapae  ZUsammengesetzt wurden werden im ER zuriickgehalten. Ausserdem
L werden auch ER Proteine zuriickgehalten, da diese grosse
s g Semen o Proteinnetzwerke bilden.

audebie cvgn
r 5 e

b

NN G

crrosol

Bulkflow: ist der default Pathway, findet stindig statt. Alle Proteine, die
;m’;r.éx.::.:': sich im ER Lumen befinden, werden im Vesikel eingeschlossen, ohne

interaktion mit der Vesikel Hiille. Dies passiert nicht mit den aktiv
zurlickgehaltenen Proteinen sowie mit den Proteinen von grossen Netzwerken.

Wie man am Bild links sehen kann, gelangen alle
|6slichen Proteine im ER durch Bulkflow ins Vesikel.

Jedoch werden nurﬂ
_Der Eintritt von Fracht ins Vesike

passiert also automatisch, kann aber ein selektiver
Prozess sein.

L
L
Koy ?} cargo proteins pad with
ax| signal in their cytosalic tads
o Soluble cargo transpacted patey W

by bulk fiow M Membrane cargo peotein that enters
P Soluble cargo captured by o budding vesicle by partitioning

receplors Cage-forming proteing of the outer

Adaptor proteins of the inner layer of the coat

fayer of the coat /L Cargo receptor
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Vel

swcrwery () com /w.--# g - afh P Nachdem die COPIl umhiillten Vesikel ihre

e ﬁ\l M’Q‘:i\/au ! m';; / 'g:\\\\ “ /(/ {J/Q Hiille verloren haben kénnen sie miteinander
\‘ 3 ',2",.‘:‘.:?% 6 — \p ]| { @ fusionieren (homotypische Fusion) und bilden
‘ G P l {JS/ Vesicular tubular clusters (VTCs)

€9 L )\?’j/ L7 st &&Aq_\/w\ﬂﬁl’ww/(%
nz-'?t-% D — ¥ “1&%&? = NM M\S

& " £ o J —
U — 9@ %
! 3L J A J
[ ds  Golgl stack trams
Golgi
network network

Q Diese homotypische Fusion bendétigt ein Set
von zueinander passenden SNAREs. Die

v SNARE homotypic

s 8"",:‘,‘,’::“ Interaktionen sind Symmetrisch.

. e - besitzen ein neues Kompartement, dass
oMot getrennt vom ER ist
i 0\7. - Sind Transportcointainer (ER -> Golgi)
-O ” _— - Bewegen sich entlang Micotubules zum
ER cls Golgi
—-Q— _ network  Golgi-Apparat 2‘/%03)'“\9:\1
vl e - Formen COPI gehiillte Vesikel, um Fracht

d cluster O st

: ? $ zum ER zurick zu tberfihren
— QX0

... Piion. e et OO+ bdgr =&
Riicktransport von Golgi zum ER COP“ ’ g/\@ > Gdgrl

COPI Vesikel gehen vom Golgi zum ER und enthalten ER Proteine, Cargo Rezeptoren und SNAREs, die
rezykliert werden. Diese Proteine besitzen Signale, die sie ins ER zurlickbringen. Dieser
Ricktransport ist essenziell, um den sekretorischen Weg aufrecht zu erhalten.

_;O\\kQ& Mdl_, wWo
s st

ER Protein Retrival Signal (nur I6sliche Proteine): C-terminales KDEL
motif D LDEL lezoges—

Membrangebundene Retrival Signal Rezeptoren: KDEL Rezeptor

vesicular tubular cluster Der KDEL Weg
or Golgi apparatus

empty
KDEL

P * )

COPI coat

. ) Bindung und Abldsung von KDEL Proteinen an den Rezeptor ist pH
reguliert (pH Wert im Er ist hoher als der im Golgi-Apparat).
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Der Golgi Komplex 2 Oglm Uhl\(g\ 4 d &V\AL
uanlesecneidioor (oH)

Besteht aus einem Stapel von Membran Kompartimenten (Zisternen), Tubularen Elementen und

Vesikeln. Besonders Ausgepragt ist er in Zellen, die in der Sekretion spezialisiert sind.

QQ“ GSFACE  Gaigi vesicle

2... gl-'._’_' . p\.-‘» ) J P Normalfall aus 4-6 Zisternen. Ein
e g&g T v =ﬂ oder mehrere Stapel (bis zu 100)
: Do sind tubular verbunden.

C w Sekretorische Fracht bewegt sich
direkt von cis zu trans (polare
Organelle). Er befindet sich in der
N&he des Nukleus (Zentrosoms).

Ein Golgi Stapel besteht im

@(‘OWMd.

Das CGN ist die Sortierungsseite, bei welcher die Vesikel vom ER ankommen.

Das TGN ist die Sortierungsseite, bei welcher der Zielort von Fracht bestimmt wird.

Organisation des Golgi-Apparats

Golgi Matrix Proteine formen ein Gerlst zwischen den Zisternen.

Golgi matrix proteins
organize the stack

Golgins sind Tether Proteine (siehe vorherige Vorlesung), die

TGN ” " "
o Transportvesikel in der Nahe halten. />U?€,(Q, @\OQ QLmYY)Ol ww\&&(@

(o Enzyme im Golgi-Apparat sind unterschiedlich im TGN, dem medialen Teil

CGN ¢;:> or (Mitte) und dem CGN.

| GRASPS5 | GRASPS5 P \D\H_()/(\ ' &*&W
Golgins tether
transport vesicles

Rab interactor domain  transport
vesicle

Rab

protein
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Wie Funktioniert Traffic durch den Golgi-Apparat

cisternae
vesicular

tubular cis trans ‘.»":‘ e
,ER cluster CGN rJ_‘mmiiallj_‘ TGN “ \f\ , " .
" ‘,.‘ ) / () @ * L ///'
- = _'v\l,f — ! %

. R g ¥ -

. ._, @ ‘ ‘ \ @ 7 ‘ < ” & ,:" ‘
Y - 9 \ I - '\'"7“7. D) ; O -

{. f / \X Q.} (OR © J ‘ f" t /A @
N matrix proteins S

(A) CISTERNAL MATURATION MODEL (B) VESICLE TRANSPORT MODEL
Es gibt zwei Modelle: ()C)IQU!CW\LQJ} ' U»f@&m
Zisternen Reifung Modell Vesikel Transport Modell

Transport passiert durch Zisternen Reifung VTC bringt Fracht zum CGN

VTC bring Fracht zu Golgi, bildet neue Zisterne Aller Transport dann passiert mit Transportvesikeln
Am TGN l6sen sich Zisternen wieder auf Exp.: Vesikel legen lange Distanzen zurtick

Exp.: Grosse Molekiile Transport ohne Vesikel Und: Aggregierte Golgi Membranen bleiben an Platz

Und: In Hefe: Zisternen kénnen Enzyme dndern

G(yc@@folelm_f ke "Eudar
Weitere Funktionen des Golgi-Apparats

- (Kohlenhydrat synthese und Prozessing = lesssndorung N Broleran veedn Snbes_
e N-linked Zucker: trimming und terminale Glykosylierung (siehe E Vorlesung 3) on A4 wik et
e O-linked Zucker: Synthese von Glycosaminoglycanen und bildung von Wit N
Proteoglycanan wit OH - Gupre
e Synthese von Mannose-6-Phosphat (siehe Vorlesung TGN)
- Aminosauren Modifikation
- Synthese von Sphingomyelin und Sphingoglycolipiden von Sphingosin (wird spater noch
erklart)
- Proteocyklischer Prozessierung von Proteinen wie z.B. Pro-Hormone
- Sortierung ung Packung von Fracht zu verschiedenen zelluldren Zielorten
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Enzyme im Golgi-Apparat

3 - Glycosidasen: Verkiirzen Zuckerketten

s o 4_"""3", 5 i :;i.‘l.".l'.’: - Glycosyltransferasen: Verlangern
cvemavel of sk Jciterna Zuckerketten
S P et A . [ Transporter: Transportieren aktive Zucker
_:‘:,;::m?w:m“ ;:"-.:""" (verkniipft an Nukleotid) vom Cytosol in den
S il Golgi-Apparat
/ | \ i - Convertase Enzyme: Proteolytische
plasms  secretory Prozessierung von Proteinen (Zerschneiden

Proteine um sie zu aktivieren)
- Sulfo-transferasen: Fligen Sulfatgruppen an Proteine und an Zucker

Diese Proteine sind alle Membrangebunden (nicht wie im ER) und viele befinden sich in Multu-
Enzym Komplexen. Golgi Glycosidasen und Glycosyl Transferasen sind einfach Membranspannende
Proteine (Typ 2 (N-Terminus im Cytosol, C-Terminus im Lumen, kurze 15 aa Membrananker)). All
diese Eigenschaften sorgen vermutlich dafiir, dass die Enzyme im Golgi bleiben und um dessen
Sekretion zu verhindern. (Anker sind zu kurz, um in Vesikel Membran verpackt zu werden).

Prozessierung von N-Linked Kohlenhydraten im Golgi-Apparat —> U\/\@( %'l\ A&P&m@?ﬂ

y SnCAl addition of further _Ein Oligosaccharide

Shscosdure! hexose units to form  («Zuckerbaum») wird im
g Golgi 5 .
Foconidnre manmosiduse) ¥4 _ complex ER an ein Protein
- oligosaccharide

£ mannosidase N angehdangt und, sofern

&k ek das Protein geniigend

Rl ‘?2 * ‘!A' \ no further additions,  Prozessiert wurde, noch
»

high mannose im ER bearbeitet. Dann
S [k oligosaccharide verldsst das Protein das
aipscociaside ER und wird zum Golgi-

ER LUMEN GOLGE LUMEN

e Apparat transportiert. Im
0N - st ang B o ch o B i e s » \‘06'\'(\ V\U\\/ Cis-Golgi treffen sie auf
e el s W02 e Golgi Mannosidase T_

und stellen das High-Mannose Oligosaccharide her. Von da an gibt es zwei Moglichkeiten:

=

- Das Zuckerbaumchen wird zu einem Komplexen Oligosaccharide verandert &tsidh b0

- Keine weiteren Veranderungen und das Zuckerbdumchen bleibt im Golgi und im weiteren
Transport durch die Zelle unverandert

Die links abgebildeten zwei

™ . .
_——— 4: f :eﬂ"fugars addod Oligosacharide kénnen also
A — ﬂi) (GleNAc, galactose, sialic acid) generiert werden.

«

sometimes fucose added

cone
W P meon

Die negative Ladung fiihrt dazu,
= dass die Zucker noch Hydrophiler
ot o e not completely trimmed

@ « mameta Bhen) 5 2 no new sugars added und in Wasser l6slicher werden.
. = galactore (Catl

W ateTpmeuarmini sond
Cubabc ach. o WANVA} (€] MIGH-MANNOSE QUGS ACOMARIDE

B COMPLEX OUGOSACCHARDE

Figure 13.30 Mojeculr Blology of the Cal (0 Gadand Scence 2008)
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Synthese von O-linked Glykosylierung / a—\ ) h i

on Asn
residues

M UMKED GLYCOSYLATION O UNKED GLYCOSYLATION P
.'.':‘.""..‘.‘!'.‘_'f!i ....... provein | ‘.'.‘.‘.‘.".'1 ...... resduas
e
LU}

Proteoglycans consist of a protein core to which long GAGs are attached.
Theyampandn\emmmmwtﬂolm

GAG = glycosaminoglycan

B0 100G UNDASACREd POfpSacChan o conseing of o

Diese Synthese findet nur im
Golgi-Apparat statt und findet an
einem Sauerstoff statt (Ser, Thr).

Auch hier kénnen sehr lange
Zuckerketten gebildet werden,
aber der erste Zucker ist ein N-
acetylgalactosamine.

odec - oced g\\m&ow\m

Die Proteoglykane werden
ebenfalls an ein Ser gehangt.
Diese bestehen aus einem

oa— & {0, ~—u—.—-?-.-&\o
ow! L I Saacchande vl

Thee regmating ont Corsasts of & hescws’ Moo ook
R

) bt vt b e et & hex
|
| v — |

Ewmplo: Hoparansufut

P onme®

» Highly negatively charged
through sulfation

Vg e e -
i)

Proteoglycans are part of the extracellular matrix and mucus,

Aminosduren Modifikation

B.8.6.8

Proteinkern und langen Ketten
aus abwechselnden‘@.
Diese sind stark negativ
Geladen. Aus diesem Grund
kénnen sie viel Wasser
anziehen und hochelastisch
werden.

PS ist ein Sulfat Donor fur Protein und Zucker Sulfatio

Wie Frachtmolekiile das Trans Golgi Netzwerk verlassen

dann zu S

3 Socienory Secratory
\’ Granute Qesnule

— s, ...gelangen.
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Vom Trans Golgi Netzwerk (links) konnen...

- Stoffe zum spaten Endosom dann zum Lysosom
- Stoffe zuerst zum frithen dann zum spaten Endosom

- Stoffe direkt zur Plasmamembran
- Stoffe durch den regulierten Weg zur
Plasmamembran



Zusammenfassung Biologie Semester 2

protein mixture

sorting

network
ER L

r 1 1 SIGNAL-MEDIATED DIVERSION
TO LYSOSOMES (VIA ENDOSOMES)

3 CONSTITUTIVE
\ /7 SECRETORY
PATHWAY

plasma membrane
EXTRACELLULAR
CYTOSOL | SPACE

EISIGNAL-MEDIATED
DIVERSION TO SECRETORY
VESICLES (FOR REGULATED
) SECRETION)

Golgi apparatus

Lysosomen

0.2-0.5 ym
r 1

pH=7.2

CYTOsSOL

pH-50

ACID HYDROLASES:
nucleases

"YW Prdove. o,

hydrolase

Der Name Lysosom leitet sich von den griechischen Wértern Lyse, was zu
trennen bedeutet und Soma, was Korper bedeutet, ab. Lysosomen sind
membranumschlossene Kompartimente gefiillt mit 16slichen hydrolytischen
Enzymen, die Abfallstoffe und Zelltriimmer auflésen. Sie kommen inallen
eukaryotisﬁ Zellen vor. Lysosomen werden in tierischen Zellen so
genannt, wahrend in Hefe und Pflanzen dielytischen Vakuolen dessen
Aufgabe (thernehmen. Lysosomen enthalten etwa 40 Arten von Hydrolyse
Enzyme. Die Grol3e der Lysosomen variiert zwischen 0,1 und 1,2 um. Sie
haben ein'saures Lumen (pH 4,5 - 5,0), welches durch eine H+ Pumpe

erreicht wird. U(Q&Q 4»/(9&0\&@(\_/Q \}\wﬂom /\‘Tp&u/%

4 @Mms o ek Ao p

Endolysosomen entstehen, wenn spate

late endosome

Verdaut ist, handelt es sich wieder um ein
klassisches Lysosom. Also: Lysosome reifen aus

vesicle
\ Endosomen mit Lysosomen fusionieren (durch
: SNAREs). Wenn das Material fast vollstéandig

endolysosome

| Endolysosomen. Dies erklart auch die
digestion of Heterogenitat der Lysosomalen Morphologie, die

contents . . .
anders ist, je nach Material, welches zur Organelle

lysosome

L hydrolytically active, low-pH compartments ———

geliefert wurde und dem Reifegrad. = Juspom > V,.Q\N’

e vty Maoglichkeiten, Lysosomen Material zuzufiihren w
CYTosoL
—— - e - Endocytose (von ausserhalb der Zelle)
phagocytel

- - Grossere Partikel und Mikroorganismen werden
‘/\ st durch Phagocytose aufgenommen (eine spezielle

Y :-:‘«7 h ’ Form der Endocytose)
/m CYoso - Intrazelluldares Material wird durch Autophagie
whorhondriea Ubergeben /
s - ) —— v
-~ Gaeres éll@\Uj

Gudergon

Seite 153 von 219
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— e\ - Uw&%mr oot
Autophagie (self-etaing)

engulfed cytosol Membran bilden sich um
\ and organelles

o o o Verdauungsmaterial und bildet
% @.{,@ @ _.. Autophagosom. Dieses fusioniert
OO oo T S mit Lysosom. (dussere Membran
o/ J

autophagosome fusioniert, innere Membran und
acid Material wird verdaut)
INDUCTION hydrolases £
Dieser Vorgang muss stark
lysosome 5 X
NUCLEATION  CLOSURE FUSION WITH DIGESTION reguliert werden, kann selektiv
AND EXTENSION LYSOSOMES

oder nicht sein und wird bei
Zellwachstum- und Anderung, bei Infektion oder Zellhunger benétigt.

Transport von hydrolytischen Enzymen ins Lysosom | i Frebidtedd
m o Gl s Rendly

"““"°"(’h‘,’6'},';°""‘"‘ Das/Mannose-6-Phosphat ist ein Signal (Zucker), welches als
P—0—CH, Sortierungssignal fungiert und Enzyme, die flir das Lysosom bestimmt sind
i markiert. Diese Enzyme werden ins ER transportiert, dann zum Golgi-
Apparat.
Nlinked —_
oNgosacchiiide : Das N-linked Glycan wird im ER an das Enzym gehangt. Das Mannose-6-
" 4 Phosphat an dem N-linked Glycan wird im cis-Golgi gestartet und endet im
hydrolase N _ trans-Golgi. Der Rezeptor (Vesikel vom Golgi weg) heisst M6PR, Mannose-
‘ 6-Phosphat Rezepotr.
lysosomal hydrolase MepP
| g |
P"g
p— BINDING OF SIGNAL PATCH
N-linked TO RECOGNITION SITE OF
oilghosac:hat:de I\'\I THE PHOSPHOTRANSFERASE remove
ith termi
it PR msrEROr CERIA

patch

P MANNOSE IN
_— ! CATALYTIC e '.'3.
i-&e- BINDING TO ' = . a
oyt 2 | RELEASE
UDP-GIcNAc m__
SITE OF THE P lysosomal hydrolase
PHOSPHO-

with GleNAc— p attached
TRANSFERASE cind

3§ 3. to mannose in oligosaccharide
GlcNAc phosphotransferase catalytic site recognition site

GIcNAc Phosphotransferase erkennt signal patch an Hydrolase und transferiert GIcNAc-Phosphat von
UDP-GIcNAc auf die terminale Mannose. Danach wird die Hydrolase entlassen und GIcNAc wird
entfernt (terminale Mannose ist nun Phosphoryliert).

JUL e
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lysosomal hydrolase
M6P receptor

precursor

mannose
from ER

TRANSPORT TO BE aof+ @

ENDOSOME \_I./

BINDING TO
M6P RECEPTOR

UNCOVERING OF
M6P SIGNAL
ADDITION OF
P-GlcNAc

REMOVAL OF
DISSOCIATION PHOSPHATE
ATACIDICPH ¢

transport retromer
clathrin coat  Vvesicle coat

lysosomal
hydrolase
precursor

M6P receptor in - endosome
RECEPTOR RETRIEVAL budding vesicle

cis

Golgi Golgi
pe'wgrk network ' Hydrolases dissociate from M6P
Golgi apparatus receptors at the lower pH of endosome |
Durch tieferen pH Wert wird die Hydrolase vom Rezeptor abgeldst im Endosom.
kwmywnm%k

Krankeiten von GIcNAc Phosphotransferase: Lysosomale Speicherkrankheiten =2 WW I s

Defekt in der GIcNAc-Phosphotransferase: Schwerer Sortierdefekt der Hydrolasen I-Zell-Krankheit
(Einschlusszellkrankheit): abnormale Mengen von Kohlenhydrate und Lipide reichern sich in den
Zellen an; friihe Organfunktionsstorung, geistige Behinderung, friiher Tod.

Defekte in bestimmten Hydrolasen (z. B. Morbus Hurler; Glycosaminoglycan) Ketten sammeln sich
an; Organschaden)

orlesun Y
% g3 MA[Q, 005 ay\*w{wjgﬁé@

Sekretion W
Bei der Exozytose wird Cargo von der Zelle in die Umgebung abgegeben. Die folgenden Substanzen

konnen von Zellen sekretiert werden:

- Hormone, Wachstumsfaktoren, Cytokine

- Carriers von Nahrstoffen, Lipoproteine, Vitamine

- Molekiile, welche fir die Verteidigung benétigt werden (Antikorper, Interferone)
- Extrazelluldare Matrix (EMC) Komponente (Collagene, Mucine)

- Enzyme

- Serum Bestandeile

- Komplexe Kohlenhydrate (Glycosaminoglycane = GAGs)

- Neurotransmitter

- Toxine, Viren...

Einige Zellen haben als Hauptaufgaben die(Sekrtetion von Stoffen.
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Konstitutive und Regulierte Sekretion

newly synthesized
soluble proteins
for constitutive
secretion

newly synthesized plasma
membrane lipids

unregulated
membrane
fusion

newly synthesized plasma
membrane protein

intracellular
signaling pathway

—~@_\

secratory vesicle
storing secretory
proteins

regulated
membrane

Golgi apparatus fusion

7 CONSTITUTIVE

SECRETONY
N 7 PATHWAY

plasma membrane

REGULATED
SECRETORY
PATHWAY

/”ﬂm& \Lmz,%égﬁ‘«z

Die Konstitutive Sekretion
existiert in allen eukaryotischen
Zellen und wird benétigt, um
Homeastase@eichgewicht) der
Plasmamembran aufrecht zu
erhalten). Konstitutive Sekretion
kann aber auch von spezialisierten
Zellen benutzt werden, um nur
einen bestimmten Stoff zu
sekretieren (z.B. Fibroblasten).

