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ZF Zellbiologie 1 / Modellorganismen

1. Modellorganismen

Definition von Biotechnologie

Integration der Grundlagen aus Natur- & Ingenieurwissenschaften, um Organismen als

Biomasse oder als Produzenten von bestimmten Produkten in vivo, in vitro oder im Reaktor zu

nutzen.

Welche Modelorganismen eignen sich fur welche Produktkriterien

Organismus Eigenschaften Anwendung Bereiche
i . Biotransformationen
Escherichia coli e Schnell wachsend * Forschung
Herstellun .
e Leicht kultivierbar ) g & Praxis
rekombinanter Proteine
¢ Gensequenzen bekannt
. e Studien
e Expressionssystem gut
e Biotransformationen
Saccharomyces e 16 Chromosomenpaare Forschung
cerevisiae e Schnell wachsend e Lebensmittelproduktion & Praxis
. . Herstellun
(Backhefe) e Leicht kultivierbar * g
rekombinanter Proteine
¢ Gensequenzen bekannt
_ e Forschungsobjekt
e Expressionssystem gut
Al f hun
Fadenwurm e 6 Chromosomen * poptoseforschung Forschung
Caenorhabditis « durchsichtig e Schadlingsbekampfung
elegans
, e Embryonalentwicklungsfo
Zebrafisch e 25 Chromosomenpaare Forschung
o rschung
e Durchsichtig in
Entwicklung
e 26 Tage bis adult
. e Forschung der
Xenopus laevis: e 18 Chromosomenpaare Forschung
. — ) ) Wirbelséulenentwicklung .
stidafrikanischer e Einzelne Stadien & Praxis
Krallenfrosch durchsichtig y Testsystem N
_ Okotoxikologie
e Reifungsprozess 14d
F h jek
Maus-/Rattenklone | e Sehr gut untersucht » Forschungsobjekte Forschung
Antikérperproduzenten .
e Viele Mutanten * PeTp & (Praxis)
e Genetische Studien &
o Kurzer Lebenszyklus
Entwicklungsstudien
e 20/21 Chromosomen
ZHAW Departement N, K. Mutter 3
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ZF Zellbiologie 1 / Modellorganismen

Insektenzellen e Schnell wachsend Produktion von Praxis
] o rekombinanten Proteinen
e Robust in Kultivierung
e Leicht transfizierbar mit
Baculoviren
. Forschung im
Saugerzellen e Schnell wachsend Forschung
biologischen, .
e Stoffwechsel & Produkt _ & Praxis
pharmazeutischen &
dem Menschen am o _
o medizinischen Bereich
ahnlichsten
. Produktion von
e Gut transfizierbar
komplexen,
rekombinanten Proteinen
Nicotiana tabacum | ¢ Relativ schnell wachsend Reaktorkultivierungen Forschung
Transfektionsmethoden
E. coli S. Pflanzenzelle | Sdugerzelle
cerevisiae
Wachstumsrate hervorragend |sehr gut |langsam madssig
Genetische Systeme sehr viele viele wenige einige
verfiigbar
Kulturmedien billig billig billig teuer
Proteinfaltung schwach massig gut - sehr sehr gut
gut
Einfache Glykosylierung | nein ja ja ja
Komplexe nein nein ja* Ja
Glykosylierung
Proteolytischer Abbau | ja wenhig kaum wenig
Produktexkretion, - moglich* sehr gut | schlecht sehr gut
sekretion

anderec Mucter ale hei Sédunerzellen

Anwendungen von gentechnisch veranderten Organismen

o Lebensmittel (50% der Lebensmittel der USA aus transgenen Pflanzen)

o Gentherapie

o CAR-T Technologie: Immuno-Onkologie bei der T-Zellen des Patienten verandert

werden damit sie Tumor Zellen angreifen.

Produkte aus Organismen

o Zelleigene/native Produkte: Sekundarmetaboliten

¢ Rekombinante Proteine

ZHAW Departement N, K. Mutter
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ZF Zellbiologie 1 / Saugerzellkulturtechnik

2. Saugerzellkulturtechnik

Eigenschaften unterschiedlicher Zellarten

Epithelzellen

Somatische Zellen

Krebszellen

e Verantwortlich fir
typische Organ-
Funktion

e z.B. Gasaustausch in

der Lunge

Undifferenzierte Zellen die sich o
selbst erneuern kénnen.
Zustandig fur Zellordnung in o
einem bestimmten Gebiet

(Knochenmark-/ Blutstammzellen)

Wachsen unkontrolliert

Teilen sich «~ oft

Unsterblich

In alles differenzierbar

Stammzellen

Mesenchymzellen

Kdnnen sich unbegrenzt teilen & kénnen
differenziert werden (Unter bestimmten
Bedingungen spezialisiert differenziert).
e Herkunft: embryonal & adult
o Differenzierungsarten:
o totipotent: 1-4 d nach Befruchtung
o pluripotent: 4 — 8 M.
o multipotent: ab 8 M.

o unipotent: spez. Zellen

e Bindegewebszellen, Fibroplasten aus
embryonalem (selten adult) Mesoderm

e Anspruchslos gegentber Nahrstoffen

¢ Bei Konfluenz (grosstenteils lliickenlose
Bedeckung der Oberflache eines
Kulturgefasses) eine parallele

Anordnung von spindelférmigen Zellen

Adhéarente Zellen

Suspensionszellen

e Anchorage-dependent, wo sie sich zur
Vermehrung anheften

e Monolayer

e Konfluenz fur ein Mass fur den Anteil

Uberwachsener Flache

e Frei schwimmend im Medium

e Bilden bei hoher Zelldichte Aggregate

e Sattigung in Abhangigkeit von der
Zelldichte

Produkte der Saugerzellkulturen

e |mpfstoffe

e Cytokine

e Wachstumshormone

e Enzyme

¢ Monoklonale Antikérper
o CAR-T Technologie

ZHAW Departement N, K. Mutter

(Interferone & Interleukine)
(GCsF, EPO, EGF, usw.)

(Tissue Plasminogen Aktivator)
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ZF Zellbiologie 1 / Saugerzellkulturtechnik

Arten von Stammzellen (Sz) & deren Eigenschaften

Haematopoietic Sz / Blutstammzellen: fur Blutbildung zustandig.

Erythrozyten; B-Zellen; T-Zellen; Killerzellen; Neutrophile, basophile & eosinophile
Blutzellen; Monozyten; Makrophagen; Blutplattchen.

Mesenchymale Sz / Fibroplasten: Vorlauferzellen des Bindegewebes aus dem

Nabelschnurgewebe oder Knochenmark.
Neuronale Sz / Nervenstammzellen: Nerven- & Gehirnzellen (Neuronen, Astrozyten,
Oligodendrozyten).
Epitheliale Stammzellen. Befinden sich in den Krypten der Darmwand.
o Hautstammzellen: epidermale & follikulare Stammzellen.
o Basalschicht der Epidermis oder an der Basis der Haarwurzeln.
o Aus den epidermalen Zellen entstehen die Keratinozyten.
o Aus den follikularen Zellen entstehen die Haarfollikel.

Einteilung in:
Totipotent:  Differenzierung noch nicht festgelegt

Pluripotent:  Differenzierung zu jedem Zelltyp eines Organismus, aber im Gegensatz zu

Totipotenz, nicht mehr in der Lage einen gesamten Organismus auszubilden

Multipotent:  Differenzierung in versch. Zelltypen innerhalb eines Gewebetyps méglich

Unipotent: Kann nur Zellen desselben Typs bilden

Embryonal:  Pluripotente Zellen aus einem friihen Stadium des Embryos die in jede

beliebige Zelle im Korper differenziert werden kénnen.

Adult: Teilungsfahige Zellen in ausgewachsenen Geweben, die sich selbst erneuern,

die Zellordnung erhalten und verletzte Zellen ersetzen & reparieren

(Knochenmark, Blutstammzellen)

Erzeugung & besondere Eigenschaften von iPSCs

w N

ZHAW Departement N, K. Mutter

iPSC = induzierte pluripotente Stammzellen
Entnahme von humanen adulten Zellen (Medizin verbietet tierische Zellen)
Genetische Reprogrammierung / Hinzufiigen von Genen
Kultivierung & Differenzierung in vitro
Eigenschaften:
o Keine Embryos benétigt
o Integrative oder nichtintegrative Methoden zur Genveranderung
= Vorteile der nicht integrativen Methode: keine kanzerogenen Transkriptionsfaktoren

notig & hinterlasst keinen Fingerabdruck.




