Locher sem 4
Glycolysis

Girls get fine food; Gentlemen dine girls; Boys prefer to pick up pepperoni pizza
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Investment Phase

Schritte bei denen ATP verbraucht wird, sind quasi irreversible, diese mussen dann bei der
Glyconeogenesis umgangen werden
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Besteht aus zwei lappen, geschlossen wenn beide Substrate da sind
Phosphogluco isomerase
Macht erst open chain, dann isomerase, dann wieder Schlie3ung
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Phosphofrutokinase
Hangt ein zweites Phosphat dran, also zweiter ATP verbrauch

Unnumbered 16 p454b
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Aldolase
Hat zwei Produkte: Dihydroxyacetone Phosphate (DHAP) und Glyceraldehydr-3-
Phosphate (GAP)
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DHAP ist eine Glycolytische Sackgasses, DHAP:GAP =

Zusammenfassung

201
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Harvesting Phase

GAPDH
Glyceradlehyde-3-Phosphate wird mit NAD+ und Pi oxidiert
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Kann unterteil werden in zwei Schritte:

Oxidation
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Der thioester im Aktiven Zentrum katalyisert diese Reaktion.
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n=0

NADH und NAD+ Struktur
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Kinase, also wieder was mit Phosphor, abr da wir in der Harvesting phase sind, wird
dieses mal nicht ATP verbraucht, sondenr gebildet
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Einschub Phosphoryl-Transfer-Potential

ETHziirich Biochemie FS2023 K. Locher

Compounds with High Phosphoryl-Transfer Potential

-70|
(16.73)
o0~ Table 15.1 Standard free energies of hydrolysis
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Hohes pot heist, es will es gerne abgeben
Phosphoglyceratmutase
Phosphorylatio pinpong
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H_C_OPO32_ mutase H_C_OH
H H
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Ist wie bei der Mutase aus der Glycogen Herstellung, Substrat hat kurz 2 Phosphate
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Redox Balancing
Da wir im ersten Schritt der Harvesting phase ein NADH erzeugen mussen wir dieses
auch wieder verbrauchen, damit wir redox neutral bleiben, dies geschiet Uber die
Decarboxylierung von Pyrucat zu Acetaldehyde gefolgt von der Alcohol
dehydrogenase

|

o H ‘ NADH o 2- (o}
N X,.OPO ¢ NADH
¥ P, NAD*  +H* N3 | + pr NAD* "

—_— %y /o OH
H—%—OH L& H—]C—OH _ 0/ \C 5, 4 ¢ ;L. H/\T/
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CH,0P0;2- 3-phosphate CH,0PO;2- CH3 decarboxylase CH3 dehydrogenase CH3
dehydrogenase Pyruvate Acetaldehyde Ethanol
Glyceraldehyde 1,3-Bisphosphoglycerate s 16545
3-phosphate (1,3-BPG)
Figure 16.11
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Aerobic vs ANaerobic

bei weing O2 wird lactate produziert da nicht genug sauerstoff vorhanden ist, um den
TCA zu betreiben, Bsp letze sekunden eines sprints

Glycolysis A.Low O,

Glucose ——> Pyruvate Lactate (last seconds of
a sprint)
; o, "’ H,0 ) B. Normal
ATP (long slow run)

Mltochondrlon ATP

Cytoplasm

Muscle fiber

Reguation of Glycogenesis



AT REST
(glycolysis inhibited)

Glucose

©

Hexokinase .
) Negative
Glycogen <—— Glucose 6-phosphate feedback

DURING EXERCISE
(glycolysis stimulated)

Glucose

Hexokinase

Glycogen —— Glucose 6-phosphate

v Low energy
Fructose 6-phosphit—(-:__’____@___|ow pH! Fructose 6-phosphate charge
PFK PFK
C, v ® ATP/AMP
| Fructose 1,6-bisphosphate Fructose 1,6-bisphosphate
i High energy
charge M
ATP 4—4 ATP/AMP ATP < Feedforward
M stimulation
y Y
NHT l \ 4
Phosphoenolpyruvate Phosphoenolpyruvate
Relaxed ATP Pyruvate kinase @ Muscle- ATP Al Pyruvate kinase O
muscle fiber v
fiber Pyruvate contraction Pyruvate
| 4 |
CO, + H,0 Lactate

(long, slow run)  (sprint)

Fig. 16.17mod Berg et al., Biochemistry, 9t ed.

AT rest:
es wird zu erst noch der Glykogen Speicher aufgeflllt, daher ist die PFK der pace
maker und nicht die Hexokinase

Very Important!!

- . . .
Energetics of glycolysis Glycolysis: Enzymes

G E31 E2 E.3 E4 E6 E7 E8 E39 EjO
(kd /mol) | @~ ‘ ‘ ‘

AGin k) mol™'

Step  (kcalmol™)
1 —33.5(—8.0)
@ - 2 —2.5(—0.6)
10 kJ / mol I 3 -22.2(-5.3)
4 —-1.3(-0.3)
5 +2.5 (+0.6)
® @ Q- @ 8 4 Q- 6 —1.7 (-0.4)
7 +1.3(+0.3)
8 +0.8 (+0.2)
9 —3.3(-0.8)
10 —16.7 (—4.0)

@
| | I | | | I I I I
S1 S2 S3 S4 S6 S7 S8 S9 S10 S11

Glycolysis: Substrates / Products

Gluconeogenesis

Warum nicht einfach Rickwerts?
Weil die drei "irreversible" schritte eine zu hohes delta G hatten, daher braucht es drei
bypasses



Three “bypasses” in gluconeogenesis e

P, HO OH
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AG® = 0.8 kJ / mol \ I — | e
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* Pyruvat Carboxylase
« Pyruvat to Oxalacetate (im Mytochondrium)
o o %c /COO
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B :l o carboxylase J_ ;
’7c\ i CO, + ATP + H;0 H—C—H + ADP + P; + 2H
o0 ¢ |
| coo"
CH;
Pyruvate Oxaloacetate
Unnumbered 16 p478b
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« Da hier CO2 eingefangen werden muss, brauch es wie bei der FAS im 1
vorbereitenden schritt (Malonly-CoA herstellung) ein Biotin katalysierten prozess
» Dabei brauchen wir wieder hydrogencarbonate als C donor

« Das Biotin katalysiert Enzyme heist Pyruvat Carboxylase auch wieder BCCP struktur
mit BC

ryluvdaie LdiDUAYIadT dUULuIic
Tetramer, with BCCP domains swinging between protein chains

BCCP: Biotin carboxyl carrier
protein (a domain) 1 2 PT: Pyruvate carboxylase

;‘\ , tetramerization domain
ATP-Mg?*

3
D
-
S\ 7
Nn
\\v‘é’é

r 2 ‘i» > . » " /
i) - RSl

"\ 0 \ & v .\\: 4 2+

8C: Biotin €7 BT 2"

carboxylase domain

St. Maurice M et al.,
Science 317: 1076-1079 (2007)




Damit die Glyconeogenesis ablaufen kann, muss dass Oxalacetat nun aus dem
Mitochondrium kommen. Das passiert Uber Malat Export

€0, +ATP

Essential because oxaloacetate is not transported across mitochondrial

membrane (but malate is!) ADP+P,

Oxaloacetate

NADH + H*

Mitochondrial malate dehydrogenase (an
enzyme from citric acid cycle, Chapter 17)

NAD*

Malate :

00 NADH + H* NAD* coo- NAD* NADH + H* 00
O, ” [o} -
e e
\Cl HO—C—H \T
— —
H—C—H H—C—H H—C—H
coo~ coo~ coo~
Oxaloacetate Malate Oxaloacetate
Malate
NAD*
NADH + H
Cytoplasmic malate dehydrogenase (an enzyme m
assisting the malate-aspartate shuttle (Chapter | S
18) as well as gluconeogenesis) Figur

1y, Eighth Edition
a

Phoyphoenolpyruvat-carboxykinase

0%C/COO_ Phospl \ 1 - (/)
’hosphoenolpyruvate ' -
’ carboxykinase /C\ /0P032
H—C—H + GIP 0] (‘:’ + GDP + CO,
COO~ C
/N
H H
Oxaloacetate Phosphoenolpyruvate

Bypass 2 and 3
2 ist main regulator, die mechanismen fur beide sind nicht wichtig
Das Endprodukt G6-P kann nicht direkt exportiert werden, sondern muss im ER
dephosphoryliert werden, dabei ist es wichtig, dass es keinen direkten export vom ER
ins Periplasma gibt

Glycolysis vs gluconeogenesis regulation

Nur einer der beiden ist aktivt, nie beide gleichzeitig
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GLYCOLYSIS t GLUCONEOGENESIS

Fructose 6-phosphatej

F-2,6-BP ()

AMP @ Phosphofructo- Fructose ‘ @ F-2,6-BP
_)ATPG kinase 6-bisph atase J@AMP(—
Citrate (O / () Citrate

—> H (O

[Fructose 1,6-bisphosph ate]f"' ,

1
:

Phosphoenolpyruvate}

Several steps

(& ADP

—> F-1,6-BP (9
—> AP (O
Alanine )

Oxaloacetate

-ruvate B
- @ Acetyl CoA

Pyruvate
kinase

ot al., Biochemistry, 9 ed.

(O ADP €«—
[ ]
Pentose Phosphate Pathway
Oxidative Pathway
« Start in diesen Path
1. An alpha pos ein Ketone
* 2. Ring o6ffnen
+ CO2 Abspalten
On\E’/O
CH,0PO3? CH,0P03%~
20P037" 20PO3 H—:C—OH 0\~/CH20H
O H NADP* NADPH 0 H,0  H NADP* NADPH |
H H 2 1K
HO—_—H
OHH o \ Z | \ Z H—C—OH o,
H — |
Glucose 6-phosphate Lactonase H—C—OH 6-Phosphogluconate H—C—OH
dehydrogenase HO | dehydrogenase |
L om “_|C_°“ CH,0P032"
CH20P032_
Glucose 6-Phosphoglucono- 6-Phospho- Ribulose
6-phosphate d-lactone gluconate 5-phosphate
{ or...D-(+)-lactone }
. Decarboxylation following oxidation,
OPO; compare to a-proton acidity!
HO 0 , N
HO =Q Fig. 20.21 Berg et al., Biochemistry, 9t ed.

OH



Glucose-6-Phosphate dehydrogenase ist der Rate limiting step und is sehr NADP+

abhangig (da wir hier wieder etwas synthetisieren wollen kommt NADP vor)
Passiert viel Fragment shuffling

Durch Transaldolase

Transketolase

C + Cg = ~C, + C,

Transaldolase

C,+C, = ~C, +C,

Transketolase

C, + C. = ~C, + G,

Uber Schiffsbase mit Lysine

Transketolase
Uses Umpolung and TPP as. a Cofarctor

R
HzC N/+
/ _
\ 2
/" \ »\ 3 PPet S
Ko}

Thiamine pyrophosphate (TPP)

Basicaly ein NHC
Cori-Cycle

emergency valve for excess lactate to be removed from muscles

IN LIVER | O IN MUSCLE
™~ N
GLUCONEOGENESIS \ B N GLYCOLYSIS
Glucose Glucose
y
6 ~P L \ P 2~P
Pyruvate (o) Pyruvate
A
o -
Lactate Lactate
\4 D 1\
/ <& \

l l

hat aber mehr als nur diese funtkion da Lactate redox balanciert ist mit glucose, dient auch
als fuel



PDH

Pyruvat muss uUber Mitochondrial pyruvate carrier MPC importiert werden, bruacht H+

Kann Uber Pyruvat Carboxylase (CO2 einfangender Prozess -> Biotin) zu Oxalacetate was
als Malat exportiert werden kann oder Uber das andere Schlussel Enzyme Pyruvate
Dehydrogennase zu Acetyl-CoA oxidiert werden

PDH ist der Link zwischen Glycolysis and TCA

Pyruvate dehydrogenase
Pyruvate | + | CoA Acetyl-CoA

Substrate 1 Substrate 2 /\ \ Product 1

NAD*| [NADH + H* O,

Substrate 3 Product 2 Product 3

Anscheinend sind Falvine beteiligt
Schritt: TPP-dependent Decarboxylation

5C /R, \\ /\ o,

J\% JQ\/CQ S

R CH3
Carbanion Pyruvate Addition compound
R’
HsC /
N /o \/
I >:C ; \
\ R/k
R CH Hs
Resonance forms of hydroxyethyl -TPP Hydroxyethyl-TPP

Schritt: Oxidation

D e R,

Hydroxyethyl-TPP “Lipoamide Carbanion of TPP Acetyllipoamide
(ionized form)

Schritt. Trans-(Thio)-esterfication (Um-esterung)

PDH reaction step 3: Trans-(thio)- .
esterification (“Um-estern”) 2\

E catalyzes the transfer of Col==5H * B C\ / . > CoA—s" CHy + Hs

the acetyl group from R H R
acetyllipoamide to coenzyme

A to form acetyl CoA CoenzymeA Acetylllpoamlde Acetyl CoA Dihydrolipoamid:

Schritt: regenerierung von lipoamide und FAD



HS
+
HS /
H '."RII
Dihydrolipoamide

NAD*

+ FADH, ;-» FAD + NADH + |

Lipoamide

Arsen und Mercury can inhibt the PDH but can be countered by2-3,Dimercaptopropanol

TCA
ycle 0 goo- G
CoA CH,
H,0 ¢ Oxaloacetate
" e scon -00C—C—OH ( )c4>$c6
i \ e NADH
) C\tr‘ate 2 Aconitase - C NADH
) o%c/coo— synthase Coo- ) H OH
| Citrate 00C— | —H Cco,
CH, CH,
NADH + H* CO0o- COO- NAD* FADHZ C5
Oxaloacetate Isocitrate
Malate Isocitrate NADH
. d(A}“‘\dr(}g[E’HdS(’ dehydrogenase NADH + CO, ATP
NAD -0oc. o G Co,
Coo- Vol 2
HO*A‘:fH éHz
‘CHZ (‘:H2
COoO- Coo-
Malate a-Ketoglutarate
a-Ketoglutarate NAD+ + CoA
Fumarase ‘]("'["O‘,‘:;jg;“’““
COA*S\ 40
C
H;0 H\ﬁ _Coo- (:: H, NADH + CO,
C CH
-00C~ H Succinate ~ Sut(m\,:‘ CO‘A 2
Fumarate dehydrogenase [e]0) synthetase COO-
CH, Succinyl CoA
FADH, CH, ADP + Pi
FAD 0o %o Fig. 17.13, 17.2 Berg et al., Biochemistry, 9t ed.
Succinate
Citrate Synthse
Erzeugt Citrate aus Acetyl-Coa und Oxalacetate
CoA_
s | H,0 CoA Pl
CoA—S /C\ H,C
o= H,C o | )
+ /C:O — > HO C—COO
iy HaC HO—C—C00~ |
= 3 CH
00C P S
/CH2 ~00C
~00C
Oxaloacetate Acetyl CoA Citryl CoA Citrate
Acontiase

macht aus citrate isocitrate Uber cis-aconitate



Co0o~ Co0~

H—C—H H0  -00cC H H,0 H—C—OH
\C/ 2
I ——= -00C—C—H

“00C—C—0H —/———

CH, -0oc”” C\CH2 CH,
LOO' LOO‘ |C00'
Citrate cis-Aconitate Isocitrate
iron-sulfur protein
Isocitrate Dehydrogenase
coo-
H—C—OH NAD* NADH + H* 'ooc\c O H co, ~0oC ~c P
'ooc—c—H \ / > ‘OOC—|C—H \ / > |CI-l2
CH2 CH, |CH2
Coo- coo- coor
leacitrata Oxalacuccinata ~v-Kataalutar

2 steps, oxidation und decarboxylation

Alpha ketoglutarate dehydrogenase

-00C CoA—S

0 |
\lc \c/ |
CH |
[ © + NAD* + CoA —> tH2 | co, + NADH |
CH2 CHz :
coo- Co0~ |
a-Ketoglutarate Succinyl CoA |
anhlich zu pyruvat dehydrogenase?
Succinyl-Coa Synthethase
7 coo-
CHZ CHZ
+ P; + ADP —> + CoA + ATP
Co0~ (aolom

Succinyl CoA Succinate



from succinate to oxalacetat is basically eine FAS

| COO™ FAD FADH, coo- NAD* NADH + H*

‘ | H coo~  H0 | O~ 00"
| H—(|I—H E f \ﬁ/ \ Ho—clz—H c|
|
'H—C—H C H—C—H H—C—H
T
! | 00C H
| oo~ coo- coo-
|
‘Succinate Fumarate Malate Oxaloacetate

Succinate dehydrogenase

COO™ FAD FADH,
Cco0-
e Ny
H—C—H '
See” R
Co0-
Succinate Fumarate
Fumarase
: CO0O~
: (dolom H,0
! H
i \ﬁ/ \_\ HO—C—H
C H—C—H
i -0oc”~ OH
| CO0O~
{ Fumarate Malate
! OH-
o ow
' =00C

Fumarate L-Malate

Malat dehydrogenase



(o]0 NAD* NADH + H*

o Ccoo-
\ /
HO—C—H \ / \Cl

H—C—H H—|C—H
(dolom Ccoo-
Malate Oxaloacetate

Ist krass fur stoffwechsel da viele precurser hier hergestellt werden

Glucose Pyruvate
Other
amino acids, \
purines, Acetyl CoA
pyrimidines \
Oxaloacetate \
Aspartate 4 o Citrate
Fatty acids,
7 P sterols
3 / Purines
Succinyl a-Ketoglutarate f
CoA
.M ) \ _Other_
Porphyrins, Glutamate amino acids

heme, chlorophyll

Glyoxylate Cycle



Acetyl CoA CoA

+ H,0
(".00‘
- thas CH,
O\C /COO ’
‘ “00C—C—OH
%Hz CH,
(eolon oo~
Oxaloacetate Citrate
COoO~
CO0O~ H—C—OH
HO—C—H “00C—C—H
CH2 CH2
CO0O~ - CO0O~
Malate Isocitrate
CO0O~
CoA ‘
_C
H™ S0 CH,
A | CoA
ed. c:mz o° Glyoxylate oo-

Succinate

kommt nur in Microorganismen und Pflanzen vor. Damit kdnnen sie Glucose erzeugen,
ohne CO2 aufzunehmen, da sie es aus den Fettasuren nehmen

Respiratory chain
Nutz das NADH und FADH2 aus dem TCA um es uber eine H+ Gradienten in ATP
umzuwandeln.
Coenzyme Q
Ubiquinone/ubiquinol (sind Terpene :))
1e-/2e- shutteling enzymes
haben generell eine quinonoide struktur

Energy eines solchen Shuttelings

Cr
AGTransport= °T°lnC—1 + Z'F'AV
——
Work against
transmembrane

potential



Enzyme-bound!

|
%]
o

[ NADH-Q :
oxidoreductase

—100

Standard Free energy relative to 0, (ki mol-')

Q-cytochrome c oxidoreductase

Cytochrome ¢

Cytochrome ¢
oxidase
—150 —
—200 (— Q & Fig. 18.6mc
0, H,0 Biochemistr
4 Reartinn nrnorecc

« Complex I: NADH-Q oxidoreductase

Intermembrane
. space

« FMN = Flavin mononucleotide gibt e and eisen schwefel cluster weiter

+ Macht einen Power stroke, wenn es reduziert wird da das N2 drch 2 cys stabilisiert

wird und eines davon abbgeht

« Complex Il: Succinate dehydrogenase



Succinate + Q,x ——— fumarate + QH,

Keine e werden bewegt sondern es catalysiert diese reaktion
hat Heme b struktur

Complex IlI:
loss-free transfer of e from 2e donor (ubiquinol) to 1e acceptor (Cyt C)

-
—_————

N IMS

4 H*
p4 cytochrome c A 2 (cytochrome ¢
(ox) ~o. | 7 (red)
I
I
I
:
|

QH, (+ QHy) == == === === mmmm oo oo --=> Q(ox) (+ QH,)

Complex llI

/ Matrix

Complex IV cytochrom C oxidase

4
4 (cytochrome c A S 4 Gl Y
(red) ~e. ' 7 (ox)

IMS /

-
___—
—

4 N
’ \
Matrix ’ \
l/ \ J \N
O, +4 H" 2H,0
I
("Chemical" protons) (Unclear which side of the
4 H" Matrix membrane H;O is released)

(Pumped protons)

asd sad - asd

ATP Synthase
Durch ETC wird viel H+ in die IMS gepumpt



« ATP wird einfach in er Active site gebilet, aber ohne die Proton motive force kann es nicht
released werden.

ucture

IMS

Matrix Inner mitochondrial
membrane

iiochemistry, 9t ed.

» Es dreht sich die gamma untereinheit



Brp

120° rotation
of y (CCW)

ADP + Pi
Mechaniemne-

Wenn die Gamme spitze geht, wird ATP entalssen und die T site (geladne mit ATP)
wird zur O site (leer).