Die Regulierte Sekretion werden
Produkte in/Sekretionsvesikeln
(=Sekretorische Granule, dense-
core Vesikel, besitzen'hohe

Elektronendichte) gespeichert. Diese Vesikel werden am TGN gebildet. Die Sekretionsvesikel
entlassen ihren Inhalt durch Exozytose an der Plasmamembran, nach einem Stimulus.

J
Maturierung von Sekretionsvesikeln

.,"A [ ) ~ clathrin
B O coat
A ry -
- S
| | o L |
lo Co E
I 2 — @
\ : ) ‘; J -
Golgi trans Golgi immature mature
network secretory vesicle secretory
vesicle
Figure 13-65 CARGO CON(ENTI!ATION

Sekretionsvesikel bilden sich am TGN. Durch
Aggregation ist die Konzentration an Cargo in diesen
schon am Anfang hoch. Mit der Zeit werden Clathrin
Vesikel gebildet, die fiir die Membranriickgewinnung
sorgen. Ausserdem wird das Vesikel immer saurer. Am
Ende bleibt ein extrem dichtes Vesikel zurlick, dass man
auch unter dem EM als sehr dunklen Punkt

wahrnehmen kann.

Regulierte Exocytose (Regulierte Entlassung der Fracht an der Plasmamembran)

Release of insulin from pancreatic beta cell

DOCKING  FUSION

Die Sekretionsvesikel warten zum Teil

sogar noch eine weile an der

Plasmamembran. Der Trigger, der sie dazu
bringt, mit der Plasmamembran zu
wn e verschmelzen ist ein Chemischer

o U=

Einige Beispiele fiir Regulierte Sekretion:

Messenger, der zu einef Erhohung der

Ca2+ Konzentration fuhrt.

- Pankreas (Insulin, Verdauungsenzyme)

- Mastzellen (Histamine)

- Neurone (Neuropeptide, Neurotransmitter)
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>Rden olghasend,

Proteolytische Prozessierung von Proteinen in Sekretorischen Vesikeln

7Ty rdeason:
4 ~Duedn an b

- Pre-Pro-Proteine werden im ER hergestellt, pre-Sequenz ist Signalsequenz 1-— Sdmmdqy\ )

- Die Pro-Sequenz lasst das Protein inaktiv

7 8ol po-syee e 93@&[«%

- Prozessierung zu reifen Proteinen durch Pro-Protein Qonvertasen (PPCs)
- Dies ist wichtig: Aktive Peptide sind zum Teil sehr kurz, sodass ihre aktive Translokation ins
ER nicht moglich ist. Ausserdem ist die Prozessierung wichtig, dass die Enzyme nicht die

Herstellerzelle gefahrden.

Coanich el

7&@‘&«@@6&0“)“}

Regulierte Exozytose zur Vergrosserung der Membranoberfliche — O\% \demy WRM\TM

\Q/ \ !’ w
*° @

(A) CYTOKINESSS {B) PHAGOCYTOSIS

Synaptischer Vesikel Tranport

1C) PLASMA MEMBRANE
REPAR

A. Bei der Zellteilung wird Exozytose verwendet, um
Membranmaterial zu liefern

B. Grosse Partikel konnen in die Zelle aufgenommen
werden, da muss die Membran vergrossert werden

C. Wenn Zellen verwundet werden, bendtigt die
Zelle wieder neues Material zur Regenerierung

Nervenzellen besitzen zwei verschiedene Typen von Sekretorischen Vesikeln:

- Dense Core Granule (fir Neurotransmitter)
- Spezialisierte Synaptische Vesikel fiir Neurotransmitter release (z.B. Acetylcholin,

Glutamat, Glycin, GABA)

Diese Vesikel sind sehr klein, besitzen v-SNAREs, eine ATP Protonenpumpe (zur Aufrechterhaltung
von einer hohen H+ Konzentration im Vesikel -> Ladung von Neurotransmittern z.B. Glutamat per
Antigor [= ein H+ verlasst das Vesikel, ein Glutamat kommt ins Vesikel]).

nerve terminal of
presynaptic cell

neurotransmitter
in synaptic vesicles

synaptic cleft
transmitter-
gated ion
channel

\ &Q%\ : ~. postsynaptic

target cell
&b“ M RESTING CHEMICAL SYNAPSE

target cell
plasma membrane

,n—-w\é

ACTIVE CHEMICAL SYNAPSE

v Svam

LRLTE L)

w

Tpragmateavin

ivreadinl —

Synaptische Vesikel bilden sich in der pra-synaptischen Zelle,
miissen den Synaptischen Spalt Gberwinden und fusionieren mit
der Plasmamembran der Zielzelle. So kénnen Signale Gibertragen
werden. Dieser Vorgang muss sehr schnell gehen.

LN OF
SYNAPTC
Vi Crrovon

sreapme
NACLAGTED yewiche G Bnting sbes

T SNARE
IINAPY
Mregteberrn 3
- 2.,
- ~ i
p w'n tea -
TPty i‘ ‘ l ' l
SMAP23 --- Y /
f SYNAPTIC LT | /
[ — 1 DOCNG Srevpaoptic 1 PRMNG L partiely
Hairss merstvane Slurme memteane Sesenbied
TNARL sunsle
o
—
' '
. y _ B
‘ , Dy T ?

v QARS wdwdlean il
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Aus diesem Grund werden synaptische Vesikel «primed» an der pra-synaptischen Membran. Sie
werden also mithilfe von halb aufgewundenen SNARE Proteinen, die mit einem Komplexin fixiert
werden an der Membran gehalten und warten so auf ein Signal. Kommt es zu einer
Potentialanderung in der Zelle werden(Kalziumkanale ge6ffnet. Die erhohte Kalziumkonzentration
wird von Kalzium Rezeptoren (=Synaptotagnin) erkannt, fiihrt zu einer Konformationsdanderung an
diesem und entfernt so das Komplexin. Dadurch kommt es zu einem schnellen Transmiter Release in
den Synaptischen Spalt und zur Zielzelle.

Endozytose: Plasmamembran
Plasmamembran Funktionen

- Definiert dussere Grenze der Zelle, ist eine schiitzende Barriere )
- Vermittelt Influx und Efflux von Substanzen und Informationen ~> MQ\M" Einwonen W/Mmézé\b
- Verfmittelt Kontakte mit anderen Zellen und externen Strukturen
- Formt eine Varitat von Verbindungen (Junctions), z.B. Tight Junctions, Desmosome,
Hemidesmosome (nachstes Semester)
- Dient als Startpunkt fir Signal Transduktionswege (ndchstes Semester)
- Spielt eine zentrale Rolle wahrend der Zellteilung, Zellfusion, Fertilisation
- Wichtig fur Zell Bewegungen
- Bildet spezialisiere Strukturen wie Cilien, Mikrovilli, Synapsen
- Dient als Plattform fiir die Synthese der Zellwand (Pflanzen und Pilze)
- Interagiert mit Pathogenen und Viren um die Zelle davor zu schiitzen
- Beeinflusst mechanische Eigenschaften der Zelle

Die 4 Teile der Plasmamembran ,/.7%%00*

&Oﬁ)@(\— Extrazellulare Matrix: Netzwerk aus Proteinen und Kohlenhydraten, die aus der Zelle
sekretiert wurden
- Glykochalyx: Glykoproteine, Proteoglykane, Glykolipide, die an die dussere Oberflache der
Plasmamembran angehangt sind
- Membran Bilayer: Lipide und Membranproteine
u - Cell Cortex: Netzwerk von Proteinen, welches an die innere Oberflache der Plasmamembran

angehangt ist.
L)
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Membrandomanen
Apical and basolateral membrane domainsin ~ In einigen Zellen gibt es verschiedene Domanen mit
apithelial and endothelial calls . . .
unterschiedlichen Strukturen und Funktionen:
1 Adowe (R
Audeo - Es gibt kleine (lipid rafts) oder grosse (apical and basolateral

membrane domains of epithelial cells) Domanen
AW(B) - Einige sind Permanent, andere transient (= temporar)

- Einige sind stabilisiert durch interne Strukturen wie
Mikrotubuli, Cilia, Actin Filamenten...)

Jfg‘\ \'S\udiOV\S Freroon Yemnendavae
| o 22 8@&;\@@1\ Trorgport &

> tundh Cvdderin odor Geslegich ghalai flert

Endozytose: Wirkungsweise
Definitionen

Endozytose: Die Internalisierung von Substanzen und Partikeln vom extrazellularen Raum durch

—instﬁlpung) der Zellmembran. et Ved|el

Phagozytose: «cell eating»:(Grosse Partikel warden durch spezialisierte Zellen aufgenommen. Dies
wird aber nicht primar fir die Nahrungsaufnahme verwendet.

Pinozytose «cell drinking»: Die meisten Zellen nehmen Flissigkeiten und darin geloste Stoffe auf.

- Flussigkeitsaufnahme (Pinozytose und Makropinozytose)
- Rezeptor vermittelte Endozytose (Extrazellulare Stoffe in Klathrin gehiillten Vesikeln)

- Caveolae / Raft vermittelte Endozytose
~ we_ R Al
Transzytose: Ubergang von Substanzen durch eine Zelle zwischen apikalen und basolateralen

Oberflachen in z.B. Epithelzellen

Endozytisches Vesikel = UOV\/&Z '
Grundprinzipien sind dhnlich, wie bei COPII r>G°l\('j’
Vesikeln. Gemadss ihrer Konzentration

werden alle Stoffe ausserhalb der Zelle in ein

Vesikel abgepackt, jedoch nicht

angereichert. Die gewollten Stoffe werden

dann z.B. durch Rezeptoren an der Membran

im Vesikel aufkonzentriert (siehe COPII

Vesikel).
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Der Endozytische Weg

/—plasma membrane
o, . J/C"

)

O

| vesicle

body

&

endolysosome

FUSION

R 0@7 o)~

FUSION
o O — o
\§MICROTUBULE MEDIATED ‘.<

X late
\ endosome
,,
OO
N

>

tranc Golal netwark

— O
early

endosome

CYTOSOL

Ubersicht Endozytose: Typen und Funktionen

Frihe Endosome sind die Erste
Anlaufstelle fiir Stoffe von ausserhalb der
Zelle im Endozytischen Weg. Dort werden
die Stoffe sortiert und entweder
Rickgefihrt (direkt tGber Transportvesikel
oder Uber Recycling Endosome), durch ein
Lysosom verdaut (siehe vorherige
Vorlesung) oder ans TGN an den Golgi-
Apparat lGbergeben.

~Soles o (€ L\/sog)/w/
\o /\ OWN 80\3

Conner and Schmid (2003)
Pinocytosis
Phagocytosis Macropinocytosis
(particle-dependent) >1pm)
Q 0 Clathrin- Caveolin- Clathrin- and
meadisted mecdhated caveoln-ingependant
endocytoss andocytos:s endooytoss
(~120 nm) {80 rvn) (<80 nm)
Q1 OO
\ "Cj e
3'36 . Lipid raft-dependent pathways
adwen o\

Grundsatzlich wird die Endozytose zur Uberfiihrung von Partikeln, Fliissigkeiten und Liganden von
ausserhalb der Zelle ins innere verwendet. Aber auch um die Membranrezeptoren herunter zu
regulieren und die Lipid Komposition zu dndern. Die Endozytose kontrolliert also die PM
Kompositiun und fine-tuned dessen Funktion durch Selektive Internalisierung von Komponenten.

Phagozytose

Grundsatzlich: Aufnahme von grossen Partikeln (tote Zellen,
Pathogene...) durch spezialisierte Zellen. Diese muss ausgeldst werden
durch Zellenoberflachen Rezeptoren. Phagozytische Vesikel kdnnen
sehr gross sein und werden durch/Phagolysosome (Fusion von
Phagosom mit Lysosom) verdaut.

\ —
A\ —_—
o e / \
s a—g— @
R ~, 4 e
el ey
B I
e
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Mechanismus:

Durch multiple Bindungen an Multiple Rezeptor an das ganze
Partikel (Zipper Mechanismus) wird nur wenig Flissigkeit
eingeschlossen. Signal Prozesse und Actin Filament

Anderungen auf der Zytosolseite (Getriggerter Prozess) ASIPy —— PUSASIs
ermoglichen den Prozess. Durch die Genenrierung eines ‘
phagozytischen Kelchs und anschliessender Schliessung dieses Pi3-kindse

Kelchs erfolgt dann die Internalisierung in das Phagosom. Die « formation of PI{4.5)P, is needed for actin
geregelte Bildung und Konsumation von PIPs regelt die ;‘;‘;’gjg;‘g";’;‘p“’ NI AL

Schritte in diesem Prozess (siehe rechts unten). - conversion of PI(4,5)P; by PI(3)kinase to
P1(3,4,5)P, drives closure of the vacuole, and

Beispiele: Macrophagen essen tote rote Blutkd M FRT
Erkennun Apoptose (= Programmi
Oberflache, was als « i

ennen Phosphatidyserin (PS) an dessen
e Flipasen). Néutrophi sen
Bakterie

S
TN
Pinozytose /’7\/’@\ ¢ M

Findet in allen Zellen mit kleinen uniformen Vesikeln statt und kann enormes Volumen
transportieren. Das meiste Volumen und Membran wird rezykliert durch gekoppelte
Endozytose/Exozytose Prozesse, die somit die Zelloberflache und -volumen regeltn.

ilt (tote Zelle

Pinozytose: Makropinozytose

B R Nicht Klathrin, sondern Actin Zytoskelett
iy R VACUOLE CLOSURE abhangiger Weg, der nicht Konstitutiv (=muss
V\‘ induziert werden) ist. Durch Aktivierung von

Rezeptoren durch ein Signal wird die Actin

veranderung ausgelost. Dadurch wird eine
Ausstlilpung geformt, die dann Flissigkeiten und
Stoffe abschniirt und in die Zelle bringt. Diese
werden dann-den Lysosomenzugefiihrt und
degradiert.

Pinozytose: Klathrin abhdngige Endozytose
(siehe Klathrin Geformte Vesikel)

Bei der Klathrin abhangigen Endozytose werden bestimmte Stoffe als Signale benétigt, die von
Rezeptor Proteinen an der Plasmamembran erkennt werden und dann die Endozytose auslosen.
Diese Stoffe konnen, Nahrstoffe, Vitamine, Hormone, Wachstumsfaktoren, Antigene, Extrazellulare
Matrix Komponenten, Serumproteine, Asialo-Glycoproteine (alte Glykoproteine aus dem Golgi-
Apparat), Rezeptorgebundene Viren und Toxine und noch viele weitere Ligand-Rezeptor Komplexe.
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/d/\( oo

Beispiel: Aufnahme von

Cholesterin in unsere Zellen.
A

LDL (= Low Density Lipoprotein)
Partikel werden in der Leber
hergestellt. Diese werden vom LDL
Rezeptor an Zellen erkannt und so
angereichert und durch ein Klathrin
gehiilltes Vesikel in die Zelle

Low-density lipoprotein
(LDL) particie (8

LDL receptor protein with maembrane
defective coated-pit-binding site gebraCht.

Einige Menschen haben eine LDL Rezeptor Mutation, die dazu fiihrt, dass sie sich nicht mit der

Klathrin Hille verbinden kénnen (B). GA@“EUOV\
o0t LDLma p b Nachdem das Klathringehillte Vesikel gebildet
M"‘L?M und die Hille entfernt wurde, fusioniert dieses
I B i / sermorioe Mt einem frithen Endosom (durch niedrigeren pH
pit UNCOATING  recycling endosome RECEPTORSTO . .
4 \% PLASMA werden die LDL Partikel von den Rezeptoren
“M m . . . ..
vesicle \ P N getrennt), die Rezeptoren kdnnen zuriickgefiihrt
SUBON W = 9/—- L werden und das Endosom mit dem Cholesterin
VESICLES

reift zu einem Lysosom. Dieses verdaut dann die
Proteinbestandteile und Setzt das Cholesterin aus
Cholesterin Estern frei und fihrt diese der Zelle
Zu.

. e b Ahnlich wie der oben beschriebene LDL Weg werden auch andere
Nahrstoffe (z.B. Eisen durch Transferrin Rezeptoren)
aufgenommen. Diese Rezeptoren werden hauptsachlich rezykliert.

“ 3 ' s b > N

Es gibt aber auch Signalrezeptoren (z.B. Rezeptor Tyrosin Kinase —
_@ @ RTKs) werden downreguliert (der Verdauung zugefiihrt). Dies

dient dann dazu einen Signal Transduktionsweg abzuschalten.

b Dazu miissen diese'Rezeptoren durch ein Ubiquitin

early endosome (ubiguitinierung) bereits an der Membran markiert werden.
POURR A vscsomal pathwy | e O
o ”‘"«“" (R Cowr— Iote endororre
fusion \ P N §— o tnoreme
o= . e A\ e ™
Iwith Rgand | () » 8 ‘ 0
p T 2. B e e o)
S - RO QU -
MVB lysosome :“"'"" ( 5 |
- | bk e !
INVAGINATION hedty rmihvesame
AND FINOENG OF

wuly ISEQUESTRATION]
e

\)\mm‘[w—% dvgdodt
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Pinozytose: Caveolae abhangige Endozytose

lipid raft  Caveole sind kolbenférmige, statis fen, von

. denen nur wenige (5% ozytose betreiben. Sie
Formen Lipid-Rafts Mikrodomanen in der PM. Diese

td Rafts besitzen viel Cholesterin, Glycosphingolipide
und GPIl-verankerte Proteine. Die Fracht wird in den
Lipid Rafts angereichert.

A rracate 130 o rytamct
A Ceranenm e 5 wecCiBF AONTLA TaTe
! s et rTeeae
1 Vst ot

Ve WGI/\

Das Protein, welches diese Lipid Rafts formt heisst Caveolin.
Es ist Haarnamd wolbt die Memmavine
befinden sich auf dem Caveolin und stabilisieren die
Wolbung zusatzlich.

Hauptsachlich wird die Caveolae abhanagige Endozytose fiir
Caveolir die Transzytose (= Serum Kom enten z.B. vom Blut in die
Makes a hairpindoopin ~ Endothelen Zellen beférd verwendet.

/ 7’
/(/‘ K' f\ A the membrane

Binds cholesterol.

Sie bilden ausserdem ein «Membran Reservoir», benétigt
die Zelle mehr Membran, so kdnnen sich diese
Einstlilpungen auflésen und so der Zelle mehr Membran zur
Verfligung stellen.

Vorlesung 4
Endozytischer Weg

e~ — Frihe Endosome formen Spate Endosome

. : Sonies — durch Endosom Reifung. Jeder Schritt dieser

h O e adveide 208 Reifung ist Verbunden durch bidirektionale

- O { S ‘ Vesikeltransport Wege zum TGN fiir die

; e ~md®, _;:_ "E‘m’\_ : ./ Materialzufuhr oder fir
L ' """"',.“}:‘JG‘.‘,"‘""’“‘\’“ 0 oy © Rezyklierungsprozesse.

\ \ f / — riatms
| CYTOSOL »
umoa.nnmu
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gt rassinis Frihe und spate Endosome haben Unterschiedliche Protein-
und Lipidkompositionen, Erscheinung und Lokalisierung. Viele
\O c< é Molekile werden rezykliert in frihen Endosomen, sie
\ / g besitzen tubuldre Regionen, wo Vesikel abgeschniirt werden.
2‘.3’5,.,.“. %/\%\%-—/O.O\ Diese Regionen werden im reifeprozess zu spaten Endosomen
- 0% verloren. Die Reifung erfolgt durch die Formung von MVBs
CROTUBULE. l <o coly  (multivesicular bodies).
MEDIATED @ body etk ] ] ] o
TRANSPORT 1L icrotubule Die Reifung dieser MVBs geschiet durch Einstiilpung von
£ ..l frihen Endosomen, sodass sich im Innern lumenale Vesikel
:::osome =it Tt &JEISC}Y\‘ H- bilden. (—% [/LQ/Q ﬂ-QCng,(\

1
T S Der oben beschriebene Prozess fiihrt dazu, dass selektive

| Verdauung von Rezeptoren und Liganden in Lysosomen

PR o méglich ist. ovahvia) ambron dl/gé

S Rysasasmal hydrolases Rezeptoren, die verdaut werden sollen
free  lysosomal protesse late endosome . P . .. .
ublquitin N5 — o rsosome besitzen Ubiquitin. Dieses sorgt fiir eine
intralumenal ’
[ o vesicle S Einwélbung (durch ESCRT-III Proteine,
‘ _ A A . L v ) siehe Teil W.Hardt) der Membran vom
] »/ A o/ rusion e friihen Endosom. Zum Schluss wird es
‘ " multivesicular Nt entfernt. Das Ergebnis ist ein luminales
aopmamaors S— Vesikel mit d d d
- esikel mit dem zu verdauenden
s Rezepotr in der Membran.
ol pclatons MVBs bewegen sich entlang dem Mikrotubuli zum
\ / k,f Zellzentrum. Sie wechseln, sobald sie zum spaten
@ © » Endosom wurden, ihre PIPs von PI(3)P zu PI(3,5)P2. Das
m : \/ o,@ Lumen von Endosomenyist sauer (pH ca. 6), sie werden
“ry —./‘ .. . . . . ey ee
Q&'b endosome %:%\ 5 wahrend der Reifung immer Saurer, durch die Aktivitat

| ©—cf|wans  von'\/-ATPase. Diese sieht dhnlich aus wie die

Golgi
MICROTUBULE- D Itivesicul . . . . .
MEDITED O bady " network  Mitochondriale ATPase, ist aber nicht dazu da, einen
TRANSPORT £ .
%%Q'b | Jrimicrotibute Protonengradient zu
§\ late 5 T ) g
endosome it Rab7 ” s ‘ g -y nutzen, um ATP zu
| Y ‘ R () generieren, sondern um
endolysosome @% "%xi__ YR e mit i
l = i s rotoneniberschuss im
lysosome O ve — L e — _

Innern zu generieren.