ZF Zellbiologie 1 / Saugerzellkulturtechnik

Wichtige Begriffe

e FACS (Fluorescent activated cell sorter): Gerat zur Sortierung von Zellen basierend auf
Lichtstreuungs- und Fluoreszenzeigenschaften die ein Laser misst und ein Magnet sortiert.

e Primarkulturen: in vitro-Zellkulturen, direkt aus Gewebe oder Organen. Primarzellkulturen
weisen eine grosse Heterogenitat bezlglich der Zelltypen auf.

e Subkultur (Passage): Kultur die via Passagieren/Subkultivieren in eine neue Kulturflasche
zur weiteren Vermehrung tberfihrt wurde.

o Zelllinie: Durch wiederholtes Passagieren im Wachstum begtinstigte einzelne Zellen, die
eine neue homogenere Zelllinie bildet. Wird charakterisiert, vermehrt & aufbewahrt.

e |mmortalisation: Unsterblichmachen von Zellen gezielt durch Transfektion mit

modifizierten Viren oder Einflihren eines Gens, das die Seneszenz hemmt.
e Propagation: Vermehrung von Zellen in einem Gefass oder Reaktor

e Proliferation: Zellwachstum

Unterschiedlichen Arten von Zelllinien & deren Eigenschaften
e Hela 1952 aus Gebarmutterhalskrebs

e CHOK1 1958 Hamsterzelllinie fiir Proteinprozesse

e BHK-21 1961 Hamsterzelllinie

e Vero 1962 Nierenzellen aus griinen Meerkatzen

e HEK-293 1977 Humane embryonale Nierenzellen

e Sf-9 1977 Insektenzellen fir rekombinante Proteine

Infrastruktur eines Zellkulturlabors
Material: Sterilwerkbank, Brutschrank, Umkehrmikroskop, Reinstwasser
Sicherheitsvorschriften: Produkte- und Personenschutz, Storfallverordnung, EFBS-

Richtlinien (Eidgendssische Fachkommission flir biologische Sicherheit)

Entwicklungsschritte der Keimblatter nach der Gastrulation

o Ektoderm: dusseres Keimblatt zur Anlage des Zentralnervensystems, der Sinnesorgane,
der Haut & ihrer Anhangsgebilde (Nagel, Drisen, Haare).

o Mesoderm: mittleres Keimblatt fiir Muskeln, Knochen, Blut und Bindegewebe.

¢ Endoderm: inneres Keimblatt zur Anlage der Zellen zur Atmung, Verdauung, Leber,

Pankreas & anderer Organe.

Eigenschaften der Zellkulturmedium-Komponenten fur tierische/humane Zellen
o Allgemeine Anforderungen:

o alle lebensnotwendigen Nahrstoffen enthaltend

o keine toxischen oder inhibitorischen Effekte auf das Zellwachstum

o Quantitativ ausgewogenen Bestandteile durfen einander nicht beeinflussen

ZHAW Departement N, K. Mutter 7
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e Zucker meistens Glucose
e AS alle essentiellen Aminosauren

e Anorg. lonen Na*, Ka*, Ca?*, Mg?*, CI, PO.,*, SO4* & HCOs’

e Vitamine Generell B-Vitamine. Weitere werden vermutlich im Serum.
e \Wasser
e Im Serum Spurenelemente (Eisen, Kupfer, Vanadium, Molybdan, Zink, Selen),

organische Substrate (Lipide, Cholin & Inositol fir Stoffwechsel),
Hormone und Wachstumsfaktoren.

Vor- & Nachteile der unterschiedlichen Kultivierungsarten

Zelldichte Serumverbrauch Art des Systems
T-Flasche 1-1.5* 106 Hoch Unbewegt
Spinnerflasche 2-5*10s Hoch Gerihrt
Rollerflasche 2-5*10¢ Hoch Gerthrt
Unbewegt,
CELLline 107 Gering Kultivierungs- &
Medienraum

Berechnung der Verdopplungszeit & Wachstumsrate

InNB—InNA

Po—s mit N = Zelldichte zur Zeit A/ B &t = Zeitin h

o Wachstumsrate: u =

log 2+Ng—logNy _ log2
u u

e Verdopplungszeit: t; =
e Ermittlung durch
o Direkte Methode: einzelne Zellen werden gefarbt
» Farbausschlusstest: tote Zellen sind geféarbt
= Farbstoffaufnahmetest: lebende Zellen sind farbig
o Indirekte Methode: Verfolgen von Anderungen im Medium
= Substratverbrauch, Metabolitenakkumulation: Glucose, Lactat

= Cytosolische Proteine im Medium: Indiz fir tote Zellen

ZHAW Departement N, K. Mutter




ZF Zellbiologie 1 / Biomembran

3. Biomembran

Aufbau & Funktion/Eigenschaften von Membranen

Aufbau:
o Grundstruktur: Phospholipidbilayer
o Membranproteine fir spezielle Funktionen
o Glycolipide & Glykoproteine fur extrazellulare Funktion
o Cholesterin (in Saugerzellen)
Funktionen:
o Abgrenzung, Barriere, Strukturgebung, Erkennung, Signalaufnahme & —leitung,
Transport, Energiekonservierung, Biosynthese

Wie kommt eine Asymmetrie in den biologischen Membranen zustande?

Membranen haben eine dem Cytoplasma zugewandte plasmatische Seite (P-Seite) &
eine extraplasmatische Seite (E-Seite). Die Aussenseite ist glykosyliert.

Die Phospholipide bestehen aus einem hydrophoben & einem hydrophilen Teil. Die
hydrophoben Schwénze wenden sich einander zu, um einen wasserfreien Bereich zu
erschaffen (Lipiddoppelschicht).

Auf & innerhalb der Membran sind Proteine verteilt, welche die aktiven Funktionen der
Membran Ubernehmen.

Durch das negativ geladene Phosphatidylserin auf der Innenseite ergibt sich im Vergleich

zur Aussenseite eine Ladungsdifferenz, um die Membranfunktion zu gewahrleisten.

Entstehung von Blutgruppen & deren Einfluss auf die Kompatibilitat von Blutspendern

& Blutempfangern

ZHAW Departement N, K. Mutter

Die Blutgruppen entstehen durch Oligosaccharide, die sich auf der Erytrozytenmembran
befinden.

Je nach dem welches Enzym aktiviert/deaktiviert ist, kann ein Gal oder GalNAc am
Blutgruppenantigen angeknipft werden.

Bei A > GalNAc, bei B > Gal, bei Blutgruppe 0 sind beide Enzyme inaktiv.

Wenn Antigen aktiv ist, bilden sich zu allem Antikdrper, auch wenn man als Nahrung ein
anderes Antigen aufnimmt. Deshalb dar O nur 0-Blut erhalten. Andere dirfen aber von 0

erhalten, da diese keine Antikorper bildet.
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ZF Zellbiologie 1/ Biomemb

ran

Person hat Antikorper gegen Kann erhalten Kann spenden an
Blutgruppe von

0 A, B, AB 0 A, B, AB, 0

A B A0 A, AB

B A B,0 B, AB

AB 7 : keine A, B, AB, 0 AB

Schematische Struktur von Phospholipiden, Sphingolipiden & Glycolipiden

Phospholipide

Glycolipiden

Phosphatidylcholin

Fatty acyl chains

Glycerol
r - )

Phosphocholine

Phosphate
16C 2 Y

f
AL oy,

1? Alcohol
i

AL 5 _dy (choline
Hydrophobic tail o
1

H,c—o—r—ofcn, ~CH,—
o

Hydrophilic head
Phosphatidylcholine

)

4

o

N*—CH,
]

CH,

Glucose

HO H

Sphingosine

- . SN on\ie
{ CHy—(CH,),,—CH=CH—HCOH— HC—CH,— 0} "
: B

CHy—(CH,),—CH=CH—(CH,), rﬁJ NH

Oleic
acid
Glucosylcerebroside

CH,0H

Fettsdure

Fettsdure Phosphatidylcholin

Glycerin

Cholin

Hauptkomponente der
Biomembran +

Amphipathisch

Auf Zellaussenseite
Zur Zellidentifizierung

Sphingolipide

Derivate aus dem 18-Aminoalkohol.

Sphingomyelin

Cerebroside

Ganglioside

Sphingosin

Sphingomyelin

Fettsdure

Sphingosin

Cerebroside

Fettsdure

Sphingosin

GalNAc

0-Antigen

Fettsdure

GalNAc GalNAc

Sphingasin

Fettsiure

A-Antigen

Sphingosin GalNAc

B-Antigen

Fettsdure
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Membranfluiditat mit Einfluss der unterschiedlichen Lipide

o Phospholipide kénnen sich innerhalb der Bilayer frei bewegen (Flip-Flop)
¢ Interaktionen zwischen den hydrophoben Schwanzen erniedrigen die Fluiditat:
o Kiurzere Fettsauren machen weniger Interaktionen
o Ungesattigte Fettsauren storen durch ihren “Knick” die Wechselwirkungen (z.B. Ol).
o Je mehr gesattigte Fettsduren, desto héher muss die Transition Temperatur sein.
e Cholesterin
o Cholesterol vermindert die Fluiditat (Stabilisiert die Membran) oberhalb der Transition
Temperatur.
=  Verunmdglicht Interaktionen
= Unterbindet die Beweglichkeit der hydrophoben Fettsdurenreste
= Verhindert Auskristallisation der Phospholipide
o Unterhalb der Transition-Temperatur erhéht Cholesterin die Membranfluiditat.