Die 0 site wird balden und wird damit zur L site (dort findet die Reaktion zu ATP statt)
T: sehr hohe affintat, kein platz fur weiters
B/0: binde tasche ist offen, aber hat nocht nichts geladen
L: geladen und halb zu, damit die Reaktion stattfinden kann
Gamma, epsilon und c-ring drehen sich
Aspartate befindet sich im cring und interagiert mit dne protonen, ist stark konserviert.
dalta G = -48 kj/mol fur eine umdrehung
Ordnent sich meist als dimere an
Um genug ADP zu haben und ATP abzufuhren gibt es ATP-ADP-Translocase



Mitchondrial ATP-ADP
translocase

mitochondrial
matrix

inner
membfrane

+
+
+
+

++++++ 4

adapted from
Kunji ERS et al.,
BBA 1863: 2379-2393 (2016)

intermembrane
space

ATP synthase ADP/ATP carrier phosphate carrier

» Wie wird aber eigentlich NADH transportiert?
« Uber das malat-aspartate shuttle

cytoplasmic malate NAD* (cytoplasmic aspartate
dehydrogenase aminotransferase cAST)

NADH Oxaloacetatek\ ﬂGIutamate ﬂ
\y\,’ +
A M

Malate o-Ketoglutarate Aspartate
e L L Ay

Intermembrane
space

Inner
__________________ 4 mitochondrial
. membrane
RO, e Matrix
electroneutral Malate X
I’ \\
NAD* Oxaloacetate * ‘Glutamate asparta mate
mitochondrial malate (mitochondrial aspartate SLC25A12 / SLC25A
dehydrogenase NADH aminotransferase mAST) electrogenic

(citrata cycle)

° Fig. 18.38mod Berg et al., Biochemistry, 9t" ed.

Glycerol-3-P shuttle



Glycerol-3-P shuttle NADH + H"  NAD*

Cytoplasmic

glycerol 3-phosphate
dehydrogenase CH,OH
/CH20H
0=—C HO—C—H
\
CH20P032_ CH20P032_
Dihydroxyacetone Glycerol
phosphate 3-phosphate
Mitochondrial
Intermembrane glycerol 3-phosphate

dehydrogenase

Inner
mitochondrial
membrane

Matrix

Yield
» 30 ATP pro glucose molekdl



Eilika Weber Ban Sem 4
Glykodenstoffwechsel

Lernziele ,,Glykogen-Metabolismus“

1. Sie kdnnen den Aufbau eines Uls beschreiben
Art der Verknij Grosse) und angeben, wo in der Zelle

Glykogen vorliegt.

2. Sie kénnen einen Ausschnitt des Glykogens mit den beiden existierenden
Verkniipfungsarten zeichnen (Strukturformeln!).

3. Sie wissen, wo im Korper das Glykogen vorliegt und wie es abhangig davon
verwendet wird.

4. Sie kénnen die Eij des als b und es
vergleichen mit dem anderen Energiespeicher, den Triacylglycerolen.
5. Sie haben die wichtige Rolle des fur das Gehirn und kénnen die

Zusammenhinge dazu erklédren, zB welche Mechanismen dafiir sorgen, dass das
Gehirn Glucose aus der Blutbahn aufnimmt.

. Sie kennen grob die te des Nii im

. Sie konnen erklaren unter welchen
und unter welchen Glykogenabbau stattfindet.

o

~

8. Sie kénnen die Enzyme b die an der Glyk beteiligt sind, und
die i i fiir die sie tlich sind.
9. Sie kénnen die Enzyme bennen, die an der Gykogenolyse beteiligt sind, und die

Reaktionen beschreiben, fiir die sie verantwortlich sind.
10. Sie sind in der Lage den Aufbau der Glykogenphosphorylase (aktives Zentrum,
i u i und den Cofaktor zu benennen, der beteiligt
ist. Sie konnen die Gesamtreaktion mit Strukturformeln zeichnen. Sie kénnen auch

den Mechanismus beschreiben, iiber den die Reaktion ablauft (was ist die etwas
ungewséhnliche Rolle des PLP hier?). Sie haben verstanden, welches Produkt entsteht,
und warum das von Vorteil ist.

11. Sie kennen die i Zustande der ylase und wie diese
Zustdnde durch Regulation (allosterisch und Phosphorylierung) beeinflusst werden.

12. Sie kennen die der des und wie das
wiederum mit dem Blutzucker zusammenhangt. Dabei sollten ihnen folgende
Element ein Begriff sein: Adrenalin, Glucagon, Insulin.

13. Sie kénnen die reziproke Regulation des Glykogenauf und —abbaus in Form eines
Diagrams und ein paar Satzen beschreiben.

14. Sie kénnen die Gesamtreaktion, die von der Glykogensynthase katalysiert wird mit
Strukturformeln zeichnen. Was ist die aktivierte Form der Glucose bei dieser

Reaktion? Warum muss eine aktivierte Form vorliegen? Warum nicht das Produkt der
Glykogenphosphorylase, das ja auch eine aktivierte Form ware?

15. Sie wissen, was Glykogenin ist und warum es im Zentrum eines jeden Glykogenkorns
2u finden ist.

Aufbau eines Glykogen Molekdls:
Poly Saccarid (alpha 1-4 verknupft, alpha 1-6 verzweigt) aus glukose
Typischerweise 40 nm durchmesser und 50000 Glukose moelkule
Hauptsachlich als Glykogen im Cytosol, vor allem in Leber und Muskelzellen

Zeige beide verknupfungsarten



Baustein a-D-Glucose CH,0H

H
OH H
HO OH

Glucoseeinheiten sind Uber a-glycosidische Bindungen verknipft
(O-glykosidisch, da mit OH reagiert)

CH,0H

L] 0 1,6-Glycosidic bond
@ a-1,6-Glycosidic bon
H H 1/
~0 o\
CH0HH oH °fH2 .
How O _H Verknipfung: o(1>4)
H H o1 4 H e
H H H H /6. | .
~0 ! etwa alle 10 Reste Verzweigung: ol(1-2>6)
H OH H OH

CH,OH CH,0H CH,OH CH,0H

BEA S

a14||nkage
CH,0H OH CH,OH OH CH,0H OH CH,OH 0H5CHz

(SXSNIXINI T

Wo und Wie wird Glykogen verwendet
Hauptsachlich in der Leber und in den Muskeln
Leber: Halt blutzucker aufrecht
Muskel: Energiequelle fur Kontraktion
Eigenschaften als Speicher und wie ist es im verlgeich zu Triacylglycerol
Ist kurzzeitspeicher, begrenzter speicher, weniger dicht
Halt max 24h, unter belastung nur 1.5h
Ist kein Fett wie Triacylglycerol
Glykogen furs Gehrin
Glukose dient als Energie Qulle firs gehirn
Wird Uber den GIuT durch die Bluthirnschranke ins Gehrind Transportiert
Normalwert Blutzucker
4-5,5 mmol/L
Bedingungen fur auf und abbau

Glykogensynthese: wenn man gegeessen hat, also hoher Blutzucker oder unter
einfluss von Insulin

Glykogenolyse: Bei aktivitdt oder beim Fasten, niedriger Blutzucker



Beteiligte enzyme beim Aufbau (Glykogensynthase):

Bildung des aktivierten Aufbau der o(1,4)-Ketten Einbau der a(1,6)-Verzweigungen
Glucosedonors

[_/% A A
r A\ r B

Glucose

ATP
~
Hexokinase 3
\ /
l\' \ *
-® Glucose-6-® \ / / /
| \ J { &
Phosphogluco- \ [ [/
mutase | (0"
| \\ A ol S
\ L/
@ Glucose-1<P) % a1+6-3/
UTpP
| — \ /
Glc-1-P-UTP-
Tranferase N /
) l —00 N [
AP Glykogen- unverzweigtes branching - verzweigtes Glykogen
UDP-Glucose synthase Glykogen (a(1,4)) enzyme “(a1>4,01>6)
Muss erst Uber Energiereiches UDP-GLukose gehen
Beteiligte Enzyme beim Abbau (Glykogenolyse):
Kiirzung linearer Ketten
Y Kettentransfer | /
| A | / /
| 4 > | g
[ o .o @ { / [
B ukan-
_t: // ® % // / / transferase /
LT ®p® Lo S w16 |
A / \ \ /
p Glykogen- e
/\/ phosphorylase \/
al>6 | i 1O [
1 ® D
\ ® \
® .
Glykogen Glucose-1-® Abbau linearer Ketten
= Y
® @
> ®_®
Entzweigung [ / I ® ® @
/ / += ®@e® ® % ®
[ [ a \
N - Glykogen-
// al>6 // /’L‘ — phosphorylase > ® ® ®
debranching & @
/\/ enzyme / > ®
oG [ Glucose-1<P)

[ l

Wenn der abzubauende Ast zu kurz ist, wird eine verzeweigung abgehangt um den
eigentlichen zu verlangern. Der Ast kann nicht komplett abgehangt werden, eins bleibt
zuruck, da andere Verbindung

Aufbau und mechanismus der Glykogenphosphrylase:



PLP-abhangige Katalyse

OH OH OH
Carbokation
HO O”:) HO A-‘A £, HO o
HO HO
OH HO H OH
0, o ! o
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0 (‘6 (")/ (e}
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Catalytic sites

e
ol

A

Glycogen-
binding
site

Passiert wegen des grossen Konzentrationsgefalles, viel mehr glykogen als Glukose
Die phosphatgrupe dient als sdurebase katalysator
Ist prozessiv und spaltet viele ab



Zustande der Glykogenphosphorylase
Die Glykogenphosphorylase hat verschiedene Zustande, darunter den aktivierten und
den inaktivierten Zustand.
Die Regulation erfolgt sowohl allosterisch als auch durch Phosphorylierung.
Adrenalin und Glucagon aktivieren die Glykogenphosphorylase, wahrend Insulin sie
hemmt.
Die Phosphorylierung der Glykogenphosphorylase durch Proteinkinase A fuhrt zur
Aktivierung, wahrend die Dephosphorylierung durch Phosphoproteinphosphatase-1
zur Inaktivierung fuhrt.

Glykogenregulation reltaion Blutzuckerspiegel
Stimulieren den Glykogenolyse: Adrenalin Glucagon
Glucogensynthese: Insulin

Rezprioke Regulation desAuf und Abbaus
Beide Schlisselenzyme (Glykogen Synthase und Glykogen Phosphorylase) sind
interkonvertirebar (also phosphoryliert oder nicht)
Bei Glykogenphosphorylase wird wirkt phosphorylierung aktivierend, bei der
Glykogensynthsae inhibierend

Gesamtreaktion der Glykogensynthase:



Bildung des aktivierten Glucosedonors fiir die Glykogensynthese

o Glucose-1-phosphate
0=P-0
04 CH,;OH
o 1 (o]
OH ) , OH o
HO OH HO O0—P—-0 \ uUTP
OH OH ¢ o
Glucose-6-phosphate \ )J\NH
o o \o | )\
i
*olp‘o‘lvlc‘)\‘ﬁo 0 N So
(o] (o] (0]
OH OH
CH20H 2 2
|
(0]
NH
OA9 9 Q ” 9
HO O—P—-0—P—0 N (0] 0—-P—-0—-P-0
OH | | Il |
(0] (o] (0] (o}
UDP-glucose OH OH Pyrophosphate

Glycogensynthase Mechanismus (wahrscheinlichste Variante)

CH,0H
0
/ oY
HO ‘
CH20H CH,0H  CH,OH HO |
/| Ot) on Io) o o O‘/
R Dote—_ (K a < a 0=P-0 0
HO \_O0 0- )]\
HO H™ OH OH ? NH
oo 0=P-0 |
| N
0=P-0 o} o o N0
0 P Y
| NH
0=p-0 |\ OH OH
X o. N"So
OH OH CH,OH CH,OH CH,OH
0 0 o
OH OH OH
uDP Ho Lo ol
OH OH OH

© Michael Palmer 2019

aktivierte form ist das UDP-Glukose
braucht aktivierung da alpha1-4 sehr energie reiche bindung ist.

warum nicht Glykogenphosphorylase produkt? Das dortige produkt wurd weiter
metabolisiert und wird wirde es unnutigrausnehmen

Glykogenin:
Dient als primer und sorgt fur die ersten 4 verbindungen (mindestlange) fur die
Glykogensynthase.

Fettsaurestoffwechsel



Lernziele ,Fettsdure-Metabolismus”

N

. Sie kénnen die Fettsauren und ihre Funktion in den gesamten Organismus einordnen,
dh sie konnen Beispiele fir das Vorkommen der Fettsauren als Komponenten von
anderen Biomolekiilen nennen und kénnen auch einige biologischen Aufgaben der
Fettsduren aufzahlen.

2. Sie kennen den chemischen Aufbau der Fettséuren (funktionelle Gruppen, Charakter
der Kette) und kénnen die Strukturformeln einiger sehr bekannter Vertreter zeichnen
(Palmitat, Stearat, Oleat). lhnen ist die systematische Benennung prinzipiell geldufig
(Nummerierung der Kohlenstoffe, Benennung des terminalen Kohlenstoff,

klatur fur die D

3. Sie haben die Triacylglycerole als Speicherform der Fettsauren kennengelernt und
konnen die allgemeine Strukturformel zeichnen.

4. Sie kdnnen die Ei der Triac ole als Energi icher beschreiben
und diesen Speicher vergleichen mit dem anderen Energiespeicher, der besprochen
wurde, dem Glykogen. Sie kénnen erklaren, warum die Triacylglycerole die
konzentrierteste Form der Energiespeicherung in unserem Korper darstellen.

5. Sie kénnen die Aufnahme der Fettsauren aus der Nahrung und den Transport zu den
Zielgeweben grob beschreiben und kennen die Gesamtreaktion der Lipolyse.

6. Sie kénnen einen Uberblick iiber Fettsaureabbau und —aufbau geben, indem Sie die

vier verschiedenen Reaktionen je fiir Aufbau und Abbau listen, die in einem Zyklus

stattfinden, und die Strukturen der Intermediate zeichnen. Sie kénnen weiterhin
angeben, in welchem Kompartiment der Abbau bzw Aufbau stattfindent.

7. Sie wissen, welche energie-liefernden Produkte bei der B-Oxidation entstehen.

8. Sie kénnen erklaren, warum ein Carbonséure-Thioester als aktiver gilt als die
entsprechende Carbonséure.

9. Sie wissen, welche kti Car a i ingehen kénnen und wie diese
mechanistisch ablaufen (Acyltransfer-Reaktion, Reaktion an a,B-ungeséttigten
Car . . N (c-C Bil .

10. Sie wissen, was der Begriff Lipolyse bedeutet und wie er sich von dem Begriff des
Fettsdureabbaus unterscheidet.

11. Sie wissen, wie Fettsduren zum Abbau in die Mitochondrienmatrix gelangen.

12. Sie wissen, was man im Kontext des Fettsaurestoffwechsels unter Ketonkérpern
versteht und wie sie entstehen.

13. Sie kdnnen erklaren, unter welchen Bedingungen Ketonkérperbildung vorkommt und
zu welchem Zweck.

14. Sie kénnen fiir einige der i im Fettsal fwechsel den Typ Reaktion

benennen, nach dem sie ablaufen, und haben den Mechanismus verstanden (nur die,
die in der Vorlesung vorgestellt wurden).

15. Sie kennen die Reaktion, durch welche die aktivierte Malonyleinheit (Malonyl-CoA)
fur die Fettsduresynthese hergestellt wird und wissen welcher Cofaktor dort

Fettsauren und ihre funktionen:
Fettsauren sind Komponenten von Lipiden, zu denen Triacylglycerole, Phospholipide
und Steroide gehoren.

Sie dienen als Hauptenergiequelle fur den Korper und sind an der Energiegewinnung
beteiligt.

Fettsauren sind Bausteine der Zellmembranen und spielen eine wichtige Rolle bei der
Signalubertragung.

Sie sind Vorlaufer fur die Synthese von Hormonen und entzindungsfordernden
Molekulen.

oder Posttranslationale Modifikation
Isulator, nervnzellen oder vor temperatur
Chemischer Aufbau der Fettsauren:

Numerierung fangt immer bei der Carbonsaure an.
Gesattigt (keine BD) ungesattigt (DB)
gibt eig immer cis DP selten aber auch trans
Gelaufige Fettsauren:

Palmitat (16): CH3(CH2)14COOH

Stearat (18): CH3(CH2)16COOH

Oleat (18): CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH

Triacylglycerole:



(o)

o)
0—C-H
H,C
\OW
A triacylglycerol

Eigenschaften Triacylglycerol:
Aufgrund des geringen Wassergehlts ist er sehr effizient als speicher.
Aufgrund der Hydrophobitat sind sie sehr kompakt
Speichert mehr als doppelt soviel wie Glykogen
Aber 3g H20 pro g Glykogen
also eher 1/8 so effizient
Fettsaure aufnahme aus Nahrung:
Emulsion durch gallensalze,
Pankreaslipase spaltet tryacylglycerole,
Aufnahme Uber Dunndarmepitjelzellen
Dort werden sie wieder aufgebaut und in Chylomikronen verpackt.
Transport Uber Lymphe und Blut



Gesamt reaktion Lipolyse:

gesamt:
(o) R,
o HzF/
Rs O—E—H o
"Z:C\O/LKRZ‘

Triacylglyceride

/ 3H20
Lipase \
3H*

v

CH,OH

HO=—C~H

CH,OH
Glycerol

+
i j\
0~ R, 07 Rs

Fatty acids

R

Fettsauresynthese und Abbau?
Abbau: B-Oxidation (Mitochondrienmatrix)
Reaktionen: Oxidation, Hydration, Oxidation, Spaltung
Intermediate: Acyl-CoA, Enoyl-CoA, B-Hydroxyacyl-CoA, Acetyl-CoA
Aufbau: Fettsduresynthese (Zytosol)
Reaktionen: Kondensation, Reduktion, Dehydrierung, Reduktion
Intermediate: Acyl Carrier Protein (ACP), Malonyl-CoA
Energie liefernde Produkte der beta oxidation
Acetyl-CoA, einmal pro durchlauf.

NADH und FADH2 wederden in der Atmungskette wieder recycled



ATP-Lieferant gewonnene Anzahl ATP

9 Acetyl-CoA 90 ATP
8 FADH> 12 ATP
8 NADH + H* 20 ATP
gesamt 122 ATP
Aktivierungsenergie - 2 ATP

gesamter Energiegewinn 120 ATP

Warum Carbonthiosester reaktiver sind als die Carbonsaureester
Weil der Uberlapp der Orbitale schlechter ist und
Reaktionen der Carbonsaure Thioester

Acyltranserfase:
Beispiel Acetyl-CoA
g hi 1
CoA S — A _ _— “q.
ch)‘\J\S/ 0 + Nuc) H,C N\ ( $-CoA HsC Nuc t ~S-CoA

Addition an alpha beta ungesattigten Carbonsaure thioestern

[ carbon is electrophilic

carbonyl carbon is
0 electrophilic NO@ ¢ O@
B —— - /
RAF\G/[L R R/B\a/g R R™BP - R

o,3-ungesattigtes Carbonyl: B-C-Atom ist elektrophil



Kondensation:

O

"} SCoA

Unterschied Lipolyse und Fettsdureabbau:
Lipolyse bezieht sich auf den Abbau von Triacylglycerolen zu freien Fettsauren und
Glycerin.
Fettsaureabbau bezieht sich auf die weitere Spaltung der freien Fettsauren durch 3-
Oxidation zur Energiegewinnung.

Transport in die Mitochondrienmatrix
Erst Acyl-CoA anhangen

0 0
)\_ + ATP )k + PP,
0 R

R AMP
Fatty acid Acyl adenylate
0O O
/H\ + HS—CoA —/— )J\ _CoA + AMP
R AMP R S”
Acyl CoA

Dann Carnitin dranhangen damit es importiert werden kann

tansportieren Ubefr antiporter



Dann weider CoA dran damit es nicht wieder raus diffundiert.

Fatty acids

Outer
mitochondrial
membrane

Umesterung von Acyl-CoA zu Acyl-Carnitin:

R
malonyl CoA >=o
Carnitine Acylcarnitine o n,c\ \H;H\/L HSW
)k oA+, N (o=, N LS+ Hs—con
HsC 0 HsC 0
B s/c H,c/ HyC
Acyl CoA Carnitine Acyl carnitine

Inner
mitochondrial
membrane

[} H;c\ HO o
? Ao -
Mitochondrial L+ Hs—con = )k oA+, o] \)\/I\ :
matrix X L < ZN,:/‘ °
Acyl CoA Carnitine

jB-Oxidation «——— Acyl-CoA CoASH Acyl carnitine

Ketonkorper wie entsteht er und was ist er?

Sind (Acetoacetat, B-Hydroxybutyrat, Aceton)

Werden wahrenddes Fettsaureabbaus gebildet.

Oder druch abbau Ketogener Aminosauren

Braucht man, da nicht alle organe Fatty acids prozessieren kdnnen (Gehirn)
Bedinungen Ketonkdrper bildung

Wahrend des fasten wenn nicht genug glukose vorhanden ist um das gehirn zu
flttern.