Spate Endosomen senden keine Vesikel mehr an die PM. Ausserdem sind sie mit einer anderen Rab

GTPase ausgestattet (Rab7). o 60:6\’\‘& MM o wisdon
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/Q + = Pgom%eﬂeel\@
Das Zytoskelett W%Qf éy{to@-d@&' QM‘ TFormy

Besitzt folgende Funktionen: wil [ploocs M

- Zellform

- Mechanische Resilienz (=)

- Bewegung, Zellmigration

- Intrazelluldre Organisation

- Transport innerhalb der Zelle

- Zellteilung

- Zell Oberflachen Fortsatzen (Cilien, Flagellen, Mikrovilli...)
- Zell Polaritat

Das Zytoskelett besteht aus den folgenden Elementen (Ubersicht): oi“;&

FCTIN FILAMENTS' " woww\ w&(\w}%{&\ RMEDIATEFILAMENTS ) > &Q’)Ol( [—czf‘

S
VT

MICROTUBULES

wonm

fi!ffffif!fff

Actin filaments (also known as microfilaments) are helical zs nm 4om
polymers of the protein actin. They are flexible structures

25 nm

0 r i s Microtubules are long, hollow cylinders made of the Intermediate filaments are ropelike fibers with a diameter of
:‘:'"' ':"’:‘T"" of B:_"' that °'9|"““ ‘"::’ o vadnety of protein tubulin. With an outer diameter of 25 nm, they are about 10 nm; they are made of intermediate filament
near bundles, two-dimensional networks, an, much more rigid than actin filaments. Microtubules are proteins, which constitute a large and heterogeneous family.

three-di ional gels. actin L are long and straight and frequently have one end attached to
R (L\‘Og'\ a microtubule-organizing center (MTOC) called a

Gemeinsamkeiten

- Die drei Hauptfilamenttypen assoziieren mit Hunderten anderen Proteinen

- Dazu gehdéren Motorproteine, die sich entlang Mikrotubuli und Actin bewegen
(Mikrofilamente)

- Die Filament Typen interagieren auch miteinander

- Zytoskelett Filamente sind dynamisch und anpassungsfahig (z. B. Zellteilung; Migration)

- Das Zytoskelett kann auch stabile Strukturen bilden (z. B. Zilien, Mikrovilli, Stereozilien).

- Jede Art von Zytoskelett Struktur besteht aus kleineren Proteinuntereinheiten, die durch
schwache nichtkovalente Wechselwirkungen zusammengehalten werden

- Filamente bestehen aus mehreren Protofilamenten und besitzen daher bessere
mechanische Stabilitat

Intermediér Filamente

INTERMEDIATE FILAMENTS

Sind seilartige Strukturen, die das innere der
Zellen durchspannen. Sie befinden sich meist im
Zytoplasma, aber die Kernlamina (existieren z.B.
in Wirbeltieren) ist der inneren Kernmembran
unterlegt. Diese kommen nur in Zellen vor, die
von innen mechanisch unterstiitzt werden
missen (z.B. in Plfanzen wird dies durch die

Zellwand erledigt). L_> " P‘?[m it
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Formung von Intermediarfilamenten

NH,

(A) B i i

won  IF Proteine sind lange Proteine. Alle besitzen
. hydrophobe Seitenketten in der richtigen

a-helical region of monomer

s ;

Anordnung, dass sie sich zu gecoilten Dimeren
coow  formen kdnnen (= heptat Profile). Diese Dimere

8) P .

e colled.coll dhmi formen antiparalelle versetzte Tetramere. Diese
= P 9" Tetramere sind dann symmetrisch und nicht polar,
sie bilden die Grundbausteine von den
oy coon coom Intermedidrfilamenten.
'\ Ia] T — — — —— 3 ,J"’
\0{ e cooH «—  COOH NH; 8 dieser Tetramere formen sich dann lateral und
QO staggered tetramer of two coiled-coll dimers addieren sich zu einer Seilartigen Struktur.

Da die Tetramere symmetrisch
sind, kann auf ihnen auch kein
Transport stattfinden (Anfang

= und Ende von diesen
i e seilartigen Strukturen haben
J keinen unterschied und das
S TG R Motorprotein wisste nicht, in
gﬁéﬁf;~%g§f§’-fj}§%’g welche Richtung es Fracht
it o twtramer 0 groming -ant ~ transportieren muss.

Diese lateralen Verbindungen zwischen den Tetrameren sorgt dafiir, dass die Intermediarfilamente
sehriwiderstandsfahig und'auch dehnbar sind (Seilartig). Es gibt 4 Typen von Intermediarfilamenten.

n Zello. Aeso. 2wy -

keratin filaments  desmosome  &00 | htermedisrfilamente werden aus einem 6slichen Pool von Tetramer

' >
basal lamina hemidesmosome

Bausteinen assembliert. Die meisten Tetramere befinden sich aber in
den Intermediarfilamenten, nur ein kleiner Teil im pool (nur ca. 1-5%).
Wihrend der Mitose fiihrt die Phosphorylierung durch CDK1/Cyclin
Kinase Komplexe zu einer zersetzung von Nuklearen Laminen und
Vimentin Filamenten aber nicht von anderen Arten von IF.

IF Proteine befinden sich auf dem IF und sorgen fiir die Bildung,
Verbinden sie mit anderen Zytoskelett Filamenten oder sorgen fiir die
Assoziierung mit Desmosomen und Hemidesmosomen.

So bilden sich Keratine: Filamente von einer Zelle sind indirekt
Verbunden mit denen der Nachbarzellen durch Desmosomen. Diese
geben z.B. Epithelengeweben, Nageln, Haare... ihre Stabilitat.

(
ol G- 2. &elan nd) (08 Ovdesenn
Mutationen in Keratinen (z.B. Schmetterlingshaut): N oder C Terminale Domanen fehlen an

Keratinen, dadurch kénnen keine stabilen, seilartigen Filamente gebaut werden. Dadurch haben
Patienten eine sehr instabile Haut.

Neurofilamente

Nenyesvzzlon

Befinden sich in hohen Konzentrationen in Axonen von Wirbeltierischen Neuronen. Es gibt 3 Typen
von NF Proteinen: NF-L, NF-M und NF-H, diese formen Hetero Polymere. Sie sorgen sofiir die Axon
Stabilitat und kontrollieren den Axon Durchmesser. Diese werden nicht disassembliert.
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Mikrotubuli (MT)

| Mikrotubuliist Teil de

befindet sich meist von dem Zellzentrum
am Zentrosom aus radial zur PM. Es kann
aber auch Teil von Cilien oder Nervenzellen
sein.

Inssrphase call cllimed cobl
ciiumMagelium

Es wird fir die raumliche Organisation von

Organellen im Zytosol und denigeregelten

| Tl

Mikrotubuli hilft bei der Spindelformierung
wahrend der Zellteilung.

Frone Tha Act of PERCT © 1990 0wt PdMawmg, b o

Bildungseinheiten: siehe Part von W. Hardt, Alpha-Tubulin und Beta Tubulin. Tubulin Dimere mit GTP
gebundenem Beta Tubulin sind starker an das MT gebunden als die, mit GDP.

Struktur

MTs sind hohle Zylinder aus
13 Parallelen
Protofilamenten aus kopf-
fuss angelagerten Alpha-
und Beta Dimeren, die
lateral leicht verschoben
sind. Untereinheiten kdnnen
diese Anordnung nur an den
Enden Verlassen oder
zugefiigt werden. Langs- und
Lateralbindungen
stabilisieren zusatzlich. Sie
sind nur sehr schwer zu
trennen.

IO T————

GTP Dimere sind stabiler

w ) W gebunden als GDP (siehe
oben) und aus rund weniger flexibel.'Das Filament hat eine strukturelle Polaritdt: Minus

(a) und Plus (B) Enden.

uehk QO (@a‘@d
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(DO

3 Phasen der Filament Polymerisierung: Lag Phase

Lag phose

104 (nucleation)

B
rg
”

£k
23
o
£3
BZ
F§

E o
Individual Plotofitaments
aimers —

o ¥ hd
q| [Pe—— o = Oligomers

Es gibt am Anfang nur sehr wenige
Kontakte. Erst wenn viele und vor allem
laterale Kontakte zwischen den
Untereinheiten gebildet werden, so bildet
sich langsam ein Filament. Dieses ist aber in
seinem Wachstum nur genug stabil, wenn
sich die 13 Profilament Struktur bildet.(in
vitro erreicht man dies nur mit sehr hohen
Konzentrationen).

= e OXD\OQQ:‘W\W\J@ o<

Time at 37°C ——=

AMAUrE of POTIEC -

At this equilibrium,

Giob Cn®se

Nach der Lag Phase folgt die growth Phase, in welcher sich das Filament
beginnt zu verlangern. An einem Bestimmten Punkt ist ein Gleichgewicht
zwischen verlassenden Untereinheiten und neu dazukommenden
Untereinheiten erreicht. Dieser Punkt wird Kritische Konzentration von

Freien Tubulin Dimeren genannt. (~
> leonmmen A 305 o

3(@(&/\
Die Ablagerung ist dabei nur abhangig von dem
spezifischen k Wert der Reaktion. Die Anlagerung aber
ist nicht nur abhangig von diesem k Wert, sondern auch
von der Konzentration an freien Subunits.

Q Aufgrund der unterschiedlichen

kon €= ko"
so that K
0
C( 5 ko - Kd

(where K, is the dissociation constant; see
Figure 3-44).

minus JNEEEEERNY 00

end

-— Konfirmation der Untereinheiten
pl-:’s bildet sich auf der einen Seite ein Ende
en

(plus) an welches neue Einheiten
angefligt wird, auf der anderen ein
i Ende (minus) an welchem Einheiten

m abgehen.

=» Mikrotubuli sind Polarisierte Polymere, an welche neue Subunits mit unterschiedlichen
Raten an beiden Seiten angehangt werden.

soluble subunits are in ¥ form (M)
polymers are a mixture of T form () and D form (&)

amue
POLYMERIZATION FOLLOWED
BY NUCLEOSIDE HYDROLYSIS
[ &N
' B
- M +
e G
[S] w
minus.end addition is slow— plus-end addition is fast—
hydrolysis catches up hydrolysis lags behind
CAT) <€ D)

Da die Cc Werte der beiden Enden unterschiedlich sind,
«wadchst» das Mikrotubuli auf der einen Seite (plus) und
«schrumpft» auf der anderen (minus). Da GTP Beta-Tubulin
Dimere eher die Eigenschaften haben, zu polymerisieren, und
GDP zu depolymerisieren, bildet sich auf auf der + Seite eine
«GTP Kappe» mit einigen GTP Dimeren.
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Ao W COP

Dynamische Instabilitat

st den Wenn die Konzentration an freien
o‘ — . - Dimeren nahe der Kritischen
———i e | rapid growth with GTP-capped end : )
: o_ v c BE—— Konzentration liegt, kann das +
: sinight proteflomese 1""""""°“°'“"’“° CATASTROPHE Ende noch wachsen. Mit der Zeit
"'"‘Tr‘:a:::’r»#m:ré‘mr“m lr:oldshvlnkagc o o erd dann dle Konzentration
e.e e ppsict~ kleiner und die GDP Kette kann
Carved pratsliamant l regain of GTP cap RESCUE ] ]
mnxnu-umun COME - aufholen. Dann ist GDP B Tubulin
€ c § 09 vt OTE bpat o4 Exponiert, dann schrumpft das MT

00 axboiie e SR )
rve Y lm

| GOF GTF CXCHANGE
\

schnell (= Katastrophe), es werden
- TSR mehr Dimere freigesetzt, die
T wieder zu GTP umgesetzt werden
kénnen und die GTP Cap kann sich wieder bilden und das MT kann wieder wachsen (=Rescue).

@ - w & g g Die GTP Kappe sorgt auch dafiir, dass das Ende des Mikrotubuli
e | Maae o > stabil ist (links). Das rechte Bild zeigt die Katastrophe. Funktion
| °°°°°7.°°°1°° dieser Instabilitat: Gibt dem MT rdumliche und zeitliche Flexibilitat
[ & % ???.,g néop (z.B. bei der Zellteilung kann das Zytoskelett schnell zu einer Spindel
o> s o m i ?ﬁ‘?..g umorientieren).
VR SR B e Showdur wE D0 N
dimees m m ( GFP [
| o Soo,
G SHRIYKNG g‘,> ér% %é‘\ W‘{\ on Z@A‘\WV)

= Legn R,

Filament Polymerisierung

8 _— In vitro benotigt man sehr ei onzentration
s “'/ = umdie Lag Ph Uberwinden. Dies ware fur die
/ ] 2 ehr ineffizient und aus diesem Grund
Y,'I e ; 2 verwendet sie Keime (= Nucleator). Damit geht die
: £

Lag Phase schneller vorbei / ist fast nicht
vorhanden.

\'u—-,.»",,. s nucieation

Polymerized tubad

¥

Roosmnks oo Ser

Mikrotubuli Organisierende Center (MTOC) oder Zentrosom

nucleating sites Die Zentriolen (kurze, Modifizierte Triplets aus MT,

(y-tubulin ring complexes)
A\ y \\l/ 9 davon bilden ein Zentriol) sind zwei

§ 8 ma Zylinderformige Strukturen, die in einem Rechten
M ] ' Winkel zueinanderstehen. Sie sind durch eine
R ¥ \\ Zentrosommatrix eingeschlossen, auf welcher sich
pair of ) die Nukleatoren befinden.
centricles Y T et e grominng b
7 brelin e compleses
of he cermroseme

W@U\ (b\J* e
&ide. bellahigt
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y Tubulin
fles vrd
+TusC
M‘ ‘ﬁlz »usuie
g — & tututes
- v tubein
£ S g
» 1., - ubuln ring
[
eserlapin
T TeAC o

7#%@&

\wolox Qﬂw&ﬁ\%
¥ Ao oW\~
y Tubulin (y-TuSc) Komplexe bestehen aus 2 y
Tubulinen, sind an der Zentrosommatrix verankert
und 7 von diesen Komplexen bilden einen
Ringkomplex (y-TuRC). Dieser besteht also aus 14
Untereinheiten, davon sind 13 exponiert. Die
Untereinheiten sind negativ geladen und bilden

den Startpunkt fiir das MT. Somit kann das MT von

diesem Startpunkt aus in alle richtungen der Zelle zur PM Wachsen und verkiirzt werden aber nicht

am Startpunkt.

Mikrotubuli Assoziierte Proteine (MAPSs)

Funktionen Ubersicht

MICROTUBULES

0 % 5)
’ . >

YTuRC

Y .

TIPS

Of-tubulia dimers remain associated with growing plus

binds subunits,

2 Destabilizing |

provnisanty /| e ——— + Stabilizing (¢.9 2 -
i g’.‘IIHHIHHIHI.gQ . *inding siong sdes”
N ‘ microtubule ) - +\ . —— J () )
T XMAP215 e = * .
| ey , - s O
and diassembty O == » Severing (durchtrennen) e
latanin Seabilin ’”’m‘ severs microtubules
severs microtubules e microtubules by
) binding along sides
filament bundling and cross-linking ‘ ‘

links to intermediate filaments.

Stathmin (Destabilisierung)

stathmin
tubulin dimer -~
g L _.»
# T o%e— _n
free tubulin tubulin subunit @ subunit addition stops ©
stathmin SEam sequestered pool shrinks
- by stathmin \.‘/ o
mda\@tvﬁm hydrolysis
2o sl catches up
stathmin sequesters unpolymerized tubulin by o
binding to two tubulin heterodimers il
prevents polymerization; decreases the effective EEEEEEEE
X N ! X b microtubule
concentration of tubulin subunits available for (N ; shrinks
polymerization

* Linking

* Motors («

=T

links to intermediate filaments

Stathmin bindet an 2 MT Dimeren und
verhindert dann die anlagerung an das MT.
Dadurch wird der Pool an freien Dimeren
gesenkt und so wird das Wachstum blockeirt
und die Abnahme des MT wird begtinstigt. Dies
kann durch Phosphorylierung verhindert
werden.
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Vorlesung 5
MAPs die mit dem + Ende interagieren, um das MT zu destabilisieren

b i oo Der Kinesin-13 Katastrophenfaktor entfernt

die Tubulin GTP Cap durch entfernung von
Tubulin Heterodimeren -> Destabilisierung.

XMAP215 bindet freie Tubulin Heterodimere
frequency of und bringt sie zum Plus Ende. Es erh6ht somit
catastrophes . . . .
rk— increased die Polymerisierung und wirkt dem

e LK Katastrophenfaktor entgegen (wird z.B.
GTP cap 2
on plus end STABILIZATION "~ 8 @ &~
of micr bul P

“3°3%. wéahrend der Mitose inaktiviert).
C ’
=) frequency of catastrophes
suppressed and growth V/ - M
XMAP215 rate enhanced

+TIP Bindungsproteine

+TIP Bindugsproteine assozierer-n<~n Gegensatz zu den vorherigen Faktoren)
mit dem + Ende vom MT. Einige Kontrollieren MT Dynamik, andere verbinden das MT zu
Aktinfilamenten, die Zellmembran, Organellen oder Chromosomen in der Mitose.

MT abhangige Motorproteine

Molekulare Motoren sind biologische
molekulare Maschinen, die die
wesentlichen Wirkstoffe von sind
Bewegung in lebenden Organismen. Im
Allgemeinen kann ein Motor als ein Gerat
definiert werden,(das Energie verbraucht
und Energie in Bewegung oder
mechanische Arbeit umwandelt.

Es gibt 2 Arten von MT Motoren:

\}
WV\CQ@/] - Kinesine bewegen sich zum Plus Ende des MT, also zur PM hin = Ug’«\ Q&(\\’% C’gﬂ&

\JQQ!(—C\/ - Dyneine bewegen sich zum Minus Ende des MT, also zum Zentrosom hin " 10):\? q\(\g
AN \)0 S

» Dynamic association/dissociation between the neck linkers
and the motor (ATPase) domains governed by their
ATPase cycles drive movement of kinesins along MTs

Motor domain Kinesin_1

Light chains (88

Neck linker Stalk Tail
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nesin Bewegung

y—" 1:

1agging \ _ coiled-coil
head

mt 148" leading head (1 )

S} ®

microtubule surface I

e 2

PP - Qo.b;\’ AP * lockec

Der hintere Kopf ist fest an ATP und an das MT gebunden

Der vordere Kopf ist lose an das MT an ADP Gebunden

Der hintere Kopf hydrolisiert ATP und erhélt so eine schwache MT Bindung
3: Phosphatabspaltung fiihrt zu einer Ablosung des Neck Linkers vom hinteren

b 4 Kopf. Der vordere Kopf lasst ADP frei, ATP bindet und der Neck Linker wird fest
. an den vorderen Kopf gebunden.
m @) 4: Dadurch wird der hintere Kopf, der nun nicht mehr fest gebunden ist nach
e vorne geschleudert wird. Dieser Prozess wird immer wieder wiederholt.
| (4 ATP und ADP Regulieren also die Bindung dieses Necklinkers an die Kopfteile
- a und ausserdem die «nach vorne Schleuderung» der Képfe. So kann eine

Figure 16-57 Molecular Biologyofthe el 6 (© Garland Science 2015)

Bewegung in eine bestimmte Richtung generiert werden.

Dynein Bewegung —/ C)\}Eg%% V\m @){\0&9\ B M’C}’b{ Qﬂ\/’—

e) mucrtl’tubule ®

dynein

cytoplasmic |:

Arp1 filament

vesicle

| I

25nm

Der Dynactin Ko
er an

Cilien und Flagellen

outer dynein arm

radial spoke

inner sheath

central singlet
microtubule

A microtubule B microtubule

outer doublet W‘T
2

+ATP

]

(A)  INISOLATED DOUBLET 8
MICROTUBULES: DYNEIN

IN NORMAL
FLAGELLUM: DYNEIN
CAUSES MICROTUBULE

BENDING
odlenlormige

PRODUCES
MICROTUBULE SLIDING

Der Dynein Motor bewegt sich von der + zur — Seite des MT, _ES ist
grosser als das Kinesin und besteht aus 12 Subunits=2 heavy Chains
mit ATP Aktivitat, 2 intermediate Chai r die Cargo Bindung und

additionale kleine Chains.