o Somit erweitert Cholesterin den physiologischen Bereich der Membranfluiditét
Unterschiedliche Arten von Membranproteinen (MP) zu benennen

e Periphere MP sind ~20% der MP. Diese werden durch WW an die Membran gebunden.
¢ Integrale MP sind membrandurchgéngig, da sie hydrophobe WW mit den
Membranlipiden eingehen.
o Typ 1: Membrandurchgang mit Aminoende auf extrazellularer-, Carboxylende auf
zytoplasmatischer Seite.
o Typ 2: Membrandurchgang mit Aminoende auf zytoplasmatischer -, Carboxylende
auf extrazellularer Seite.

o Typ 3: mehrere Membrandurchgdnge mit unterschiedlichen Orientierungen.
Eigenschaften des Membrantransports

Spezifischer Transport ist schneller als freie Diffusion

Er geschieht Uber integrale Translokatoren (Carrier, Transportproteine)
Substratspezifisch

Saturierbar

Haufig durch Substratanaloga oder ,Gifte” spezifisch hemmbar

unterschiedliche Formen der Glycosylierung / 3 Grundstrukturen der N-Glycosylierung

e Formen: N- oder O-glycosidisch an Proteine gebundene i : B o
Oligomere = a7 oY
o N von Asparagin im ER (Eukaryonten, Hefen) e i N L1
* |
o O von Serin oder Threonin (im Golgi, Eukaryonten) P
A

ZHAW Departement N, K. Mutter 11
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Grundlegende Schritte der N-Glycosylierung/Prozessierung im ER & Golgi

o Zuckerbaumchen (GlczsMansGIcNAcz) aufbauen ’
o Start an der Aussenseite des ER ®
o Dolicholphosphat (hat 1 Phosphat) b ®
o + 1 Phosphat & 1 GlcNac
o + 1 weiteres GlcNac
o + 5 Mannosen
o Flipase flippt den Komplex ins ER Lumen (tber hydrophilen L

Kanal)
o 4 weitere Mannosen gelangen durch Flipase gelangen ins Lumen
o 3 Glucosen gelangen durch Flip ins Lumen & an den Baum
e N-Glykosylierung
o Oligosaccharid-Transferasen (OST) erkennt Asn-x-Ser/Thr & transferiert
Zuckerbdumchen von Dolichol auf die NH2-Gruppe des Asn (Asparagin)
o Dann werden die 3 Glucosen schrittweise entfernt
o 1 Mannose wird abgeschnitten
o In Vesikel weiter zum cis-Golgi
e Transport durch Golgi
o In jedem Stack hat es unterschiedliche Enzyme.
o Cis: 3 Mannosen werden entfernt
o Medial: +1 GlcNac, -2 Man, +3 GlcNac, +1 Fructose

o Trans: +3 Galactose (Galacosyltransferase), +3 Sialinsédure (Sialyltransferase)
Funktionen der N-Glykane

e ImER:
o Signal ob das Protein richtig gefaltet ist
o Ist Glucose nicht daran gebunden & das Protein noch im ER, wird es
degradiert (ERAD-ER associated protein degradation)
o Es wird daflr gesorgt, dass die Proteine im trans-Golgi erkannt werden.
o Signal fur die Manose-6-Transferase, Signal fur lysosomale Enzyme
o Vor allem Lektine erkennen spezifisch Zuckerstrukturen
o Extrazellular:
o Binden Selectin (E,L,P) -> Zelladh&sionsmolekul, Adhasion zwischen Zellen
o Binden Siglec -> binden Sialic acid , kommen vorwiegend auf Immunzellen
vor

o Binden Galectin

ZHAW Departement N, K. Mutter 12
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Unterschiede in der Glycosilierung von Hefe, Insektenzellen vs. Saugerzellen

Hefe

Insektenzellen

Saugerzellen

Bauen sehr viel Mannose
auf & hangt keine anderen

Zucker an

Mannose als endsténdige
Struktur. Es wird von den
Mannose-Rezeptoren auf
den Makrophagen erkannt &
abgebaut.

Saugerzellen bauen den
typischen Man9GIcNac?2
precursor auf & transferieren
GIcNAc & Galaktose, um
das Oligosaccharid in
seinen komplexen Typ

aufzubauen.

z.B. Lactoferrin ist das
gleiche Protein, ob native
oder in SF9 synthetisiert,
aber die Glykosylierung ist
ganz anders, eher

komplexer in Saugerzellen

Saugerzellen & Hefe haben
beide Glc3Man9GIcNAc2-
dolicol als

Ausgangsmaterial.

Funktionen von Membranglycoproteinen

Die Glykoproteine der Membran bilden mit den Gesamtlipiden eine stark polare Glykocalix.

Sie ermdglicht Interaktionen mit anderen Zellen (tber Lectin). Glykoproteine sind sehr

wichtig fur Erkennungsvorgange unter verschiedenen Zellen (wie "Rezeptoren").

Die meist integralen Glykoproteine sind:

e Translokatoren

o Rezeptoren, Signalrezeptoren

¢ MHC-Molekiile (major histocompatibility complex), zur Erkennung fremder Zellen.

e Strukturen sind exponiert, rufen in Fremdorganismus Immunantwort hervor =

membranstandige Antigene,

e 7. B. CD = Cluster of differentiation zur Bestimmung der Entwicklungsstadien von

Immunzellen (CD1-100)

e Glykoproteine / Glykolipide haben Zucker oder Oligosaccharide angehangt.

e Proteoglykane sehr grosse Polysaccharidketten, so dass der Zuckeranteil

gewichtsmassig stark Gberwiegt (bis zu 95%)

o Glykokalix besteht aus Glykoproteinen & — lipiden, variiert von Individuum zu Individuum

derselben Art, sogar von Zelltyp zu Zelltyp innerhalb derselben Spezies.

ZHAW Departement N, K. Mutter
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Eigenschaften von Lektinen

¢ Sind eine Gruppe von spezifischen Glycoproteinen

e Zucker-bindende Proteine hauptséachlich pflanzlichen Ursprungs, die eine grosse Affinitat

zu Glykoproteinen haben. Am bekanntesten:
o Concanavallin A, das Glucose & Mannose bindet
o Agglutinin, das die Actetylmuraminsauren der bakteriellen Zellwand bindet.
o Haufige Bindungsorte der Lektine sind Zellmembranen
o Ldsen spezifische Reaktionen aus
e Sind wichtig fur:
o Mitose
o Immunreaktion
o Agglutination von Zellen

o Proteinbiosynthese der Ribosomen

ZHAW Departement N, K. Mutter
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ZF Zellbiologie 1/ ECM

4. ECM

Komponenten/Bestandteile der ECM + Aufbau

e Collagen (Hauptfaser) s« gl Collagen fiber

Polysaccharide y
molecule

e Glycosaminoglycane, GAG (Grosse, negativ
geladene Polysaccharide aus Disacchariden mit
N-acetylierten Aminozucker & Glukron-
oder Iduronsaure)

e Proteoglykane (extrem grosse Molekile aus 95% pusma
GAGs & 5% Proteinen) o P po——

¢ Andere Glykoproteine (Laminin, Elastin & Fibronectin)

e Bei den Proteinen unterscheidet man fibrose Struktur- & Adhasionsproteine welche die
Matrixkomponenten oder Matrix & Zellen miteinander verbinden

o fibrose Proteine sind eingebettet in gel-artige Polysaccharide

o locker bis dicht gepackt vom Bindegewebe ber Knorpel bis zu Sehnen & Knochen

Funktionen der ECM

o Einbettung der Zellen, Wachstumsfaktoren, ECM-Muster beeinflusst: Zellteilung,
Adhasion, Motilitat, Embryonale Entwicklung (Migration, Differenzierung)

Aufbau von Kollagen und dessen Synthese

Aufbau:

e -Gly-X-Y- — Xist haufig Prolin, Y = Hydroxyprolin

e Lange, steife dreistrédngige Helixstruktur aus 3 a-Ketten, schwach glykosyliert

Synthese:

Extracellular space : g 00

cleavage

Cross-striations
nm (67 nm)
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ZF Zellbiologie 1/ ECM

Funktion der verschiedenen Kollagene

Typ 1 Typ 2

Wichtiger
o Am haufigsten * g

B . Faserbestandteil des
o Halfte des Gewichts des
i : Knorpels
Korperproteins
o _ o Im Glaskérper (Auge)
e Mikrofibrillen in der Haut,

Unldsliches
Knochen, Sehnen & *

Glykoprotein
Bandern yKop
e Sehr

schwach glykolisiert

e Glycin, 2 modifizierte
AS

¢ Angehangte Zucker
(Glucose, Galactose)