Reaktionstypen und Mechanismus

GG, das von NADH/NAD* abhangt

H3;C
C
CoA D i Con g \ . OH
S/ L + H0 o & L) /C NI
\ =0 / \ \f ’(\\ H,C
C— CoA S c=0 o°)
=0 i/ X HsC W b
CH, CoA =i’ \ g =20
P4 CoA s\ /c—o CH, Yoo @ £
3 E f S o
— /
é /c = H’c\ _CH, -L» H,C p-3-Hydroxy-
/CnA ® HzC\ @ /c“\ ® \c:o butyrate
s ¢==0 e oM /oo HsC
\ / \ “ sl
—_ e lecal lerung S—
Cc=0 H;C /C =y als Nebenreation $—0
CHy o HsC
Acetoacetyl CoA 3-Hydroxy-3-methyl- Acetoacetate Acetone
glutaryl CoA
Aceton ist gasférmig und entsteht
nicht als Energietrager, sondern als
unerwiinschtes Nebenprodukt.
(D B-Ketothiolase (riickwérts, Claisen Kondensation!) Es wird abgeatmet.
@ HMG-CoA-Synthase
@ HMG-CoA Spaltungsenzym
@ Hydroxybutyrat-Dehydrogenase

Herstellung Malonyl CoA und Kofaktor
Malonyl ist der aktivierte C2 Donor, dieser muss hergestellt werden

Die Herstellung benutzt Biotin



Biotin

ATP

Carboxybiotin Biotin

\ ;

/)
H3C—C —— Acetyl-CoA-Carboxylase ——~ OOC—CHZ—C<
S—CoA T S—CoA
& S
Acetyl-CoA Malonyl-CoA
Insulin - Acyl-CoA
Citrat
ATP  Acetyl Carboxylase ist das
NADPH + H®

Schlisselenzym im Fettmetabolismus.

Warum ist das C3 malonyl nur ein C2 donor?
weil CO2 bei der kondensation abgeht

Transport von acetyl-coa aus den mitochondrien ins zytosol
Acetyl-CoA kann nicht direkt durch die mitochondriale Innenmembran transportiert
werden.

Stattdessen wird Acetyl-CoA in Form von Citrat durch die Citrat-Shuttle-Mechanismen
transportiert.
Citrat verlasst die Mitochondrien durch einen speziellen Transporter und wird im
Zytosol wieder in Acetyl-CoA und Oxalacetat umgewandelt.
Transport triacylglycerol und Cholesterol
Bei werden in form von Lipoproteinen trnasportiert.
Cholesterin wird ebenfalls in HDL and LDL transportiert (hagh and low density
lippoproteine)
Unterscheid Lipoproteinpartikel
- Grosse dichte zusammensetzung und Funktion
- HDL transportiert Cholesterin aus Geweben zur Leber und wird oft als "gutes" Cholesterin
bezeichnet.
- LDL transportiert Cholesterin von der Leber zu Geweben und wird oft als "schlechtes"
Cholesterin bezeichnet, wenn es in hohen Mengen vorhanden ist.



- VLDL transportiert Triacylglycerole von der Leber zu Geweben.

Acetyl-ACP CHa/ﬁ\

Malonyl-ACP M Kondensation
@O S—ACP

S—ACP

B-Ketoacyl Synthase
NADP*

o
s b S— ACP-SH + CO,
CH; S—ACP ~a

Reduktion Buturyl-ACP

Enoyl Reductase

NADPH/H*4
O (o]
I i M
N CH S—ACP

cHy S—ACP Fettsdaure-Synthese ’
H B-Ketoacyl-ACP
Enoyl-ACP

Palmitoyl-ACP

NADPH/H*

H,O
B-Ketoacyl Reductase

Reduktion

3-Hydroxyacyl Dehydratase

Dehydratation
NADP*

B-Hydroxyacyl-ACP
ACP = acyl carrier protein

Aminosaure stoffwechsel

i " = o «

Lernziele ,,Pr und A

1. Sie den L ied zwischen den Proteinen als Energiequelle und den
echten Energiespeichern (Glykogen, Speicherlipide) und wissen, wo im Kérper sich
das Hauptreservoir der mobilisierbaren Proteine befindet.

~

. Sie kennen den Unterschied zwischen extrazelluldrer Verdauung der Proteine im
und dem i aren Proteil

w

. Sie kénnen die zwei Hauptrouten des i E] Protei UPS)
nennen.

IS

. Sie sind in der Lage die Gesamtr i i fur eine
mit Strukturformeln aufzuzeichnen und zu erkléren, warum die Hydrolyse in der
Umgebung der Zelle nicht spontan ablauft.

«w

. Sie konnen zwei mechanistische Prinzipien benennen und beschreiben, mit denen
die idbi ysil koénnen und nicht-
kovalente Katalyse).

o

. Sie kennen den allgemeinen Aufbau (Architektur, enzymatische Aktivitdten/Rollen)
von kompartil isi (2B

~

. Sie konnen erkléren, wie Substrate ans 265 Proteasom zum Abbau rekrutiert werden
(auch die Verkniipfung des Ub beachten).
8. Sie wissen, was Ubiquitin ist und welchen Prozess die Ubiquitinierung beschreibt. Sie
kennen die Rolle der Ubiquitinierung fiir den selektiven Abbau zellulérer Proteine.
9. Sie wissen, welche Art der Bindung bei der Ubiquitinierung entsteht und kénnen
diese Verkniipfung mit Strukturformeln zeichnen.

N
°

. Sie kénnen die izzi , die zur Ubiquitini g eines Zielproteins
fiihrt und wissen, wo die Substratselektion stattfindet.

.
=

. Sie kennen grob den Aufbau des 26S Proteasoms und konnen die Aufgaben der
iedli Unter / die wir besprochen haben,

benennen.

-
o

. Sie kennen die drei Elemente des Aminoséaureabbaus (Entfernen der Aminogruppe,
i isen in Har und L des Usts).

N
@

. Sie haben die prinzipielle Funktionsweise der grossen Klasse der PLP-Enzyme
a inosa als und konnen die
i auflisten (Depi ierung, Decarboxylierung,

Seitenkettenelimination).

I
>

. Sie kénnen PLP zeichnen, die funktionellen Gruppen benennen und die iibliche Rolle
der Aldehydgruppe und der Phosphatgruppe beschreiben.

N
@

. Sie wissen, was in der PLP-Katalyse als internes und externes Aldimin bezeichnet
wird, welcher Rest im aktiven Zentrum des PLP-Enzyms dafiir wichtig ist und sie
konnen die Strukturen dieser beiden Intermediate zeichnen.

16. Sie konnen Fragen zu Dunathans Hypothese beantworten und die drei quinon-
ahnli i die durch die Bi bei Aminosé als
2Zwischenprodukte entstehen, zeichnen.




Proteine als Energiequlle vs echte Energiespeicher
Sie haben eigentlich eine andere Funktion, also nicht so effizient
Die meisten mobilisierbarne Proteine befinden sich in den Muskel, danach kommt die
Leber.
Extrzellulare Verdauung vs Intra
es werden 300-400g pro auf und wieder abgebaut
Extra:
aufnahme Uber nahrung (empfehlung ist 100g)

Durch saure Umgebung werden die Proteine denaturiert. Das Pepsin
(Aspartylprotease) wird ebenfalls bei tiefem pKa aktiviert.

Danach wirkt das Pepsin als protease
Intra:
uber K48-linked ub wird die verdauung von fehlerhaften Proteinen angesetzt
Meist werden alte oder fehlerhafte proteine abgebaut.
Manche proteine solle es nur fir kurze zeit geben (regulative)
Problem: Proteine in der Zelle sind gefaltet.
Hauptrolle Intratzellularer Abbau:
Lysosomaler Abbau
lysosomen
UPS (Ubiquinated Ptroteasom System)
26S proteasome
Warum ist die Hydrolyse nicht spontan und Reaktion der Peptidspaltung
Es hat eine sehr hohe Aktivierungsenergie, -20kJ/mol

S3 S-| 52’ Bi

m indungstaschen am Enzym
H || .v-“ -
“‘\,)\ \)\’NY\)\/Y\ + H,0
Il H "5

'—ﬁ

IR AR\
52 S1I S3I
AG% =-20 kJ/mol
1 ohne Enzym: t;/, = 10-1000 J.
P P P o
N N S
X N G X A + +H.N G X N
I YR
H H \ * H =,
o "oy o H %, o Moy
N-terminales Fragment C-terminales Fragment

Mechanismus der Proteasen
Kovalent Katalysiert:



« Angriff Uber Nukleophilen Enzymrest (Ser, Cys)

(o] (o]
XH + Ra  _C —— x—c// —_— XH + HO—C//
EI Rq RZ_'_':‘\H / \R1 H,0 / \R1
» Nicht Kovalten:
« Uber Aspartyl Protease
ASPARTYL PROTEASES METALLOPROTEASES
R
N0
H = o)
\?~/x/ "H 72,
H AN X—C

J [0}
0\ -( 7 B: ‘H\J \R
()

6. Aufbau Proteasome
Entfaltung: mechanische Aktivitat durch ATPase-Ring

f‘ﬁr QY —— W
\"‘f

ATP

S

—

Proteinsubstrat

Spaltung der Peptidbindung

_vfa
— as

o

7 e

! Ry . %

R, -t + H0 ——" R—C, - + R,—NH;*
/ 'I_. \b

« Ist Energie Abhanging



nicht-ATPase
Untereinheiten: Rpn1-13

19S Regulatory Particle
(~900 kD)

zwei katalytische Aktivitdten: <
ATPase Aktivitat

Deubiquitinierung
ATPase

Subunits: Rpt1-6

N\

90°
20S Core Particle <
(~700 kD)

Wie binden Proteien an 26S Proteasome
Ub kette wird von Ub ligasen erkannt

Ub Rezeptoren (binden

Ubs der polyUb-Kette)
Polyubiquitin——__|Rpn13 ‘7
chain /Q\Ep”m
Substrate / ‘
unstructured | \ ‘
region
Deubiquitinase

)
LRpn8-
Rpn1 1‘/
\f Substrate

ATPase ring

Die markierten Protiene werden von der regulatorischen Untereinheit erkannt.
Die Verknupfung der Ubs spielt ebenfalls eine Rolle



signalling, trafficking

immune signalling, autophagy DNA repair

5. Was ist Ubitquitine und Ubiquitineierung
« Ubiquitine

> in allen Eukaryonten = «das Allgegenwartige»

> kleines, globuldres, monomeres Protein (76 aa)

» B-grasp fold

» C-terminus gut zuganglich

» sehr stabil

> kann kovalent an andere Proteine angeheftet werden - Ubiquitinierung



Ubiquitinierung:
Ub-Substrate

e E1/E2/E3 Cascade; GG-K

>

Ubiquitin
Isopeptidbindung

Ub

HN N

Isopeptide
bond

Lys

-4

Peptide o Peptide
bond bond

Welche Bindungsart bildet Ub mit dem Protein?
Macht Isopeptidbindung

Ub Kaskade und Substrat Selektivitat:

E1, E2, E3 Enzymkaskade: ? i i
+ ATP

PP; #~amp AMP .
7Gx E1 ® w
Q™ =" 0 (:)
) o
1
S\ éo
= C

Selektivitat passiert durch E3



Benennung und Aufgaben des 26S Proteasomes

nicht-ATPase
Untereinheiten: Rpn1-13

19S Regulatory Particle
(~900 kD)

zwei katalytische Aktivititen: <
ATPase Aktivitdt
Deubiquitinierung

20S Core Particle <
(~700 kD)

Drei Elemente des Aminosaure Abbaus
Entfernung der Aminogruppe duech Trans oder Desaminierung
Einspeisung der Aminogruppe in den Harnstoffzyklus zur ausseidung
Umwandlung des Kohlenstoffgerusts in metabolische Zwischenprodukte

Funktionsweise der PLP-Enzyme und lhre unterschiedlichen Reaktionen.

o) H (o) H
2- 0 2- ('i
== P OH o o
O ) \o / (o) ’/ \o /
o o
\ \+
N CH; ” CH;
Zwitterion

in Enzymen meist in dieser Form

Funktion: Sie stabilisieren Carbanion, TPP ist der andere Kofaktor.
Deptrotonierung
Decarboxylierung

Seitenkettenelimination



Struktur PLP und die Funktionen der der Gruppen

o H (o) H
2- (i 2- (T
d/ o Z 07/ o Z
—
N S
N CH; N CH;
. . H
Zwitterion

in Enzymen meist in dieser Form

Phosphate bindet mit dem Enzyme, PLP-Enzyme haben "Phosphatischen Bindung
Cup"
Aldehyde bildet Schiffsbase mit dem zu Transferierende primaren amine
Der Alkohol ist relativ sauer da er Resonanz stabilisiert ist
Pyridine ist der Aromat der als Pi gerust funktioniert
Die Vergrosserung dieses pi system treibt die Reaktion nach vorne
Was ist interners und externe Aldimine
Internes Aldimine: Schiffsbasen Bindung von Lysin des PLP-Enzymes mit PLP
Externes: Schiffsbase mit aminosaure

'\:\, ~ Lysine
» 0
&
(‘ o Transaldiminierung erlaubt il
2 7 Substratbindung und Produktfreisetzung o
03P | 2-0,P0 Z |
N+

internes Aldimin externes Aldimin

Was ist die Dunathans Hypothese und welche drei Quinone ahnlichen Produkte gibt es bei
der Bindungsspaltung als zwischen produkt entstehen
Dunathans Hypothese: Rotation um die Bindung zwischen C-a und Imin-N bestimmt,
welche der drei Bindungen gespalten wird.



Bindung, welche
Welche Bindung wird gespalten? nahezu senkrecht zu

Ringebene steht.

R1

3\ R3

neues p-Orbital ist
konjugiert

kann weiter fiihren zu:
Racemizierung
Transaminierung
B-Eliminierung

H - '3
R \a €00 o'i‘°‘°°
Cr b er‘

-9
:| Decarboxylierung | § fih
b > + ann weiter fiihren zu:
o H 1t
07\0 o a-Decarboxylierung

I o- transaminierende Decarboxylierung

H
2. | 4
~03P0
(0]
CH3 Quinon
H



Aminotranferase Reaktion und lhre Enzymefamilien

N OH"
HoN ) NH3 :NH,
© ©)
RU oy / R.__CO. R\ cos . R-__CO;
: T — T — —" g
Halbreaktion 1 r\g)-l r\g H r\g o
7 o” )l o” o® H K\
CN | LN | \N | RC*? o5
HO H HO e ®
external aldimine Quinonoid Ketimine ®/\é/Io H._NHz
©
L. Carbinzlamine - 0
Transamlnlerung Sy |
H®

PMP (Pyridoxaminphosphat)

Lys
] X
HoN: NHg :NH, /
Aminoséure 2 O H © ©
(Glutamat) Ozcv\ifzcoz Ozcxgq(coz o, CO2 o,c 00(29
OH, >

i NH NH NH
Halbreaktion 2 ® o e 08 oKG O
= 0 g 0 78 0 Ketoséure 2
X | I‘r. | S | (a-Ketoglutarat)
N N

Glutamate aldimine Quinonoid Ketimine

Gibt zwei Arten der Aminotransferasen: Aspartate Aminotransferase (AST) und Alanin

Aminotranferase (ALT)
Beide Ubertragen die Alpha aminogruppe auf eine Ketosaure

konnen zusammen vorkommen

Alanin Pyruvat
?OO' (I:OO'

*HsN—C—H O=EC
é H (|ZH Oxidative Desaminierung erfillt 2 Aufgaben:
3 3 1. Freisetzung von NH,*

Alanin
Transaminase 2. Regenerierung von a-Keto-Glutarat

Glutamat Dehydrogenase Glutamat Dehydrogenase .
= . NAD* NADH + H* 2 - ) |
C[OO (l:OO (or NADP*) (orNADP:HH"l 00 H,0 NH,* CIOO ( Kidney 7/'
o:f *H3N—C—H E Z *WN=§ E i o=$ -
CH2 (IZHZ Dehydrierung der CIHZ hydrolytische CIHz Exciviec by lnjos,
| Co-N Bindung CH, Spaltung CH,
2-0 2 CHZ ' N 2-Oxo- l
-Oxo- | % («0]6} glutarat COO™
glutarat COO COO~ Glutamat Schiff-base

intermediate

Aspartat
2-Imino-Glutarat

Transaminase

CIOO‘ CIOO‘
*HyN —C—H o=?
CH, CH,
CO0~ CO0~
Aspartat Oxalacetat

Wege Ammonium aus AA zu bekommen

— Transaminierung
— Desaminierung



Reaktion Glutamatdehydrogenase:

Glutamat Dehydrogenase

NAD* NADH + H*
(or NADP*)  (or NADPH + H*)

H,0 NH,*
*H;N, H \ / NHz* ?
.
-ooc>\/\coo- -ooc)}\/\coo- 5 oc)l\/\cow

. - o
Dehydrierung der . hydrolytische

Schiff-base |
Co-N Bindung intermediate Spaltung a-Ketoglutarate

Glutamate

ist eine oxidative desaminierung
Erzeugt ammonium fur den Harnstoffzyklus und alph aketogluterate fir die
Transaminierung

Was ist der Harnstoffzyklus, wo passiert er und woher kommt der zweite Stickstoff?
Stoffwechselweg der in der Leber stattfindet. und dient zur ausscheidung von
Stickstoff
Eingangsreaktion ist die Kombination aus ammonium mit Kohelndioxide (aus der
Atmungskette)
Der Zweite stickstoff kommt aus dem Aspartate was

1 IUIIIJL\JIILY

i
Carbamyl- — ®\C/NH2
phosphat - 1l
aus CO,von |
der Atmungskette  HCO3™
' goo-i
NGl Wt o
= Ornithin
(CIH2)3 § P |
NH3* | 4 : 1
e i 1 Carbamylphosphat-Synthetase ol ——r
/ 2 Ornithin-Carbamyltransferase 3 Matrix(Mitochon
% %
' 3 Argininosuccinat-Synthetase ! Cytoplasma
A 4 Argininosuccinat-lyase 4
Ornithin 5 Arginase
(0) NH
N Grags Harn-
i stoff Ornithin/Citrullin
2 Antiport (ORNT1)
s co
i Arginin Arginino- (awe)
Succinat
X\J COo0O~
- *H3N—C—H
= . Fumarat "00c .o ST
I (fH2)3
+H.N—C—
H3N ? H <J—_—‘ e H/N\CéNH2+
($H2)3 1 Gluconeogenese ,LH
/N\CéNH2+ I |
T, | @it 00C—CH,~€—C00
2 ’ H

Harnstoffzeichnen

Transaminierung verzweigter AA, was ist der Alanin-Zkyklus ( Cahill Zyklus)
werden nur im Muskel tranaminiert



Leucin, Isoleucine und Valin
Cahill Zyklus

Muskel tausch Alanine gegen glukose mit der Leber aus

transaminiert.

- NH,4* und Kohlenstoffskelett

Alanin
Transaminase

LIVER | MUSCLE o
“(‘ H o
== = - H3sN—C—H
S O—c oo~ .y HN—C
Glucose Glucose Glycogen \ | + ="
% : - ycog )~ N, H,
@ . Aminoséure 2
@ B ‘ nicht als freies NH;* AEncsSeiL (Alanin)
P L p sondern via Transaminasen
yruvate o yruvate Halbreaktion 1 | Halbreaktion 2
Glutamate«‘ NH,* Branched-chain
o 4 / amino acids
le + Alanine o Alanlne @ Leu, lle, Val (|ZOO‘
4 \ Carbon O_(":_coo_ O:f
skeletons for
’© N cellular respiration © S

Urea

L

J

Ketosdure 2
(Pyruvat)

Energy!! Ketosdure 1

Passiert Uber die BCAT (Branched Chain Aminotranferase)

Klassifizierung der AA und was sind K

etogene oder Glucogene AA

AA werden zu diesen 7 Stoffwechselprodukten verarbeitet: Pyruvat, Acetyl-CoA, o-
Ketoglutarat, Succinyl-CoA, Fumarat, Oxalessigsaure und Propionyl-CoA.

Alanine
glucogen Cysteine
Glycine :
ketogen Sarina Leucine
[ soning Isoleuci Pherl;zls::aenine
soleucine
Glucose Ul Leucine Tryptophan
Tryptophan Tyrosine
Phosphoenol- Pyruvate
pyruvate Acetyl CoA Acetoacetyl CoA
Aspartate Oxaloacetate
Aspartate
Phenylalanine Fumarate Citrate
Tyrosine 'Y
> Arginine
Isoleucine Succinyl a-Keto- g:u:am,ate
ioni CoA lutarate e
Methionine M Histidine

Threonine
Valine

Proline

Abhanging davon zu welchem Produkt die AA abgebaut werden kdnnen sie
entweder in Glukose (Glukogene AA) oder in Ketokorper (Ketogene AA)

umgewandelt werden.

Weiterverwertung der glucogenen und ketogenen Metabolite:

— Glucogene Metabolite konnen in den Glukosestoffwechsel eingebaut werden und

dienen als Substrat fir die Gluconeogenese.



— Ketogene Metabolite kénnen in den Ketogenesestoffwechsel eingebaut werden
und dienen als Vorstufen fiur die Synthese von Ketokdrpern.