Der Powerstroke wifd durch die Entlassung von Phosphat und ATP
as zu einer Rotation des ATPase Rings und des Stiels

X ist ein Multi- Subunit Komplex, der dem Intrazelluldren Transport hilft, indem
€in bindet. Dynein und seine Bewegung sind nicht gut verstanden.

MT und Dynein sind wichtige Bestandteile von Cilien und Flagellen.
Die Grundstruktur, die die Cilien fillt wird Axonem genannt (links
abgebildet, ohne PM). Sie besteht aus 9 + 2 Arrangementen aus
MT. Ausserdem enthalt sie Dynein, die die Bewegung ermoglichen.
MT werden von einem Basalkdrperchen aus polymerisiert.

Sellgn 1)

Wichtig: bei Prokaryoten und Eukaryoten Flagellen und Cilien wird Q/{o()ldw

die Bewegung durch einen anderen Mechanismus erzeugt.

Das Prinzip berught darauf, dass die Motordomain des Dyneins auf
einem MT sitzt und die Fracht dieser Dyneine ist ein zweites MT.
Dabei wiirden sich die zwei MT Strange einfach parallel
aneinander vorbei bewegen. Da aber die MT Strange miteinander
Verbunden sind (im bild links blaue Proteine), entsteht eine
Beugung der beiden MT.

Figure 16-83 Molecular Biology of the
Cell (© Garland Science 2008)

oy (B

LvBJEM:V\ \j@\o‘m\éf@“
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Actin Filamente

ACTIN FILAMENTS
AT § S BN T Lol e Ao |
T q‘%

25 o

Actin filaments (also known as microfifoments) are belical
polymers of the protein actin. They are flexible structures
with a diameter of 8 nm that ceganize into a variety of
linear bundtes, two dimensional networks, and
three-dimensional gels. Although actin filaments are
dispersed throughout the cell, they are maost highly
concentrated in the cortex, just beneath the plasma
membrane. (i) Single actin filament; {il) microvilli; {1l
stress fibers (red) terminating in focal adhesions (green);
(v} striated muscle.

o Darridge 18},

Actin Molekiileigenschaften

m-um;m'dll Crasg () ool vt R T Matiudave and O A Burgens it

Actin ist abundant (=), monomer und cytosolisch und ist verwant mit actindhnlichen Proteinen in

—B. FtsA). Es bindet und Hydrolisiert ATP. Es gibt zwei Formen:

Monomes = -
Pdmes = -

Factinistfilamentrds (in nicht Muskelzellen ist das G und F Verhdltnis 50:50) &WW&@&%Q& o~
ot

G Actin konzentration ist hoch aber das meiste ist an Thymosin gebunden, dass die assemblierung

verhindert. Actin trimere dienen als Keim fiir die Polymerisierung. Diese Polymerisierung erfolgt in \>

der ATP Form (dhnlich wie bei MT).
(

actin molecule

plus end plus end

minus end

(R) (B)

lymerization

3fogen

steady state
(equilibrium phase)

(lag phase) (gromi phase)

-
o
<

concentration of
monomers at '\ ,’
steady state=Cc ¥ ___ AR AL
¥ 08, me » actinfilament @
wenn VBhe with subunits
coming on and off

> o ke
"
i3

o o/ growing
. g actin filament

Lv lesmoscd
oo M(gt:ﬁ > ATPhydrdvee-
> nss Jorminele-

od
time after salt addition

actin
subunits

o9 °
O @ s 4 oligomers

T -

Onbererinilen

% actin subunits in filaments

ETH Zurich
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Das Actin Molekdl ist'ein globulares,
asymetrisches Molekil(polar). Die ATP
bindungsstelle befindet sich (im gegensatz
zu der bei den MT Filamenten) eher an
dem Minus Ende, nicht am Plus Ende.

Actin besteht aus weniger Protofilamenten
(2 Stiick) als das MT, die eine
rechtsgengige Helix bilden. Sie sind
flexibler als MT.

Es gibt wieder wie beim MT drei Phasen (links).

Wie beim MT muss sich zuerst ein keim von ATP
bindenden Actinmolekiilen bilden. Dieser wachst
dann schnell so lange, bis die Kritische
Konzentration erreicht ist (es verlassen gleich viele
Molekiile das Polymer, wie dazu kommen), die
Lange bleibt gleich. Wie auch beim MT wird, wenn
geniigend Molekiile gebunden sind, ATP langsam
zu ADP hydrolisiert (Es bildet sich ATP Cap). Das +
Ende wird 10-mal so schnell polymerisiert wie das
— Ende (Konfirmationsbedingt). I
\V/

nor. flymer

z“ihmﬁm
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Dynamik - 83){\& a\%)
Co=084M ( Cﬁ_’; 0-1uM Ahmbeim MT gibt es auch bei Actin eine Dynamik. Die
<4 ‘9;/ ADP Form ist auch hier istabiler. Da das + Ende eine viel geringere
—~ ¢ “‘ Kritische Konzentration als das — Ende hat, wird auf der Einen
4 Seite extrem Schnell Polymerisiert, auf der anderen extrem
- ’s’@‘ ( schnell depolymerisiert. Dies fiihrt zu einem Netto durchfluss von
: § Polymeren aber die Lange bleibt gleich. Dies wird auch
‘O ;”.@" Tretmiihleneffekt genannt. Dieser scheint wichtig fiir die Dynamik

und fur actin-basierte Bewegungen zu sein.

Im Gegensatz zum MT, bei welchem die Polymerisation am Zentrosom beginnt, beginnt die Actin
Polymerisation mit Keimen im Cytosol. Die Actin polymerisierung und der Tretmiihleneffekt kann
verwendet werden, um Bewegungen oder Krafte zu generieren.

Actin Bindungsproteine

MW\M;\A’ om (P\”’M

» %

formin

nucleates assembly and remains
associated with the growing
plus end

thymosin

binds subunits,
prevents assembly

-

ARP complex

nucleates assembly
to form a web and remains
associated with the minus end

profilin

binds subunits,
speeds elongation am Sd2

actin subunits

)
'
.70 o'\"
__—  actinfilament  ——___
Arp2/3 Komplex
- Arp 2 und Arp 3 Molekiile sind zu 45%
"“°_'L othe‘:omns N o . Ap2/3c identisch wie das Actin Molekdl. Sie
> 4 - . . € esssssex . .
S ML Arp2/3 st hilden zusammen den Arp2/3 Komplex.
inactive g a“i“A'pz actin nucleated actin filament the minu L. . )
Arp2/3 complex A.pmmmpu., monomers Durch aktivierende Faktoren wirkt dieser

M%M / 3‘/ \/ o

SMAaw Ooc Mmup(;m Vot © Sk von odlin wenoveren

wie ein Keim, um eine Polymerisation
beginnen zu kdnnen. Ausserdem kann er
sich in einem Winkel von 70° an
bestehende Filamente anlagern und von
dort aus eine neue Polymerisation (als —
Ende) ermoglichen. Dies ermdoglicht die
Entstehung von Actin Netzwerken.

» complex
of existin
networks
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L
cofilin

binds ADP-actin filaments, E

accelerates disassembly = _.

gelsolin

severs filaments and
binds to plus end

A filament bundling, cross-linking, and attachment to membranes.
E ~ Ve
fimbrin
N i%

———

o-actinin filamin

10L, ETH Zurich R\/

aenn Vernen@nd-

- AAAAA + .//

tropomyosin

stabilizes filament

capping protein

prevents assembly and
disassembly at plus end

plasma v
membrane
‘5& é/ AN
I
ERM

spectrin

7 wutig be QW\W

Durch bestimmte Proteine kdnnen Netzwerke gebildet werden, um bestimmte Strukturen zu

formen.

A

> A: Mikrovilli (z.B. in Darmzellen zur
Oberflachenvergrosserung). Das + Ende
ist an der Spitze verankert und die
Actinstrange sind parallel ausgerichtet
und miteinander verbunden

B: Stereocilien: Ahnlich wie Mikrovilli

treten aber in Clustern auf. Verwendet
um Signale aufzunehmen (z.B. Innenohr

7¥Ur Gleichgewicht und Gehor)

/>V\

C: Kontraktile Ringe: Werden durch Actin W)

% und Molekulare Motoren geschaffen und
=l helfen der Zelle bei der Zellteilung.
)

D’—‘Iopodien: Fingerartige Strukturen, die
ebfenfalls Actin enthalten. Sie haben aber

S auch eine Signalwirkung (fur

Zellmigration, Zellen-Zellen
Interktionen...)

* Lamellipodien: Sehr diinne, aber breite,

[ oy Ee |

dynamische Strukturen. Besitzen Actin
Filament Netzwerke. Das
Vorwartswachstum passiert durch

contractibe bundle gel-like

I
100 nm

oo 1517 S Bty o0 e (e | e S

Wachstum von Actin Filamenten, die an
die Plasmamembran angelagert sind.
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Myosine

Sind Motorproteine in Eukaryotischen Zellen, die verantwortlich sind fiir Actin basierten Transport.

Myosin Il = QQS[@[ID/\MOY\ ) AP OVW&: 9

' r 150 nm 1 Das Myosin Il ist ein Dimer,
neck or hinge region
K C-terminus
\f A I beste'hend aus 2 langen N
(/\Q_Q\ . \/////_..—rl//////jznm geco”ten Monomeren m|tJe
'\\ugm chains coled ol ol tive & hualicas einem Motorkopf (ATP asen)
“~N-terminus und 4 leichten Seitenketten.

Die Kopfe binden und folgen
den Actin Filamenten in Richtung + Ende. Die langen, gecoilten C-terminalen Tails Gberfiihren
Myosin Il in bipolare, dicke Filamente

. . bare zone mm‘"?“d‘
(siehe rechts und weiter unten). s .-.-g'.'a.ﬂ.-.ﬂ.-.-a.w.-.-.-.;- V:.-u.'.-.-.-.‘i--n-w-»‘.---'- .y
SOS ISP L L LIPS LS P S e AN RN NN RN
Kraftschlag Zyklus
actin filament ‘von oben nach unten: Es ist kein ATP oder ADP an das Myosin
oo e s :gebunden. Der Myosin Kopf bindet fest an das Actin. Durch ATP
eendose” ‘myos.nhead «aufnahme des Myosin Kopfs wird die Actin Myosin Bindung
AN «weniger stark. Durch Hydrolisierung findet eine
r—m 'Konfirmationsidnderung statt. Durch ADP Entlassung findet der
: Power Stroke statt (das Myosin wird nach forne geschleudert).
LA :Nun befindet sich das Myosin wieder im Anfangszustand. Dieser
WM 1 - s N ! Vorgang kann immer wieder wiederholt werden, um eine
A~~~ / ;Vorwértsbewegung zum + Ende des Actins zu erreichen.
lHYDROLYSIS r
(
(2 ,
W oy | - boudnet— o 8@%&
i ‘.../Ieverarm .
- il hdn zulapon
Al |0 dnsid’y o Nedidn o
b |
ADP I
® i
wAAAO :
POWER STROKE M
Acp
min:s plus l
en v“ end :
- '
oMA...

Figure 16-29 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 201
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Skelettmuskeln
- (a) Skeletal muscle thick filament (myosin)
\rde TP 1»%40"”* Myofiber (muscle cell) thin filament (actin)
E tmiine light dark light
Skeletal Muscle Fiber  (Muscle cell) 'E-‘TQ—-'—." : band . band . band :
— “b:i\ywlochondria Myofibrie “
Sarcolemma ~ Myof\bnl \\ Plasma membrane E g
7 \ . L AK_A “ / A E =
0 50 :
E".._.—' =55 zdisc  Mline  74j5c
‘g‘"‘-\ ()
"\>\«"-»\ Nucleus
Sarcomere R ju—
- A e
Nucleus & 3 s L—
|
Iband | H z!:)ne Z disk (D)

polarized
T-tubule
membrane

sarcoplasmic
reticulum
membrane

©

Figure 16-32cd Molecular Biology of the Cell 6o (© Garland Science 2015)

Sarcoplasmic Reticulum —& A band

Blausen.com staff

W Bei der Muskelkontraktion wird das dicke Filament

thin filament thick filament

(das Myosin) sich auf beiden Seiten entlang dem
diinnen Filament (Aktin) aufeinander Zubewegen.

Die Z Scheiben werden dann zueinander gefiihrt
und dies passiert in der gesamten Fibrille.

Z disc

Thin filament - actin - light bands
Thick filament - myosin - dark band

Do begudrsr AT
‘ BN \LL(OEW\ wd@f(.

Molekulare Organisation Sarcomer “&8@*
Jowt Wy o8 T 1
Zdisc Zdisc Wie im Bild links gezeigt sind die
titin

M line myosin (thick filament)

| troRomodulin Actin Filamente an der Z
' St S Gew | Scheibe befestigt (plus Ende)

"""""" ; : s <2 T, und durch Cap 7 gestutzt. Das
—— AL Protein Tropomodulin befindet

\ R H
plmed L iwisend st (el Maei) sich an den minus Enden des
filament Actins. Diese beiden Proteine

sorgen auch daftir, dass diese Filamente im Muskel stabil bleiben und nicht depolymerisieren.
Nebulin ist ein Protein mit 35 Aminosauren repeats, welches an das Actin gebunden ist. Es definiert

die Lange des diinnen Filaments. faltet und entfaltet sich und hélt die dicken Filamente in der
Mitte des Sarcomers. Ausserdem erlaubt es die Riickfihrung nach einer Streckung.
N7 vd
(EXTRACELLULARSPACE) spomrzeaubuemenbane VWENN €0 Aktionspotential von der sich an der Muskelzelle
c:zm....‘..'('.‘.' = SO befindlichen Nervenzelle ausgeht, so wird dieses durch die PM
Eﬁi = : Elw_ und durch Transvers Tubuli durch die ganze Muskelzelle
_potento _ .ot e Weitergeleitet. Dieses Signal fuhrt zu einer Offnung der Ca?*
Kanile des Sarcoplasmatischen Reticulums, wodurch viel Ca*

... das Cytosol gelangt.

LUMEN OF
IC RETICULUM
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actin oprlex  tropomyosin Tropomosin ist ein Protein, dass
um den Aktin groove gewickelt
% myosin-binding site exposed

o l S Lo
w’,.. % m tropomyosin blocking by Ca?*-mediated tropomyosin |St un d ve rh i n d ert d ie |V|yOS | n
‘ ‘ ‘ . l ‘ movement

myosin-binding site
10nm

&5~ | Bewegung. Am Ende dieses

(A)

‘e Proteins ist der der Troponin
T s; Komplex (= Trimer aus
Tropomyosin T, Calcium Binding
S . ' C und Inhibitor 1) angehéangt. C
" macht den Komplex
Kalziumsensitiv. Ist viel Kalzium vorhanden, so 16st sich das Tropomyosin also von den Myosin
Bindungsstellen und das Myosin kann dem Aktin entlangwandern, der Muskel zieht sich zusammen.

Soll der Muskel sich wieder entspannen, wird das Kalzium durch eine Kalziumpumpe aus dem
Cytosol gepumpt. Das Tropomyosin bindet wieder und das diinne Filament wird wieder mithilfe von
Titin in seine Ausgangsposition tberfiihrt (= Relaxion).
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G: Membranlose Kompartimente (K. Weiss)

Zusammenfassung
(Unbedingt konnen!)

Vorlesung 1 MLQ)U\/\\O{\C)V\\DS

Ribosomen & andere ‘klassische’ P-Granules & andere Kondensate
Komplexe

Grosse Definiert / Fix Variabel (> 100x grosser asl Ribosomen)

Komposition Definiert / Fix Dynamisch

Stocheometrie Definiert, interaktionen zwischen Nicht Definiert liber gesamtes Volumen
AA

Dynamik Variert Fliissig, sehr dynamisch

Form Definiert durch Architektur der Definiert durch Oberflachenspannung

Komponenten

Viskositdt und
Elastizitat

‘fest’, Rigid Bodies

‘flissig’, keine Elastizitat

Membrangebundene Organellen

P-Granules und andere Kondensate

Langzeitstabilitit , lexle. Wesvison

Schnelle Diffusion (Import & Export)

Nicht de novo formbar

De novo formbar

Selektiv

Selektiv

Kann Barriers auch fur kleine MolekUle formen
(wie lonen, H+...)

Kleine Molekiile kbnnen ohne Probleme rein-
und rausdiffundieren

Dynamisch -> keine Strikte Barriere

Vorlesug 2

_—

Genetik (Phanotyp)

Biochemie (Assay)

‘Unvoreingenommen’, Alle Gene kdnnen
gesampled werden

MechaWs aufzeigen

Probleme:

- Mutanten konnen indirekte Effekte haben
- Redundanz (z.B. Multiple, parallel ways)

K ‘voreingenommen’ sein (nicht alles kann
Purifiziert werden)

Simplifizierte Assays ausserhalb von Zellen
maoglich (in vitro) -> kann zu artifacts fiihren
(etwas, was in vitro anders ablauft als in vivo)

ftist eine Kombination von beiden Herangeheinsweisen notwendig

(

Vorlesung 1
Aktiver Transport (Energieinput)

- Transport durch Membranen (gegen einen Konzentrationsgradient)

- Direkter Transport: Motorproteine

Passiver Transport (kein Energieinput, hauptsachlich durch K. Weiss diskutiert)

- Freie Diffusion / Brownian Motion
- Erleichterte Diffusion (z.B. lonenkanile)

(S dadn Memaonen
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Membranlose Organellen (Membresless organelles, MLOs)

Assemblieren sich selbst und werden aufgrund bestimmter biophysikalischer Prinzipien (siehe spater
in dieser Vorlesung) auch als biologische Kondensate bezeichnet.

Dynamik von P Granuals

Um die Dynamik von P Granuals zu bestimmen, wurden Wiirmer plriert, die P Granuals fluoreszent
markiert und unter dem Mikroskop angeschaut. Dabei wurde festgestellt, dass diese P Granuals sich
wie fliissige Tropfchen verhalten -> Sie haben sich fusioniert, haben sich zu Trépfchen relayiert, sie
flossen frei und deformierten sich und sie konntens ich auch spalten (fision). Diese Granuals
verhielten sich also wie flissige Tropfchen, nicht so wie die Konzepte, die man von z.B. Organellen
wie Mitochondrien kennt (wie Feststoffe).

z.B. Mischung von Essig und Ol fiihrt zu Trépfchen. Dies es Phinomen wird als Liquid-Liquid Phase
Seperation (LLPS) bezeichnet.

Folgende Organellen verhalten sich nach obigen Prinzip (MLOs):

- P Body (=P Granuals) j‘ P—e
- Stress Granule

- Germi Granule
- Nuclear Speckles (Splicing Faktoren anreicherung)

- Nucleolus - \dwwt
- Cajal Body

Thermodynamik von LLPS

Ab einer bestimmten Kritischen Konzentration wird
die Loslichkeitsfahigkeit von z.B. Essig in Ol
Uberschritten und es bilden sich diese Tropfchen.

Dies passiert so weil: Gibbs Freie Energie wird
bestimmt durch die folgende Gleichung:

Concentration
S
i
|

AG = AH —TAS

. ‘, g ~> on 8(*0[8@ fl?’éqopen peses ol
Vide Woive. ezl &2&0‘8@‘ oDVl
deumhecum w\%em
> {xgec Kauegich

Enthalpie ist z.B. bei einer Protein-Protein Wechselwirkung abhangig von

- lonischen Interaktionen
- Wasserstoffbriicken
- Van der Waals Kraften

Alle die oben genannten Faktoren tragen dazu bei, ob und wie Viel Warme bei einer Reaktion
abgegeben wird.
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atn o interartions  Wenn sich diese Tropfchen formen, so wird das Mass der

o2 Unordnung erniedrigt und so arbeitet man gegen die Entropie. Dies
> il — wird aber augeglichen, indem die Freiheit (die Enthropie) des
-~ [ Wassers erhoht, wird z.B. durch hydophobische Interaktionen.

. e Wird die kritische Konzentration lGberschritten, ist die Enthropische
A und Enthalpische “Strafe’”” des Wassers so gross, dass Proteine
] aneinander Uberfihrt werden.

' ;f N (Cg o8 Sobald das Gleichgewicht der Tropfchen erreicht ist gibt es keinen
ey Net Flux mehr (Tropfchengrdsse dndert sich nicht, Teilchen schon).

& Wichtige Faktoren, ob Tropfchen gebildet werden (kritische
5 Konzentration wird beeinflussst):
[ e
E -

g % - Temperatur
il P - pH-Wert
5 - lonische Starke
Concentration .

pH - Crowding

lomic strangth

crowding

Trofpchenform

Tropfchen sind rund, da es eine Surface tension (=Laplace pressure) gibt (hydrophobe Teilchen
wollen so wenig wie moglich mit dem Wasser in kontakt kommen). Durch eine Kugel kommen so
wenig Teilchen wie moglich mit dem Wasser in kontakt. Gibt es viele kleine Kugeln, werden diese
fusionieren (moglichst grosses Volumen bei méglichst kleiner Oberflache (Reifung).