Typ 4

e Liegt gekn&uelt vor

e Bildet Basallamina tuber

Endothel- oder
Epithelzellen

e Verantwortlich fur
Zellanhaftung &
kontrollierte
Permeabilitat

Barriere von

Zellmigration

Zusammensetzung und Funktionen der unterschiedlichen GAGs

Glukosaminoglykane (GAG)

e Raumftller, gewichtsméassig nur 10%

e Grosse, unverzweigte Polysaccheridketten, negativ geladen

e Aus Disacchariden mit N-acetylierten Aminozucker & Glucoron oder Iduronséure

4 Gruppen:
e Hyaluronan
o Saures GAG aus Disaccharid von
Glucuronséure 3 (1-3) & N-Acetyl-
Glucosamin
o Bis 50'000 Disaccharide 8 (1-4) verknipft
o Polyanion

o Gelartige Konsistenz durch Einlagern von

COH COMH

o R —o0 27
OH
OH
HO HN
-
H,C
glucuronic acid N-acetylglucosamine

Hyaluronic acid

Wasser bis zum 10‘000-fachen des eigenen Volumens

o Funktion:

= Strukturgebend im Bindegewebe

= Bildet lose Matrix, so dass Zellen sich teilen & wandern kdnnen

= Ermdglicht Adhé&sion von Zellen des Immunsystems

= Aktiviert intrazellul&ares Signaling

= Einfache Struktur, viele grosse Proteine binden daran & sind

verantwortlich fir Zelllokalisierung, Spezifitat, Affinitdt & Regulation

e Chondroitinsulfat, Darmatansulfat
e Heparansulfat, Heparin

e Keratansulfat

ZHAW Departement N, K. Mutter
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Aufbau von Proteoglycanen
o Bestehen zu 95% aus Polysacchariden
e Core-Protein mit wenigen bis Hunderten von GAG-

Ketten

e VerknUpft mit Serin des Proteins
o Grosse Komplexe in der ECM
e Interagieren mit Collagenen & anderen Matrixproteinen & bilden gelartige Netzwerke
Funktion der ECM Komponenten fur die Adhasion
Direkte Verknipfungen der Zellen mit Collagen oder Proteoglycan:

o Einbau von Fibern direkt an die Membran
¢ Kovalente Bindung an Membranlipid

Glykoproteine fur Zelladhésion:

¢ Laminin (kollagenahnliche Glykoproteine & ein Bestandteil der extrazellularen Matrix)

e Fibronectin (Glykoprotein der extrazellularen Matrix)

Vielfalt der Bindungsmoglichkeiten von Intergrinen

grine: RGD-
Inte rne Eiénbdungsdomane
. . . . . . - Fibronogen
o Rezeptorproteine, die die Zellen mit der extrazellularen Matrix - Floronectin

- Vitronectin Ca”

verbinden & auf Signale von aussen reagieren
o Extrazellulare Domanen dieser Membranproteine haben
Bindungsstellen fiir Adhasionsproteine G
¢ Heterodimer, besteht aus zwei miteinander assoziierten el |
Glykoprotein-Ketten
¢ Die Art des zweiwertigen Kations kann Spezifitat der Bindung
modulieren
Vielfalt:
e 24 0-Typen & 9 B-Typen
e [3 bindet ECM Proteine mit entsprechenden a-Typen
¢ verschiedene integrine bilden mit unterschiedlicher Bindungsspezifitat gegentiber
ECM Komponenten & somit unterschiedlichen Funktionen & Zellspezifitaten
asb; bindet Fibronectin
asb: bindet Laminin

azb: bindet Laminin im Muskel

ZHAW Departement N, K. Mutter
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ZF Zellbiologie 1/ ECM

Funktion und Aufbau der Basallamina

¢ homogen erscheinende
Proteinschicht unter der Basis der
Epithelzellen

e wird geformt durch spezifische
Interaktionen zwischen
den Proteinen Collagen 1V,
Laminin, Nidogen &
dem Proteoglycan Perlecan

e spezielle Form der ECM, je nach

Ort unterschiedliche Funktionen.
Bei den Epithelzellen als Grundgeriist fur die Anhaftung der Zellen & als Barriere. Bei
den Muskelzellen fir die Bewegung

3 Formen der Organisation der Basallamina:

MUSCLE EPITHELIUM
bassl laming  COnnective tissue LUMEN OR KIDNEY GLOMERULUS
'\_ y STy EXTERNAL SURFACE
' - —- S Sides asaasleiiie caian aa . 2 lisl ©
A S AR gy MOOE,  EReammee o
e 2 - g~ S ' | | ; : ;
LR e (VA oo slenle o}o'o N TS
,,—-i' o ey o3 ] » ezl ot 010 ,,<,L_,.__.. $ L4 = ? B -~ II x.,
¢ . \ ‘ URINE \ ™
muscle cell plasma membrane connective tissue  basal lamina epithelial cell basal lamina

e Basallamina (gelb) umgeben spezifische Zellen, liegen unter Epithelien oder sind
zwischen zwei Zellen als Permeabilitdts-Barriere um zu entscheiden, welche Molekiile
vom Blut ins Urin kommen (kidney)

Die Rolle der Adhasionsmolekile bei Zell-Zell Verbindungen

TABLE 19-2 Cell Junctions

JUNCTION ADHESION TYPE  PRINCIPAL CAMs on  CYTOSKELETALATTACHMENT  FUNCTION
ADHESION RECEPTORS

Microvillus

[ Anchoring jonctions
‘ 1.Adherens junctions  Cell-cell Cadherins Actin filaments Shape, tension, signaling
2.Desmosomes Cell-cell Strength, durability,
Tight junction signaling
Adherens junction. \ 3.Hemidesmosomes  Cell-matrix  Integrin (a634) Intermediate flaments  Shape,igidity,signaling
Actin and myosin - — _— _— !
filaments Tight junctions Cell-cell Occludin, claudin, JAMs
signaling
Gap junction
ntarmediate — | NI Gap junctions Cellcell o
filaments cytoskeleton through  between cells
Desmosome adapters to other junctions
Plasmodesmata Cell-cell Undefined C
Basal lamina (plants only) molecule transport

Connective tissue{ -

e Dank Zell-Zell Verbindungen ist es der Zelle méglich, verschiedenen Funktionen
nachzugehen (Tight junctions, Gap junctions, Desmosomen)

o Dies ermdglicht die Bildung von zwei unterschiedlichen Kompartimenten: apikale
& basolaterale Membranen. Typischerweise ist die apikale Membran der auf3eren
Umgebung zugewandt, wahrend die Basalmembran Uber Integrine & ihre Rezeptoren
mit der extrazellularen Matrix (ECM) der Basalmembran verbunden ist.

ZHAW Departement N, K. Mutter 18




ZF Zellbiologie 1/ Proteinsorting & Proteintargeting

5. Proteinsorting & Proteintargeting

Schritte der Proteinsynthese
e Transkription
o Topoisomerase dreht die DNA auf und Helikase trennt die Strange
o Primase katalysiert die Synthese von Primern
o DNA-Polymerase kopiert den Strang - Entstehung der pra-mRNA
¢ RNA-Prozessierung: Poly-A-Schwanz angehéangt (5’-Cap) + Introns abgeschnitten
e Translation
o Kleine ribosomale Untereinheit bindet an 5‘-cap & wandert bis zum Startcodon, wo
die grosse Untereinheit dazu kommt.
o tRNA bindet an der A-Stelle (nur das mit dem richtigen Code kann binden).
o Ein rRNA Molekul der grossen Untereinheit katalysiert die Peptidbindung.
o tRNA geht zur P-Stelle. Die vordere tRNA wird zur E-Stelle verlagert & freigesetzt.
o Stop-Codons: fuhren zum Abbruch der Proteinsynthese — (UAA, UGA, UAG)

Grundprinzipien des Proteinsortings inkl. Beispiele

Um sicherzustellen, dass jedes Organell mit den richtigen Proteinen versorgt ist, gibt es
Signale (spezielle AS), welche von anderen Proteinen erkennt werden (wie Postleitzahlen) und
die sie an ihren Bestimmungsort bringen (viele Proteine haben kein Signalpeptid). Organelle
haben verschiedene Strukturen & Funktionen, basierend auf der charakteristischen
Proteinzusammensetzung (Targeting- & Signalsequenzen). Z.B. Proteine fur das Lysosom

tragen an einer bestimmten Stelle einen Mannose-6-phosphat-Rest.

Unterschiedliche Transportwege der Proteine in der Zelle

Gated Transport: Uber nukledre Poren vom Zytosol in den Zellkern

Transmembraner_Transport: Membrangebundene Translokatoren verbinden Zytosol mit

Mitochondrien, Chloroplasten, Peroxisomen oder dem ER.

Vesikuldrer Transport: Der erste Transport erfolgt vom ER zum Golgi. Von dort aus bringen

kleine, membranumschlossene Transportvesikel Proteine von Organell zu Organell.

Transport durch nukleére Poren, Mitochondrien, Chloroplasten & Peroxisomen

Poren

e Zellkern ist umschlossen von verbundener inneren & ausseren Membran
e Die dussere Membran geht ins ER Uber. Die Innere enthélt Poren fur passive Diffusion
von kleinen Molekilen — benétigt keine Energie

e Fir aktive Aufnahme & Abgabe von fertigprozessierten Proteinen & RNA wird Energie

bendtigt
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Mitochondrien

Propeptid mit Matrix-targeting-sequence bleibt durch
Chaperones entfaltet. Die targeting-sequenz bindet an
den import receptor TOM & wird durch die import pore
TOM (Translocase of Outer Membrane) an der
ausseren Membran in die innere durch import pore TIM
(Translocase of Inner Membrane) transportiert & in die
Mitochondrien Matrix befoérdert. Dort trennt die
matrix processing protease die targeting sequence ab
und Chaperones werden abgegeben, damit sich das

Protein wieder zum aktiven Protein faltet.