Zentrale Mechanismen des Aminosaureabbaus:
Transaminierung: Die Aminogruppe wird auf eine a-Ketosaure Ubertragen, wodurch
eine Aminosaure in eine entsprechende a-Ketosaure und ein Aminosaurederivat
umgewandelt wird.
Asp Aminotransferase
Ala Aminotranferase
BCAT
Desaminierung uber Glutamatdehydrogenase: Glutamat wird zu a-Ketoglutarat und
Ammonium deaminiert.
Transaminierungen mit a-Ketoglutarat als Akzeptor (Asp, Ala, Tyr) generieren
Glutamat. Transaminierungen mit Pyruvat als finalem Akzeptor (Leu, lle, Val)
generieren Ala, das in die Leber transportiert wird und dort wieder Uber Ala
Aminotransferase Glutamat bildet. In all diesen Fallen produziert letztendlich
Glutamat Dehydrogenase NH4+
Oxidative Decarboxylierung durch Oxosaure-Dehydrogenasen: Dabei wird eine
Aminosaure zu einem a-Ketoacid abgebaut und gleichzeitig CO2 freigesetzt.
Warum Pyruvatdehydrogenase und Glycinspaltungssystem oxidative?
weil dabei CO2 entseht, es wird FADH produziert
Glycinspaltendessystem nicht behandelt
Nicht behandelts
Abbau der C3,C4,C5 Familien



C3-Familie werden zu Pyruvat
Serin: eliminierende Desaminierung

Serin Dehydratase (PLP-Enzym)

b €00 pehydratation *H;N)I\COO' Angriff von Wasser v ——
Serine Pyruvate

(H*von Co/OH-von CB) Aminoacrylate

Alanin: iber Transaminierung

Alanin Aminotransferase

l/ - Cloo—
|
(|200' +H3N——C|—H
*H3N —(I;—H cle
CHy clH7
. 00~
Alanin Glutamat

Halbreaktion 1 | Halbreaktion 2

C|OO‘
oo o=
o &,
CH
5 CI H2
€00~
Pyruvat
a-KG

C4-Familie zu oxalacetat

Aspartat: tiber Transaminierung

/’ ¥ coo-
R oo g I
+H3N_C|_H HyN—C—H
CH
2
i i
[<olon [ 2
Aspartat oo~
Glutamat

Halbreaktion 1 [ Halbreaktion 2 Aspartat Aminotransferase

€00~
C00™ |
| 0=C
0=C |
| CH,
CH, I
- CH,
Co0 I
| €00~
Oxalacetat a-KG

Asparagin: Uber hydrolytische Desaminierung gefolgt von Transaminierung (siehe oben)

Asparaginase

o]

HZNNOG

O @NHj

Asparagin

H,0  NH.* o

N/, GON ©

Angriff von Wasser

O ®NH,

Aspartat



C5-Familie zu alpha Ketogluterate
und Pro zuerst Glutamat.

Arginin, Prolin: ()\" — ()\H
N C00~ ” C00~

Ha \ *H3N *H3N
Proline Pyrroline H H
5-carboxylate po . jyee 2
0 6
N Glutamate Glutamate
*\H + y-semialdehyde
>\/\/ n /NH, gk H /
-00C N —_— R NH;
I -00C
NH,
Arginine Arginase Ornithine
(Harnstoffzyklus)

Glutamin: Gber hydrolytische Desaminierung gefolgt von oxidativer Desaminierung (siehe unten)
Glutaminase

o] 0 H,0  NH.* 0] o]
HoN s A_A, eowo@
®NH, Angriff von Wasser ®NH;,
Glutamin Glutamat

Glutamat: oxidative Desaminierung

Glutamat Dehydrogenase  NAD* NADH + H*
ydrog (or NADP*)  (or NADPH + H) H,0 NH*

*H3N H \ / Ha* E i ?
'OOC>\/\COO' 'Ooc)J\/\COO‘ ‘OOC)I\/\COO'

Dehydrierung der . hydrolytische
| hiff-b ¥
Glutamate Ca-N Bindung i::erlmedai::e Spaltung B RAtOgNMarets
Zeichne Aminosauren und Oxosaurenpaare
(oou
¢ oo Cooll (o
Cc OOk ool [ r (L"‘F‘/{}\& (:‘c)
\ o RO, ~° I d
1
WA T kil (,“\ N ik
4 cH ook OO [ c‘u
2 2 cool
cood
. ©

Nitrogenase Stickstofffixierung
Die Nitrogenase ist ein Enzymkomplex, der den Prozess der Stickstofffixierung
durchfuhrt.

Sie wandelt den in der Atmosphare vorhandenen molekularen Stickstoff (N2) in

Ammonium (NH4*) um, das von Pflanzen zur Synthese von Aminosauren und anderen

stickstoffhaltigen Verbindungen verwendet wird.
Der Prozess der Stickstofffixierung ist energieaufwendig und erfolgt unter anaeroben
Bedingungen in spezialisierten Organellen wie den Wurzelkndllchen der
Leguminosenpflanzen.
Unterschied essentielle und nicht essentielle AA.
Essentielle konnen wir nicht herstellen, missen wir zu uns nehem
Nicht-Essentielle, kbnnen wir selber herstellen
Kenne die AA, am besten alle. Aber sonst mal die strikt essentiellen:
Leucin, Isoleucin, Valin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Threonin, Tryptophan.
Wie wird stickstoffgespeichert
Vorallem in Glutamine ind Alanine, so wird es transportiert.



Oder als Harnstoff

Haufigster Amine donor und wie werd es eingebaut
Transaminase macht es meisten mit Glutamate als donor

Wichtigsten Biosynthese wege kennen (Alanin,aspartate Glutamine/glutamate)

Cysteine

O-Acetylserine

t

['Ir\‘pmphan J ['l'}'r\>~i|1¢~ ] I Phenylalanine

N N

Glucose

®| Glycine

Serine
[

Fructose 1,6-bisphosphate Anthranilate Prephenate
{ 3—l’lnv-ph('\gl\'curdtc I Chorismate
L Erythrose 4-phosphate T
I Phosphoenolpyruvate. DAHP — Shikimate

5

o[ Fsparagine|

f

Aspartate
4-phosphate

Aspartate
4-semialdehyde

Homoserine
/ dipicolinate

Homoserine
Cysteine

I'hreonine | Cystathionine

Pyruvate a-Ketobutyrate Homocysteine
' f Methionine
— '

v v v

o[periaie] 7

2,3-Dihydro-

4-phosphate \& e D:\P\
:

1 3\' Pyruvate

|Pyruvate |— T-= [Alanine @

Acetyl-CoA

2 I
Oxaloacetate Citrate

Malate Isocitrate
Proline |®

Oxalosuccinate T
Succinate |o-Ketoglutarat — T ——» |Glutamate (@

Glutamine |@

Citrulline 1

Fumarate

Ornithine

Was kann man aus aminosaren an anderen Biomolekilen so herstellen:

0 1) e

Adenine Cytoslne Sphingosine Histamine
(o]
HO,
Z NH,
NH;* |
Nt
' |
+ R
HO 1
Thyroxine Epinephrine Serotonin Nicotinamide
(Tetraiodothyronine) unit of NAD*

Ubungsfragen

99 Cite



Warum das Glykogenmolekile keine reduzierenden Enden besitzt.

Alle Reduzierenden Enden haben im Glykogen molekul eine Glykosidische Bindung. Diese
macht eine Ringoffnung nicht mdglich. Da Bei Gylkogen die 1 position immer glykosidisch ist,
hat glykogen keine reduzierenden enden.

Einem Patienten wird eine Lweberboiopsie enthommen, um das Glykogen zu
untersuchen

Das Glykogen wird abgaut durch zugabe von Glykogen Phosphorylase, Pi,
Entzweigungsenzyme

Danach wird das Verhaltnis von G1P zu G gemessen

Ein Wert von 100 wird festgestellt

Welche Ruckschlusse kann man auf die Struktur des Glykogens diese Patienten ziehen
Welchen Enzymdefekt hat der Pient wahrscheinlich

Ein Verhaltnis von G1P (Glucose-1-phosphat) zu G (Glucose) von 100 nach dem Abbau von
Glykogen lasst darauf schlieRen, dass das Glykogen in diesem Patienten eine verzweigte
Struktur aufweist.

Normalerweise besteht Glykogen aus einer linearen Kette von Glucosemolekllen mit
verzweigenden Seitengruppen. Die Verzweigungspunkte werden durch Enzyme namens
Glykogenverzweigungsenzyme hergestellt. Diese Enzyme katalysieren die Ubertragung einer
Oligosaccharid-Einheit von einem Ende der linearen Kette zu einem anderen Kohlenstoffatom
innerhalb derselben Kette, wodurch eine verzweigte Struktur entsteht.

In dem beschriebenen Fall deutet das Verhaltnis von G1P zu G von 100 darauf hin, dass das
Glykogen einen hohen Anteil an verzweigten Strukturen aufweist. Ein erhdhtes Verhaltnis von
G1P zu G deutet darauf hin, dass die Glykogenverzweigungsenzyme nicht ordnungsgemaf
funktionieren oder fehlen.

Basierend auf diesen Informationen kann man vermuten, dass der Patient einen Defekt in
einem Enzym namens Glykogenverzweigungsenzym (Glykogenverzweigungsprotein) hat. Ein
bekannter Enzymdefekt, der zu einer gestdrten Glykogenverzweigung fuhrt, ist die
Glykogenose Typ IV, auch bekannt als Morbus Andersen. Diese Erkrankung wird durch einen
Mangel oder eine Fehlfunktion des Glykogenverzweigungsproteins verursacht, was zu einer
starken Verzweigung des Glykogens und einer gestorten Glykogenspeicherung fuhrt.

Ist das folgende Glykogenfragment (R ausgeschlossen) eine Substrat fur die
Glykogenphosphorylase? Bergunde



CH,OH

CH,OH CH,OH
0,
OH
HO
OH OH
A B

Nein, es ist nicht mindestens 4 Zucker von der Verzweigung entfernt, es muss erst debranched
werden, bevor die Glykogen Phosphatase angreifen kann

Erganzen sie die Strukturformeln in dem Diagramm!

R\/\)J\ CoA
S/

FAD
Acyl-CoA

Oxidation
(o]
Acyl-CoA-
ch)l\s/COA o Dehydrogenase
Acetyl-CoA R S/COA s FADH,
Thiolyse
Thiolase Acyl-CoA
CoA-SH
B-Oxidation
NADH - -
+H Hydroxyacyl-CoA- E_?V%'atca?;
Dehydrogenase
Oxidation OH O Hydratation
NAD R~ _CoA

S

L-3-Hydroxyacyl-CoA

Es findet eine betaoxidatin statt und es wir ein alpha beta gesattigtes thioester gebildet

Zweiter step ist ein 1,3dion, wird durch retro claisen gespalten

Zur Bindungsspaltung dec C-C Bindung im Fettasureabbau muss eine beta ketogruppe
engefugt werden, warum?

Damit wird retroclaisen machen kénnen flur die bindungsspaltung. Bzw Damit das CoA-SH am
beta carbonyl angreifen kann um die Bindung zu spalten. Das B C wird also elektrophilgenug
gemacht fur diesen angriff



Inwiefern hilft der Einbau einer Doppelbindung, eine beta keto grupe einzubauen

Die Doppelbinung macht die Addition einer Hydroxygruppe durch wasser erst moglich. Diese
kann dann weiter oxidiert werden.

Warum kénnen Saugetier aus dem im Fettsdureabbau produzierten Acetyl-CoA bei
Bedarf nicht glucose machen?

Der Hauptgrund fur diese Limitierung liegt in der irreversiblen Natur der Pyruvat-
Dehydrogenase-Reaktion, die Pyruvat in Acetyl-CoA umwandelt. Die Bildung von Pyruvat aus
Acetyl-CoA erfordert eine andere enzymatische Reaktion, die als Pyruvat-Carboxylase
bezeichnet wird. Dieses Enzym katalysiert die Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat und
ist ein entscheidender Schritt fur die Gluconeogenese.

Netto Synthese von Glucose aus Acetyl-CoA ist fur Saugetiere nicht moglich. Erklaren
Sie, wie es dennoch zu folgender Beobachtung kommt:

Radioaktiv 14C-markiertes Palmitat wird einer Saugetierzellkultur zugefuhrt. Nach
einiger Zeit taucht die Radioaktivitat auch in der Glucose auf.

Bei der Zufuhr von 14C-markiertem Palmitat wird das Palmitat in den Mitochondrien durch 8-
Oxidation in Acetyl-CoA umgewandelt. Das Acetyl-CoA kann dann entweder fur die
Energiegewinnung verwendet oder zu anderen lipogenen Verbindungen synthetisiert werden.
Ein Teil des Acetyl-CoA wird jedoch zu Oxalacetat umgewandelt und gelangt in das
Zytoplasma.

Im Zytoplasma kann das Oxalacetat durch eine Reihe von Reaktionen, die in der
Gluconeogenese stattfinden, in Glucose umgewandelt werden. Dieser Prozess beinhaltet
verschiedene Enzyme und Zwischenprodukte, die letztendlich zur Bildung von Glucose fuhren.
Wahrend dieser Umwandlung kann die Radioaktivitat von 14C, die ursprunglich im Palmitat
vorhanden war, in die neu synthetisierte Glucose ubertragen werde

warum wird die Fettsauresynthese Hydrogencarbonat benotigt

Ist basically das carbon au aus acetyl maolnyl coa macht, da as vom ACC (Der biotin braucht)
carboxynliert wird.



Wird aufgereinigte Aspartat-Aminotransferase gegen Puffer dialysiert, kann man nach
und nach den Cofaktor PLP entfernen. Der Prozess ist allerdings sehr, sehr langsam.
Durch Zugabe von Aspartat kann die Dissoziation des Cofaktors vom Enzym
beschleunigt werden. Warum?

Aspartat-Aminotransferase ist ein Enzym, das an der Ubertragung der Aminogruppe zwischen
Aspartat und a-Ketoglutarat beteiligt ist. Der Cofaktor PLP ist fur die katalytische Aktivitat des
Enzyms notwendig und bindet an das aktive Zentrum des Enzyms.

Durch Zugabe von Aspartat wird das Enzym mit einem Uberschuss an Aspartat gesattigt. Da
Aspartat eine hohere Affinitat zum Enzym hat als PLP, konkurriert das Aspartat mit dem
Cofaktor um die Bindungsstellen im aktiven Zentrum. Dadurch wird die Dissoziation von PLP
vom Enzym begunstigt.

Wenn PLP dissoziiert, kann es aus dem Enzym entfernt werden, zum Beispiel durch Dialyse.
Dieser Prozess kann jedoch sehr langsam sein, da die Bindung zwischen PLP und dem Enzym
relativ stabil ist. Die Zugabe von Aspartat erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass PLP dissoziiert
und aus dem Enzym entfernt wird, was den Prozess beschleunigt.

Es ist wichtig zu beachten, dass dieser Mechanismus abhangig von den spezifischen
Eigenschaften des Enzyms und des Cofaktors ist. In anderen Systemen kdnnen andere
Substrate oder Molekule verwendet werden, um die Dissoziation des Cofaktors zu
beschleunigen.

Im letzten Schritt der Lysin-Biosynthese katalysiert ein PLP-Enzym folgende
Decarboxylierung:

® ®
NH3 NH;
- COQ T
cog A J/\ACO?
® O: . ®
HaN (PLP] HaN
o) lysine

Zeichnen Sie die PLP-gebundene Schiffbase (Aldimin), das sich am Enzym bilden
muss. Zeichnen sie die Elektronenverschiebungspfeile fur die Bildung des Quinonoid-
Intermediats ein und machen Sie dabei klar, welche Bindung gespalten wird.
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Erganzen Sie bitte die unten gezeigte Aminotransferase-Reaktion mit Strukturen und

Namen!
(ITOO'
*H;N-—CI—H
CHZ
CH7
(a(e]e)
Glutamat
Halbreaktion 1 Halbreaktion 2
CIOO'
0=C|
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|
Co0~
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Jorn Piel Sem 4

Fettsaure-Biosynthese

Begriffe

Malonlyl-CoA

Lernziele Fettsdure-Biosynthese

* Sie kennen die i i und L i zwischen Fettsaure-Abbau (B-

Oxidation) und -Biosynthese.

« Sie kennen die vorbereitenden Schritte der Fettsaurebiosynthese.

o Sie sind vertraut mit den K von Fettsél und dem ied und

dem Vorkommen von Typ |- und Typ II-Fettséuresynthasen.

* Sie kennen die Vor- und ile von

* Sie konnen die Schritte der Fettsdurebiosynthese aufzeichnen.
* Sie kennen die Namen und Strukturen der in der Vorlesung gezeigten Fettsauren.
* Sie wissen, wie Palmitat in die anderen Fettsduren sowie in Fette und ein Beispiel-

Membranlipid umgewandelt wird.

* Sie kennen die zwei d { fur

* Sie wissen, warum manche Fettséuren essentiell fir uns sind und wie man diese erkennt.

* Sie kennen die Relevanz von Eicosanoidhormonen und ihre biosynthetische Herkunft (nur

Ausgangsmolekiile, keine Intermediate).

* Sie kénnen die auf den Vorlesungsfolien blau markierten Begriffe erklaren.

Holo-Acyl Carrier: ACP mit SH

SH

FAS: Fatty acid synthase

Gemeinsamkeiten und Unterscheide zwischen FAS und beta-oxidation
The FAS uses NADPH as a redox enzmye while the beta oxidation uses FAD/NAD
Beta Oxidation uses CoA, while the FAS uses ACP, an enzyme that binds the

substrate

beta-OXdiation findet im Mitochondrium statt, wahrend FAS im Zytoplasma

Nenne und erklare die vorbereitenden Schritte der FAS

Generation of Malonyl-CoA



Net reaction:
o ATP o
HCO,
[ ~
H3CJI\S—COA OOC\)I\S—COA
Acetyl-CoA Malonyl-CoA

. 7/

Step 1: ATP dependent CO2 aktivation and transfer to biotin
Step 2: Deprotonation of acetyl-CoA nad Carboxylation
Catalysed by acetyl-CoA carboxylase (ACC) is the gatekeeper
ACP (covalent anchor for fatty acid synthesis)
The grwoing chain is attached to the ACP,
Coenzyme A is attached to apo-ACP resulting in holo-ACP
holo-ACP attacks Acetyl-CoA, resulting in Acetyl-ACP

Nenne die Komponenten der FAS und kenne den Unterschie zwischen Typ | and Typ Il
Zeichne die vereinfachte version:

Benenne die Untereinheiten:

TE:

Thioesterase
KS:

ketosynthase
KR:

Ketoreductase
ER:

Enoylreducatse
DH:

beta-ketoacyl dehydratase
AT:

acyltransferase



ACP:
Acyl-Carrier protein
ACC:
acetyl-CoA carboxylase
Was ist der Unterschied zwischen Typ | und Typ [I?
Typ I: ist eine Einheit mit Unterschiedlichen Domanen (mammals oder Fungi)
Typ II: besteht aus separaten Proteinen (E.Coli)
langsamer aber modularer

Vor und Nachteil von Multidomane FAS
the shutteling of the fatty acid is very efficient, but not modular, hardwired to produce
mainly palmitic acid
Typ Il is more modular but slower
Zeichen die Schritte der Fettsaure Biosynthese
Zeiche den Zyklus?
Elongation, Modification und release?

Pathway: Enzymes:

Type Il fatty acid synthases

o o
s—c A
J\ @ RJ\/U\S"@ Elongation 6 @
Acyltransferase (AT),

Ketosynthase (KS) l \

Ris two Ketoreductase (KR) @ @
carbonsi oH o ‘
g 0@

Dehydratase (DH) l.Hzo

)

Enzyme complex with
Modification separate subunits

[¢]
R/\)'\SM@ .
Type | fatty acid synthases

Enoylreductase (ER) l A@
: )
Thioesterase (TE) R/\)LS“@ J ﬁ"@
/

Fused multifunctional proteins
with domains

COOH Release

HsC

Elogases and Desaturases?

Strukturen diverser Fettsauren:
Oleic Acid:
18 12 9

H,C —
SCoA

Stearic Acid:

@)

18 /\/\/\/\/\/\/\/\/u\
H,C SCoA

Palmitic Acid:



/\/\/\/\/\/\/\)J\SC;A/

Arachidonic Acid:

(¢ 14 11
C/\/\/—\/—\/—\/— SCoA

Wie wird Palimtin in andere Fettsauren Fette und Membran lipide umgewandelt wird
Durch elongation und desaturation
Oder wird an glycerol 3 phosphat angehangt,
wenn drei FS dann wird es zum Fett

Wenn CTP und dann phosphor grupper -> phospholipid

I} ' ”3“‘\/\/\/\/\/\/\/\n/u
l One of many examples [} J
HyC o (o} 4
HsC. — o 0—P
Phospholipids (cell membrane components)
l CTP @
/\/\/\/\/\/\/\)j\ /\/\/\/\/\/\/\)J\ One of many examples
L-Serine HaC’ o,

o coo
B —
\/\/\/\/—\/W\)Lj\/o—cop -CMP Hac\/\/\/\/z\/\/\/\)j\oj\/o\’:\\p\/kws‘
/
d 0

Notationen fur Fettsauren
Delta Notaion: "name" acid # carobons: # num DB (A?%*)

1é 9 l /

HiC NN N N NN _-COO0H  Palmitoleic acid 16:1 (A?)
n
14 1 8 5
H CWMCOOH Arachidonic acid 20:4 (A58.11.14)
3

omega, ist mehr eine klassifizierung da nur die erste DB vom ende zahit

_____________ >
9
Oleic acid ch\/vv\/“’WCOOH
. 9
18:1 (%) An omega 9 fatty acid
Linoleic acid WWCOOH
18:2 (A%12) HiC
. . . w6
Arachidonic acid HiC AN NN TN N _~_-COOH

20:4 (A58.11.14)
Omega 6 fatty acids

Eicosapentaenoic acid G w3 coom
20:5 (A5,8,11,14,17) N e e e e Ve W

An omega 3 fatty acid



Warum sind manche FS essentiell?
Wir konnen nicht nach C9-C10 desaturieren, dahier sind solche FS essentiell, da wir
sie aufnehmen mussen

Warum ist Eicosanoid hormons relevant und was ist di biosynthetische herkunft (keine
indermadiate)

— Sind wichtige Hormone vorlaufer
— kommen ale vom Arachidonic acid

Begriffe erklaren:
FAS: Fatty acid synthase
Malonyl-CoA
holo-ACP
ACC
Biotin (CO2 carrier)
affinity purification
uses biotin as tags an filters with the high avidin biotin affinity
Fatty acid names and structurs
Typ | and Il subunits
Requirements for 1 molecule of palmitic acid

Requirements for 1 molecule palmitic acid:
» 8 acetyl-CoA

« 7ATP

14 NADPH (niacin: vitamin B;)

* Biotin (vitamin B;)

+ CoA (pantothenate: vitamin B;)

Truglycerides
Phospholipids
Typ1 and Typ

Polyketid-Synthese



Lernziele Polyketid-Biosynthese

o Sie kennen die i iten und L i 2zwischen dem Primér- und dem

Sekundérmetabolismus.
« Sie kennen die Prinzipien der Polyketidbiosynthese.

e Sie kennen den Unterschied zwischen Typ |- und Typ Il-Fettsauresynthasen und

allgemeine ihrer Biosyntt

* Sie sind mit der evolutiven und Beziehung zwischen Fettsaure- und Polyketidsynthasen
vom Typ | und Typ Il vertraut.