In der Grafik links sieht man, dass sich ab einem

' Buffering |
component concentration . bestimmten Level an Konzentration eines léslichen
— 1B ' r Stoffes bei weiterer Zugabe die freie Konzentration
‘ ‘ dieses Stoffes nicht mehr andert, sondern in Tropfchen
N “abgespeichert” wird. Der LLPS hat also einen
total amount =
per unit volume L~ Puffereffekt.
i ~One-phase regime
’," - Critical point
- i i
3
l’ @ \
/’ - \
7 2 | i
4 . o
/ ™| Csat oe > Cdense
,:’l Two-phase regime
»
total concentration
sevdoss o log ¢

Wenn man immer mehr Stoff zugibt, so bilden sich mit der Zeit immer mehr und immer Grossere
Tropfchen, aber ab einer bestimmten Konzentrationgwird dieser stoff dann die losliche Phase (Bild
oben rechts).
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FRAP

Hat man ein fluoriszierendes Tropfchen und bleicht dieses, so beobachtet man, dass die Oberflache
schnell wieder fluoreszierend wird (austausch zwischen Cytoplasma ist schnell). Bis das ganze

Trépfchen wieder fluoreszierend wird dauert aber sehr lange. -5 \fl@\ S{&/\V\Qﬂ@(‘ 0&“&*&&&@%\ CtkDO,(‘
(

Kompartimente kénnen zwischen flissig und Gelartig wechseln, kénnen@berauch'in‘solid:

_n. Dabei ist kein Austausch zwischen Cytosol mehr moglich. Dies flirht ‘

Molekular

Valency

v=1 Dimers

v=2 Chains

Interaktionstypen bendotigt fiir LLPS

Repeated modular domains

Intrinsically disordered regions

E:S Mgt
Hyvoeare
7 Crrorrg
Bromo " Conan
LR
L) :
A statytiysne et ysre
M POy

Electostins: a-Caton

Lalde st duren

Pre Pree
—— ——
O —
Fhe Ty v
. T Pre
e -

G
A

A9

Transisrt cross-p

OITeCh
PN igzmvwm

Bei Protein Valenz von 1 kdnnen
Dimere gebildet werden, bei

Valenz 2 kdnnen Ketten gebildet
werden unm

werden: LLPS bendtigt also

mindestens eine Valenz von 3 von
Proteinen und RNA, um Netzwerke
bilden zu kénnen.

Es gibt 2 verschiedene Interaktionen:

- Auf repetierenden strukturierten
Proteindomanen z.B. RNA Bindungsmodule,
von welchen ein Protein mehrere besitzt, die
miteinander Binden kdnnen

- Auf Intrinsisch Ungeordnete Regionen (IDR,
sehr geringe Sequenzkomplexitdt = nicht Teil

von Doménen) z BhGMGtypISChEN

i bei welchen das Protein mit

sich selbst interagiert und heterotypische =
(Interaktionen in welchen das Protein mit

anderen Proteinen interagiert. Dies kdnnen
z.B. Aromatische AA mit sich selbst oder mit
Lys und Arg sein, die sich aneinander Lagern,
um sich dem Wasser zu entziehen oder
Interaktionen zwischen + und — AA

Wichtig: Da die Valenz extrem gross ist miissen obige Interaktioner—ein, sonst

wiirden die Proteine ihre

n.
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Repetierende Strukturierte Proteindomanen
Proteine binden aufgrund von bestimmten Domanen (z.B.
extrem schwach (sonst ware das Protein aufgrund hoher

Valenz fest) aber genug stark, um eine Phasentrennung zu
bewirken. Ein Tropfchen bildet sich.

= 20w in Aossighot (o)
>y dein (padd]

@‘ol—@'ﬂ
it OEAD-box
I . = Vel
Intrinsisch Ungeordnete Regionen AT foso. >ATPW8
@ ® @ Unifying stickers- Beim Sticker and Spacer Modell (Teile des
© .:g N » domein and-spacers model . oD 9
S2e o ‘ ... || Proteins die aneinander “kleben” und Teile,
LEx L el @ spacer . . . : . .
ZEa P AN die dies nicht tun) stellt man sich die Sticker
- {g; Regionen als klebende Stiicke vor, die sich
ol L f%éf:; .|| immer wieder schwach aneinander binden
g caonmi ki N—/ sundwieder lésen. Je mehr Sticker Regionen
> electrostatic N, <4 e Nl . . . . . .
ST mromooe ¢ :h"a;efz%; und je grosser die Bindungsstarke dieser
2 ifs (e.9. LARKS B .. . . .
T Nt ot i%0ma y s || sowie je kiirzer die Spacer Regionen, desto
. RS dichter werden auch die Komplexe.

Je nach starke obiger Interaktionen werden folgende Proteinkomplexformen gebildet:

- Flussig = %&&{7 e londlorgst
- Gel («Moleculare Kondensate», bilden die MLOs)
- Fest (Aggregate, passiert in der Zelle eigendlich nicht)

Conichnt &tﬂ
Regulierung von Kondensation
Die Kondensation ist abhadngig von den folgenden Faktoren (siehe oben):

- pH-Wert (fast konstant)
- lonische Starke (fast konstant)
- Crowding (fast konstant)

Aber die Phasentrennung kann auch durch die Valenz von Proteinen reguliert werden. Dies wird in
der Zelle erreicht durch:
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() - Post Translational Modifications (PTM, zb Phosporylierung durch

Kinasen z.B. pos. Serine in neg. Phosphoserine)

e - pH verandert Oberflachenladung von Proteinen

\_/ - - ‘Shielding / Adapterprotein (linke, graue Proteine) = lo,vd[oi‘ on Prde;n/ @I,WM
= () _--(Allosterische Interaktionen durch z.B. Bindung eines kleinen  \nkraldien
Molekiils an ein Protein wird dessen Struktur verandert und

ermoglicht oder verhindert Bindung

Edvo. Zerkum, opanded okes @t

Ein weiteres Beispiel ist die DEAD-Box ATPase (DDX). Diese o
hat in der ATP Form eine gute Affinitat flr Protein f’\ 4"”@

. . . - . . S N
B‘lndungsreglonen. Wird qas DDX hydrolisiert, ‘|s.t die Affinitat (_\‘./L aﬁ- o.ru"aw—:
viel schlechter. So kann die Zelle durch Hydrolisierung und / som &

o Ll o
Phosphorylierung von DDX die Kondensation Regulieren.
T

Vermutlich wird die Energie verwendet um Ordnung zu
schaffen. = 0\%\1/% m@@@ mg"’ QAAOJF%Q__

Hypothese: Verschiedene DDX Proteine kénnten bestimmte Proteine an einem bestimmten Ort in
einem membranlosen Kompartiment sammeln. So kdnnte ein “Weg” fiir die RNA Prozessierung
geschaffen werden. Dabei kénnen sie auf 2 Arten reifen: die 2 Arten wie beim Golgi-Apparat.

Beispiel Zelluldre Kondensate: Nukleolus

X. laevis, untreated|C Der Nukleulus formt ein Multi

C Phasen Kondensat aus 3 Phasen
(Namen der Proteine sind nicht
wichtig). Er enthalt «Tropfchen in
Tropfchen». Diese bilden sich auch

nvitro. - ldece- ed &sdvonvokin

Beispiel Zellulire Kondensate: Chromatin

. B
125001 dsDNA nosdded 150mM  150mM  3mm  3mm/  Auch Chromatin bildet in
, sait NG KOAc CaCl,  MalOAS)h  yjtro Phasentrennung.

. Phsorde 4 —
Ak £ H2A Es leistet also auch seinen
o e TP Beitrag dazu, die Struktur
> et = . ®
v -=';.\"~" ‘ uNA . © 5 ‘
12-mer nucleosomal ) I —

array > lhstorg (Prdkine)
S| heloe symen ndargesbion

> ciort 3(:6:&& - dorle. kondonses™

des Nukleus zu formen.
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Beispiel Zellulire Kondensate: RNA Prozessierung

Auch die RNA Prozessierung findet in vielen
phasen Getrennten Kompartimenten statt. (siehe
auch DDX Proteine weiter oben)

Y P@@‘M"\S\G}%Y\&\Q
Modieelion

Vorlesung 2
Funktion von Molekularen Kondensaten

- Organisational Hub: Proteine werden in eine hohe Konzentration z.B. in dem Nukleolus
gebracht, dadurch werden die Transkriptions Reaktionen beschleunigt oder
Signaltransduktionsprozessen im Cytoplasma, dass Substrate schnell und an einer
besimmten Punkt verarbeitet werden kénnen - Yordensof— Lonn Sidn ildon  pande woicdas laen

- Jail & Storage Facility: Gewisse Enzyme sind gezielt lokalisiert, um zu verhindern, dass sie
Schaden in der Zelle anrichten. Z.B.: RNA Degradierungs Enzyme (in P-Bodies) oder mRNA
Lagerung (in Stress Granuals)

- Puffer: Wenn ein gewisses Konzentrationslimit (iberschritten ist, so wird sich die
Konzentration an Proteinen oder RNA in der fliissigen Phase nicht mehr erhéhen. Lediglich
die Konzentration von Kondensaten dieses Stoffes. So entsteht ein Puffer dieses Stoffes
(siehe Membranlose Kompartimente Vorlesung 1).

Kondensate als Aktive Flussigkeiten

L i Kondensate kénnen zum einen durch z.B. DDX
\ Proteine Ordnung schaffen (und gegen ein
\® ‘~-~v".-\ 3 '_‘-\\:' Thermodynamisches Gleichgewicht ankdmpfen)
W ‘ ~. oder sie kénnen Signlakaskaden oder
o Wi Gradienten aufbauen. Dadurch, dass Energie
I o~y Sl | aufgewendet wird um die Kondensate
. «':: ian ol aufzubauen kénnen sie auch Arbeit verrichten.

Kondensate und Krankheiten /7<BQ§/
L

Mit der Zeit konnen irreversible
Aggregate entstehen. Diese kdnnen zu

* 3 323 T ) folgenden Krankheiten fihren:
£ ’ Wasaveen
= — = . o o000y “;.';h; - Neurodegenerative Krankheiten
¥ 5 s 2 LTl W - Diabetes
: - Augenkrankheiten
- Krebs
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Die Zelle hat Proteine, die dieseirreversiblen Aggregate unter Energieaufwand verhindern,
funktionieren diese nicht richtig, so kann dies zu obigen Krankheiten fihren.

Evolution von Biomolekularer Kondensation und membranlosen Kompartimenten

Es ist moglich, dass die ersten Lebensformen Membranlos gewesen sein konnten.

Experimentelle Grundlagen

EvoL Tl oN
»

— —l s
{ '_,.f\;r_T";‘st\S) 4

l

-

\

Gewisse Proteinfamilien sind in Asgard (Archaeen, die
eine intrazellulare Organisation und
Endomembransysteme besitzen) und in Bdkaryoten
dhnlich (Kleine GTPasen, Sec23/24 apriliche Proteine...).

Es kdnnte sein, dass es sehr frith einen Komplex gab, der
flr die Invaginierung der Ptasmamembran verantwortlich
war, welcher die Kerpggoren geschaffen hat.

Auch Kernsignate (positiv geladen) konnten friiher als
DNA und BNA (negativ Geladen) Bindungsproteine

Es gibt zwei Moglichkeiten Biologische
Funktionen zu erforschen:

- Genetik (Phenotyp Beobachtungen)

B CHENSTRY

HWETNET (—3/ - - Biochemie (Assay durchfiihren)
T RURCALR, (ASSAT )
CpaepnoTY *yz// el r 4 N, Am Ende sollten sich diese Pfade
. ; O o treffen. Dies wird durch die
HENES 4 e PROTE (RS

Molekularbiologie gemacht.

Um eine Hypothese zu testen bendtigt man:

1. Einfacher Assay (darf nicht zu lange dauern)
2. Kontrolle (um die Hypothese zu festigen)

3. Glucklicher Zufall
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Frederick Griffith Experiment

War der erste, der versuchte, Vererbungen biochemisch zu reinigen.

e DEXD Wihrend der Spanischen
O~ S —= — Grippe wollte er die
gwont\ e Krankheit einddmmen,
£ el 2. —» _'.T/L—:\ indem er Menschen
" rough ¢ T gegen den Erreger von
WY 8o 5 i = QT < HVE Lungenenziindung (von
el Pneumokokken) immun
vV DED
o macht.

Glatte Pneumokokken sind todlich fir Mduse. Raue Pneumokokken kénnen sehr gut vom
Immunsystem bekdmpft werden. Er hat dann herausgefunden, dass er glatte Pneumokokken durch
Hitze abtoten oder abschwachen kann, wodurch die infizierten Mause ebenfalls Giberleben.

nern | Alsertote, glatte Bakterien
ugh + wdedth . /X . zusammen mit lebefden, rauen

(,'M) (dead) | SR—— Bakterien in die Mduse injizierte,
T TRMRTERM NG ) starben sie epénfalls. Er erfand
) PRINCIPLS Ciatre | rming Prinzip,
— - - Vv o .
= ﬂgga\/ o Bakterigh kénnen sich durch
PURIFY o o Konyakt zu anderen Stammen
HEBED TS o 2
LMoo A

Avery-MaclLeod-McCarty Experiment

et —F efnact ST . AnC P Au
BACS ol L pomsmoeid 7 U7 yithtiges biochemisches Assay mit glatten

) ’ 7 Bakterien gemacht, und das Extrakt zu rauen
Bakterien gegeben und herausgefunden, dass
DNA fir das Transforming Prinzip verantwortlich

war.

Er hat ausserdem das Pulse-Chase
Experiment durchgefihrt: Daflir hat er fir
einen kurzen Zeitpkunkt eine radioaktiv
markierte AA in eine Pankreas Zelle
gegeben und dann gleich eine grosse
. Menge an AA Uberschuss (nicht radioaktiv).
Danach hat er mit dem Mikroskop den Weg
der Radioaktivitat verfolgt. So hat er herausgefunden, dass die Radioaktivitat von Ribosom zu ER,
dann Golgi, dann in Sekretorischen Granuals und zum Schluss ausserhalb der Zelle. Er konnte so
Zelltrangportprozesse aufzeigen.
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Randy W. Schekman

Fiihrte ein genetisches Assay durch, in welchem er

5 ’ p 00 %o einen konditionalen Mutanten (Sekretionsenzyme
a9 ' e . = werden durch hohe Temperaturen nicht mehr
< ¢ '-:' funktional) mit einer Hefezelle bei normaler
.", ',.' 3 . ' Temperatur verglich. Seine Hypothese: ohne
AN Sekretionsmoglichkeit werden die Zellen dichter

(mehr Vesikel).

Durch Zentrifugation hat er die zwei verschiedenen Hefezellen Typen voneinapder getrennt. Er hat
sie dann durch einen Enzymatischen Test (Invertase aktivitat) voneinander dnterschieden. Er hat so
insgesamt 23 Mutanten gefunden, die Proteine in verschiedenen Kompgaftimenten anlagerten.

James E. Rothmann

Fiihrte ein Biochemisches Assay
“DONOR" GOLGHCONTAINING FRACTION “ACCEPTOR" GOLGICONTAINING FRAZ
FAOM VSV INFECTED 158 MUTANT FROM UNINFECTED WILD TYPE LLS durch. Eine Wl|dtypze||e wu rde

mit einem Virus infiziert, welches
coumanTwent G-Protein mit einem Zucker
modifiziert. Eine mutierte zelle
wurde ebenfalls mit diesem Virus
infiziert, jedoch modifiziert das
Virus das G-Protein nicht.

DONOR
CONP ARTMENT

Als nachstes hat er die mutante Z€lle aufgebrochen und mit der Wildtypzelle inkubiert. Ist also das
Protein Modifiziert, muss ein Transport von Donor Kompartiment zu Akzeptor Kompartiment

stattgefunden haben.
Dabei hat er die folgendén 4 Faktoren aufgereinigt:
- NSF - SNARE (Soluble NSF attachment Protein Rezeptor)

-COPI - SNAP (Soluble NSF attachment Protein)
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H: Zellteilung (M. Peter)

Vorlesung 1
Uberblick Zellzyklus

Eine Zelle reproduziert sich in ‘einer geordneten Abfolge
& von Ereignissen, in welchen sich alle Bestandteile der
Zelhellong /,"/ Zelle verdoppeln und auf 2 Tochterzellen aufteilen.
/N Diese Abfolge wird Zellzyklus bezeichnet und ist die

/ Replkation der -
\-. chromesomen  Grundlage der Reproduktion aller Lebewesen.
1
\5 ({] v Cohesion d . . ..
@ ) oen Dazu muss das genetische Material repliziert werden.
/ duplizierten
. Chwomslids Replizierte Chromosomen werden miteinander

Vertedlung der \\ y\ 7 . .
Clucrhosoiian verbunden und bis zur Zellteilung zusammengehalten.

Das Zellwachstum erlaubt die Verdopplung aller
zelluldren Bestandteile. Die Zellteilung und Zellwachstum miissen an die Umgebung angepasst sein.

Die wichtigsten Schritte des Zellzyklus

- -

o /_,-‘ N . B ;. N

~ N \ £ \ / \

@ @®)'® ) <t @O

\ o/ \ =y \ Y / J \ i

Y Gy © O Y N
—— - — N R

Y %\{\Q%\L
- Commitment zur Zellteilung Ist Zellteilung moglich?
- Verdopplung der zelluldren Bestandteile
- Aufteilung der Bestandteile in Tochterzellen durch den Aufbau einer Teilungsmaschinerie
- Zeitliche Koordination aller Schritte z.B. keine Zellteilung vor der Replikation
- Koordination mit Zellwachstum und externen Signalen Teilung fiir Organismus notig?

Menschliche Korperzellen

Die meisten Zellen im menschlichen Koérper teilen sich nicht mehr.
Dabei findet ein (voriibergehender)Austrittaus dem Zellzyklus
:- @ oo Bus ST statt, welcher eine Gewebe-homdostase und/oder eine
,// N @ Differenzierung (ausbildung verschiedener Zelltypen) erlaubt.
\ )
J ‘7 ) l'.’/ Diese kénnen bei z.B. Verletzung aber wieder in den Zellzyklus
\ / Uibergehen und sich wieder Teilen.

| Nomsoshose Asadtatoly
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

S( Synthese) und M (= Mitose) Phase

S Phase
"‘7::2’1@
cromosome| Bei der Semi-Konservativen Replikation (S Phase, siehe N. Ban) wird

duplication

@ die Halfte der urspriinglichen DNA und die Halfte der neu replizierten

aseyds

DNA jeweils auf zwei Tochterzellen verteilt. Sie hat eine leichte
morphologische Anderung zur Folge.

MITOSIS

Nuclear division L_> &8‘:01'[’ /@_m
@ $ MPhase
CYTOKINESIS Fehlerfreie Segregation (= Trennung) der replizierten Chromosomen in
Cytoplasmic division @ @ zwei Tochterzellen. Sie ist gekennzeichnet durch eine starke
morphologische Anderung.

Figure 17:2 Molecular Biologyofthe Cell e (0 Garand Scence 2015)

Nach der Synthese werden die duplizierten DNA Strange (immer 2
Schwester-Chromatide) durch wahrend der S Phase an das Chromatin
't\ =4 k) gebundenes Cohesin zusammengehalten CHROMOSOME
Ui et Kz\' (links, griines Protein). Telamon \ ’
D e decrar Chromosome bestehen aus Zentromer, -
Telomere und zwei Chromatiden. Bei der Zellteilung wird aus einem 1 9
Chromatid Chromosom ein zwei Chromatid Chromosom durch%eplikation. ’

Chromatics

Zwei Arten, Um Zellen in der S Phase zu kennzeichnen
Bei der FACS Analyse wird der DNA gehalt der Zelle Gberpriift, da dieser je nach Zyklus variiert.

Durch ein Modifiziertes Nukleotid werden Zellen in der S Phase markiert, da sie das modifizierte
Nukleotid einbaut.