ATP
ADP 4P

Cytosolic
Hsc70

amphiphatische aIpha-HeIiM

tfaltet durch ADP 4 P,

nes, bendtigt ATP __ Matrix-targeting
sequence
/ NH,
r«qmw (<
(Tom 20/22)

General
import pore
(Tom40)

Cytosol y (‘ — entfaltet sein
Outer -o-br-u\ )‘ b : {
Tim23/17 (..,I, site
Intermembrane Timaa K X
space
ATP Matrix
Hsc70
ADP + P, Matri
Inner membrane ; mlh'
Mitodhondriol matrix
Acti o C )5
Plﬂ:n % nw"'
werden mlt
Figure 13-23 tS. i’ﬁp wieder Chaperones wieder
e o B abgegeben

Chloroplasten

Nochmal dasselbe, nur mit

TIC (Translocon at the Inner Chloroplast Membrane)

&
TOC (Translocon at the Outer Chloroplast

Membrane)

mymmM( .gnx " Matel tiding

precursor . COO
(OO "‘
s: ml lmpcn
Toc
complex

oompm

Stroma “"""_ﬁ
Plastocyanin Cleaved import = RR Metal-binding
sequence

\ protein
Cleaved import

Cytesel (umpl
Outer membrane

Intermembrane
space

Inner membrane

s 2] nnmum sequence [El opH pathway
SRP
‘37 mal
II
Thylakoid membrane
Thylakoid

lumen

Chioroplast m
SRP receptor I\.ﬂ @

Mature metal-
bindina orotein

AR ~—e

Mature olastacvanin

Peroxisomen

1. PTS1 bindet an Pex5 Rezeptor
2. Pex5 Rezeptor bindet an Pex14

3. Protein wird durch Pex10 durch Pex12 in

die Perixosomenmatrix transportiert

4. Pex5 Rezeptor geht durch Pex2 & Pex10 wieder aus

der Matrix raus & der Prozess wiederholt sich

NH,*
8\@'
PTS1
peroxisomal-targeting
sequence

ﬁ Pex5 receptor

Peroxisomal
matrix protein
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ZF Zellbiologie 1/ Proteinsorting & Proteintargeting

Mechanismus der Synthese von sekretorischen Proteinen & Membranproteine

Co-translationelle Glycosilierung: o n -t

Die Signalsequenz wird vom SRP

(Sinal Recognition Particle)

AsniX-Ser/Thr > wenn diese Sequenz
im Protein vorhanden ist, nimmt das @ i

erkannt Und zum SRP—RezeptOI’ OST, die Vorlguferstruktur und hingt il

esan.

am ER transportiert. Die SS wird in ——— 11 :‘§§

das Translokon gezogen und auf :dh:fg?d A

der im Lumer wird Asn-X-Ser/Thr <{§ :'f[h”{; '“pg‘““
von OST erkannt und dieses hangt ‘pjw‘p”

the ER membrane Endoplasmic retcull]

Glc;Man,GIcNAc, an. Zwei versch.
Enzyme entfernen dann drei ¢y C Clemmi

Glucosemolekdile.

Die verschiedenen Arten: 3 o —
- abspaltbare Signalsequenz - $
Die hydrophobe Signalsequenz A

sequence sequence N N A

bleibt im Translokon wahrend das ...l ..

Protein weiter ins ER Lumen gndoplasmic reticulum lumen

synthetisiert wird. Kommt die Stop-transfer-sequenz wird das Protein im Zytosol fertiggestellt.
Signhalpeptidase schneidet die Signalsequenz ab. Die den Kanal durchspannende Stop-
transfer-Sequenz verlasst den Kanal in die Membran. - N-Terminus ist im Lumen, C-

Terminus im Zytosol.

- Nicht abspaltbare SS - Membran-Durchspannende-Sequenz -

CY"’*"' N-Terminus im Cytosol: Synthetisiert wird
S No cleavage
— v durch den Kanal - die SS bleibt im Kanal
b2 hangen -> ist das Protein fertig, gelangt der

C-terminus ins Lumen - Die SS verlasst

Internal

Z'J;;L’e'm ( den Kanal & durchspannt die Membran.

Endoplasmic reticulum lumen
Signalsequenz fiir das ER wird nicht abgeschnitten.
CY"°5°‘ , N C-Terminus im Cytosol: Synthese durch den
SN Ll ¢ Kanal bis SS kommt > N-Terminus geht
$ durch den Kanal in das Lumen - auf der
—— : zytoplasmatischen Seite wird weiter
o N N synthetisiert

Endoplasmic reticulum lumen

ZHAW Departement N, K. Mutter 21




ZF Zellbiologie 1/ Proteinsorting & Proteintargeting

- Protein, das die Membran mehrmals durchspannt -

Cytosol

5&\;\;%_}5,(,: e 5’-*1\%3—3' e @ ¥

>

= i

< J ) £

\ - Stop-transfer Second

sequence signal (,.. ‘
sequence '\

Start der Translation mit N-Terminus im Zytosol. Die Stop-Transfer-Sequenz signalisiert das

~ SRP

receptor

Internal
signal

Endoplasmic reticulum lumen ~ S€quence

Schliessen des Translokons, wodurch eine Schleife im Lumen des ER entsteht. Die
Translation wird im Zytosol fortgesetzt. Eine zweite interne SS 6ffnet den Kanal wieder, 16st
die Wiedereinfiigung der Polypeptidkette in die ER-Membran aus & bildet eine Schleife im
Zytosol. Der Vorgang kann wiederholt werden.

Grundschritte: Der sekretorische Weg = Vesikularer Transport

e Ldsliche, in Vesikeln verpackte Proteine werden vom Donor- ins Zielorganell verfrachtet

e Beijeder Zwischenstation wird entschieden, ob das Protein in diesem Kompartiment bleibt
oder ob es weiter transportiert wird. So wandert das Protein von einem Kompartiment zum
andern bis zum Zielort.

¢ Die Vesikel-bildende Membranen werden auch in das neue Organell Gbertragen

Unterschied zwischen Signalsequenzen & Signalpatches
e Signalsequenzen:
o bestehen aus einem Peptidstiick von 4 - 60 Aminosauren
o Signalsequenzen sind diskrete Peptidabschnitte
o konnen innerhalb des Proteins oder am Ende lokalisiert sein.
o Die Signalsequenz wird z.T. von spezialisierten Signalpeptidasen entfernt, wenn das
Protein am Zielort ist (ER, Mitochondrien).
e Signalpatches, -regionen
o Aus einer 3D Anordnung von AS an der Proteinoberflache, entstanden durch Faltung
o AS-Sequenzen fur Patches kdnnen in linearer Sequenz entfernt voneinander liegen
o Im Signalpatch wird durch die Uberlagerung der bestimmten Aminosauren die

Proteine eine bestimmte Erkennungsstruktur fest gelegt.

Experiment zur Bestatigung ob eine Aminosaurensequenz eine Signalsequenz ist

Einem Protein, das sich normal im Zytosol ™techepdriale Signaisequenz
=

ey, »
anhaIt, erd eine Slgnalsequenz angehangt. = /Gen mit dem Code fiir ein Protein aus dem Cytosol
/

Dieses neu entstandene Fusionsprotein cn si

P B%

Mitochondrion Chloroplast Mitochondrion chioroplast

wird gemass der eingebauten Sequenz im

entspr. Organell gefunden.
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Bestimmung, ob das Protein sich im ER befindet oder von der Plasmamembran

internalisiert wird anhand der Proteinsequenz

Zielorganell  Signallokalisierung Signal- Charakter des Signals
im Protein abspaltung
ER N-Terminal (Ja) ‘Core’ von 12-18 meist

hydrophoben AS mit 1 oder mehr

vorangehender basischer AS

Mitochondrium N-Terminal Ja 3-5 nicht aufeinander folgende AS,
oft mit Ser & Thr, ohne Glu & Asp

A-Helix mit + Ladung auf einer

Seite
Chloroplast N-Terminal Ja Kein allgemeines Sequenzmotiv
Nucleus Innen Nein 1 Cluster von basischen AS oder 2

kleine Cluster mit basischen AS im
Abstand von 10 AS

Riicktransport ins ER solite -Lys-Asp-Glu-Leu-COO inus vom Protein, im Lumen des ER

kennen :) Rezeptor im cis-golgi netzwerk erkennt Signal
Lys-Asp-6Glu-Leu = KBDEL und gibt das wieder zuriick ins ER

Bildung eines Vesikels (Endozytose)
1. Auszufuhrende Molekile binden an
spezifischen Rezeptoren welche

Adaptin herbeirufen
2. In der Nahe befindliche4s Clathrin o W 1) v
bindet weiter an Adaptin welches m

wiederum mit YXX® (P = grosse e o e

hydrophobe Aminosaure - Leu, lle, Val, Tyr, Trp, Phe; Y = Tyrosin) des Rezeptors
verbunden ist & bildet eine umspannende Schicht.