« Sie wissen, welche Komponenten einer P i 1ase welchen Str. i im

Polyketid entsprechen.

* Sie konnen die Vorteile modularer multifunktioneller Enzyme beschreiben.

* Sie konnen beispielhaft die Bedeutung von Polyketiden in der Medizin erkléren.

* Sie wissen, wie Naturstoff-Antibiotika gefunden werden kénnen und wie Antibiotika wirken
(Beispiel Erythromycin)

* Sie kennen Mechanismen der Resistenzbildung bei pathogenen Bakterien.

* Sie kénnen die auf den Vorlesungsfolien blau markierten Begriffe erklaren.

Unterschiede und Gemeinsamkeiten Primarer und Sekundarer metabolismus
Primar:
Auch centraler Metabolismus, flr growth and development of organism
removal kills the organism, indispensible
universal
conserved among large group of organisms
examples:
acetyl-CoA, fatty acids, citrate, proteinogenic amino acids
Sekundar:
spezielisierte Metaboliten
usually between organism and environment
not needed for growth and development
increases fitness and survival
examples: tigments, pheromomes, natural antibiotics and polyketide
Prinzipien der Polyketidbiosynthese
Related to fatty acids, da einfach umfunktionierte Fatty acids synthese
evolved aus primary by gene duplication
is like addon chemistry
Unterschied Typ 1 und Typ 2 Fettsauresynthase und allegemeine strukturelle Merkmale
ihrer Biosynthese
recap, so look back
Evolutionare Beziehung zwischen Fettsaure und Polykeitdsynthasen von Typ 1 und Typ 2
vertraut
Wie auch bei den Fatty acids, sind Typ2 einzeln, wahrend typ 1 ein mulitdoman
enzyme ist.
Welche komponente der Polykeitdsynthese welchen Strukturmotiven im Polyketid
entsprechen

Durch verlsut von funktion, wird nicht jedes FAS das gleiche herstellen wie eine
komplett funktionale FAS.



Fehlt die ER, bleibt der Double bond erhalten. Jede Farbe ist ein neues Modul,
jedes modul besteht aus unterschiendlichen Domanen

Sind nciht zufallig zusammen gewdurfelt, sondern verlieren von hinten immer
mehr funktion

(0] (0] OH 0] (0] (0]
~ A A~ AN AU
Reduced Double Alcohol

bond

beispielhaft die Bedeutung von Polyketiden in der Medizin erklaren
Viele antibiotica sind Polyketide zb erythromycin
Wissen wie Naturstoff-Antibiotika gefunden werden kdnnen und wie Antibiotika wikren (Bsp
Erythromycin)
Wirken:
erythromycin, inhibiert die translokation an der Ribosom
Die sequence der domanen gibt die struktur vor, man kann nach diesen suchen,
schauen ob sie neu sind und sie dann testen auf ihre funktion.
Mechanismen der Resistenzbildung bei pathogenen Bakterien
Mutation oder horizontaler gentransfer
Can be used for nonribosomal peptide synthethases
Berihmtestes PRoduct der (NRPSs): penicillin antibiotics

Peptidyl carrier Adenylation domain: Condensation domain: elongates
protein: attaches amino acnd chain by peptide bond formation
analogous to ACP to PCP (like AT) (like KS)

Can you guess

0@‘.99 st @ . the function?

H,N

Begriffe erklaren:

Terpenbiosynthese



Lernziele Terpen-Biosynthese
* Sie wissen, welche allgemeine strukturelle Merkmale Terpene besitzen und in welche
Familien sie klassifiziert werden.

* Sie kennen die Isoprenregel und den biochemischen Hintergrund.

* Sie sind mit der Bi von { und i 1 Terpene vertraut und mit
den Namen und Strukturen der zentralen offenkettigen Intermediate jeder Terpenfamilie.

« Sie kennen den biochemischen Ursprung und das Grundgeriist der Steroide und wichtige
Funktionen von Steroiden.

* Sie konnen die Rolle von Cholesterol im gesunden und kranken Organismus und die
Bedeutung der Statin-Therapeutika erklaren.

* Sie kennen die Bedeutung von prenylierten niedermolekularen Substanzen und Proteinen
in der Zelle und die Rolle von Terpen-basierten Vitaminen.

* Sie wissen, wie Zellmembranen in Archeen aufgebaut sind.

allgemeine Struktur Merkmale von Terpene und in welche Familien sie klassifizieren
Klassen:
Fragrances and etheric oils
Primary metabolites
Sex Pheromones
Drugs
Merkmale:
sich wiederholende C5 einheiten
Isoprene, Terpenoids und Isoprenoids are made from terpenes
Isoprenregel und Biochemischen Hintergrund
Terpene carbon skeletons are formally composed of isoprene units

(" )

Z

Isoprene (C5)

Does not apply to double bonds and functional groups
isoprene is not the biosynthetic precurser
exception with methyl group at wrong position

Sie sind mit der Biosynthese von offenkettigen und zyklischen Terpene vertraut und mit
den Namen und Strukturen der zentralen offenkettigen Intermediate jeder Terpenfamilie.



Strukturen
Geraniol:

OH

Geraniol

Fernesol

OH

Farnesol

Geranlygeraniol

Geranylgeraniol

Biosynthese
Three stages:

1. Production of C5- 2. Concatenation (elongation) 3. Cyclization (in most cases)
precursors
™ ® ] ®
)\/\ )\/\ o %
NX"opp opp ) | —) Y~ oH
Dimethylallyl Isopentenyl PN
pyrophosphate pyrophosphate
(DMAPP) (IPP) l
X N"opp
—)
Origin of names: |
\/\OH )\/
Allyl alcohol Isopentane
—)

and longer

Chain elongation



Y 8 )\/\
» N\ —_ ®
)\/\OPP )\/ OPP N oPP
PP; i

H
Isopentenyl t\’ He

pyrophosphate ® pyrophosphate
(DMAPP) ¥z (IPP) )\/\/k/\
N Xopp ——, Monoterpene

Cation stabilized

Dimethylallyl

by delocalization l\’ PP;
@ )\/\
M OPP
Importance of methyl groups: ® .
cations occur at the stabilized tertiary X N o ore = Sesquiterper
carbon position, facilitating reactions l\. H* H
)\/\M/\Opp )\/\opp
}» PP;

DMAPP and IPP biosynthesis will be shown .
later in the context of cholesterol NS NS S X Nopp " Diterpenes

Connecting chains
Head-to-tail
Tail-to-tai-
Kenne den biochemishcen Ursprung und das Grundgerust der Steroide und wichtige
Funktion von Steroiden
Urspung sind terpene und haben das folgende grundgerust

O,

Core skeleton of steroids

Funktions
Anti-inflammatroy hormone and drug
cellmembrane nad lipid
a bile acid
sexual hormones
Kenne die Rolle von Cholesterol im gesunden und kranken Organismus und die
Bedeutung der Stat-Therapeutike
Healthy:
Unterbrich die fatty acids in der Doppelschicht und erhdht die membrane fluiditat
Unhealthy:
atherisclerosis, verstopft die vene
Statine berhinder n die produktion von cholersterol und helfen mit der verstopfung
kenne die Bedeutung von prenylierten niedermolekuleren Substanzen und Proteinen in der
Zelle und die Rolle von Terpen-basierten Vitaminen
Redox active biomolecules



Sind precurses flr vitamine
retinol (vit a)
Sie wissen, wie Zellmembranen in Archeen aufgebaut sind
lipide bestehen aus Terpenes, nicht aus fettsauren



Rudi Glockhuber Sem 4

Lernziele fiir die Vorlesungen von Prof. R. Glockshuber

- Sie kennen den L zwischen der itati der angigkeit der
Li von der Lij ation bei hoch- und ni i Protein-
Ligandenkomplexen.

- Fiir die der Dissoziati (Koiss) von inen Protein-Li

durch Gleichgewichts-Titrationsexperimente ([P = konstant; [Li] = variabel) haben Sie
verstanden, welche Bedeutung das Verhltnis zwischen den Parametern [Peor] und Kois auf das
Ergebnis der Titrationskurve hat. Sie kénnen qualitativ eine Titrationskurve (Besetzungsgrad als
Funktion von [L)/ [Pret]) zeichnen fiir die Falle [Pro] = Kois, [Peor] = 0.1 Kois, [Pror] = 10 Koiss,

[Peot] = 100 Kpis).

- Sie wissen, warum exakte Kpiss- Werte durch Gleichgewichts-Titrationsexperimente bei Protein-
Ligandenkomplexen mit sehr hoher Affi

it oft nicht bestimmt werden kénnen.

- Sie wissen, liber welchem Bereich sich die Koiss Werte natiirlicher Protein-Ligandenkomplexe
erstrecken.

- Sie kennen Alternativen zur Bestimmung von Ko Werten von Protein-Ligandenkomplexen mit
sehr hoher Affinitat, wenn diese durch Gleichgewichts-Titrationsexperimente nicht exakt gemessen
werden kinnen, und kinnen diese Alternativen detailliert beschreiben.

- Sie kennen das Prinzip der eines i i durch D i i oder
randerung, um z.8. durch ion auf physi i
oder indigkei 2u besti die bei

Bedingungen nicht messbar sind.

- Fir einen konsekutiven Reaktionsmechanismus A — B— C kennen den Einfluss des Verhéltnisses
der Geschwindigkeitskonstanten kas und ksc auf die Kinetik der Entstehung von C. Fir den Fall, dass
Sie die Reaktion nur {iber die Entstehung von C messen kénnen, kennen Sie die Einschrénkungen bei
der Interpretation der fiir die beiden indigkei erhaltenen

- Sie kbnnen erklaren, wie Reaktionsbedingungen pseudoerster Ordnung genutzt werden kénnen,
um Halbwertszeiten von Reaktionen in der lebenden Zelle zu berechnen.

- Sie kbnnen das Prinzip erkliren, das dem Phinomen «Kooperativitat» bei der Bindung von
Liganden durch Proteine mit mehreren L i oder bei der zugrunde
liegt.

- Sie kennen die Hill-Gleichung zur Berechnung des Besetzungsgrads eines Proteins mit mehreren
Ligandenbindestellen und das Prinzip, das der Hill-Gleichung zugrund liegt.

- Sie kennen den Unterschied zwischen der Gestalt von Ligandenbindungskurven bei nicht-

und iver Li i und kennen der Einfluss der Hill-Koeffizienten (Zahl
der Bindestellen) auf die Gestalt der Ligandenbindungskurven.

Ligandenbindung unter Hoch und Niederaffinenen Protein-Liganden

Generelle Reaktion:

P+ L —

A

I(off

_ ke _[P][L] _

- [PL] K,

Niederaffine (Ptot << L tot)

Komplexen



Roff

[IE}])L[I]‘] [P, ]<<[L,}— K, [P[]P[LL] J

Diese Vereinfachung kennst du aus Kinetik (da L im Uberschuss andert sich
seine konzentration nicht, also kann man einfach die Anfangskozentration
einsetzten)

Der Besetzungsgrad ist % = [%]

Typische kon (hinreaktion) 10® und 107

Hochaffine (Ptot ~ Ltot) Bsp: Avidin-Biotin
hier vereinfacht man mit Ltot = PL + L und Ptot = PL+ P und mit Kd = PxL/PL

— [PL] — (KDiss+[Ptot]+[Ltot])_\/(KDiss+[Ptot]+[Ltot])2—4'[Ptot]'[Ltot]
[Ptot] 2: [Ptot]

@

Monochromator
I o
1 Mixer molri\gr?thromanc Microswitch
= A Aﬂ,l‘—‘r:l ' Stopping syringe \
[ e AB n
/ Cuvette
Filling
valves

Computer

Uber stopped flow mixing kann man die rate constant messen



[Ptot] = 1000 KDiss

Y= [PL] 14-------- X

Diss

[P,,.] =100 K

[P
[ tOt] ] [Ptot]=10'KDiss
0.8 -
0.6 E [Ptot] = Kopiss
0382041
0.2-
° + 2 3 4 s
(Lot /[Prod]

(Molaquivalente zugegebener Ligand)

Zeichne den oberen PLot
Bei zu hoher Affinitat kann der Unterschied zwischen verschiedenen Affinitaten nicht gut
genug gemessen werden.

Naturliche K., werte

Enzyme—substrate interactions: 102 -10%M

Antibody—antigen interactions: 106 - 1012 M

Avidin(Streptavidin)-biotin complex: 10> M
Extracellular protein complexes: even smaller than 10-° M

Alternativen zur Gleichgewichtstitration bei hochaffinen Komplexen



Stopped flow mixing
Dead time: ca. 1 ms

|:| Monochromator
I o
1 Mixer i Microswitch
=== A F=|| ¥ Stoppingsyringe \
g} B 3 ¥
/ Cuvette Detector
Filling

valves

Computer

Surface PLasmon resonance (Biacore)

Light source Photo detector array

Polarized light Reflected light

Sensor
chip with [

gold film o A /\. .A. u\
S e * 1

Current Opinion in Chemical Biology

Auslenckung aus dem Gleichgewicht mit Denaturieungsmittel

A->B->C, wie wird die Bildung von C durch k1 und k2 beeinflusst?
Wenn k2 weniger als 100 grosser ist als k1 gibt es eine Charakteristische Lag-phase
bei einem mehr als 100 mal schnelleren k2 ist diese nicht mehr zu beobachten. Da es



bei einem unterscheid von kleiner als faktor 100 eine lag phase gibt, mussm man
diese bei einer ausschliesslichen messung von C bericksichtigen
Bsp Oxidative folding of bacterial pilus subunits
Halbwertszeit von Reaktionen pseudo erster ordnung
ty = 2L mit kpseudo = & - [Alo

kpseudo

Bezogen auf PLK
Epseudo = Kon * [Lltot
kobs = Epseudo + Kogy
kobs = kon[Lltot + Kofs
Diese letzte kann man auftrag und kobs und Ltot messen um kon und koff zu
bekommen

Kooperative Prozesse bei Proteinfaltung und ligandenbindung
Proteinfaltung: Jede weiter native contact ist 10 mal mehr favorisiert.
Besetzung: Die einzelnen Blndeereignisse sind nicht unabhangig von einander,
sondern beeinflussen sich. Meist handelt es sich um positive kooperation.
Bei maximaler positiver kooperation liegt der Proteinkomplex entweder unbesetzt
oder komplett besetz vor
Ich glaube man kann meist von maximaler positiver kooperativitat ausgehen

. __ Zahl der besetzen Bindestellen __ [Liot]
Unkooperativ: y= Zahl aller Bindestellen " Kpjss + [Ltot]
:\I/-'I?I,Iugla: ';‘OOP‘;th: __ Zahl der besetzen Bindestellen __ [Ltgt)™

~lelchung y= Zahl aller Bindestellen o Keo" + [Ligtl®

wobei n der hill koeffizient (anzahl Bindungsstellen)

Alle Kurven der Hillgleichung haben bei Ltot/K50 = 1 einen besetzungsgrad y von
50%
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Prinzip der Hill-Gleichung:

Erste Ligandenbindung ruft eine Strukturanderung hervor die die weiter Bindung stark
beschleunigt, aka seine affinitot erhdht. Daraus folgt das alles oder nichts prinzip. Eine
Besetzung von 30% sagt also aus, das 30% aller molekule voll besetzt sind, wahrend

der rest unbesetzt ist.

Einfluss des Hillkoeffizeinten auf die Gestalt der Kurve und den untershcied zu nicht
kooperativer Liganden bindung an Kurven erkennen

Nicht kooperative bindung hat einen hyperbolischen verlauf,
positive kooperative eineen Sigmoidalen verlauf

Bereits kleine liganden konzentrations anderungen, haben starke besetzungsgrad
anderung zu folge.

Der Hill-koeffizient andert schwacht das wachstum links schittpunkt aller kurven ab,
beschleunugt ihn aber rechts davon.

Bsp Myoglobin/Hamoglobin

Hamoglobin: Hat 4 bindestellen, aber ist nicht maximal kooperative so dass nur 2.8
bindestellen besetz sind. Also ist der gemessene Hill-koeff 2.8 und nicht 4, obwohl es
soviel bindestellen hatte.

Myoglobin: Hat immer eine Hillkoeff von 1, da es auch nur 1 bindestelle hat.
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Transport. Beim Partial druck von O2 in der Lungs ist 100, dort wird Hamoglbin gerne
beladen. Sobald es aber in das Muskelgeweben kommt, sinkt der partial druck auf 20,
so dass es den Sauerstoff abgibt und und Myoglobin lieber bindet (also der
suaerstoff).
Haben. entweder R doer T state
Sequential: Sauerstoff bindung, verandert die Subunits die mit ihm in berihrung
stehen und erleichtert somit die Bindung von Sauerstoff
HB with one only in T state, aber das nachste O2 zu binden ist 3mal
wahrscheinlicher
Concerterd: Hat R und T state
T state (tense) ist lieber unbesetzt

und R state (relaxed) lieber besetz mit Sauerstoff

T state
K; |0, 0, 0, 0,| 0,
02 02 o2 o2 02
T state . R state
strongly Jr | F r lr strong|
favored \ favore«
Ky QOMOOEROO

Hb mit 3 O2 exisitert quasi nur im R state

Rolle von 2,3-Diphosphoglycerat als allosterischer Sauerstoff regulator



2,3-BPG bindet selectiv den T state von Hb und reduziert die O2 affinitat

Pure
. hemoglobin
T L
issues ungs (no 2,3-BPG)
10~ | 5--2=
8;/0 Hemoglobin

(in red cells,
with 2,3-BPG)

0.8

0.6 660/0

0.4

~

0.2

Y (fractional saturation)

I |
0 20 50 100 150 200

pO> (torr)

0.0

Mechanismus flir Bohr-Effekt bei der Regulation der Sauerstoffaffinitat vom Hb
Bohr-Effect I:
Der pH beeinflusst wie gut suaerstoff abgegeben werden kann. Ein tiefere pH
sorgt fur eine bessere Abgabe, also eine niedrigere affinitat
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Bohr-Effect 2: Sauerstoff freisetzung durch direktes binden von CO2

— pH7.4,n0 COy

— pH7.2,n0 COy

— pH 7.2,40 torr CO5
Tissues Lungs

0.6 -

88%
oxygen loss (full saturation - 20 torr)

Y (fractional saturation)

0.4 77%

ny/ay

0.0

0 20 100
pO> (torr)

Sichelzellenanamie
Glu6 zu Val6 mutation verursacht die bildung von oligomeren Hb, diese sind
stabilisiert Uber hydrophobic interactions
Sichelzellen anamie hat eine Malaria resistenz zur folge, weshalb sie nicht durch
evolution eliminiert wurde



Homozygote Personen tragen nur 1 gen der anamie, haben eine bessere Malaria
resistenz, aber die krankheit bildet sich nicht aus, man bracht sie also auf beinde
genen

Abhangigkeit der kooperativitat (Hill-gleichugn) vom Ph und die konformations anderung
dadurch

Die kooperativitat ist auch in anderen pH bereich beobachtbar, da die denatureriung
nur in einem sehr schmalen pH bereich stattfindet

Michaelis Menten anweden kénnen, auch auf Enzmy mit 2 substraten

Vo = [Etot] * Keat - ( IATP ) ] ([ [Gluco;gucose)

[ATP]+K4F Glucose]+

Ist wie die fur e substrat aber mit einem term fur das zweite substrat

_ o [Sel  _ _ ~__[Sel
VO - Vmax [SO]+KM - [EtOt] kcat [SO]+KM
_ k_g+Kkeat
Kv = &

far :
k, k
E+S ——— ES —— E+P

k4

Wobei gilt das Km =0.5vmax ist
keat, Ky, und f{—A; von naturlichen Substrat-Enzymen paaren und Obergrenze von f{—]vj
kcat:
Gibt wenige kcat tber 100000/s, Carboanhydrase ist die Schnellste mit 600000/s
Schwanken sehr stark: 1072/s — 6 - 10°/s
Km:
liegen zwische 10~"M und 102M

Km werte liegen haufig bei ihren intrezellularen Konzentrationen

kcat ist besser wenn gross, da mehr beschleunigt
Km besser wenn klein, da friher halbmaximale geschwindigkeit erreicht wird
Daraus lasst sich die spezifitat }“{—]é beschreiben:

Beshcreibt die katalytische Effizienz eines Enzymes



theoretoische Obergrenze: 10'°/(Ms)
ist die selbe obergrenze wie diffusionskontrollierte reaktinen zweiter
ordnung

Hochster bekannter }‘{—Mt wert ist 7 - 10°M s~ fir Superoxid-Dismutase

Protease Chymotrypysin, erklare die die kinetik mit vorgelagertem GGW der
esterhydrolyse und bestimme kcat.
Fur Peptidespaltung:
FUr den nukleophilen angriff, muss das 195 Serin deprotoniert sein. Dies ist aber
bei cellularem pH nicht gegeben. Durch die katalytische Triade wird es dennoch
deprotoniert, da die ladung Uber die mit wasserstoffbricken verbundenen His 57
und Asp 102 reste delokalisiert ist,

fNH -R” + E-OH + H,0

C-O-E +H,0+ R'-NH,

N

Acylenzym-
Intermediat

R—ﬁ—OH + R’-NH, + E-OH
o)

Jetzt wird das Acyleznymintermediat von wasser angegriffen. Dieses wird genau
so stabilisiert wie das serine vorher
wenn es sich um ein vorgelagertes GGW handelt, dann ist kcat der
geschwindigkeits bestimmende schritt.