Zellzyklus Ubersicht

cytokinesis

\ ’ /
LS \,/' \”7/ \\ ’\ S/ \4
M PHASE
\\ INTERPHASE

DNA replication
Figure 17-3 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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eSS

Wieso Replikation und Mitose Zeitlich getrennt sind

G1

S-Phase G2 — L Bei der unvollstandigen Replikation
Sohwesertromasden o e gibt es sehr viele nicht replizierte,
R g off o sograion ) ‘ zusammengehdngte Regionen. Dabei
— o — S q°-9 entstehen DNA bridges. Diese
. i ' wirden dann mit der Zeit reissen und
Schwesterchromatda fliihren zu Mutationen, die extreme
q§ e ) . Folgen haben kdnnten.
of — ﬁci,b > (\, b
£$10

nicht replizierte Region

Zellfusionsexperimente von Johnson und Rao

mitotisch a1 mitotisch S Phase mutotisch G2 Nur ein Faktor der Zelle in der M-Phase
AN ¥ . ; : ..
X; @ ok ] {/ . induziert Chromosomen Kondensation in G2
N/ N I ~ Zellen. Der Mitose-induzierte Faktor hat keinen
| = : L . = ( N Effekt in Zellen in der G1 oder S Phase.
XK £ AN =5 &
S AT * N .
* kj Cah -> Zellzyklus kann nur in eine Richtung ablaufen
Due (\QJP\[ ziese zdlen snd @N\(DQNA@JICW
Zellzyklusforschung QG\F Mitoso

Folgende Organismen werden zur Zellzyklusforschung verwendet:

Hefe Bildung der Tochterzelle bereits in der M Phase sichtbar -> CDC screens (= Cell Division
Cylce Screen) moglich

Fruchtfliege Synchrones Durchlaufen mehrerer Zellzyklen ohne Gap Phasen und Zellteilung
im Embryo (Aus einer grossen Stammzelle werden viele kleine Zellen der gleichen grosse wie
die Stammzelle)

Fadenwurm Gerade befruchtete Zygoten kdnnen isoliert und unter dem Mikroskop
beobachtet werden (gleich wie bei Fruchtfliege) und hat asymetrische Zellteilung
(Tochterzellen in Grosse und Funktionen nicht gleich)

Krallenfrosch Eier kdnnen verwendet werden um in vitro Zellzyklus biochemisch zu
beschreiben

Humane Zell Linienkultur Hela Krebszellen fiir Krebsforschung

Seite 191 von 219



Zusammenfassung Biologie Semester 2

Asymmetrische Zellteilung fiir Differenzierung bei neuralen Zellen

A Neuron Je nach Qrientierung der Spindel kdnnen unterschiedliche
Asymmetric division D B conitl Arten von Zellen oder zwei gleiche Zellen entstehen nach der

e @ Zellteilung. Fiir diese Orientierung ist das PAR-2 Protein
/

verantwortlich.
Neural progenitor
VCeII polarity
N
B-oo +

Symmetric division

Equivalent daughter
cells

Alter von Hefe als Beispiel fiir Asymmetrische Zellteilung

© ®
- &—0-0— 0%

generations 1 n=304+-2

Hefezellen kdnnen sich ca. 30 Mal Teilen, bis sie absterben. Dabei kénnen sich selbst Tochterzellen
von einer 29 Mal geteilten Mutterzelle ebenfalls 30 Mal teilen.

e dam R §roR
Methoden zur Analyse des Zellzyklus ) A - /(—e)\l > M@S\
Morphologie von Zellen kann anderst sein je nach dessen T@l
Schritt im Zellzyklus. Zum Beispiel haben Firoblasten je nach
& itosis Schritt eine komplett andere Morphologie. Noch deutlicher ist
dies in Hefezellen (links) beobachtbar.
Auch Rat Kangoroo Zellen haben durch Morphologie geholfen,
den Zellzyklus zu erforschen. Dessen Zellen sind relativ flach
und lassen sich gut Mikroskopieren.

S-phase

AL

Anaphase 20 um
e ucnanonMIRIARDASE
_e1 _eam_ Spzezifische Zellzyklus Marker sind biochemische Marker (Proteine),
5 72, 51218 202404 BB e 08 die nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus vorkommen (oder
%"' SORBe - 888 modifiziert sind). Durch sie kann auch der aktuelle Schritt des
- KX #= | p-pRBE!!

@  eeme DD RB|pRe™ Zellzyklus bestimmt werden.

-~ WEPW=" mE®wmCcE
-~ o0 e (S
- -~eooe ~®®|cycB1

—esacsceaasss "

Seite 192 von 219



Zusammenfassung Biologie Semester 2

Das Zellzyklus Kontrollsystem

Are all chromosomes

1 all DNA replicated? attached to the spindle?
METAPHASE-TO-ANAPHASE
Is environment favorable? TRANSITION
GHMITRANSITION TRIGGER ANAPHASE AND
PROCEED TO CYTOKINESIS
)

ENTER MITOSIS

CONTROLLER \
/ 4

S

ENTER CELL CVCLE AND PROCEED TO S PHASE
START TRANSITION

Is environment favorable?

Figure 17-9 Molecular Biokogy of the Cell 62 10 Gartand Sclence 2915)

Ao

G1 (gap): Pluripotentes Stadium, Mdglichkeit zur
Replikation, Differenzierung, Arrest. Die Lange der G1

Phase variiert stark ~ Z2\\o_ (s> 0y

“START” (oder commitment point): Entscheidung zum
Eintritt in den Zell Zyklus. Nach diesem Punkt muss der
Zell Zyklus komplett durchlaufen werden“point of no

return” und hat eine relative konstante Lange
S-Phase: DNA Replikation

G2 (gap): Zeit fur Kontrolle und Reparatur vor der
Mitose.

M-Phase: (Mitose). Segregation der Chromosomen und
Zell Teilung (Zytokinese)

Aus Johnson and Rao Experiment (siehe oben) ist bekannt: Ein zelluldrer M-Phase Faktor induziert
Chromosomen Kondensation in G2 Zellen.

Progesteron Fertilisation

= s o Xenopus Oozyten (Knallfrosch Eier) sind
i 3 Ve normalerweise in der Interphase, aber mit
j&_ =\ \ —> ‘. LB einnem Progesteron kann man die Mitose
A & A 7 initiieren.

Interphase Mitosis

.....

embryonc
development

: i~ In diese Xenopus Oozyten wurden dann immer wieder verschiedene Extrakte
J i ) einer Zelle in der M Phase gegeben (serielle Induktion). So konnte der dafir
Eox ~ verantwortliche Stoff experimentell bestimmt werden. Er wurde MPF
. ‘) (=Maturation Promoting Factor) genannt. MPF ist:

)

y
‘oj % - Ein Protein, kein Metabolit, da MPF nach kochen keine aktivitat mehr

- Universell in allen Eukaryoten

)'» ; Es wurden bei dem Experiment insgesamt zwei Proteine gefunden:

32kD grosses Protein, phosphoryliert H1 (= Histone H1) in vitro

. &
) " ) - 45kD grosses Protein, phosphoryliert H1 (= Histone H1) in vitro
l"i’ E‘i”“;m‘”a"“ TR Gleichzeitig wurden auch die Cycline entdeckt. Zwei Proteine

Cycin A".-..— o ————— . o —

~ | S—, e g i S bt
Cyclin 8} T TR I et b
Mo ot

gibt es vor allem in der Mitose, nicht aber in der interphase.

e | Diese Cycline werden in jedem Zellzyklus neu gebildet und
e sind notwendig fuir das Fortschreiten des Zellzyklus.

|protain

Ausserdem hat mit mit Hefezellen herausgefunden, dass cdc2
Mutanten nicht mehr in die Mitose gehen kénnen. Somit muss

it s Cdc2 der MPFE sein. Cdc2 ist eine H1 Protein Kinase.

Seite 193 von 219



Zusammenfassung Biologie Semester 2

Cdk = Cyclin dependent kinase

cyclin Cdk ist eine Cyclin abhéngige Proteinkinase. Dabei wirkt das Cyklin als Aktivator
der Kinase. Cyklin wird cyklisch aktiviert/exprimiert (siehe oben) in der Mitose.
Der Zellzyklus ist also eine Abfolge von hoher und niedriger Cdk Aktivitat.

cyclin-dependent

kinase (Cdk)
e - Ohne gebundenes Cyclin ist die aktive Stelle der Kinase durch den T-
L g Loop blockiert. Durch'Bindung des Cyklins gibt es eine
ta = Konfirmationsanderung dieses T-Loops, die die aktive Stelle zuganglich
[ ?\ macht.
/ Toop
w“:ucrm 4:‘”’;\'“
o TN——— Allerdings erst durch-Phosphorylierung des T-Loops (durch eine Cdk
- ¢ \ o | activating Kinase = CAK) wird die Aktivitat stark erhoht und eine
- ':'ih bessere Bindung des Substrats ermoglicht.
o A RN
m PARTLY ACTIVE (€) FULLY ACTIVE
<y<'lin inhibitory phosphate  Ausserdem gibt es noch zwei weitere Regulatoren:Wee1l Kinase,
Wee1 die das Cdk ein zweites Mal Phosphoryliert und somit inaktiv macht
— und die Cdc25 Phosphatase, die diese Phosphatgruppe entfernt
. M P und Cdk so aktiviert.

I
i - Cdc25 Mutant Phanotyp: werden immer langer

Weel Mutant Phanotyp: wird viel zu klein
- Beide Regulatoren Phanotyp: ?

ACTIVE INACTIVE

Dephosphorylierung aktiviert M-Cdk zu beginn der Mitose

_ start Gy | _metaphase-anaphase  Obige Schritte sind links nochmal
- s__ .- “, 3 = aufgezeigt. Wichtig ist noch, dass es
e ’ & einen Positiven Feedbackloop von
’__.--”' ’“:::"'," der aktiven M-Cdk auf die
o3 —L I._m Aktivierung von Cdc25 und einen
— negativen Feedbackloop von der

L ' ' u:- ~ aktiven M-Cdk auf die Aktivierung
‘ ‘ ‘ - scivng v Mitosis  yon Weel (wird inhibiert). Es gibt
cdk1 inactive  Cdk-inhibitory  inactive active M-Cdk also eine switch-like transition

M-Cdk kinase M-Cdk N
(schnellen Ubergang von G2 -> M).

me

In humanen Krebszellen gibt es meist extrem viel Cdc25. Dies ist fir Krebszellen gut, da dadurch ein
extrem schnelles Wachstum durch schnelle, unkontrollierte Teilung stattfindet. Die fiir die
Koordination und Fehlerkorrektur benétigte G2 Phase wird dadurch tbersprungen.
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Die Stadien der Mitose

In den unten gezeigten Abbildungen ist rot = DNA und griin = Tubulin

centrosome

Intact a forming
nuclear mitotic
spendle

envelope

kinetochore

two sister chromatids held together along their length

kinetochore
microtubule

centrosome at
spindle pole

kinetochore
microtubule

interpolar
microtubules

contractile ring
creating deavage
furrow

In der Prophase werden Chromosomen bestehend aus replizierten
Schwesterchromatiden kondensieren (= werden gebildet). Den
Zentrosomen trennen sich und die Spindel beginnt sich dazwischen zu
bilden.

In der Prometaphase zerfallt die Kernhtille und die Chromosomen
binden mit ihren Kinetochoren (= halbkugelférmige Struktur aus
Proteinen und DNA-Abschnitten) am Mikrotubuli und beginnen sich aktiv
zu bewegen.

In der Metaphase sind die Chromosomen in der Mitte der Spindel
angeordnet. Die Schwesterchromatiden sind an den
gegenuberliegenden Spindelpolen befestigt.

In der Anaphase trennen sich die Schwesterchromatiden gleichzeitig
und bewegen sich zu den gegentiberliegenden Spindelpolen. Der
Abstand der Spindelpole vergrossert sich und die Kinetochor
Mikrotubuli verkirzen sich.

In der Telophase erreichen die Chromosomen den Spindelpol und die
Kernhtille bildet sich um die Chromosomen. Mit der Bildung der zwei
Zellkerne ist das Ende der Mitose erreicht Der kontraktile Ring beginnt

sich zu schliessen und leitet die Zellteilung ein. bA\é" n

In der Zytokinese trennt sich das Zytoplasma der beiden
Tochterzellen vollstandig durch die SchlieRung des kontraktilen
Ringes.

= EQT | > ARG,
i aiche T fipidN
> fondody POEA
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Zusammenfassung Biologie Semester 2
Vorlesung 2
Arten von Mitose

Bakterien e S Tochterchromosomen sind an die Plasmamembran gebunden'"
I\ PQ und werden durch Wachstum der Membran getrennt

Die Kernhillle bleibt intakt, die Spindel bildet sich im Zellkern

Hefen und ist mit der Kernhiille verbunden

Die Spindel bildet sich ausserhalb des Zellkerns. Die
Auflosung der Kernhulle erméglicht das Binden der
Mikrotubuli and die Kinetochoren

tierische Zellen

Das Preprophase Band
bildet sich vor der Mitose
und legt die Ebene der
Zellteilung fest

Uberlappende Mikrotubuli bilden
sich um die friine Zellplatte.

Vesikel fithren zum weiteren
Wachstum der Zellplatte in Richtung
der Plasmamembran

Der bildet
sich aus den Uberlappenden
Mikrotubuli. Vesikel bringen
Material fur die Zellplatte

= W 6030&»‘}
Regulierung der Struktur der Chromosomen Qxﬁ\g"l@(-@m\?}\é\
— 00 W e

Die Membran der Zellplatte fusioniert
mit der Plasmamembran und bildet die
neue Zellwand

ATpase domain Zwei Proteine sifid fir Chomosomen Struktur wichtig:

Smc2

or g ,:“ .' S - Condensin: Ist wihrend der Prophase an die DNA
X Pe i‘) AR ' gebunden und umschliesst die DNA eines
hinge “Same® v Schwesterchromatids Dies fuihrt unter ATP Verbrauch
zu Loops und so zu kompakter Chromosomenstruktur.
» 3 - Cohesin (siehe oben)

. - [
s st Glglt 2 Oneorokid ceaunmwen

@® Smet

(C) sister chromatids

Die Mitotische Spindel und Zentrosomen

spindle pole replicated kinetochore motor Mikrotubuli vom Zentrosom sind polar:
chromosome protein

centrosome (sister chromatids)

- Minus Ende am Zentrosom
- Plus Ende interagiert mit Chromosomen, der
+  Zellperipherie und dem Mikrotubuli

Motorproteine kdnnen sich an den

Mikrotubuli fortb .
ikrotubuli fortbewegen C&\rc}mﬂ@[\

Die verdopplung der Zentresemen findet am
Ende der G1 und vor allem wahrend der S-
Phase statt.

astral microtubules  kinetochore microtubules  interpolar microtubules

Figure 17-23 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
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Kinetochoren verbinden die Chromosomen mit der Spindel

replicated

chromosome
| —

centromere
region of
chromosome

I k

-
chromatid

kinetochore

inetochore
microtubules

o0

plus end of microtubule

(C) kinetochore

Ndc80 Komplexe sind gecoilte Proteine, die eine
Verbindung zwischen den Kinetochoren und den

Kinetochor Mikrotubulis bildet. Die'Nde80="

Schritte der Bindung von MT an Kinetochoren

lateral k

Mikrotubuli wird von beiden
Zentrosomen aus gebildet und
trifft per Zufall auf Chromosomen.
Durch verkiirzung der Beiden MT
werden die Chromosomen an der

mid h

late propl f"ly L

Aquatorialebene ausgerichtet.

end-on bi

arms pushed

Figure 17-32 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
v
N
(A) UNSTABLE
\ 7 1 X
v 2 S
~i= - T =
4 1= I- - .
(B) UNSTABLE (C) UNSTABLE (D) STABLE
[ T———
sister chromatid
Aurora-B kinase
0000,y
P
= Pomn
S BI-ORIENTATION
—-——" P _—

w——P

’.‘\—Hl

—
-

—\MT P’ microtubule
\ plus end
inner outer
kinetochore kinetochore

(A) LOWTENSION

Figare 17.34 Mokecular Siology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

(B) HIGH TENSION

Die oben beschriebene Bindung von MT an die Chromosomen
ist ein “Trial-and-Error”’ Prozess. Das bedeutet, dass zunachst
nur ein MT von einer Seite an das Chromosom gebunden ist.
Diese Verbindung ist voriibergehend und wird erst stabilisiert,
wenn auch MT von der anderen Seite an den
gegeniberliegenden Kinetochor gebunden ist. Die
Herausforderung fiir die Zelle ist demnach herauszufinden, ob
MT richtig gebunden ist.

Dies wird vermutlich durch das

Ndc80 complex
W'_l_ Tension Modell realisiert: Auf den
l~_, [
-;;;:H Kinetochoren ist eine Aurora-B-
—-—
=" POLEWARD

Kinase, die Ncd80 phosphoryliert
(was Ncd80-Kinetochor Bindung
destabilisiert). Dies ist so lange
moglich, wie kein Zug auf den
Kinetochoren herrscht. Sobald Zug
herrscht (also nur wenn auf beiden

Seiten des Chromosoms ein MT verbunden ist = bipolar attachment), so werden diese Bindungen

stabilisiert.
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Regulierung der Segregation der Chromosomen (= Induzierung der Anaphase)

Witaphase
B potare Oveetlsnng
Scermung

In der Metaphase wird eine Spannung erzeugt, die moglich
ist, weil Cohesin die beiden Schwesterchromatiden
zusammenhalt. Durch eine Seperase wird die Sccl
Untereinheit des Cohesins aufgetrennt und durch die
Spannung werden die Beiden Chromatide voneinander weg zu

den Zentrosomen hin gezogen.

Diese Seperase liegt in der Metaphase in einer durch'Securin inhibierten Form vor. Wird die
Anaphase eingeleitet (also, wenn alle Chromosomen bipolar attached sind), wird das Securin
abgebaut und die Seperase beginnt mit ihrer Arbeit. Stichwort Proteinverdauung: Proteasen in

]

1. Activation

R
OH

?

2. Substrate
recognition

a0
ubiquin

activator

target
protem

APC-C reguliert den Abbau von Securin

securin—__

N o
e - On—

inactive APC/C /nm\
active APC/C

active
separase
cohesin
mitotic

inactive .
separase

mn

Ubiquitin-conjugating

g ~ enzyme or ubiquitin

523 ﬁ\ /E% carrier proteins
/ 7 4 | / \\

A /@ Ubiquitin-activating enzyme

ol . S W Ubiquitin

E3, E3, E3, m E3. E3 protein

’ II.' |\\'\ / \“\\.‘ PN F ‘~..\. ““/ 1-‘,\ ligases
‘. | \'\ |ll ‘\ \ L “\ b.‘z <‘I | .l'-

Si Sy 5. Sy S.80S, S, 5 5 S, 5 Cellular

substrates

->APC (Anaphase-promoting complex) ist eine
E3-ubiquitin ligase

Lysosomen und Proteasom
degradierung von Ubiquitin
markierten Proteinen
(durch E1, E2 und E3) (siehe
auch vorherige
Vorlesungen).

Links ist der APC (Anaphase-promoting complex, E3) abgebildet.

Aktivator (gelb) ist das Cdc20 Gen. Cdc20 Mutanten bleiben in

der Metaphase stehen.

(4

whes#

UDQY‘V\M L
& eront
& FIVT L

Y M-CDK aktiviert APC-C (C = Cyklosom), APC-
C ubiquitiniert Securin. Das ubiquitinierte
Securin wird durch 26S-Proteasomen

abgebaut. Somit reguliert APC-C die

UBIQUITYLATION AND
DEGRADATION OF SECURIN

cleaved and
dissociated cohesins

N/

G, metaphase

9

anaphase

<
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Der Spindel Checkpoint

Der Spindel Checkpoint stellt sicher, dass die Anaphase erst

/'—X‘\ eingeleitet wird, sobald alle Chromosomen korrekt an'die
Spindel angehangt sind.

X Bereits ein einzelnes Chromosom ohne Verbindung fiihrt zu
\g_/ einer Blockade der Mitose.

Freie Kinetochoren binden an MAD Komplex (mitotic arrest

deficient), genauer an MADLI. Ein katalytischer Mechanismus
APCC aktiviert MAD2 um CDC20 zu binden und somit den den APCC
CDC20  zu inaktivieren.

MAD2 —

Mutationen, die keinen MAD Komplex besitzen kénnen leben, flihren aber zu Aneuploidy (=
unterschiedliche Anzahl von Chromosomen). Diese sterben entweder, weil essentielle

Chromosomen fehlen oder werden Krebszellen.
a.clin Hopdort

Drei Lagen der Zellzyklus Regulation / (L o2

1. “ Grundlegende Zellzyklus Regulatoren: CDKs. Cycline, APC-C, Spindel
e Zellautonome Regulation, fiir jeden Zellzyklus essentiell
2. Checkpoint Systeme: Spindel Checkpoint, Replication Checkpoint
e Erhohen die Genauigkeit, erlauben Fehlerkorrektur
3. Externe Kontrolle des Zellzyklus: Anpassung an Umgebung, Wachstumsfaktoren,
Nahrstoffe, Stress

Nasmyth-Experiment

Nasmyth hat eine Cdc20 Mutante genommen und den Ring mithilfe eines durch Licht aktivierbaren
Proteins gespalten. Dabei hat er festgestellt, dass die Zellen zwar in die Anaphase tUbergehen
Arretierten dann aber in der Telophase. Also ist die Separase oder der APC auch fiir einen spateren
Schritt (nach der Telophase, Cdk muss durch degradierung von Cyklin inaktiviert werden, um wieder
von der Mitose in die Interphase Gbergehen zu kdnnen) wichtig. Ausserdem ist die wichtigste
Funktion von APC, die Kohesion der Chromosomen zu I6sen und nicht an anderen Prozessen in der
Metaphase-Anaphase.

Regulation von Cyclin konzentration: Proteolytischer Abbau

activating Der Anaphase Promoting Complex (APC/C) erkennt und
subunit (Cdc20)
i ubiqutiniert nicht nur Securin, sondern auch Cycline, die
dann vom 26S Proteasom abgebaut werden. Lgoy}a\n@(m\

sciiveiPCiC Cyclinen in G1 und S-Phase.
3 DEGRADATION
=) OF M-CYCLIN IN
PROTEASOME

inactive APC/C p:lyublqulhn
Wygin N Analoge Ubiquitin Ligasen (SCF) regulieren den Abbau von

Cdk ubiquitin (y)
+
E2

ubiquitylation
enzymes
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Ubersicht APC/C Regulierung und Exit von Mitose

Mad? Cde20
—eeeeee AP
BubR1 FE/e

Securin- |=»| Separase |F— Cyclun —>|Cdk1]

separase | Cdk1
'*‘r
— Z,
Cohesin
Kinetochore
Microtubules
Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase
Zytokinese

Ein Kontraktiler Ring zwischen den beiden entstehenden
Tochterzellen (Aktin und Myosin Motoren) wird aufgebaut
und zusammengezogen.

actin and myosin filaments of the

contractile ring
oy
Initiation \%S\\\\Qj:

CB\\/’A \no- Dass die Zellteilung immer zwischen den beiden

\' Spindeln stattfindet, wird der Kontraktile Ring
- immer durch die Zentrale Spindel, also Ubrig 0)
kontraktiler Ring

wird gebildet gebliebenes MT stiumuliert. Astrales MT inhibiert

dabei die Bildung des Ringes. Durch Schliessung
des Rings entsteht der Midbody (= kleiner
Durchganzg zwischen den zwei Zellen).