Zellmembran verformt sich — Vesikel wird herausgestiilpt.

Dynamin (Protein) schnirt den Flaschenhals zu & schneidet das Vesikel ab.

Adaptine & Clathrine werden abgeworfen & warten auf ndchste Vesikelherstellung.
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Wichtigste coat Strukturen SNSRI

e blnde an Cargo B 4/4!

. . . lezeptor -
Clathrin coated Vesikel: vom trans-Golgi Netzwerk zu den a®. (specifich an Y- ’J
Endosomen & von der Plasmamembran zu den Endosomen st 3020~
. .. . Y com garly

COPI coated Vesikel: fur den retrograden (from Golgi to ER) e " endosome

cor @

Cis-Golgi

Transport & innerhalb der Golgi Cisternen

COPII coated Vesikel: fur den anterograden (from ER to Golgi) "3 """'"‘"'\*I

G
e R

Rough ER

Transport

Benodtigung welcher posttranslationellen Modifikation fir Ubiquitin
Proteasomen sind Komplexe, die aus verschiedenen Untereinheiten bestehen, welche
wiederum aus mehreren Proteinen zusammengesetzt sind. Sie sind sowohl im Cytosol als

auch im Kern, kommen bei allen Eukaryoten vor & sind durch die Evolution hoch konserviert.

wenn Proteine nicht mehr gefaitet werden kdnnen - Zelle hat Enzyme, die schiecht
gefaitete Proteine erkennen und héingen ein Ubiquitin an, immer an ein Lysin

(a) Ubiquitin-Baumchen heisst das das Protein SOFORT im Proteasom abgebaut wird
AMP + PP, <”J ATP  AMP + PP,
-NHy e (LNH—C—b >t [ Ob—Ub—0b

Ubiquitinylating ub

enzyme :

complex + Ub {(n times)
Cytosolic "
target
protein

¥ "\ Deckel kann auf und zu
Ub Ub gehen fir Proteine mit Ub
Proteasome
Ub Zerstiickelt in Peptide und
dann in AS
Peptides
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6. Cell Signaling

Zusammenhang zwischen Rezeptoren und Signalmolekilen

Signalmolekule sind Liganden, die an spezifische Rezeptoren binden. Die

Rezeptoren sind auf oder in der Zielzelle & werden bei Bedarf herausgedriickt.

Schritte des Signaltransduktionsweges

1.

2
3
4.
5

Synthese des Signalmolekiils (Interferon, ...)
Sekretion des Signalmolekuls
Transport des Signalmolekils zur Zielzelle
Binden vom Signalmolekil an einen spezifischen Rezeptor der Zielzelle
Reception / Erkennung = Aktivierung eines oder mehrerer Signaltransduktions
pathways durch den aktivierten Rezeptor

Zelle erkennt Signalstoff in Umgebung durch Bindung an ein spezifisches

Rezeptorprotein, das sich in der Zellmembran, -oberflache oder -inneren befindet

6.

Transduction / Ubertragung
Bindung des Signalmolekils bewirkt strukturelle Veranderung des

Rezeptors — bewirkt Ubertragung des Signals

7.

Abfolge von Veranderungen in Kaskade — Signallibertragungsweg

Molekiile dieses Weges = Ubertragermolekiile
Response / Antwort / Spezifische Veranderung der zellularen Funktionen,
Metabolismus oder Differenzierungsschritte wahrend der Entwicklung
Signal |6st eine spezifische Antwort aus, z.B.

Enzym-Katalyse eines Stoffwechselprozesses

Umbau des Cytoskeletts

Aktivierung oder Abschaltung bestimmter Gene

EXTRACELLULAR CYTOPLASM
FLUID
o Receptlon IQ 'I’ransductlon © Response
Receptor
Activation
— 0 — —_— a -3 of cellular
responses
Signal-transduction pathway
Slgnal
molecule Plasma membrane
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Signalubertragung und ihre wesentlichen Merkmale
Endokrine Signallbertragung:
. Geht von endokrinen Zellen aus
. Signalsubstanzen sind Hotmone, die Uber die Blutbahn zu Zielzellen verteilt werden
Parakrine SignalUbertragung:
. Wirken lokal iber ECM
. Produziert von einer Zelle
. Wirkungsort: Nachbarzelle
Autokrine Signallibertragung:
. Werden von einer Zelle produziert, die sich damit selbst stimuliert
. Wichtig zur Ingangsetzung des Immunsystems von Wirbeltieren
Kontakt-abhangige Signallibertragung:
. Wechselwirkung von zwei benachbarten Zellen oder der Zelle & der EMC
. Wichtig in der Regulation von Sdugergeweben
. Wichtige Verbindungen: Integrine & Cadherine & Ca2+

CELL-SURFACE RECEPTORS

p/lasma membrane

Eigenschaften von Signalmolekllen und deren Rezeptoren

cell-surface
receptor

Signalmolekiile fur Rezeptoren auf der Zelloberflache:
. Wasserloslich

i i i hydrophilic signal
. Induzieren Signalkaskaden im Zytoplasma o

° ZB Peptidhormone INTRACELLULAR RECEPTORS

small hydrophobic
~—~_/ signal molecule
o L)

Signalmolekiile fur intrazellulare Rezeptoren: ; 3
. Klein & hydrophob comerhroieh SN
. Koénnen durch Membran diffundieren
nucleus

. Brauchen Carrier fur Transport im Blut i o

. Z.B. Steroidhormone

Eigenschaften von G-Protein-gekoppelten- & Protein-Tyrosinkinase Rezeptoren
G-Protein gekoppelte Rezeptoren:

. Binden G-Proteine (Guanine nucleotide binding protein)

. Ca. 1000 identifiziert

. Verantwortlich fir Geschmack, Geruch & Sehen
Protein Tyrosinkinase Rezeptoren:

. Ca. 50 identifiziert

. Phosporylieren das Proteinsubstrat an Tyrosinrest

. Rezeptoren fir die meisten Wachstumsfaktoren

. Kontrolliert Zellwachstum, Zellzyklus & Zelldifferenzierung
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. Aufbau:
o extrazellulare Ligandbindungsdomane, N-terminal
o monomere transmembrane a-Helix,
o im Cytosol C-terminale Doméne mit Proteintyrosinkinaseaktivitét

o Ausnahme: der Insulinrezeptor bestehend aus 2 a & 2 3 Ketten
Aktivierungsmechanismus von Tyrosinkinase-Rezeptoren

¢ Liganden binden an 2 Rezeptoren: Dimerisierung der Rezeptoren

e Ligand-induzierte Dimerisierung fuhrt zur Autophosphorylierung des Rezeptors

e Phosphorylierung der Tyrosinreste innerhalb der katalytischen Domane hat
regulatorische Funktion: Erh6hung der Rezeptor-Protein-Kinase-Aktivitat

¢ Phosphorylierung der Tyrosinreste erzeugt neue spezifische Bindungsstellen zur
intrazellularen Signallibertragung

¢ Nach der Autophosphorylierung werden Downstream-Signalmolekiile aktiviert iber SH2-
Domanen (Proteindoméane, die spezifische Proteininteraktionen vermittelt)

e Die Abkiurzung SH2 steht fir Src-homology 2. Die Region ist ca. 100 Aminoséauren lang &
erkennt insbesondere Peptide mit phosphoryliertem Tyrosin.
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7. Zellzyklus
Stadien des Zellzyklus

e Interphase
o GO-Phase:

» Ruhephase fir 95% der Zellen - Ubernehmen

metabolische Aufgaben, kbénnen durch externe Signale
wieder in G1-Phase geflihrt werden
o G1 Phase: 8-10h
= Zellwachstum & Bildung von Organellen
o S-Phase: 8-10h
= Replikation der DNA (Verdoppelung)
o G2-Phase: 2-4h ik
= Zellwachstum & Synthese von Proteinen fir die Mitose
e M-Phase / Mitose: 1h & Zellteilung

o Prophase:

= Kondensation (Verdichtung) des Chromatins zu

- .
ST ke

Chromosomen

* Nucleolus & Kernhtille I6sen sich auf

= Spindelapparat aus Mikrotubuli bildet sich

o Prometaphase:

= Spindelapparat heftet sich an das Centromer der ..
einzelnen Chromosomen

o Metaphase:

» Chromosomen ordnen sich auf der Aquatorialebene an

o Anaphase:

N
= Schwesterchromatidentrennung & anschliessende
W
Wanderung zu den entgegengesetzten Polen (durch =
Verkirzung der Mikrotubuli) — Tochterchromosomen P PEY

o Telophase:
= Bildung der Kernhtille
= Chromosomen entspiralisieren sich

o Cytokinese:

= Cytoplasma teilt sich

= Ring aus Actin & Myosilin Filamenten teilt die Mutterzelle

= Reformation der Mikrotubuli

ZHAW Departement N, K. Mutter
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Kontrollmechanismen

Bei den Checkpoints wird eine Kontrolle auf DNA-Damage (spate G1- bzw. G2-Phase) oder
die korrekte Verteilung der Chromosomen auf Mutter- & Tochterzelle (Spindel Checkpoint in

der spaten M-Phase) durchgefihrt. Der Checkpoint bei G1 (Restriktionspunkt) macht eine

Feedback-Kontrolle. Zellgrosse & extrazellulare Signale wie Nahrstoffe & Wachstums-

faktoren bestimmen tber den Ubergang von G1 in S-Phase. Stopp bedeutet Eintritt in GO-
Phase. So sichern die Checkpoints wahrend dem Ablauf des Zellzyklus in verschiedene
Phasen ab, damit das komplette Genom fehlerfrei an Tochterzellen tbertragen wird.