Fur Esterhydrolyse:
Rate limiting ist hydrolyse vom Acyl-Enzme intermediate
Mit pre-steady-state massund zum rate limiting step

Man verfolgt die Bildung von zwischen Produkten im Reaktionszyklus ind
verlgeich diese dann mit den Steadystate messungen.

Quartarstruktur von allosterisches Enzyme ASparta-Transcarbamoylase (ATCase)
beschreiben



Besteht aus c6r6, 6 katalytische und 6 regulatorischen einheiten und sind als 3 paare
regulatorische dimere und zwei tripletss katalytischer trimere

(A) Zinc Regulatory

trimer

r chain

Wobei das zweite tripellt genau vom ersten verdeckt wird

Es gibt auch sie wieder als R und T state, wobei der kompetitive PALA inhibitor den R
state promoted

Wie kommt de rSigmoidale kurven verlauf zustande?

R-state curve

v

i

=

£ |

o
Y= g R- + S-state
o 8=
o> |4 f
® S E . T-state curve
e £ 5 ;

S e

— :

(1+] :

- i

= a

[Aspartate] —

Das leigt daran, dass das Enzyme sowohl R als auch T states hat, wobei alles
subuntis immer entweder T oder R sind und nicht gemischt. Also glaube ich das
die Kurve durch eine mischung an R und T ATCasen hervorkommt und nicht das
die ATCase selbst gemischt sind

Fuher dazu, dass die Kurve steiler wird als die der normale Michaelis Menten
kinetik
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Bedeutung des allosterischen koeffizeiten L

ist die ration von T/R wenn kein substrate anwesend ist.

L = 100-1000 ist normal fur allosterische Enzyme mit cooperativer substrat bindung
Erklare Feedback-inhibition am bsp von ATCase

Allosterische Inhibitoren verandern T R GGW

ATCase wird vom endprodukt seiner pyrimidine biosynthese allosterisch inhibiert, vom
CTP, CTP promoted den T state



Wobei ATP aber allosterisch activated, promoted R state

)
© Pl 2 mM ATP
o
- a6
085
23e + 0.4 mM CTP
L)
ec £ 5
82
5
Y
< | |
10 20
[Aspartate], mM

Gesatmladung vs pH diagramm erklaren
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Charged Growps
30 — Arg 13
Lig= 15
20 — His 2
Ty 7
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-
q
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der pKa von essentielle catalytischen AA sidechains kann um bis zu 6 pH units
verschoben werden
Bei extremen phs sind wir entwerder nur protoniert oder nur deprotoniert, deshald ist
die summe der pos/neg geladenen gleich den randpunkten
34 pos geladen, passt zum wert ganz links
38 neg geladen, pass zu dem ganz rechts
Steilen punkte sind die Titrierpunkte (isoelektrischen punkte) der sauren bzw
basischen AA
Einfluss abnormaler pKa werter sauere udn basischer AA auf die Stabilitat der
tertiarstruktur
Acid (pos) die stabilisieren (pos) starker psotivien pkA)

Acidic residues that stabilize the native tertiary structure have decreased pK, values.
Basic residues that stabilize the native tertiary structure have increased pK, values.

Acidic residues that destabilize the native tertiary structure have increased pK, values.
Basic residues that destabilize the native tertiary structure have decreased pK, values.

Wie wird be DsbA der pKs des katalytischen cystein abgesenkt
Das Cys 30 wird Uber 4 mdgliche wasserstoffbriicken stabilisiert. Es interagiert mit 4
partial postiv geladenen AA

k abhangingkeit von pH

AT (i
app = X2 1~ SH-pK
/ [1+10PH-PK )

Arten von Reaktionen von Oxidativen Renaturierung von Proteinen in vivo mittelr

GLutathion Redoxpuffer



S \
oxidation by SH

GSSG

Intramolecular
reshuffling

Catalysis of
isomerization by
reduced
glutathione

+GSSG  «— GS-+

SS
2GS +

<«

~SH

‘SH

In welchen Kompartimenten werden disulfid bricken gebildet und welche Enzyme sind

beteiligt.

in Ecoli: DsbA und DsbB for formatin in Periplasm und DsbC for isomerization

Disulfide bond
isomerization

Disulfide bond formation

reduced oxidized
protein protein
SH SH S—S

reduced
DsbA

Periplasm

oxidized
protein,
correct
SS-bonds

reduced
DsbC

cytochrome

bd oxidase - ; $ <
or ;
cytochrome ubiquinone menaquinone

bo oxidase

anaerobic electron

acceptors,
e.g. fumarate

inner
membrane

>

>
anaerobic
conditons

aerobic
conditions

Cytoplasm

Thioredoxin




Eukaryotes: PDI und Ero1p Im Endoplasmatischen retikulum

Science 290, 1571, 2000
Mol Cell. 5,983-994, 2002

PDI is essential in all
eukaryotic organisms!

0,

H,0,
SH

ER lumen

- |

Cytosol

mRNA

Wie stabilisieren Disulfidbricken die tertiar struktur
weil sin denungefalteten state entropisch dastabilisiert



Nenad Ban Sem 4

DNA Replication $52023
Prof. Nenad Ban

At the end of this course, you should be able to:

N

) Explain the central dogma of molecular biology and explain the process of expression

of genetic information.

Know how different aspects of DNA synthesis, proofreading and repair contribute to

the accuracy of DNA replication.

3) Be able to draw the chemical structures of the DNA and RNA nucleotides and
indicated the key parts, WC face of the base etc...

4) Be able to draw the structure of the DNA or RNA strand with a given sequence.

5) Be able to draw Watson Crick base pairs.

6) Understand the convention of how the sequence of DNA or RNA is written.

7) Be able to recognize minor and major grooves in DNA or RNA double helix.

8) Know the basic helical parameters of A form and B form DNA and recognize the two
structures.

9) Know how a melting point of DNA duplex can be experimentally measured.

10) Understand the semi-conservative DNA replication mechanism and which problems
it causes with respect to the geometric and physical-chemical properties of the DNA
duplex.

11) Be able to show the leading and the lagging strand of the replication fork.

12) Understand what discontinuous DNA replication means and what Okazaki fragments
are.

13) Und d the ism of i I 'and Il, which active site residue they
use, which cofactors they use, how they cleave and reseal the DNA. What is the
difference in the way the two types of topoisomerases cleave the DNA.

14) Understand the role of DNA polymerases and these enzymes require for catalysis.

a. Which direction the polymerase DNA strand.

b. That they are template directed enzymes.

c. That they have polymerization and exonuclease active sites — which ones and
what are they used for. Explain how the DNA strand enters the 3'-5"
exonuclease error-correcting site if a wrong nucleotide is incorporated.

. Be able to draw the structural formulas of the substrates and products of the

reaction.

. Explain and show in a picture the role of metal ions in catalysis.

Explain how these enzymes achieve high accuracy of new nucleotide
incorporation, monitoring the minor groove geometry of W:C base pair,
stacking the nucleotide against the previous nucleotide and against a mobile
part of the polymerase that closes onto the bound substrate nucleotide.

g. Explain why these enzymes require a primer to increase accuracy.

15) Explain the role of a primase, which type of nucleic acid primer it synthesizes and
why is this necessary.

16) Know that a primer, a template is and be able to identify it in the schematic or a

structure of DNA.

&

o o

Explain the central dogma of molecular biology and explain the process of expression of
genetic information.

genetic determinism, one gene leads to one protein leads to one function
Different aspecs of DNA synthesis, proofreading and repair contribute to accuracy of DNA
replication

Errorrate is lowerd by proofreading and Fehlbasenpaarunsreparatur (10-9/10-10)



Draw the nucleotides, with watson-crick face etc

4.
5. Draw the hydrogen bonds

Draw DNA with given sequence, Draw ACG

. . . ACATTTGCTTCTCGACAGACAACTGTGTTCACTAGACG

A C G
. 3 3 3
®|®|®|
5I 5’ 5[

Berg et al., Biochemistry, 9e, © 2019 W. H. Freeman and Company

Draw WCBP aka with hydrogen bonds



e e
N—H"
/
H
Guanine Cytosine
H CHs
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Adenine Thymine
1.

6. How is a DNA seq written?
1.5t0 3
1. 3" hat das OH was das triphosphat vom nachsten angreift

7. Minor and major groove recognition

Top view with stacked
bases.

Major groove side

——-H-N H

Ny /
ey 4a

Glycosidic N”‘4 0 Giydosidic
bond

N
bond
H
Minor groove side Minor groove side
Adenine-Thymine Guanine-Cytosine

8. A- and B-Form

1. Aform ist die ausnahme, und ist kiirzer, kommt bei RNA, DNA duplexen vor, zb RNA
pol oder DNA pol 1, da rimer RNA sind

9. Determening the melting point of DNA




can be done by measuring the absorbance, paired bases absorb less. This is know as
hypochromism

Why is it semi conservative? Because one strand is brand new the other one is old, what
are the problems in replication and the solutions?

Supercoiling strains the DNA -> Topoisomerase

Direction of DNAP -> Okazaki fragmente

Show leading and lagging, leading ghet 5'-3' alles andere kann daraus hergeleitet werden

5’ Leading strand
Parental

DNA

)

=3’ Lagging strand

5

What is continous replication and what are okazaki fragments
Aufgrund der Leserichtung kann man nur in 5'->3' richting kontinuirlich synthetisieren,
da DNA pol auch nur die diese richutng abreiten, muss der andere strang, in kleinen
stucken synthetisiert werden
Alwayse needs a primer, needs the be synthessised. Primer has to be swapped by
DNAP | and ligase has to connect them back together
Topoisomerases see KKarten
Topoisomerase |
macht einen single cut mit tyrosine OH
ist unspezifisch



base\/\\ 0~ 0 base base-___ -

Tyr 723

{ F:'. S “" %
FEh g i
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4 R

- X * B
Py }‘1\’ 'y *>N
0 ) L“!'\\ N -t He

5 \“‘N)ﬁ?“"

[ %\:\t /R Al‘q\ X
ol

A %P,

Topismerase Il / DNA gyrase
Gyra A
aktive tyrosine site
GyrB
ATP Hydrolyse
role of enzymes
direction of synthesis

DNAP direction 5'->3' synthesis, wobei der parentale strang 3'->5' entlang
gefahren wird

they are directed by the templated DNA
how to enter the exonucleases site
the minor groov is monitored when a new base pair is formed

die Base passt nicht zu hundert prozent, base pairs nicht richting und base

stacking auch nicht, schaut quasi raus und gelangt so in die 3'->5' exonclease
hinein

formuls of the reaction

5"/ @lx/ e s @ ,@ . Vad 5 @ ® 3
rr dATP PP, o dGTP PP Cf
G C ‘ G C : L ) G C G
C G T C A C G T C A C G T C A
o .,®/ ® ., (@ "l,®/ L e ® i,@ {,@f ® e 37 /®'v.‘(,®/ /,@/ @l ?

explain and show role of metal ions in catalysis

Metal ions activate the hydroxy group for attack and stabilize the leaving
phosphor group



Explain how these enzymes achieve high accuracy of new nucleotide incorporation,
monitoring the minor groove geometry of W:C base pair stacking the nucleotide
against the previous nucleotide and against a mobile part of the polymerase that
closes onto the bound substrate nucleotide.

DNA pol

Finger domain of the DNA pol also stacks the base

Explain why these enzymes require a primer to increase accuracy.
the prevent random adding

and provide a OH start of the dna pol delta so it can stack the bases correctly

why need primer? so that they can start fast. Will be swapped with DNA later whci his

more stable and more accurate
What is the role of Primase, what nucleotides does it havee
Synthetisiert RNA primer so that the DNAP |l can start
uracil statt thymine
Know and show what primer and template are
Template ist das was kopiert wird mit gegengesetzer richtung

DNA template
3’ GG IeE '

lPrimase

3 e e S S S
5' e 3
RNA
primer
lDNA polymerase Il

3 e '
50 I
New DNA
Name DNA pol in pro and eukariotes
1,2,3 pro und alpha delta gamma euka

Numbers of bases and so on



E. Coli 4 600 000 base pairs
1 circular chromosome
1 origin

Human 6 000 000 000 base pairs
23 linear chromosomes
30 000 origins

What is polymerase switching?
DNAP alpha hat eine Primase subunit fangt an, synthetisiert die primer. Der DNA/RNA
Duplex hat A form und wandelt sich in die B form um, wenn DNA synthetisiert wird.
DNAP alpha synthetisiert einfach Uber den primer weiter . Aber nicht mit RNA sondern
mit DNA da es auch eine Polymerase aktivitot hat. Dieser DNA/DNA duplex, hat die b
form. DNAP alpha hat eine niedrige Affinitat fir die b form und |6st sich ab. Die DNA P

eplsion oder delta Gbernimmt.
Y UNRRAEATY TV ulmuu MATVYIATION -

s wm L
How Primase — fold Swl\'(.h\n3 oceurs?
aip, - RNA: DNA Hybrid
' ' M&se: :
L“’ﬂse ) "“gu“’ . "—' Y : 00‘4 '((0,“‘2(5 j
(3-15)RNA S 3
((ampete) ;,uk o A
ey
RNA DNA

label all


https://www.youtube.com/watch?v=ak0Iojc8LhU

Helicase

Single-stranded binding
protein Y

RNA primer

'\ Primase
DNA polymerase j /
Il holoenzyme

DNA
polymerase |

5/

/

Lagging

DNA li DNA ligase

5"\ Leading
strand

Abbildung 33: Replikationsapparat der DNA

Role of DNA ligase

sein lysine bindet zuerst AMP, bringt das AMP and das 5' ende wo es dann
angegriffen werden kann

(NMIN)
|
base base (N"\D ) + base base
2- AMP /
o \
OH + |
DNA Ilgase
(o]
~

O

—
-

E + ATP (or NADY) E-AMP + PP; (or NMN)

E-AMP + (P)—5'-DNA

DNA-3'-OH + AMP—(P)—5'-DNA

E + AMP—(P)—5'-DNA

DNA-3-0—(P)—5'-DNA + AMP

DNA-3-OH + (P)—5'-DNA + ATP (or NAD*)

Wie ekennt ligase breaks?

DNA-3-0—(P)—5'-DNA + AMP + PP; (or NMN)

Wird eigentlich immer von anderen Enzymen rekrutiert. Bindet aber zuerst AMP, hangt
das an des Phosphat und geht. Nun kann die Hydroxygruppe angreifen un den
backbone schliessen



ATP HO P
o 5 ('S Y
ol 5 AMP
m i pp ANE. JL AMP
NMN

b
Upstream Downstream

2.
25. WHat kind if enzyme ist helicase, what energy it uses and how it pulls
1. Zieht wie an einem Siel am leading, benutzt ATP um die DNA zu entwidnen
26. what is the sliding clamp how is it loaded
1. The sliding clamp (DnaB) needs a clamp loader (DnaC). it binds opens the clamp,
template is inserted and via hydrolysis and ATP the clamp is closed again.

27. what is the trombone model of DNA replication



25. know this:
DNA replication complex (replisome):

Clamp loader is a component of the DNA polymerase holoenzyme
along with:

DnaB
(helicase) &

- 2 X DNA polymerase Il
- Helicase
- Primase

29. Know the trombne model:
53

Lagging
strand

\
Trombone model of DNA replication g

“Trombone

Leadin
g slide”

strand \\ 9 a

7

1. 5

2. Basically



How does replication on chromosola scale work?
what is a replication bubble -> all enzymes invilved
initiation starts with the recognition of the OriC. DnaA (pro) is recruted to oris by Dna A
boxes, part of the OriC. DnaA filament formation promotes DNA duplex melting
loading is the same as in eukariots just with DnaB (clamp) DnaC (loader)
termination caused by collsion. Tus binds the termination sequence and ensures that there
is no rolling circle DNA replication
what are telomeres?
Are ends of chromosomes (lin) DNAP kann nicht bis ganz ans ende synthetisieren, es
geht also immer ein stlick verloren. So altert die Zelle

what kind of polymerase is telomerase, and how does it catalyse the reaction
Hat sein eigenees RNA template das die Telomere erkennt. Uber reverse trancriptase
wird dann dort die DNA telomere nach dem template hergestellt.

Telomere extension occurs through cycles of elongation and
translocation catalized by telomerase (discovered by Blackburn)

Telomere —~0OH 7

GGGTT
111 c cCCAa Ac - The telomerase enzyme contains an RNA template
as part of its structure that is complementary to the

Qo';m‘rep single stranded telomere ends.

Elongation - With help of this template RNA the 3’ -ends of the
DNA doublehelix can be extended with additional

telomere sequence.

- DNA polymerase can then copy the extended 3’ -
k ends to form double stranded DNA.
Translocation
GGGTTGGGGTTG/ il

-,

Cycles of polymerisation are catalysed by telomerase
cycles of elongation and translocation

Human Telomerase strucktur



Human telomerase is composed out of many protein
subunits and telomerase RNA with bi-lobal architecture:

Biogenesis lobe

Catalytic lobe

Nguyen et al. 2019, COSB

Bi-lobal architecture
What kind of reaction does reverse transkriptase catalyse?

Macht aus RNA einen RNA/DNA duplex und daraus eine DNA doppel helix und wird
von Viren benutzt um ihre RNA in den Host zu integrieren

more

Strucutral basis of A minor motive
A loop for tRNA forms A minor interacction with the mRNA codon. Helps stabilizing it
and ensures the correct position. Important for correct decoding
Der bro benutzt teil seienr heteroatome um im gepaarten zustand mit anderen Bros zu
interagiren

They all interact with the Ribosom, kdnnen proteine bindnen
meist 0 bis 3 koordiniert, nie aber 6 fach konnen doppelstrang WW verstarken und die
duplex so stabiler machen
They interact very often. Unusally long c/n terminals and internals loops. Some only
become structured when the ribonucleo protein complex forms

Nenad Ban 2



Transcription $52023
Prof. Nenad Ban

At the end of this course, you should be able to:

1) Explain the differences in the composition and the chemical structure of DNA vs
RNA.

2) Draw Watson crick base pairs between DNA and RNA nucleotides.

3) Explain how RNA can form double stranded regions, what is the architecture of such
RNA structures.

4) What are the advantages of transcribing a region of DNA sequence with respect to
stability and regulation.

5) Understand the chemistry of RNA synthesis according to the DNA template.

6) Know the e of the strand assi| template, coding, +, -, sense,
antisense.

7) Understand the stages of transcription, initiation, elongation, and termination.

8) Know how RNA synthesis is initiated, how the structural formula of the first
nucleotide.

9) Be able to draw the chemical formula of the RAN polymerase nucleotide addition
reaction.

10) Explain the role of the bacterial promoter, the sequence features, and the role of
sigma subunit of RNA polymerase in promoter recognition.

11) Understand the nomenclature for numbering in the DNA sequence relative to the
transcription start.

12) Know the composition of the bacterial RNA polymerase and the role of main
subunits.

13) Understand how specificity to promoters can be controlled by different sigma
subunits.

14) Be able to recognize the structure of the promoter DNA engaged RNA polymerase.

15) Understand how sigma subunit recognizes two separate regions of DNA.

16) Understand how the promoter DNA is recognized without melting and when melting
takes place during initiation.

17) Know the kinetics of transcription elongation.

18) Understand why the RNA transcript is separated from the DNA template.

19) Recognize the active site of the RNA polymerase including the role of metal ions in
the process and the role of conserved aspartate amino acids.

20) Understand the role of transl; ion in the RNA poly ion mechanism.

21) Explain how termination of transcription happens and what are the characteristics of
the DNA sequence that leads to termination.

22) Understand the difference of bacterial RNA polymerase and the eukaryotic RNA
polymerase and be able to recognize the two.