Zellteilung
Stimulaton durch Inbibiton curch Somulation durch
t Astrale Mikrotubuli As¥ake Mkrotubn bl Zanvrale Spinced
“Midbody”
wird gebildet
Vorlesung 3

Telomer Problem

Bei der Replikation kann den Leading Strand nicht komplett bis
repicetion zum Ende Replizieren. Als Folge davon gibt es ein replicative
: senescence, was zu einem even shorter telomers Phanotyp fiihrt
e (mit einer gewissen Anzahl Teilungen sind die Telomere so kurz,
it dass sich die Zellen nicht weiter teilen kann).

=

Veicats Sind die Telomere zu kurz, sind die Chromosomen nicht mehr
mmnmzmnum

ey geschiitzt und kénnen sogar miteinander fusionieren.
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(- s Ein Beispiel von zu kurzen
, Yondis .
G, A N g = Telomeren: Durch Fusion
rcocsem SO0 — werden zwei
s A fragmweot - T — "
AT / Chromosomen aneinander
. Fusionieren. Bei der
] ] 2 a 5 . ? . . .
coll ermers S ghasn o dsughier cell ol ontors & sistor chromatid  tused sister ae daugheer call MItOtISChen Segregatlon
. gy i R e .
envepeired sirend o e b S s ey ool g der Chromosomen wird es
Leear tveakage at new  Aslomers
L oo dann gebrochen. (Krebs

kann entstehen)
Telomerase

Die Telomerase ist eine Reverse-Transkriptase, die
Telomerase RNA besitzt, nach wessen Vorbild sie die
DNA am Ende des replizierten Chromosomenstrangs
repetitiv erweitern kann. So kann die Zelle durch
Telomerase sicherstellen, dass die DNA bis zum Tod
des Lebewesens repliziert werden kann. Ausserdem
kénnen so die Chromosomen geschiitzt werden.

Cellular Immortalization

Tolomerows and Callulor Tamertalizatice Normalerweise sind bei somatischen Zellen (Kérperzellen, die

placosl Ameic ol e e keine Geschlechtszellen bilden kdnnen) die Telomerasen inaktiv.
Jrapy— Das heisst nach 40-80 Zellteilungen tritt die Cellular senescence auf
DC (Zelle teilt sich nicht weiter). Bei zum Beispiel Krebszellen ist die
Telomerase aber wieder aktiv. Als Folge davon kdnnen sich die
Zellen wieder unendlich oft teilen, sie werden immortal.

tz:m:("

—_—

Lavvortel/ sarceross celt Normd call
Yelsmareee 5 active: Cellubor senescence

Divisiens comtmen

S-Cykline und M-Cykline

Fusionsexperimente von Johnson und Rao (siehe auch weiter oben)

Ergebnis: Der Zellkern in der S-
+ —_— Phase enthiilt einen Faktor, der
den Eintritt in die S-phase auslost.

Aus dem Experiment von Johnson und Rao kann man

Ergebnis: Der Zellkern in der G2-

+ . - ) Phasowidvom Zakom ndr S schliessen, dass in S-Phase Zellen ein Faktor enthalten
“ Ergebnis: Zelkeme in der G1 und sein muss, der die S-Phase induziert (S-Phase Factor,
& s - ' Gz;hm&:glgmdrdwh e SPE). Ausserdem sind G2 (nach S-Phase) Zellen
e don Zden ushonden? resistent gegen diesen SPF.

Zellkern wahrend der DNA Replikation 2
Zellkern, der zur DNA Replikation bereit ist 0) Eivietle ™ S-Prose

b\qﬂ,_&e\;wiaf\ 6 @

Ui faighd-g

hitp://css-text3.c.u-tokyo.ac Jp/active/ 13_01 htel
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Verschiedenen Cykline in verschiedenen Phasen

S -phase CDK induziert S-Phase \w«o\ﬁ‘w
S-cyclin M-cyclin A
—_ i Synthesa
start_ metaphase anaphase l
__cyclin APC/C G 8&(\7‘6@ Al Adiviter e i Mitose

S-Cdk M- Cdkab wirloson

S-Cycline werden in G1 nach der Passage von START exprimiert und regulieren die DNA Replikation. S-
Cycline werden in der Mitose inaktiviert und regulieren auch einige friihe Schritte in der Mitose.

M-Cycline aktivieren CDK’s, die den Ubergang in die Mitose regulieren. M-Cycline werden am Ende der
Mitose degradiert.

S-Cdk initiert die S-Phase genau einmal pro Zellzyklus

peereplicative complexes ot replication eeiging -
4 \

G,
o - -— DNA {
S-Cadk activation l INITIATION e wiﬁin
— -
D o o — G
X y
a B — A — N -~
regphcation Mom helicase
l ELONGATION =%
- — — —
+

L e
prereplicative complex (preRC)

S.COK

Sanbonsorvaive DNA Ropisaton
Qerau serrad 10 Zode

M-CDK

Gonaue Segropason 0o DA In ok
Deden Toctet Zeton

Cdet ORC {origin recognition complax)
5 4

In der G1 Phase werden pra replikative Komplexe angehangt, an welchen dann die Replikation

gestartet werden kann (linkes Bild).

Dieser wird.am (=Origin recognition complex (ORC) gebildet. Der ORC bindet wahrend des gesamten
Zellzyklus an die DNA. In der G1 Phase bildet er zusammen mit der MCM Helikase den pra
replikativen Komplex-(preRC). So wird in der G1 Phase “Origin licensing” geschaffen. Um den

Komplex aufzubauen wird Cdc6 und Cdtl bendtigt.

Wichtig: preRC kann nur bei tiefer CDK1 Aktivitat (G1) gebildet werden. Neue S-Phase kann nur nach

M-Phase (CDK1 Inaktivierung) ablaufen.

7(\)( h (A

LY

Iinitiator proteins

S-Cdk ‘

INACTIVATION OF
ORC, Cde, Cat)

DNA HELICASE
ACTIVATION

RECRUITMENT OF DNA POLYMERASE

Durch die Aktivierung der S-CDK wird die Helikase
Aktiviert, die Polymerase rekrutiert, eine stabile
etablierung von Schwester Chromatid Cohesion wird
sichergestellt und der ORC wird phosporyliert.

S-CDK ist also wie ein trigger, der preRC aktiviert und die

i “wmwi” - Replikation startet.
[ 4
3 4% Die phosporylierung des ORC bleibt bis nach der Mitose
” : bestehen und verhindert so erneute Replikation.
: .
I~ - Dephosphorylierung erfolgt nach der Inaktivierung der
" M-CDK.
il In der G2 Phase kann also keine neue re-replikation
’ stattfinden, bis CDK Aktivitat erniedrigt wird.
Gy L
{ '.
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Fehler durch re-Replikation

el H ¢ Wird die re-Replikation nicht verhindert (z.B. durch eine nicht
; ; phosphorylierbare Mutante des ORC Komplexes), so fiihrt dies zu re-
Replikation. Diese sorgt dafiir, dass die Chromosomen auch noch in der

/é Anaphase zusammenhangen. Folglich entsteht nach der Anaphase
S s entweder ein DNA Schaden, da die Strange auseinandergerissen werden,
i\ _ oder eine Tochterzelle wird das Chromosom nicht mehr haben.

DNA Replikation Korrekturprozesse

¥

Beispiel eines Replikations Korrekturprozesses: Durch Exonuclease
s kann ein Mismatch repair (=MMR) stattfinden.

PSS 7

1) MRS SRLECTION D 104

matspenstneenatstsss | Diese Korrekturprozesse sind wichtig, da nach jeder replikation
b)) F S ENORLCLA l 104 . . L. .

R SN | fehler passieren, die korrigiert werden mussen.

€} WE=MATCH nERAR ‘ 10

AUIGRIEIUIRIUARIUTIOWVRIUPIBRTY
s MEPLICATION HDELITY 10°%

e - A In einem Experiment wurden einer
' Zelle durch X-rays DNA Schaden

- ﬂ ‘ 4 zugef(jgt. Das Ergebnis: Die Zelle
f )?

S e

bleibt vor der Mitose stehen und

repariert die DNA. Also gibt es

f i ’ I" f‘ / \Racs einen Checkpoint, bei welchem die
Zelle die DNA prift.
DNA Reparatur Zelizyklus
Arrest

e Feptoation Dieser Checkpoint wird DNA-damage Checkpoint genannt.
SIGNALS Durch dussere Einflisse oder Replikationsfehler kdnnen DNA
b BRiSOR Schaden entstehen, die von Sensoren detektiert werden.
‘ SO ol Soblad dies geschieht, wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt,
é) die dann einerseits den Zellzyklus anhélt (um eine
\/ \ Fehlerweitergabe zu verhindern) und andererseits DNA

0 @ -L_’ ‘?ﬂ Reparation durch transkription der Reparationsmaschinerie

Calcyca  Apogtows  Tnscrpton « betreibt. In Hoheren Eukaryoten kann, wenn der Schaden zu

‘ gross ist, auch Apoptosis (= Geplanter Zelltod) auftreten.

Um diesen Checkpoint zu finden, wurde nach Rad Mutanten (Rad = Proteine, die fiir die Reparatur
von DNA Schaden gebraucht werden) gesucht. Dabei wurden Hefezellen mit x-Ray Strahlung
beschossen und geschaut, ob sie sich dann weiter teilten oder nicht. Rad Mutanten haben sich
weiter geteilt, starben aber mit der Zeit wegen grossen DNA Schaden. Das dafiir verantwortliche
Protein ist Rad9, dieses flihrt zu Zell Zyklus Arrest bei DNA Schaden, ist aber nicht aktiv an der
Reparatur beteiligt.
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100 h

100 Fe——
00 =3 WT =Tt
B M 7 s
;; 0 M s 0
F '\. F Held in MBC
1 N aod 1| for 4 hows
e —] ———
x-ray dose x-ray dose

Links ohne Spindelgift, rechts mit Spindelgift (um die
Zelle kiinstlich im Zellzyklus zu arretieren).

Dabei

wurde festgestellt,.dass'Rad9 wirklich fiir den Halt im
Zellzyklus benétigt wird. Rad9 Mutanten konnten

auch Uberleben, wenn Zellzyklus kinstlich
angehalten wird.

Ubersicht unerwartete Probleme im Zellzyklus und Kontrollsysteme

chromosoma 1. Grundlegende Zeltzyklus Regulatoren
dmm '"""“'"""’ """':::“ CDKs, Cycline, APC-C, Spindel
Zellautonome Regulation, 10r jecen Zellzyklus essentiad
/ \ \\ e 2. Checkpoint Systeme
f.,rscq — Sl et u{uh — ARUC Spindel Chackpoint, Replication Chackpoint
erhohen die Genauigked, edfaubl Fehlerkorrekiur
Gy '&cycln tynthnn
3, Externe Kontrolle des Zellzykius
3cyclin '7"""““ DNA re- nphuhnn . A
D .
Ubersicht Meiose
DNA Raplication ~ Mesosis |

hapioid state

'“
e
St ety Cratariiiiy

Segregation der homoiogen
Chromoscoan

Im Gegensatz zu der Mitose besteht die Meiose aus 2 verschiedenen Schritten:

- Inder Meiose | werden die homologen Chromosomen segregiert

- Inder Meiose Il werden die Schwesterchromatiden segregiert (wie in der Mitose)

0. ‘ :. \
¢ . t ’
v

Ausserdem wird in der Mitose das Cohesin wahrend der
Replikation gebildet und besteht bis zur M-Phase.

Bei der Meiose muss zusatzlich zur Cohesion zwischen den
replizierten Schwester Chromatiden auch Homologe

Chromosomen gepaart und korrekt verteilt werden. Die

Mitose:
$’ .
oL B
Meiose:

Cohesion muss also (teilweise) bis zur Segregation der
Schwesterchromatiden erhalten bleiben.

M\ﬁ‘

=
Fehler in der Meiose fiihren oft zu Aneu9I0|d| einden
Gameten. Dies fuhrt zu nicht lebensfahigen Embryonen

(Fehlgeburt) oder zu Entwicklungsstorungen wie Trisomien (Down Syndrom) oder Monosomien

(Turner Syndrom).
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Modelorganismen fiir die Meiose

b - Hefezellen konnten gut verwendet werden, um Meiose zu erforschen.
o Q ) : . . . .

. OF Laborstamme von Hefe sind haploid. Durch Fusion zweier haploider
5 | Zellen bildet sich eine Diploide Zelle. Der Ubergang vom diploiden zum

haploiden Zustand wird durch Meiose realisiert (Sporulation).

Auch der C. elegans Wurm (Hermaphroditen, produzieren Spermien
und Oozyten) ist ein Modelorganismus fiir die Meiose. Dieser besitzt 2
grosse Gonaden pro Wurm und alle Stadien der Meiose sind parallel
beobachtbar.

Gregor Mendel

Gregor Mendel hat bereits herausgefunden, dass

€ 2t
+

00

] { ||| ;}"‘i § Keimzellen sowohl materfale als auch paternale
. e genetische Elemente enthalten. Gameten hingegen
o0 | | |\ s | Ptz‘ ’ % enthalten nur jeweils eines der beiden Elemente.

C. elegans Wurm

5

Homologe Chromosomen werden durch “cross over”
miteinander verbunden. In der Meiose werden die
homologen Chromosomen also miteinander verbunden,
indem die DNA Stiicke miteinander verbunden werden.

ungepaarte, Homologe Chromosomen
replizierte durch “cross over”
Chromosomen zusammengehalten Dies passiert in verschiedenen Phasen:

///'_—-‘(;‘:_ /_»:;:_?; c \3\ /.,c | \\\ P — 3 P
N\ 7 N N V7
/ \ / \ V4 \ \
) I\ A \ ) | 1
|
\ I\ I A \
\ // J \\ / \ //
N £l // \ / /
‘\\.\\\ _A/// N ,-s'-'/’/ "\\:\ 1-// b\\ ~ -}-»//‘
N N e—~ Ne—= o=
Leptotene Zygotene Pachytene Diplotene Diakinesis
Beginn der Synaptonemaler Chromasomen Synaptonemaler Kermhdlle
Koncensation Komplex sind komplett Komplex idst sich zerfaiit
bildet sich gepaart und auf und Chiasma Kondansaton
Crossing over werden sichibar maximal
beginnt

Der oben erwahnte Synaptonemale Komplex verbindet das
Chromatin durch transverse Filamente. Er ist vermutlich die
Plattform fir die Rekombination und dient der Kontrolle der
Verteilung von Crossover Ereignissen.
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Ovulation Fortitsation ~ Oozyten koénnen lber Jahre in der Prophase
/5 der Meiose | sein und sich dann durch
—> | gy ‘ befruchtung fehlerfrei weiterentwickeln.
\
N

Prophase Meiose | 'o,e embryonic
Diakinesis =00 Memal developmant

Rekombination = @)(W@GS((CQ{\V M\\@t (ARYS

OO‘\ Durch Spo1l1 (= Nuklease) werden in der Meiose verschiedene
Spott Doppelstrangbriiche in den Chromosomen gefertigt.

‘QOH Dabei bildet Spo11 eine kovalente Phosphotyrosyl Bindung zur DNA.
JL}‘ Der kovalente DNA-Protein komplex muss durch eine Endonuclease
5 aufgeldst werden.
OH
i .‘ -OH
5 HQ .
- OH
Nuclease
doubio sirand Dreak . .
g —— Nach diesen Briichen werden durch doppel
P ——— e el | Holliday junctions ausgebildet, durch welche
dann die Rekombination stattfindet.
l Reaacion, INvasy), syrihass

Viele dieser double Holliday junctions werden
o

Emm Sobie wioecidis dann wieder aufgel6st aber einige davon

Uberdauern, sodass die gepaarten
l Chromosomen zusammenbleiben und in der

? Meiose | segregieren kénnen.

doubie Holiday uncton . E"' )

e
s

54

-y Dabei diirfen es nicht zu viele und nicht zu

'

s wenige von diesen DNA Verbindungen geben,
beides ware fatal.

Zwar gibt es in z.B. Hefezellen extrem viele Doppelstrangbriiche (140 — 170) die Meisten werden
jedoch wieder repariert. So gibt es nur ca. 1-2 stabile Holliday junctions pro Chromosom.

Holliday |unction resclves resolution

homaolegs of joint molecules 10 form crossavers
/\
Homologous
recombination »
s\

-y

- —e S—
. -

cobesin
holds

oubie-

I &3 nomologs
strand bréak

double Hollday

sstor chromahds Junctions -
— > H@%(d‘ ?}\S;Qg" &Cﬁ@v%

Die Junctions kénnen dann auf zwei Arten geschnitten werden (fiihrt zu Crossover oder nicht).
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Mo Meiosis | Wichtig ist bei der Meiose ausserdem, dass die

, ¢ Kinetochoren im Gegensatz zu der Mitose mono-oriental
&

verbunden werden, dass die Homologe segregiert werden
kénnen.

Segregation of
homologs
Vorlesung 4
Mitose: Bei der Mitose werden Schwesterchromatiden zu
,h" Bctvemtes el . gegenuberliegenden Polen seggregiert.

’ °} Bei der Meiose werden Schwesterchromatiden
wahrend der Meiose | zum selben Pol gezogen.
Dazu werden die monopolaren Attachments
benotigt (Holliday Junctions).

1+]
o
S
1
20000000
P
f

e = Dies ist moglich, indem beide Schwester
‘ 2 B9 W Kinetochoren in die gleiche Richtung zeigen, die
I &‘ .l] - "Kﬂ \ Kinetochoren zu einem einzelnen MT bindendem

et et Element fusionieren oder eines der Kinetochoren
Segregation der homalogen iNaktiviert wird.

Chromosomen

Ein schrittweiser Verlust von Cohesion ermdglicht zwei aufeinander folgende Kernteilungen.

, RecB/cohesin: conserved but not meiosis I-specific

Anaphase | Anaphase |l
” & ) Y o \
" { \  — "
\ R
”~ ‘;‘

Fission yeast, plants - e

%
Budding yeast -

e\

H

Maonopolin complex: meiosis I-specific (Nasmyth lab)
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Zerstorung von Cohesion

4 T e rahese ) \ Es darf in der Meiose | in der
Coesn o S ;g S | " 1 Anaphase | nur ein Teil der
, 4 ! % : B’w . 4‘:{' i T e \ ~ Cohesion zerstort werden, da die
5 * :ﬁ T ! S . Schwesterchromatide als Ganzes

weitergegeben werden mussen.
) <- -> (_ - R Erst. bei der Ana.phase Il'in der
Meiose Il darf die komplette
Kohesion zerstort werden.

4
¢

|
4

Inactive Inactive Inactive
Anaphaz Aus diesem Grund schiitzt Sugoshin (S601) Cohesin am Zentromer wihrend
der Meiose I.
) q@&'“.\ g . . ) .
. ';é,;_ Mutanten, welche defektes Sugoshin (sgol) besitzen, konnen zwar die
\* y Meiose 1 ohne Probleme abschliessen, da Schwesterchromatide bipolar ans

MT angehéngt sind, bekommen dann aber wahrend der Mitose Il probleme,
Sl 4a die Chromatiden keine Cohesion mehr besitzen (Missegregation).

Aussere Regulierung

G,/S-cyclin $<v<lln M- cvdln Ein drittes Cyklin, das G1/S

Cyklin aktiviert ebenfalls CDK in
der spaten G1 Phase, fiihren

zum Durchgang durch START
mouphm anaphase

z “ 5'“ G, und initiieren so die Festlegung
auf einen neuen Zellzyklus.

‘ ; W, cydin : APC/C
‘ ‘ . ‘ Das G1 Cyklin (Zelltypabhangig)

G,/5-Cdk  S-Cdk M-Cdk reguliert die Aktivitat der G1/S
COkZ Eyktinen (z.B. in Abhdngigkeit

von Wachstumsfaktoren). Die Expression in den verschiedenen Phasen variiert weniger stark.

Eintritt in die S-Phase

T Der Eintritt in die S-Phase wird durch G1-
[ A CDK reguliert.

E2F Komplex bindet an

“D , ‘ Crom ‘ﬂ;{.’,ﬂ-*"* Transkriptionsstelle von Cyc. E und Cyc. A,
&-Cob <y R oA die gebraucht werden, um S-Phase zu
S Y () ; aktivieren. Der G1 Cyklin D Komplex wird

t . . benotigt, um den RB Repressor (ein

Tumor repressor, der verhindert, dass E2F
permanent aktiv ist) zu I6sen, wodurch
Cyklin E transkribiert wird. Cyklin E CDK
entfernt dann noch mehr RB (positiver
Feedbackloop). Je mehr RB entfernt wird, desto mehr Cyc. E und mit der Zeit auch Cyc. A kann
exprimiert werden. Sobald genug Cyc A CDK komplex vorhanden ist, kann die Zelle in die S Phase

| 2o \endhen) Abweenheh on Tuwer
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Zusammenfassung Biologie Semester 2

Viieis | Externe Signale regulieren die G1 CDK durch Expression von Cyclin D.