Warum werden meist negative Signale zur Kontrolle verwendet ?

Negativ = inhibierend statt stimulierend

Bsp. Anhaften der mitotischen Spindel an den Chromosomen: Wenn Zelle in die Anaphase
gehen wirde ohne dass alle Chromosomen mit dem Spindelapparat verknipft sind wiirden

drastische Fehler passieren!
Mechanismus der Regulation via Cycline und CDKs

e CDKs (Cyklin-abhangige Kinasen): Hauptregulator, Proteinkinase, stabil

e Cyklin: regulatorische Untereinheit, unstabil

e Zellzyklusablauf wird von Proteinen im Zytoplasma reguliert

e Spezifitdt & Timing des Zellzyklus Gber den CDK-Cyclin-Komplex werden durch die Art

des gebundenen Cyklins bestimmt

Die wichtigsten Cykline und CDKs der einzelnen Phasen

Inhibitor CDK/Cyclin- Zellzyklusphase Aufgabe
Komplex
Cip/Kip-Familie & CDK4 oder 6 mit Gl fur die Passage
Ink4 Cyklin D durch den
Restriktionspunkt
Cip/Kip-Familie CDK2 mit Cyklin E Gl Fur Ubergang in
S-Phase
Cip/Kip-Familie CDK2 mit Cyklin A S-Phase regulieren DNA-
Synthese
CDK1 (=cdc2) mit M-Phase Regulieren
Cyclin B Mitosestart

Wie wirken CDIs (CDI = CDK-Inhibitoren)
Universale CDIs: Steuern den Zellzyklusablauf von Ubergang von G1 in S-Phase

Spezifische CDIs: Wirken auf den Restriktionspunkt beim Ubergang von der G1 in S-Phase
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Wie p53in der Regulation des Zellzyklus wirkt

e Wichtiges Protein bei G1 & G2 Kontrollpunkten

o Beschadigte DNA erhtht den Gehalt an intrazellularem p53

e Synthese wird sehr schnell durch beschadigte DNA induziert

e Schlusselrolle bei der Apoptose in dem es den Selbstmord der Zelle induziert, wenn Zelle
zu viele Schaden hat

e Nicht glykosyliert

e Sorgt dafur, dass DNA-Polymerase blockiert wird

Wie die Zelle sicherstellt, dass die DNA repliziert ist und keine Fehler vorhanden sind

bevor sie aus der S-Phase in die G2 Phase Ubertritt

Positive Kontrolle der DNA-Replikator am Ende der G1-Phase:
o DNA Replikation ist beschrankt zur Synthese einer einzigen Kopie pro Zellzyklus
durch MCM-Proteine, die zusammen mit ORC an den Replikationsursprung binden
o DNA-Damage Checkpoint wahrend S-Phase:
o Zelle nimmt Anwesenheit von Okazaki-Fragmenten wahrend der Replikation auf
dem lagging DNA-Strang wahr
o Solange das Element vorhanden ist, ist der Zellzyklus gestoppt

DNA Damage Checkpoint in spater G2-Phase:

o Komplex von Checkpoint-Proteinen erkennt nicht replizierte & beschadigte DNA &
aktiviert Kinase Chkl, die die Cdc25-Prophatase phosphoryliert & inhibiert

o Ist Cdc25 inaktiv, wird der Zellzyklus gestoppt

Negative Kontrolle der Replikation am Ende der G2-Phase:
o Zellkerne haben mind. 1 Protein, Geminin
o Geminin verhindert, dass sich MCM-Proteine an frisch synthetisierte DNA anlagern

o Wird von der Zelle wieder abgebaut, sobald Mitose vollzogen ist

Wirkung von Tumorsupressor Genen = Rb als Beispiel

Das Retinoblastom-Protein (pRb, Rb) ist ein Tumorsuppressor-Protein (=unterdriicken
Tumorbildung, hemmen Mitose, verhalten sich rezessiv). Es bindet E2F-Transkriptions-
faktoren & hemmt damit den Ubertritt von der G1- in die S-Phase. Die Replikation der DNA

& Verdoppelung der Chromatiden wird somit gehemmit.
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8. Apoptose

Unterschiede zwischen Nekrose und Apoptose

Definition

Genetisch
kontrolliert

Ursache

Mitochondriale

Funktion

Zellkernmembran

Zellmembran

«Aufraumen»

Lysosomen

Morphologische

Kriterien

Biochemische

Kriterien

Apoptose

Programmierter Tod einzelner

Zellen

Ja

Aussere + innere Faktoren

Gestort

Aufgelost

Intakt, aber nicht mehr richtig

funktionierend

Phagozytose durch
Nachbarzellen & Makrophagen

Intakt

Zellschrumpfung

Organellen nicht beschadigt
Chromatin fragmentiert
Bildung ,Apoptotic bodies“ >

Keine Freisetzung

Kontrollierter
Stoffwechselprozess
Energieabhangiger Vorgang
Synthese von Makromolekilen
Aktiver Vorgang mit RNA-
Synthese

Internukleosomale DNA -

Fragmentierung
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Nekrose

Pl6tzlicher Unfall ganzen

Zellgruppen

Nein

Aussere Einflusse

Normal

Normal

Aufgelost

Entzlindung, Immunreaktion,
Phagozytose durch
Makrophagen

Freisetzung lysosomaler Enzyme

Zellschwellung

Organellen beschadigt
Verteilung des Chromatins &
Zelllyse

Freisetzung des Zellinhalts

Verlust der zellularen
Homd@ostase
Energieunabhangiger Prozess
Fehlende Nukleinsaure- &
Proteins

Fehlende Gentranskription
Randomisierte DNA -

Fragmentierung
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Natlrliches Vorkommen von Apoptose

¢ wenn der Organismus Zellen zur Weiterentwicklung nicht mehr benétigt

e weit verbreitet bei Embryogenese, Metamorphose, Atrophie & bei Lymphozyten-
Entwicklung

e Entfernen von kranken, infizierten, transformierten oder verletzten Zellen, bevor der
Zellinhalt in den Gewebeverband auslauft

Beispiel

o Die ausserste Schicht der Haut sind abgestorbene Zellen

e Gebarmutterschleimhaut wahrend Menstruation

e Zellerneuerung alle 3-5 Tage im Dinndarm

Apoptosestadien — Morphologische Stadien

1. Die apoptotische Zelle schrumpft & I6st sich von den Nachbarzellen ab.

2. Im Cytosol steigt die Calciumionenkonzentration. Das transmembrane Potential der
Mitochondrien sinkt. Gleichzeitig wird die Mitochondrienmembran fiir Cytochrom ¢
durchlassig.

3. Intrazellulare DNA & Zellkern zerféllt in Fragmente bestimmter L&ange ("DNA ladder").

4. Cytoskelett wird aufgeldst. Plasmamembran wird lose & Zellen erhalten ein

rosettenformiges Aussehen. Dann zerféllt die Zelle in apoptotische Kdrperchen
("Apoptotic bodies"), Phagozytose von den Nachbarzellen oder Makrophagen eliminiert

werden.
Eigenschaften und Funktionen von Caspasen

Eigenschaften Von Caspasen zerstorte Zielproteine

, ¢ DNase-Inhibitor: Ungehemmte DNase
e Proteasen (>12 verschiedene)

" , fragmentiert die DNA
¢ Initiator & Effektorcaspasen, (solche, die

i . e Nukledre Lamine: Fihrt zur
Apoptose einleiten & ausfiihren)

: _ Fragmentierung des Nucleus
e Liegen als schwach proteolytische

e Cytoskelettproteine: Zerstorung des
Proenzyme vor (damit nicht 4 P !

R . Cytoskeletts, Zellfragmentation
ausversehen Apoptose ausgeltst wird)

e Erkennen mehr als 40 verschiedene

Zielproteine der Zelle
Funktionen
Durch Spaltung werden die Proenzyme aktiviert

Effektorcaspasen induzieren die Aktivierung der ndchsten Caspase (Caspasen-Kaskade),

bis die letzte Caspase ans «Todessubstrat» bindet
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Ausldsung von Apoptose durch interne vs. externe Faktoren

Interne
Signal kommt vom inneren der Zelle:

Regulation durch Balance zwisch. Proteinen
in Mitochondrienmembran: Bcl-2 zu Bax /
Bcl-XL zu Bad. Diese binden in gesunden

Zellen.