Unterschied in komposition der RNA DNA
Urcail statt thymine, anderer Zucker
RNA kann auch single stranded sein

Draw WCBP shit

Watson Crick base pairing in DNA

Adenine Thymine

How can RNA form double stranded regions what is the archutecture



5-UUGGUGGAGUCUGCAACUGACUCCAUUGCA-7
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c—0—0—>»—0—C—0
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>—N—O—C—O—>—0

5—UUGG” “UUGCA-—3
RNA molecule
Loops can form with itself
Was sind die vorteile eines RNA transkriptis?
protect the original
single strand is better for reading
intermediate can be procduced in large numbers
unique level of regulatio
secondary structur of RNA allows for cotrnol via stability
transciption chemisrty
5'->3'
initiation
RNA pol binds promotor
and separates DNA strands
Elongation
RNA pol macht weiter
transkription factors dissociate
Termination
RNA transcript dissociates

varies in pro and eukariots

Nomenklautr and strand assingmant ind Transkription



RNA chains are synthesized in 5’ to 3’ direction

The template or antisense () strand is
complementary to the sequence of the RNA
transcript. The coding or sense (+) strand of DNA
has the same sequence as the transcript, with T in
place of U.

The first nucleotide to be transcribed is denoted as
+1. The nucleotide immediately preceding it is
denoted as —1.

AACGUAGGGUCACAUC,. .. RNA transcript
.. .GCATACAACACACCTTGCATCCCAGTGTAG. .. Template, orantisense (-), strand
CGTATGTTGTGTGGIAACGTAGGGTCACATC. .. Coding,orsense (+),strand
-TH1+2
Stages of Transkription
see 6.
First nucleotide and how it is initiated
Through promotor (different in eu and pro)
bacterial
pribnow box, spacer, -35vregion

TATA box and sometiems CAAT box, but very variable



-irst nucleotide:

(o} i
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Draw the chemical formula of RNA pol nucleotide addition reaction
3 3
, £ e
o base — 2P 5 base
O O
£ L H,0 S
- H-0 OH PP; 0 OH 5
- O = (o) /,f’ —
- 9 O\ (/) \\\Pq/o % ‘4 = \/R g"
N/ A \ % 0’ 2
e Sl S 0 S
o O D Y% 3 a
0 base — 0 base —
HO (OH - HO & 5
Role of bacterial promotor
Help the RNA pol 2 binding with assosiacted sigma factors
-35 -10 +1
DNA template TTGACA TATAAT
—35 region Pribnow A~~~
box Start of
RNA

Nomenklatur der RNA




Das erste transkribierte nuk wird +1 alles vor fangt mit -1 an und wird weiter
nummeriert

How specific promtors can be controlled by different sigam subunits
by having different affinities for variant promotors

Structur of promotor of DNA engaged RNA pol

upstream downstream
- —
extended
.35 -10 element
-4 3 . o,
§nt I/-‘ "bg\ <, SRR .10
":\.\‘ LS p v‘ element

ﬁ’ 3'nt

Suche nach sigma, weil der bindet den pormotor

How do sigma subunits recognizes two separate regions of DNA
by different sequence? spacer different and boxes different

How is promotor DNA recognized when the DNAisnt even melte yet?

Kinetics of elongation transkritption
is not so fast wie die repliaktion
50Nuc/S

Understand why the RNA transcript is separated from the DNA template
through structural featurs of the RNAP

Transcription
bubble

DNA 3/ INontemplate |

54}, strand

Rewinding ‘22— <Y Unwinding

strand

channel

RNA-DNA
hybrid, Active
~8bp site

Direction of transcription
Figure 26-1a Figure 29.7

Biochemistry, Eighth Edition

2008 W H_Freeman and Company
2015 Macmillan Education

Recognize the Active site of RNA pol including the role of metal ions



metal ions are coordinated by the asp
has also, like the DNA pol, 2 Mg2+

G rOW|ng R NA Chaln Primer strand ¥

Ribonucleoside _o JENE
triphosphate

puess ajejdwa) yNG

Understand the role of translocation in the RNA polymerase elongation mechanism
so that the acitve site is moved an an new base can be synthesised
Explain how termination of transcription happens and what are the characteristics of teh
DNA sequence that leads to terminatio
2. it transcribes the terminator which then makes a loop with it self (contains much G C)
RNAP dissassociates
Understand the differende of bacterial RNA pol and the eukariotic RNA pol seq that leads
to termination. IE how to terminators in Eukariotes and prokariotes differ
Eukaryotes have poly A singal
Prokarytoes have Terminator
eukaryotic is more complex and requiers transcription factors,
have three types
pol 1:
rRNA
Pol 2
mRNA
pol 3
tRNA

Understand the transcriptional units that lead to the production of mMRNA or structural and
functional RNA mol
note sure
transciptiona units are one RNA can code for more than 1 protein or isnt translated at
all



Understand the roles of three different eukaryotic RNA pols

Eukaryotes have 3 types of RNA polymerases:

RNA-Pol |: makes rRNA and some small nuclear RNAs

RNA-Pol lI: makes most mRNA (inhibited by alpha
amanitin)

RNA-Pol Ill: makes most tRNA

different structures and different promoter affinities

DN

rRNA TRNA tRNA

Understand the organization and the conseved sequences of eukaryotic promotors

Eukaryotic Pol Il Transcription Initiation: the role of the promoter

eukaryotic promoters are extremely diverse and are difficult to characterize

many contain a TATA box (sequence TATAAA) within 30 to 100 bp upstream
of the transcription start site

TATA box is recognized by TATA binding protein which assists in the
formation of the RNA polymerase transcriptional complex

CAAT box variable and present in the region -40 to -150 bp upstream of
transcription start

- This is different than various sigma subunits of the bacterial RNA
polymerase.

-75 -35 +1
DNA template GGNCAATCT TATAAA
CAAT box TATA box SR
(sometimes present) (Hogness box) Start of

RNA

Know the role of the TATA-Box Binding Protein (TBP), which transkription factoc complex it
is part of and which other transcription factor complexes are there



TBP is part of TFIID als TFII B, E, H
TBP: interacts with double stranded DNA inducing strong kink

Exlpain and be able to show in a drawing how bacterial transkription facotr complex is
assembled

DNA template

P

RNA pol Il

DNA opened
CTD phosphorylated

|

]
R
>

C g
5

Figure 29.25
Biochemistry, Eighth Edition

Be able to recognize the TATA box binding protein in complex with DNA



Explain the role of additional transcription facotrs on controlling eukaryotic transcription
initiation and where they are located relative to trancription start

through mediator, which can be up/down stream or in the middle of the sequence
Explain the role of mediator in the process
is the brigde between the additional transcription factors and the RNA pol Il

Explain how transcription is terminated in eukaryotes. Which sequences are recognized
and by which enzyme. WHat happens after these sequences are recognized

The AAUAA sequence signalises cleavage, recognized by endonuclease

instead of terminator it has poly A signal
Exlpain how RNA is processed after Transcription

CTD macht polyA und 5' cap

Splicing
explain roles of enzymes that are cleaving primary transcripts in the production of tRNAs
and ribosomal RNAS

RNAase

cleaved

5' cap, 3' polyA tail, splicing

be able to draw the structure of the 5' cap at 5' end



Methylated in (‘:

caps0,1 d 2 P
-0 7 .
o] ( / A<NH
P_5" N /
d o\ =N
',.0_ NH,
O/ g HO OH
5’ \<°—
o P A modified guanine nucleotide is
added after first ~20-40
o nucleotides have been
- CH; .
o/'< Methylated in transcribed.
caps 1 an
base
-2 PO O~y

O';LP\ Methylated in

/- Cap = "™ / Poly(A) tail
5’—20w AAAAAAAAAAAAAAA—3

I |
Coding region

RNAP 3 macht das, dier cap sieht aus wie ein 3' ende, und schitz es daher vor

exonuclease. Ausserdem enhalten sie meist ein intron, das raus gespliced wird
explain what poly(A) tail is and what its role is

it protects the mRNA from exonucleases and is important for export,
Explain how transcription is coupled to co-translational RNA processing, cap addition and
poly A addition. Explain the role of the ¢ Terminal domain of RNA polymerase in this
process

Transcription and RNA
processing are coordinated CIPPIN __ pre-mRNA

by the phosphorylated "’ Sogy B
carboxyl-terminal domain - N
(CTD) of RNA polymerase II.

Functions of the CTD include:

1. Recruiting enzymes to

synthesize the %' cap.
m&

2. Recruiting components of
the splicing complex. Cpan 5 -

Biochemistry, Eighth Edition
© 2015 Macmillan Education

3. Recruiting the
endonuclease that cleaves
the pre-mRNA to expose
the site for polv(A) addition.




Translation 552023
Prof. Nenad Ban

At the end of this course, you should be able to:

1) Understand the features of the genetic code and how to read the genetic code table.

2) Know the components of the translational machinery.

3) Know the terminology of genetic code non-randomness, degeneracy and which
codons are used for special purposes - initiation and termination.

4) Understand the structure of the tRNA, secondary and 3D, where the aa is attached
and where the anticodon is located.

5) Know the two-step reaction mechanism of amino acyl tRNA synthetases (aaRS) and
the structural formula of the aminoacylated tRNA — how the aa is attached.

6) Understand the basic differences between class 1 and class 2 amino aaRSs.

7) Understand where the aaRSs can recognize tRNAs.

8) Understand the architecture of the ribosome, know the composition (rRNAs and
proteins) and where the active sites are.

9) Understand what A, P and E tRNA binding sites on the ribosome are.

10) Understand the stages of protein synthesis.

11) Know the process of initiation of protein synthesis, which factors are involved — what
is their role, which one hydrolyses GTP, how initiator tRNA is delivered, how the
small subunit finds the place on the mRNA to bind.

12) Know the chemical formula of the initiator formylmethionine and how it is attached
to the tRNA. Why formyl modification is useful to prevent self-cleavage.

13) Understand the structure of the 30S ribosomal subunit. How the 16S rRNA is
organized, where different domains are located, division between head and the body
and where the mRNA binds.

14) The way 30S recognizes the ribosome binding site — base pairing with the 3-end of
the 16S rRNA.

15) Where the ribosome binding site is relative to the start codon.

16) Be able to label all factors and components of the initiation, elongation, and
termination stages of translation. Be able to identify binding sites for tRNAs on the
schematic or structure of the ribosome.

17) Understand the elongation cycle and the roles of elongation factors.

18) Understand how the codon anticodon recognition takes place, which positions are
always Watson Crick interactions and how and why position 3 can be wobble
interaction.

19) Know the rules for wobble interactions.

20) Know the structure of Inosine and how it can be used for wobble interactions, know
the chemical formula of possible wobble base pairs with Inosine.

21) Understand how rRNA plays a role in positioning of codon anticodon base pairs.

22) Understand how release factors recognize stop codons, which reaction they catalyze.

23) Understand the architecture of the large ribosomal subunit, where the central
protuberance is and where the two stalks are. Where the active site cleft is.

24) Understand the architecture of the large ribosomal subunit (ribosome in general).
How the ribosomal proteins are intertwined with rRNA. Evolution and unique
characteristics of ribosomal proteins.

1. Understand the features of the genetic coed and how to read the geneitc code table
1. Its degenerated and triplets (Codons) code for amino acids or start/stop codons

Genetic code is:

Degenerate

B il UUA UCA OH UAA UGA STOP
Nonrandom . . .
UUG ucG UAG UGG Trp éﬂ,—l—()
N’
H

(G5 i e

UAG, UAA and “ ‘j CcuU ccU mI«—l:—sz_ CAU - Hi"_’ CGU : : -
cuc ‘H cce H,C\/CH, CAC u . |ece 1
Wi
UGA = STOP i C f e . CH, L . éHz c
cuA o | o +H' . i =
codons B [ . = B, Lelo
2

AUU

AUG and
sometimes GUG - = 4|
START codons |

|
H,C—S—CH,—CH,
GUU GeU

- e e

GUC GCC

GUG GCG

G i e




Know the components of the translational machinery
Hat eine grosse und eine kleine unterheinheit

Know the terminology of genetic code non-randomness, degeneracy and which codons are
used for special purposes, initiation and termination

AUG GUG start,

UAG UAA UGA stop codons

Understand the structure of tRNA, secondary and 3D, where the AA is attached and where
the anti codon is
What is the strucur of the

2D
sieht aus wie kleeblatt

3D
sieh aus wie L

Know the two step reaction machanism of amino acyl tRNA synthetases
This is the step for the amina acyl tRNA synthetases (aaRS)

Aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) — two step reaction
(error rate 1:10000 to 1:100000)

aa + ATP ---> aminoacyl-AMP + ppi

Aminoacyl-AMP + tRNA ---> aminoacyl-tRNA + AMP
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Aminoacyl-tRNA

Understand the aaRSs (amino acyl tRNA synthtasis) can recognize tRNA
gibt class 1 and 2
anticodon is not alwys recognized, meistens aber schon, genau wie paar oben im
kleeblatt
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Understand the architecture of the ribosome, know the composition (rRNAs and proteins)
and where the active sites are
Das bestehet zu 1/3 aus protein und 2/3 aus RNA. The small subunit has the
decoding cener while the bigger has the peptidyl transferase center
Understand what A,P and E tRNA binding site on the ribosome are
A: Aminoacyl tRNA pairs mit codon.



P: Pepidylttransferase transfereiert das Peptide auf die neue aminoacyl tRNA und
begwegt sich ein step weiter.

E: Exit site, tRNA verlasst das Ribosome
Understand the stages of protein synthesis
Initiation, elongation, termination, jeder hat seine eigenen Faktoren die helfen bei der
Synthese

Factor Mass (kD) Function

Initiation Factors

IF-1 9 Assists mRNA binding
IF-2 97 Binds initiator tRNA and GTP
IE-3 22 Releases 30S subunit [rom inactive ribosome and

aids mRNA and tRNA binding

Elongation Factors

LF-Tu 43 Binds aminoacyl-tRNA and GTP
EF-Ts 74 Displaces GDP from EF-Tu
EF-G I Promotes translocation of mRNAs and tRNAs

Release Factors

RF-1 36 Recognizes UAA and UAG Stop codons
RF-2 38 Recognizes UAA and UGA Stop codons
RE-3 46 Binds GTP and stimulates RF-1 and RF-2 binding

Know the role of the factors involved in translation
siehe oben, the init tRNA is delivered by IF-2
fmet strucutur and how it is attached
struct

O

\7NH

I Formylmethionyl-tRNA¢
tRNA¢ (fMet-tRNA)




attachment
by tranyformlyase

das formyl verhidner selfcleavage
Understand the structure of the 30s ribosomal subunit. How 16S rRNA is organized, where
different domains are located, division between head and the body and where the mRNA
binds
Critical role in initiation and decoding
mediated the interaction between codons and tRNA
The way 30s recogniszes teh ribosome binding site, base pairing withthe 3-end of the 16S
rRNA

shine-dalgarno sequence ins the compliment to the 16S rRNA
Where the ribsome binding site is relative to the start codon

it is upstream of the start codon
Be albe to lable all factors and components of the initiation, elongation and termination
stages of translation. BE able to identify binding site for tRNAs on the schematic structur of
the ribosome

all pictures of the three stages

Understand the elongation cycle and the roles of the elongaiton factors

m:@ Elongation stage
== of translation
?/ﬂ’

ﬁk’ | Ribosome has 3

binding sites for
' tRNA:

a-tRNA/
EF T -GTP
cccccc

EF-Tu-GDP

@ Binding of specific
aa-tRNA to A site

Vg, .
- A — aminoacyl
OTTT, -7 P — peptidyl
K E - exit

tRNA v "
6
QT \ t vp ptdynRNMomA ite to P site.
Ribos: codon to the right, and the

now u hgdtRNA(HIb ind to codon 5)
moves from P site to

Understand how the codon anticodon recognition takes place, which positions are always
watson-crick interactions and how and why pos 3 can be wobble interaction

the third wobbles so that there can be one tRBA for more than one codon, i.e. the
degeneracy is explained by this wobble



the third can also inosine
reason for wobble is the flexibility in the 3. pos
due to the presence of modified bases present in the anticodon
Know the rules for wobble interaction
Rules. first two always right, third one can wobble and also pair with inosine (mit allem
ausser guanin)
Know inosine how it can be used for wobble interactions, know the chemical formula of
possible wobble pairs with inosine
inosine
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Understand how rRNA plays a role in positioning the codon anticodon base pairs
rRNA helps linkind mRNA and tRNA

Understand how the release factors recognize stop codons, which reaction they catalyse
RF1 and 2 recognise two out of 3 stop coodnds each bind and RF3 hydrolysis GTP to
realase all, and the peptide
catalyse hydrolysis of GTP

Understand the architecutre of the large ribosomal subunit, where the central protuberance
is and where the two stalks are. Where the active site cleft its



catalyses peptide bond formation and binds initiation, elongation and termination
factors

and some stuff im too lazy

Understand how the ribsomomal proteisn are intertwined with rRNA. Evolution and Unique
charactersitics of ribosomal proteins

bw of

ribosomal
— ribosomal

are evenly

unique becuase of the long tails

Understand how tRNA bind to the active site region of the large rubsomal subunit. The role
of CAA end s of tRNA and of he P and A loops on the 23S rRNA

CCA is where the AA binds

too lazy

Know which part of the ribosome formes the active site
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Proteins come no closer
than 18 A to the active site

Ar

Be able to draw strucutral formula of the peptidyl transferase reaction

~g trr— her g = e = ——- -——— ==

0 \ ' ‘
HO O HO O HO OH HO O
Adenine © CH, Adenine ¢H, Adenine © CH, Adenine © CH,
0/ O/ 0/ 0/
N \ N, e
/ o / o / o / o
(o] (o] o (o]
tRNA tRNA tRNA tRNA
(P site) (A site) (P site) (A site)

Understand the difference between peptidyl transferase reaction and the termination
reaction
the release factor coordinates a water molecule that hydrolsys the termination. in



elongation the amine atttacs to form a new bond

Elongation mode Termination mode

‘ Release factor
H H
PES. é—. Peptidyl-tRNA 4

O-C dr— i

o o ?
4 » \ <
%3 G C'
c C
tRl‘A l: \
P-site A-site P-site

38. Understand how the newly synthesized protein is diffusing though the ribosomal tunnel,
understand how antibiotivs can interfere with this process

1. manche antibiotika konnen diesen tunnel verstopfen

nascent peptide

RNA-RNA interactions

during translation

Schaffitzel & Ban 2003, Encyclopedia
of Molecular Biology.

2,

39. Be able to recognize and lable all RNA-RNA interactions during translation



nascent peptide

P-loop S I

A 23S

rRNA
tRNAs
: mRNA
5/\' { ‘I‘/——3.
3 SDY) ~ AR G

16S

RNA-RNA interactions

during translation . DU

Schaffitzel & Ban 2003, Encyclopedia
of Molecular Biology.

52

Know what polysomes are

many ribosome translate one mRNA
Know how in bacterial transcription and translation can coupled and which factors are
involved in the process

connected by NusA and NusG
Understand how proteins can be targeted to membranes — co-translationally. Which protein
membrane insertion machinery there is — role of the translocase and of the SRP.

through the SecA system

Structur prediction



Lecture on AlphaFold, study objectives & questions

Basics:

- Multiple sequence alignment (MSA):
= How are altered amino acids dealt with?
= What are “similar” amino acids?
= Why are they similar?
- Protein sequence homology and connection to protein fold and evolution:
How would the fold of homologous proteins likely look like?
= If two proteins share the same fold, do they necessary have the
same function?
= If two proteins adopt the same fold, do they necessary have to
share close sequence homology?
= Explain the difference between homology, orthology & paralogy
How can an evolutionary tree be obtained?
- Protein pr|mary/secondary/temary/quarternary structure:
= What are the basic folding motifs observed in a protein
structure?

= Cunlain tha tarmme nri -

how are altered AA dealt with?
They are compaired to homologs
can be identical, similar or different
what aer similar porteins
substitution amtrix scores AA with similiar properties
like Val and Ala
Why are the similar
similar properties
How would the fold of homologous proteins likly look like
share a common fold since they have related sequence
If two proteins share the same fold, do they have to have the same function
no they dont
if two proteins adopt same fold, do they have to have same sequence
yes
Explain the difference between homology, orthlogy, paralogy
othologs
diff species, similiar function and structur
Paralogs
same species, sim structure, diff function
Homologs
related sequence
How can evolutionare tree be obtained
garde the related ness of the proteins, get related ness in tree
What are the basic folding motifs observed in protein structur
alpha helix beta sheet -> tertiary -> quarternary
Explain the term primary, secondary, tertiary, quarternary
primary
sequence af AA
secondary
alpha helix, beta sheet
tertiary



zusammensetzung dieser
kann schon ganzes protein sein
quarternary
multimere
Why do proteins unlikly fold by random sampling between all AA
would take forever, literally, to fold one protein
What is a filding funnel
Entropy is minimised by further folding into native sate
How does the enery state of a polypeptid change upon folding into a complact protein
energy gets lower and lowe, but not with out some hick up, so not straight
Which cellular machinerase ensure proper protein folding in the Cell
Chaperone
Indicate the classical ways of protein strucutr determination
No prediction, just look at it
NMR, Protein X ray crystallographie, cryo-EM
indication possible approaches for structur prediction
see above
What is deposited in the PDB
is repository for biological macromolecules
What is CASP
Critical assessment of structure prediction contest
what was used for the training of teh alphafold deep neural network
strucutres from PDB and other databases
what is the alpha fold input
sequnce
compairs closness to know ones,
what do you obtain as an output
builds structure and indicates the confidence level
What is the general architecture of the programm (no algorithme details)
Preprocessing module
Evoformer
Two transofmers (two tower architectuk)
Structure module
Pro & con
Only Proteins, no ligands
no info on protein dynamics
Not suitable for predictions of mutations
no prediction from single sequnce w/o evolution
Low conf area may be meaning less



6. Trained on good and bad stcutures
7. Are great hypothesis

25 Imapct of alphafold and other prediction programms on current biological research

AlphaFold as an «experimental assistant» for different fields

functional Modeled structures
analysis are great HYPOTHESES
structure-guided
mutagenesis
protein inter-
action studies

1 . Inspired by from Tom Terwilliger’s talk (2021)




1. Protein/Liganden-Bindungsgleichgewichte

Eine wassrige LOsung enthalt ein Protein P und seinen Liganden L. Die

Gesamtkonzentration von L in der Losung is 0.1 uM und wesentlich grésser als die
Gesamtkonzentration von P ([Liwt] >> ([Pwt]). Die Dissoziationskonstante (Kpiss) des Protein-
Ligandenkomplexes ist 2:10° M.