-7 "™ Anzahl Cyclin D wird durch TORC aufgrund von vorhandensein von Nahrstoffen
FEONN reguliert, siehe weiter unten.

Inhibitoren von Cyclin Abhéngigen Kinasen (CKls) binden sowohl
das Cyclin als auch die Kinase und storen dadurch die aktive Stelle.

, ‘ ~ Zusatzlich wird die ATP Bindunﬁ erschwsr*
P ——
o scpi R p27 (ein CKI) wird exprimiert, wenn die Zelle aus dem Zellzyklus

cychn-Cle P27 -cychin-Cdk . . .
complex Y complex austreten will. Es ist ein Tumor Supressor.

Ausserdem gibt es noch folgende temporaren CKls: p27, p15, p16

Eigenheiten vom Zellwachstum
Wichtig: Zellteilung: Anzahl Zellen wird erhoht, Zellwachstum: Zellengrésse wird erhéht
Beispiel: Fruchtfliege

Eine Wildtypfliege ist grosser als der Chico Mutant (Mutation in Chico Gen, die zu weniger und
kleineren Zellen fiihrt, Proportionen stimmen aber).

Das Chico Gen codiert Teil des IGF-1 (Insulinlike Growth Factor) Rezeptors, aus diesem Grund ist sie
kleiner, weil das Signal von diesem Hormon nicht mehr gelesen werden kann.

& p Wackstum Zellwachstum und Zellteilung sind gekoppelt.
- 3 S ..‘ . . . . .
a — ¢ T T % \w Stimmt die Zellteilung, so findet eine
verdopplung der Zellmasse in einem
p .""-cé;,- wung  Zellzyklus statt. Die Zellgrdsse ist stabil.
g > 6;‘3" - - ,",_r o ”“"V Ist die Zellteilungszeit zu lang oder zu kurz,
. Q‘@‘ flihrt dies zu grosseren oder kleineren Zellen.

Zellteilung und Zellwachstum sind nicht immer gekoppelt (z.B. C. elegans Ebryo: Die Erste Zelle ist
sehr gross, Zellmasse verandert sich totz Teilungen nicht).

Fehler in Zellteilungszeit in Organen

Hyperplasie: Vergroflerung eines Organs oder Gewebes
durch abnorme Vermehrung der Zellen

Hypertrophie: eine vom normalen Wachstum
unabhangige GroRenzunahme eines Organs oder eines

Gewebes durch VergroRerung der einzelnen Zellen,
beispielsweise infolge vermehrter Beanspruchung.
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Kopplung von Wachstum und Teilung

v N

Wachstumskontrollen

Die Kopplung von Wachstum und Teilung erfolgt (meist)
in der G1 Phase.

Wenn Bedingungen flr ausreichendes Wachstum nicht
erfullt sind: Zellzyklus Arrest in G1 vor Aktivierung von
G1-CDK Restriction Point, oder “START” (durch G1
Cykline).

Zellzyklus Kontrolisystem
< DNA Replikation
Teilung Verdoppelung von Zentrosomen
Zellteilung

Wachstumskontrolle
Proteinsynthese
Nucleotid Synthese
Wachstum Lipid Synthese
Verdoppelung der Organellen
(Mitochondrien, ...)

Dabei ist das Wachstum abhangig von Nahstoffen und der Umgebung. Sind zu wenige Nahstrosffe
(vor allem in der Entwicklungsphase) vorhanden, so fiihrt dies zu reduziertem Wachstum.

Wachstumskontrollen in verschiedenen Organismen

Bakterien / Nahrstofta

&=
Hefe ~ar Niihrstotfe
ey
-y
2/
Gewebe ‘.'7"::, 2 Nithrstaffe
Organe SN Wachetumslaktoren

Signaltransuktion

Membean gebundena Rezeploren
(two-component systems)
allosterische RCWV f/\l\%y(v@-’

kamplexe Signaltransduktions Wege
2allautonom

kamplexe Signaltransduktions Wege
zellautonom und Zell-Zek-Kommunikation

Signal ;&1: e aueme EIN'Wachstumsregulator muss reguliert werden
durch Nahrstoffe, sollte aktiv sein (zumindest in
Sensor T der G1 Phase) und sollte essentiell sein (inhibition
Signaiweg Pt X rone: hemmt Wachstum und Zellzyklus)
=  TORC1 Komplex
Output Prciraion plornt’vomny
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TOR = Target of Rapamycin

Wurde isoliert aus Bakterien von den Osterinseln, sind wachstumshemmend (in Eukaryonten),
Antimykotikum (Pilze kdnnen sich nicht in seiner Ndhe entwickeln), immunsuppressiv (erste

Anwendung bei Organtransplantationen), Krebstherapie.

Um herauszufinden, was Rezeptor fiir Rapamaycin ist, hat er es auf Hefeplatten aufgetragen, um so
nach Uberlebensfahigen Mutanten zu suchen. Dabei hat er herausgefunden, dass FPR1 (fprl)
Mutanten imun sind. FPR1 ist also Rezeptor flir Rapamycin und nétig fir Inhibition von TORC1.

TORC1

FRBE (FKBP12)

Rapamyon

Gberleben kann).

kann.

Ist ein Komplex (Dimer), besitzt eine katalytische
Untereinheit und ist essentiell (wichtig, dass eine Zelle

Zusammen mit' FRB kann Rapamycin an TORC1 binden, und
so das Wachstum regulieren.

TOR kann S6K aktivieren, welches Ribosomensynthese
(Ribosom Biogenese), sowie Translationsinitiation starten

S6K Mutanten von der Fruchtfliege sind kleiner als der Wildtyp (Zellen sind kleiner) aber sie besitzen

dieselbe Anzahl Zellen.

Ubersicht TORC1 Kaskade

Wachstumsfaktoren

Sesirn

Nutrients . @D @orer)
M\ %\—'q Forct) |

=y
7 - N
RagC

R

Lysasom/Makucle

MTORC1 Aktivierung findet an der
Vakuole / dem Lysosom statt.

Wenn gewisse AA (also Nahrstoffe)
vorhanden sind, so wird TORC1 aktiviert.
Dies geschieht Giber RagGTPasen.

Sestrine binden an Leucin und stimuliert
die Aktivitat der Rag GTPasen und TORC1.

Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-1) werden
von Rezeptoren (z.B. Chico) empfangen.
Diese kdnnen dann ebenfalls Giber eine
RagGTPase (Rheb1) das TORC1 aktivieren.

Gewisse Bestandteile der rechten

Kaskade sind Onkogene (dessen aktivierung fiihrt zu verstarktem Wachstum und somit zu Krebs) und
gewisse sind Tumor Suppresoren (dessen Verlust flihrt zu verstarktem Wachstum und somit zu

Krebs).
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Ubersicht Mutationen Fruchtfliege

chice Mutantan: Zallza urd
Zelgrimss vardroec]

SEK mutanten: nur Zalgrosse
verindert
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I: Funktionelle Vielfalt bei Eukaryoten (Y. Barral)

Zusammenfassung
(unbedingt auswendig konnen!)

Multizellularitat wurde ermdoglicht durch die Fahigkeit von Zellen, miteinander zu kommunizieren.

Zuerst wurde in unizelluldaren Organismen solche Kommunikationen eingesetzt, um dessen Stress
oder Verhungerungslevel zu kommunizieren.

Die Kosten fiir ein soziales Verhalten war die Moglichkeit von Parasitismus (Cheater, Pathogene)

Dadurch wurden auch neue soziale Funktionen erméglicht und noétig, wie kin discrimination (=
fahigkeit, eigene Spezies zu erkennen) durch neue Kommunikationsmechanismen und der
Entwicklung von Immun Mechanismen.

In metazoans (Vielzellige Tiere) kann Krebs als solch ein Cheater bezeichnet werden.

Die Keimbahn hat eine sehr nidrige selection pressure (dies ist vermutlich ein Grund fiir die
Akkumulation von junk DNA in metazoans).

Die somatische Line “lernt” extrem, kann diese Information aber nicht an die Keimbahn
weitergeben.

Sowohl somatische Linie als auch Keimlinie sind Subjekt von highjacking (gewaltsamer Einbau) von
selfishen Systemen in allen Leveln (Zelluldr, Chromosomal, DNA)

Dies wird in Multizelluldren Organismen reflektiert durch die Entstehung von neuen selfishen
Systemen, wie Krebs, sowie infektidse Krankheiten auf den DNA Level (Viren) sowie dem Zellulédren
Level (Bakterien und andere Pathogene).

Voresung 1
Sexueller Zyklus in Eukaryoten

. ol cvcle
Karyogamy Ced cycle

Pheromone Ceb wall Membrane
sgnaiing remodeling uson re-entry

m
©
()
(&)
CHE,
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Pherosom Signalweg wahrend dem sexuellen Zyklus in Hefe

.“:’;W" S (Namen nicht alle auswendig konnen! Nur die folgenden:)
LTJT“’T (:"‘:\{ > % G-Gekoppelter Rezeptor (oben links)
: \»~|-f’$‘°‘ Ist ein transmembraner Rezeptor mit 7 Domanen, welches ein G-
V)| ¥ Protein aktiviert. G alpha bindet GTP und G beta/gamma werden

Stes Ste11 | MEKK
Sto7 MEK
?ﬁ:ﬁ MAPKs Cdc42 (oben rechts)

freigelassen und starten ein Signal.

l\‘ Kleine GTPase. Es aktiviert Aktin Polymerisation und Polarisierung: Die
o @J Zelle wachst in Richtung Partner. Ausserdem wird die MEKK Kinase
;Cg;q?:_o aktiviert.

: S v
PRE

MAPKinase Kaskade (mitte)
Verstarkt das Signal und verbreitet es zu seinen Zielorten.

Transkription (unten)
Transcription factor aktiviert Gene, welche fiir eine Antwort codiert sind: Karyogamie (= Zellfusion
verschiedengeschlechtlicher Zellen)

Beispiel fiir Soziales verhalten: Verhungerungssignal in Amdben

L‘(ﬁ"‘ Recepor PKA (mitte)
k11 — (/}3 Sind genigend Nahrstoffe (kleine Bakterien)
o ® —‘\ b QQK vorhanden, wird PKA die Synthese von cAMP
® .' o .1 Jn . PKA durch ACA unterdriicken
kis\ = : ACA (oben, mitte)

Ist die Zelle am hungern, unterdriickt PKA
nicht Ianger die cAMP Synthese von ACA.

E@I
On
"ﬁ:‘

@
»

o e, A

) '° /CZ(W\\ cAMP wird gebildet und verteilt sich
o™ o - ERK2 WD

o 12 ™ innerhalb und ausserhalb der Zelle.

CAR1 Rezeptor (links)

Das dussere cAMP aktiviert einen positiven Feedback Loop, weil der CAR1 Rezeptor extrazellulares
cAMP erkennt und so noch mehr cAMP (liber G-Protein) durch ACA synthetisieren lasst. Die Zelle
erkennt die Herkunft von cAMP und orientiert sich zu ihr.

PKA, REG, ERK
Formen ein Repressormodul, um das cAMP wieder abzubauen.

Konsequenzen:

1. Die Zelle erkennt einen cAMP Gradienten und bewegt sich auf ihn zu (Chemotaxis)
2. Dadie Zelle ebenfalls cAMP produziert, signalisiert sie (oszillierend) ebenfalls anderen
Zellen, sich in ihre Richtung zu bewegen. So bildet sich ein Zentrum.
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Formung des Slugs

Culmrant

Da sich alle Amoben an einem Punkt sammeln,
koénnen sie einen Slug bilden. Dieser bewegt sich
in Richtung Licht, wo sich zwar keine Bakterien
(Nahrung) befinden aber sie kdnnen dort einen
Fruitingbody Bilden. Dieser wird, sobald
Konstantes Licht auf den Slug trifft, gebildet und
enthalt viele Sporen. Diese werden, wenn ein
Tier oder Insekt vorbeikommt, entlassen und
kleben an ihm. So kdnnen die Zellen sich

weiterverbreiten. Diese Amoben sind ein Beispiel fiir ein Monozellulares lebewesen, welches
aufgrund eines Verhungerungssignals Multizellular werden kann.

A > s T Dies flihrt zum Sozialen Zyklus, wenn keine
- Waphms . .
s ol O s Nahrstoffe vorhanden sind und dem
( i ( sexuALCYCE | o R Vegetativem Zyklus, wenn genligend
o @ e Nahrstoffe vorhanden sind, da unizellular die
R W \ﬂ"/ e Nahrstoffaufnahme viel einfacher ist. Beim
— /7 B WA Sexuellen Zyklus formen zwei haploide Zellen
t Agpeye eine Zygote, welche andere Amdben frisst, um
SOTIAL CYCLE } . N _ ) o
- X dr eine Zellwand zu bilden. Nach Rekombination
,_,_‘_\ 3 / und Meiose werden die neu gebildeten
oy @ U Peger
By Tochterzellen werden entlassen.

Bei diesen Amoben gibt es ein Problem: Eine Familie von Amdben
formt den Stalk, eine Andere die Sporen. Somit wird an einem neuen
Zielort viel mehr von den Sporen bildenden Amdben als von den
Stalk bildenden Amdben sein.
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Losung des Problems:

Es gibt Cheater, welche sich selbst in die
No creating ( (g g g ot Sporen Position bringen konnen, wahrend
sie nicht Cheater dazu bringen, den Stalk

zu formen. Dabei miissen aber non
Fixed cheating g % E (9 '_..,’v ” Cheater dabei sein, nur eine Population

aus Cheater kann nicht Gberleben, da sie
keinen Fruitingbody bilden kénnen (keine
Faculative chwating ( (@
|eoercion)
o ® .
n‘mmcum;vq +

Zellen bilden den Stalk). So kann ein
Uberschuss an Cheatern vermieden
D
T+ Pt — (@ s Sh P
Obligate cheating v JT - gitnace
Y

werden.
(social parasziam)
L & N

Diese Cheater werden mit der Zeit
spontan durch Mutationen gebildet.

T
wxpervvents 13t el W wiki pepasalne

Cheater verhindern

Gewisse Familien haben Rezeptoren (Tiger
Genes), um sich selbst wieder zu erkennen. Das
Ergebnis: Fruitingbody wird nur mit derselben
Familie gebildet (auch wenn zusammen mit
Cheatern ein Slug gebildet wird).

‘3’+‘§?—' =

Gewisse Pathogene verwenden den Slug, um sich ebenfalls
fortzubewegen. Dabei kann zwischen “guten’ und
“schlechten’” Pathogenen unterschieden werden. Die fiir

"N die Amdben essbaren werden von spdteren Sporenzellen
. — gefressen und in speziellen Vakuolen gelagert, wo sich die

® o | Pathogene nicht mehr teilen kénnen. Die “Schlechten”

LY }»»4 Werden durch spezialisierte Zellen gefressen und durch
‘ 2 &= den Schleim ausgestossen.

[——— f 7 J\"
% sy g!r‘g Q) .
" : Alterung in Eukaryoten
— Recap M.Peter: Hefe kann sich selbst 30 Mal Teilen,
Y - bevor sie stirbt (auch eine von 29 Mal geteilten
Mutterzelle teilt sich 30 Mal, bevor sie stirbt).

Dies passiert, weil sich in Hefezellen nach jeder
Teilung Zirkulare DNA bildet, die mit der Zeit die

23 O Zelle umbringt (Mutanten, die nicht so viele
€ w0 " Ve Zirkulire DNA bilden, leben linger). Zellen sterben

- e

vermutlich wegen Proteinfoldingfehlern. Die
Mutter “Zahlt” also fir die Anpassung an die Umgebung, indem sie altert.
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" barrier defect tnker mutont— Diese Zirkulare DNA (ERC) wird durch SAGA an
: /. den NPC (Nuclear Pore Complex) gebunden und

. | t‘, = ;/)‘3 | i ) durch eine Barriere wird verhindert, dass sie sich
QC‘/{_ 7 £ ‘.} 7 e 5:,2 ~auch in der Tochterzelle befinden. Durch einen
Ho o : o || f )l efekt dieser Barriere sammeln sie sich auch in
L - Defekt d B | h h
- ‘ S | " . .
_ \ der Tochterzelle, was zu einem viel fritheren
— e e Absterben dieser Zellen fiihrt. Linker Mutanten
(6\’"""' besitzen kein SAGA und kdnnen sehr lange leben.
Ciliate
Microneclei enthalten Gene, die exprimiert werden.
Diploit
Ciormlboe . . .
Vel i Der MIC wird normal geteilt durch Mitose, der alte MAC
Divide niitotically wird degradiert und es wird ein neuer MAC aufgrund der
T Informationen vom neuen MIC erstellt wird.
Folyplow!
Somatic
Trnrweriptionaldy active
Divide mootically
”i" Im MAC befinden sich verschiedene Sequenz Strange, welche
3 dieselben Sequenzen besitzen, wie das Genom im MIC
- =  (welches nur aus einem langen Stiick besteht). Dies kann
helfen bei z.B. DNA Schaden im MIC.
MIC e — ——
‘i. o iy Das Genom im MAC besitzt keine IESs (shrot, noncoding
3 elements).
'""‘;' "- ‘—.-"l '”‘_”'1 . . . . . . .
"I' ’ g > Die codierten Gene im MAC kdnnen anders Sortiert sein als im
e e o MIC.

MAC besitzt also eine Vielzahl der gleichen DNA Stiicke, die sich auch im MIC befinden (ohne IESs),
wobei einige Gene gleich sortiert sind wie im MIC und andere anders sortiert sind.

Dies Erlaubt den Ciliaten also, das Potential ihres Genoms extrem auszunutzen, besitzen aber
immernoch eine intakte Kopie ihres Genoms im MIC.

Aufgrund des speziellen Teilungsmechanismus von Ciliaten kénnen einige also 0 Kopien von
Chromosomen im MAC, bis hin zu 2x so viele Chromosomen als gewo6hnlich besitzen. Durch eine
extreme erhdhung der Chromosomenzahl ist es ihnen moglich, selektiv fiir ein einziges Gen oder
kleine Gruppen von Genen individuell zu sein.

Dies erlaubt ein enormes Anpassungspotential fiir alle MAC Abstammungen.
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IES Elimination basierend auf den Informationen vom alten MAC

T " Der Mac wird nach der sexuellen Reproduktion
" ] m degradiert.
e 0 Bevor dies aber passiert, wird er sehr oft transkribiert
e A et s A in long RNA. Der meiotische MIC wird ebenfalls oft
+—1 transkribiert in scnRNA (scanning RNA). Die zwei RNAs
sesmes 0N werden gescannt (aneinandergebunden), was lbrig
. bleibt sind viele Kopien von scnRNA, die nicht
gebunden sind und IES Sequenzen enthalten. Diese
| mesctic WIC. DHA , e /werden dann bei der Synthese des neuen MACs aus
N o der meiotischen MIC DNA verwendet, um IES

auszuschneiden. Dies passiert durch ein Enzym.

( T —— V' Ausserdem wird aus dem alten MAC ein RNA Template erstellt,
welches bei der Sortierung der Gene des neuen MACs hilft.

& T3

PTUR e I LI A

Lr el Latay

o e VAT A

MIC und MAC haben verschiedene Vor- und Nachteile (Kosten)

MIC MAC

Vorteile - Kein Schaden durch Transkription und | - Die Zelle kann alle méglichen
Chromatinoffnung Veranderungen von Chromosomenzahl,
- Die Zelle kann eine originale Kopie Genen und Reorganisation von Protein
ihres Genoms behalten Domanen erleben

- Unvorteilhafte Mutationen, Selfish DNA
(Transposons) und nutzlose Sequenzen
werden durch die Selektion entfernt

Nachteile | - Keine Selektion gegen Transposons Erfolgreiche Genetische Innovation und
und Mutationen zwischen zwei Meiosen | eliminierung von toxischen oder nutzlosen
- Keine Selektion fiir Innovative Gene genetischen Elementen ist nicht moglich
- Keine Selektion gegen junk DNA (werden nicht an den Nachwuchs Giber den
(nichtcodierende DNA) MIC weitergegeben)

Losung: Genomediting

- MIC Sequenzen und MAC Informationen werden verwendet, um nutzlose DNA von den MIC
Sequenzen zu entfernen
- MIC Sequenzen und MAC Informationen werden verwendet, um Gene zu Sortieren
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Conjugation of paramecium Aufgrund des sexuellen Zyklus der Ciliaten
YT ® s s driftet das MAC Genom mit der Zeit ab und
Sralpatrie e — erlaubt mit der Zeit kein Wachstum und
O 5 T, keine Gesundheit mehr. Dies ist bei den
o ‘ e s—— . \,':., "zz== Hefezellen dhnlich. Also muss Altern ein
AN \ " Problem des Nukleus sein.
R \\ ' A i '/.'
P ) — .-——’;/ R
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