- Zu wieviel Prozent ist das Protein nach Gleichgewichtseinstellung mit Ligand besetzt?

- Sie verdinnen nun diese Losung auf das 10-fache Volumen. Wie ist der
Besetzungsgrad nach Neueinstellung des Gleichgewichts?



2) Enzymkinetik

Vervollstandigen Sie die folgenden Diagramme

Initial Initial
velocity velocity
(M/s) [S] = constant; (M/s) [E] << [S];
A [E] << [S]; A uncatalyzed reaction is not observed.
uncatalyzed reaction is not observed. Voo kool
max
Vmax/Z T
0 > 0 | '

1
0 Enyzme concentration (M) 0 Ky Substrate concentration (M) 10 x K,



3) Enzymkinetik: Ein Enzym E katalysiert die Umwandlung eines Substrats S zum
Produkt P. Es gelten folgende Bedingungen:

- Die unkatalysierte Reaktion wird nicht beobachtet, und die Rickwartsreaktion P—S
Ist vernachlassigbar.

- Die katalysierte Reaktion wird durch Zugabe von Enzym zum Substrat gestartet.

- Gesamtkonzentration des Enzyms: [Eita] =1 108 M.

- Anfangskonzentration des Substrats: [S] = Kw.

- Gemessene Anfangsgeschwindigkeit der Bildung von P: vi=2-10* M s,

Berechnen Sie den kea-Wert des Enzyms (Einheit: s).



4. Enzymkinetik:

Im Cytoplasma einer Bakterienzelle mit einem Volumen von 5:101° L befindet sich nur ein
einziges MolekUl eines hocheffizienten Enzyms, das katalytische Perfektion erreicht hat
(kea/Km = 10° M1s?) und folgende Eigenschaften hat:

Keat = 10° s71;

Kw =103 M;

Die intrazellulare Substratkonzentration ist 10 M.

Wie lange dauert es, bis 10% des Substrats in Produkt tberfuhrt worden sind?

Annahmen:;

- Die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 0 und 10% Substratumsatz ist konstant und

identisch mit der Anfangsgeschwindigkeit.
- Die unkatalysierte Reaktion wird nicht beobachtet.



5. Thermodynamik, Enzymkinetik:

Ein Enzym erniedrigt die Aktivierungsenergie des Ubergangszustands einer Reaktion bei
25°C um 30 kJ/mol. Um welchen Faktor wird die Reaktion durch das Enzym
beschleunigt? (R =8.31J K mol?; Nullpunkt der Celsiusskala: 273.15 K)



6. Thermodynamik:

Ein Molektl kommt in wassriger Losung in zwei verschiedenen Konformationszustanden
vor. Konformation A ist bei 25°C um 8 kJ/mol stabiler als B. Wieviel % der Molekiile
liegen nach Gleichgewichtseinstellung im Zustand A und wieviel % liegen im Zustand B
vor? (R = 8.31 J K* mol?; Nullpunkt der Celsiusskala: 273.15 K)



7. Welche der folgenden Aussagen sind richtig bzw. falsch (bitte ankreuzen) (2.5 P)?

richtig | falsch

m 0 | Energetisch unginstige Reaktionen konnen in der Zelle ablaufen, wenn nur das
Weiterreagieren des weniger stabilen Produkts enzymatisch katalysiert wird, so
dass dieses aus dem Gleichgewicht gezogen wird.

m o | Die Anfangsgeschwindigkeit von Reaktionen zweiter Ordnung verdoppelt sich, wenn
die Anfangskonzentrationen verdoppelt werden.

0 o | Die Zeit, die ein Molekil braucht, um in der Zelle tber eine bestimmte Distanz zu
difftundieren, steigt linear mit der Distanz.

O o | Der Hill Koeffizient von 2.8 fur Hamoglobin bedeutet, das es keine Zustande von
Hamoglobin gibt, in denen die vier Sauerstoffbindestellen nur teilweise besetzt sind.

O o | Enzymkatalysierte Reaktionen: In Anwesenheit eines kompetitiven Inhibitors kann

Vmax bei sehr hohen Substratkonzentrationen immer noch erreicht werden.




Unkompetitive Inhibitoren kbnnen nur an den Enzym/Substratkomplex binden.
Dadurch wird die Wechselwirkung zwischen Enzym und Substrat stabilisiert und

der apparente Ku-Wert ist in Gegenwart des Inhibitors kleiner als der Km-Wert in

Abwesenheit des Inhibitors.

Wenn eines Molekl in zwei Zustanden vorkommt und im Gleichgewicht deren

Verhaltnis 1000:1 ist, ist die Energiedifferenz zwischen den Zustdnden 17.1 kJ/mol

bei 25°C.




8. Protein/Liganden Bindungsgleichgewichte:

Zu einer Proteinldsung (Proteinkonzentration = konstant) wird schrittweise immer mehr Ligand
zugegeben. Die Dissoziationskonstante des Protein/Ligandenkomplexes ist 10 M. Zeichnen Sie in das
folgende Diagramm qualitativ den Anstieg des Besetzungsgrades Y nach Gleichgewichts-einstellung als
Funktion der Ligandenkonzentration ein, und zwar fir die Falle [P] = 10, 107, 108 und 10° M.

A

1 —— e o

Occupancy Y
O
i
I

0) | |
] I

0 1 2 3

y

Molar equivalents of ligand added



9. Kompetitive Enzyminhibition:

Zeichnen Sie die Michaelis-Menten Diagramme flr die folgenden Félle:

1) Enzym ohne Inhibitor; ii) Enzym in Gegenwart niedriger und iii) Enzym in Gegenwart hoher
Konzentrationen eines kompetitiven Inhbitors.

V;(M/s)

VMax

0 Ky 10 Ky,
Substrate concentration (M)



10. Nicht-kompetitive (allosterische) Enzyminhibition:

Zeichnen Sie die Michaelis-Menten Diagramme flr die folgenden Falle:
1) Enzym ohne Inhibitor; ii) Enzym in Gegenwart niedriger und iii) Enzym in Gegenwart hoher
Konzentrationen eines nicht-kompetitiven Inhbitors.

V,;(M/s)

VMax

0 Ky 10 K,,
Substrate concentration (M)



11. Sauerstoffbindung von Hadmoglobin: Einfluss der allosterischen Effektoren 2,3-Diphosphoglycerat
und CO2

Zeichnen Sie die Sauerstoffbindekurve von Hamoglobin i) im Erythrozyten, ii) nach Isolierung aus
dem Erythrozyten und Enfernung von 2,3-Diphosphoglycerat und iii) im Erythrozyten in Gegenwart
erhdhter Konzentrationen von CO: bei unverandertem pH Wert.

A

1__

Occupancy Y

0 26 100
pO, (Torr)



12. Welche der folgenden Aussagen sind richtig bzw. falsch (bitte ankreuzen)?

richtig | falsch

O o | Bei Rektionen pseudoerster Ordnung bleibt die Halbwertszeit gleich, wenn die

Anfangskonzentration der Unterschusskomponente halbiert wird.

O o | Es gibt viele Beispiele fur nattrliche Enyzm/Substrat-Paare mit Ku-Werten im
Bereich von 10° M.
O o | Wenn ein Enzym die Umsetzung des Substrats zum Produkt 1000-fach beschleunigt,

bedeutet das nicht, dass auch die Ruckwartsreaktion (Produkt — Substrat) 1000-

fach beschleunigt wird.

O o | Das allosterische Enzym ATCase zeigt einen hyperbolischen Anstieg der

Anfangsgeschwindigkeit mit steigender Aspartatkonzentration.

m o | Der fur HAmoglobin gemessene Hill Koeffizient von 2.8 bedeutet, dass keine

unvollstandig mit Sauerstoff besetzte Zustande des Hamoglobins exisitieren,

m m Mit steigenden Konzentrationen eines kompetitiven Enzym-Inhibitors geht vmax gegen
Null.




richtig | falsch

O o | Bei konstanter Konzentration eines kompetitiven Inhibitors ist der beobachtete

(apparente) Km Wert héher als in Abwesenheit des Inhibitors.

O o | Mit Pre-Steady-State Kinetik Experimenten kann der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt im katalytischen Zyklus eines Enzyms bestimmt werden. Im Gegensatz zu
normalen Enzymkinetik-Experimenten ([E] << [S]) werden dabei ahnliche grosse

Anfangskonzentratoinen von Enzym und Substrat verwendet.

O o | In Gegenwart eines nichtkompetitiven Inhibitors bleibt vmax unverandert.




1. Protein/Liganden-Bindungsgleichgewichte

Eine wassrige Losung enthalt ein Protein P und seinen Liganden L. Die
Gesamtkonzentration von L in der Losung is 0.1 uM und wesentlich grosser als die
Gesamtkonzentration von P ([Liw] >> ([Pwt]). Die Dissoziationskonstante (Kpss) des
Protein-Ligandenkomplexes ist 2:10° M.

- Zu wieviel Prozent ist das Protein nach Gleichgewichtseinstellung mit Ligand besetzt?

- Sie Verdinnen nun diese Losung auf das 10-fache Volumen. Wie ist der
Besetzungsgrad nach Neueinstellung des Gleichgewichts?

Ltk 5> Proc  (LT=0.1. I3 Y L+ P = PL
Kose = %ﬁ}‘_ 716" YAVE L
[P] - o e
e ?ﬁih: 50 20P : 1 PL grfzenlc ZA? R P
VerdTanuey: 210" M i0iq Peesnt oo = o0

2071



2) Enzymkinetik

Vervollstandigen Sie die folgenden Diagramme

Initial Initial
velocity velocity
(M/s) [S] = constant; (M/s) [E] << [S];
A [E] << [S]; A uncatalyzed reaction is not observed
uncatalyzed reaction is not observed. Voo koo oo .
27
Vmax/Z T
0 > 0 ! >
0 Enyzme concentration (M) 0 K Substrate concentration (M)
0.07 kk = A7 6.V
Ol = DY H
1 Kam = So
1O Wy = XA >

V06 ky, =

DA 7.



3) Enzymkinetik: Ein Enzym E katalysiert die Umwandlung eines Substrats S zum
Produkt P. Es gelten folgende Bedingungen:

- Die unkatalysierte Reaktion wird nicht beobachtet, und die Ruckwartsreaktion P—S
ist vernachlassigbar.

- Die katalysierte Reaktion wird durch Zugabe von Enzym zum Substrat gestartet.

- Gesamtkonzentration des Enzyms: [Eia] = 1° 10° M.

- Anfangskonzentration des Substrats: [S] = Ky.

- Gemessene Anfangsgeschwindigkeit der Bildung von P: vi=2-10* M s™.

Berechnen Sie den ke.-Wert des Enzyms (Einheit: s™) (1.5 P).

’P _74_3 _S ‘< - A _ MCJ(\O\‘@{!'Q M’@ﬂ"k{/\ 6(‘
S L5 P Kpiss Vi = keek- EEQ} LS
g _B, 0 K= Ve /2, k. LS
A
= 5 \ ce. >
ESB“\CH . V., Z¢ SEAR=N
(_Etokl—- I\ . {625 H 4O (Obos"’ - 2-2-10 14 5—/] = k c.at

Vi= 0.8V cex A'\Q‘&M



IE in S (0 L — 2.18% Eryme

'S g/ Ui
4. Enzymkinetik: @ Apm 2:10 - 3.3 0 Y
6 10?2 E/mo)

Im Cytoplasma einer Bakterlenzelle mit einem Volumen von 5107'° L befindet sich nur ein
einziges Molekul eines hocheffizienten Enzyms, das katalytische Perfektion erreicht hat
(Keat/ K = 109 M"'s™) und folgende Eigenschaften hat:

Keat = 10 S

K = 10° M;

Die intrazelluldre Substratkonzentration ist 10 M.

Wie lange dauert es, bis 10% des Substrats in Produkt Uberfuhrt worden sind?
C<] V=75 [Ee] kear

Annahmen: Vio= kens [E] ’ l‘y\”[g Vo= 0. 007 el

L s

- Die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 0 und 10% Substratumsatz ist konstant und
identisch mit der Anfangsgeschwindigkeit.

- Die unkatalysierte Reaktion wird nicht beobachtet.
N0y Vetrschudndec

O.006-1 67 i; IO—HM‘— 1665 s — 0.0LS
S Lo Mg



2 uso\{”%aﬁ%ﬂy\\»e,i \/ECDL: = < |Q~((° L

Wie Vviele freie Protenes befinden sl in Gines Jedle being
Plrustolenisinen g =9 ]

moecdes _ (.~ H+
(M3 = 15 7 Mol /L - A elon AL

o)

-1y -273 o ecul?) _ C)
gdq"}}_‘;\_ S0 K= S (o ol « NA T = 30 HY melecuen

b@ tonko U esterm
NN "’lol/L

12_,&,51% WC\:}U andus €n KDNPOV\,O\{—Q; Dﬁ:@‘%{pﬁdr\w AN

Kpies Ven 0 —— OH™ + 4*

i v
We vitle Profeine siad 0 leer prokoqoigechen dele. @rthalia

\nFeazellO\E e proteinks A T celoM

0.3 9/ mL
3oe 9/ Lo
@Mc&a@(q%&@id& Voo Boked nen
LSeqe: 250 aa . A09/ 0 = 2¥Sos o/mme|

p/ E"Pobpe?’ciatﬂflkﬁj_— 00 %

= ©.603g Mol /L.

e
3¢ Sco ~

o]

7# Pe\jpejab:d kollen / E . col

"

~18
S 18" - 0.009% el /L = 3D Jo Mol

3910 aol —NA%{“’M: 2.3 Mo Polypep.
ol o ki

‘

(O 'Gee - 20 oo

CNer A0 fyere 1469

2 bo some.



5. Thermodynamik, Enzymkinetik:

Ein Enzym erniedrigt die Aktivierungsenergie des Ubergangszustands einer Reaktion bei
25°C um 30 kJd/mol. Um welchen Faktor wird die Reaktion durch das Enzym
beschleunigt? (R =8.31J K" mol”; Nullpunkt der Celsiusskala: 273.15 K)

yANE) - _
Q&c = — l{\K\(\)R’\— Q&RT (<
ket (A,Eﬁ
koncok = e e

ke = L1'292 hwal Schaellen
kineeX

T3 ol = 40X .
. _ \ \
1,8 =§5.260 |O = 1R323K e



6. Thermodynamik:

Ein Molekul kommt in wassriger Losung in zwei verschiedenen Konformationszustanden
vor. Konformation A ist bei 25°C um 8 kJ/mol stabiler als B. Wieviel % der Molekule
liegen nach Gleichgewichtseinstellung im Zustand A und wieviel % liegen im Zustand B
vor? (R = 8.31 J K" mol”"; Nullpunkt der Celsiusskala: 273.15 K)

A = 13 £ = (ox Stabile”
81D [nd 28 Stabile”
el RO0O & S -
\éef— = @ BT ) = O 039 . 033 :
) A A 203
32?%-[@@:33/ A 2hks



7. Welche der folgenden Aussagen sind richtig bzw. falsch (bitte ankreuzen) (2.5 P)?

richtig | falsch

\/q 0 | Energetisch ungunstige Reaktionen konnen in der Zelle ablaufen, wenn nur das
Weiterreagieren des weniger stabilen Produkts enzymatisch katalysiert wird, so dass

dieses aus dem Gleichgewicht gezogen wird. DL AP — GAP ™ VY

Die Anfangsgeschwindigkeit von Reaktionen zweiter Ordnung verdoppelt sich, wenn

die Anfangskonzentrationen verd elt werden. L\ \/ .= EAQ ):B'J le

Die Zeit, die ein Molekul braucht, um in der Zelle Uber eine bestimmte Distanz zu

7} tiscka oLeM BPeior
diffundieren, ste|gt4moe\0\a(:ﬁmt der Distanz. = sdhe SU\O\)

Der Hill Koeffizient von 2.8 fur Hamoglobm bedeutet, das es kelne Zustande von
€n odes NidrtsS = Coo LvieEy 0 d<Qn
Hamoglobin glbt in denen dle vier Sauersto fbindestellen nur tellwelgé besetzt sind.

| K|

>@’ o | Enzymkatalysierte Reaktionen: In Anwesenheit eines kompetitiven Inhibitors kann

Vmax bei sehr hohen Substratkonzentrationen immer noch erreicht werden.




Unkompetitive Inhibitoren konnen nur an den Enzym/Substratkomplex binden.
Dadurch wird die Wechselwirkung zwischen Enzym und Substrat stabilisiert und der

apparente Ky-Wert ist in Gegenwart des Inhibitors kleiner als der Ky-Wert in

Abwesenheit des Inhibitors. T ¢ Ap+Hhe prham

Wenn eines Molekul in zwei Zustanden vorkommt und im Gleichgewicht deren

Verhaltnis 1000:1 ist, ist die Energiedifferenz zwischen den Zustanden 17.1 kdJ/mol

bei 25°C.
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8. Protein/Liganden Bindungsgleichgewichte:

Zu einer Proteinlosung (Proteinkonzentration = konstant) wird schrittweise immer mehr Ligand
zugegeben. Die Dissoziationskonstante des Protein/Ligandenkomplexes ist 10® M. Zeichnen Sie in das
folgende Diagramm qualitativ den Anstieg des Besetzungsgrades Y nach Gleichgewichts-einstellung als
Funktion der Ligandenkonzentration ein, und zwar fir die Félle [P] = 10,107, 10 und 10° M.

Occupancy Y

1 —_

©
t

P10 Kp
o~ ™
ﬁ}v
0.7
—

oY

ol

Molar equivalents of ligand added

L—-f‘o\- / P Lot




P+rL—= L

CL_Jcox,] - L AvPL
(Pest] = Px PL
_  PL

© [PJeot

Prot = Ltok = Kobiss
(O koves
= \/(o kdis¢

\

h

m Nicht sicher — people.reed.edu e M+

>gle  Mlero (2018 xavectse  Terminversc..!| sekretaria  Homepage..| ETH Zurich  ILIAS - Dok..- Documents  Hydrolysis o..mistry Steps

or waltzing with. polybox Anmelden © Mit einmaligem Anmelde.. £ R people.reed.edu/~glasfe...
When both and ds i are multiplied by K, the following form of the equation is
obtained.

(Eq. L.6)

a

Equation L6 allows Y to range from a value of zero (when the concentration of free ligand is zero)
to one, but that is only approached at very, very high concentrations of ligand (Figure L1). Of
particular interest is that when [L] is equal to K,, the fraction of bound receptor is 2.

y-—t K g5 g L7
K,+IL] K, +K, Ea L7

K, can therefore be interpreted as the ligand concentration that leads to 50% occupancy of the receptor’s binding
sife. 'The lower the value of K,, the less ligand required to achieve 50% occupancy, indicating a
higher affinity between receptor and ligand.
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9. Kompetitive Enzyminhibition:
Zeichnen Sie die Michaelis-Menten Diagramme fur die folgenden Falle:
nzym ohne Inhibito =nzym in Gegenwart niedriger un nzym in Gegenwart hoher
onzentrationen eines kompetitiven Inhbitors.

V;(M/s)

VMax

Vi
N

\/\»kDC-

U |

M \ﬁ W appartnt 10 Ky, L/’ “Pp‘\r@f‘t

Substrate concentration (M)

o
A~



10. Nicht-kompetitive (allosterische) Enzyminhibition:

ichnen Sie die Michaelis-Menten Diagramme fur die folge

e
é\?ﬂzym ohne Inhibito rm nzym in Gegenwart niedriger ung

nzentrationen eines nicht-kompetitiven Inhbitors.

Akt ivitar 2O oknn T

bunaen

nase

Fnzym in Gegenwart hoher
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Ll 4 /_ cov.von €07
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“eeht <o Vimax
Cw s alg
La e
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Z
S tE °
n/ [ =
~ . g
. T SET
[N a\letiv

et Lonweeh [Sive

KM
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11. Sauerstoffbindung von Hamoglobin: Einfluss der allosterischen Effektoren 2,3-Diphosphoglycerat
und CO,

Zeichnen Sie die Sauerstoffbindekurve von Hamoglobin i) im Erythrozyteach Isolierung aus
dem Erythrozyten und Enfernung von 2,3-Diphosphoglycerat und iii\im Erythrozyten in Gegenwart
erhohter Konzentrationen von CO2TR, .\~ E%Qe)dc
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