Wenn Zelle kaputt ist oder sie aufhort
Uberlebenswichtige Signale zu erhalten
werden Bcl-2 & Bcl-XL blockiert.

Dadurch werden Bax & Bad frei um Kanéle in

den Mitochondrien zu erstellen.

So konnen Mitochondrische Substanzen wie

Cytochrom c aus dem Cytoplasma austreten.

Das Cytochrom c bindet an Apaf-1 & bildet

so einen Komplex der die Caspase-Kaskade

aktiviert. Die Initiatorcaspase-9 aktiviert die

Effektorcaspasen 3 & 7.

Spontan, wenn der aussere Stimulus von

andern Zellen abnimmt oder fehlt:
1. Wachstumsfaktoren generell

2. Interleukin-2 (bei Lymphocyten)

Mechanismus von Bcl2

externe
Signal kommt von anderen Zellen:

1. T-Lymphozyten: Diese haben ein
FasLigand, welcher am Fas Rezeptor der
target Zelle bindet & den Zelltod initiiert. Es
wird eine Reaktionssequenz FADD (Fas
Associated Death Domain) herbeigefuhrt
- herunterbrechen der Zellmaterialien.

2. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a): Bindet

an den TNF-Rezeptor.

3. Lymphotoxin (auch
Tumornekrosefaktor-§), das ebenfalls an
TNF -Rezeptor bindet.

Kann ausgeldst werden durch:
1. Entzug von Wachstumshormonen (s.0.)
2. chemotherapeutische Drogen

3. Glucocorticoide

Bcl2 auf der &usseren Mitochondrienmembran verhindert die unangebrachte Freisetzung von

Proteinen wie Cytochrom c. Wenn es gehemmt wird, wird es vom pro-apoptotischen

Gleichgewicht Uberlagert. Letzteres wird erhéht wenn sich

Bax als Dimer an der Membranoberflache bindet.

Bildung des Apoptosoms

Ein Apoptom ist ein Komplex aus Apaf-1, Cytocrom ¢ &

Caspase-9.
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Fas-abhangiger vs. TNF-abhangiger Apoptoseweg

Fas TNF
Fas wird von cytotoxischen T-Zellen TNF-a wird von Zellen des Immunsystems
gebildet, wenn sie auf der Zielzellen, z.B. gebildet, wahrend viele Zellen Giber TNF-

Krebszellen oder infizierte Zellen, Uber ein Rezeptoren verfligen.

prasentiertes Antigen aktiviert wurde.
Fas-Ligand bindet an Rezeptor Fas. TNF bindet an Rezeptor TNFR.

Ligand-Rezeptor trimerisieren

Bildung von DISCs (Death inducing Bildung von DISCs (Death inducing

signalling complex) mit trimerisiertem signalling complex) mit trimerisiertem

Komplex & Adaptermolekdlen. Komplex & Adaptermolekilen.

(FADD = Fas-associated death domain) (TRADD = TNF receptor-associated death
domain)

Anlagerung mehrerer Procaspase-8-Molekulen
Caspase 8-Aktivierung durch Autophosphorylierung
Einleitung der Caspasenkaskade (Effektorcaspasen 3, 6 & 7)
Zelltod
Einfluss von p53 auf die Apoptose

Die erfolgreiche Reparatur von DNA Schaden bewirkt eine Herabsetzung des
Tumorsuppressors p53 , der normalerweise die Apoptose von Zellen mit DNA-Schéaden

einleitet.

ZHAW Departement N, K. Mutter
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9. Krebs

Entstehung von Krebs als Multischrittprozess

e 1. Tumorinitiation: Mutation einer Zelle zum unkontrollierten Wachstum

e 2. Tumorprogression: zusatzliche Mutationen fur erhbhte Wachstumsrate, Uberlebens- &
Invasionsmoglichkeit, Metastasierfahigkeit

e 3. Standige klonale Selektion wahrend der Tumorentstehung

Ursachen von Krebs
e Entstehung durch abnormales Wachstum irgendeiner Korperzelle, wenn die Kontrollen:
Proliferationskontrolle, Postitionskontrolle, Differenzierung, Regulationsmechanismen &
Chromosomenanomalien ausfallen.
e Ursachen fur Ausfalle sind:
o Carcinogene — Krebs-auslésende Substanzen:
= Bestrahlung (UV, Gamma),
= Chemikalien die DNA schadigen (Benzo(a)Pyrene, N-Nitroso-N-Alkyl-Harnstoff,
Ethylenimin, Nickelverbindungen, Aflatoxin usw.), Rauchen - Ausléser von 80-
90% von Lungenkrebsfallen
= Viren (Ursache fur 10-20% der Krebsfélle (Leber, Cervix))
o Tumorpromotoren - Krebswachstum-férdernde Substanzen:
= Phorbolester (= Strukturanaloga von Diacylglycerol) aktiviert Proteinkinase C

= Hormone

Eigenschaften von Krebszellen

e Erhohte Teilungsfreudigkeit

¢ Unkontrolliertes Wachstum wegen fehlender Kontaktinhibition (Fahigkeit Zellwachstum
einzustellen)

¢ Fehlende Proliferationskontrolle

e Manchmal: Bendtigen weniger extrazellulare Wachstumsfaktoren

e Manchmal: Autokrine Wachstumsstimulation

e Kurzschlisse in wichtigen Signalwegen

e Mangelnde Signale von aussen fuhren zur Dedifferenzierung, Krebszelle funktioniert
nicht mehr organismusgerecht

e Nicht mehr Apoptosefahig

e Verminderte oder fehlende Expression von Adhasionsproteinen - Verlust von E-
Cadherin, Hauptadhasionsmolekdl bei Epithelzellen, ist wichtig bei Entstehung von

epithelialen Krebstypen
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o Fehlende Adhé&sionsfaktoren reduzieren Kommunikation zwischen Zellen & Gewebe,

erleichtern Invasion in Nachbargewebe & Metastasierung

o Veranderte Morphologie & Cytoskelett: Zellen erscheinen runder, da sie nur schwach

an Nachbarzelle oder ECM adhéarieren.
Auftreten von neuen Antigenen = Tumorantigene in der Plasmamembran & im Zellinnern
Erhdhte Glucoseaufnahme durch affineren Glucosetranslocator, wie er sonst in
Erythrozyten vorkommt. Diese durchlauft oft Milchsauregéarung, statt den Citratzyklus.
Uberexpression des Multi-Drug-Resistenz-Gens (MDR). Das Genprodukt P-Glykoprotein
transportiert lipophile Verbindungen wie Cytostatika aus der Zelle.

o Z.B. bei deregulierter Expression von Tyrosinkinase-Rezeptoren

Invasion von Krebszellen in andere Gewebe

Wenige Adhasionsmolekile

Ausscheiden von Proteasen, die ECM-Komponenten verdauen (z.B. Collagenase, die
den Krebszellen den Weg ins Bindegewebe erméglicht)

Verlust von Oberflachenrezeptoren beginstigen Beweglichkeit & erhéhen Potential zur
Invasion in gesundes Gewebe (z.B. bei deregulierter Expression von Tyrosinkinase-
Rezeptoren)

Wozu braucht es die Angiogenese (Entstehung neuer Blutgefasse)?

Ab 1 Mio. Zellen braucht der Tumor Sauerstoff & Nahrstoffzufuhr

Krebszellen scheiden Wachstumsfaktoren (VEGF, FGF) aus zur Bildung von neuen
Blutgefassen, ausgehend von Kapillaren des umgebenden Gewebes

Neue Blutgefasse auch wichtig fir Metastasierung

Krebszellen kénnen leicht durch die Gefasswand in die Blutgefasse eindringen

Wie kdnnen Viren Krebs verursachen?

1. Eindringen des Virus in die permissive Zelle z.B.
via Endozytose, in Endosomen: Virushullmembran
verschmilzt mit Membran (z.T auch schon direkt an
Plasmamembran)

. Virus in Wirtszelle

. Inhalt vom Viruscapsid gelangt ins Zytoplasma

. DNA-Einbau in Wirtsgenom

. Transkription der Virus-DNA

. Virale DNA kommt in neue Viren

. Vorstufen der Virusproteine werden synthetisiert
8. Pre-Virusproteine werden in Plasmamembran
integriert & proteolytisch modifiziert

9. DNA-Aufnahme & Abschnirung der neuen Viren

~NOo ok~ WwN
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Um welche Viren handelt es sich und was bei den jeweiligen Viren speziell?

Virusfamilie Tumor Speziell
DNA-Tumor Viren
Hepatitis B Leber 5-10% der Falle chronisch

Zelltransformation durch X-Gen, dessen Expression

Zellproliferation & Survival factors stimuliert.

SV40 & - nicht Tumor-induzierend & Genom der Wirtszelle
Polyoma verandernd, denn Wirtszelle stirbt nach Virusfreigabe.
Papillomavirus Gebarmutter Infizieren Epithelzellen verschiedener Gewebe.
Adenovirus - Modellorganismen fur experimentelle Krebsbiologie.

Mutanten kdnnen in nicht-permissiven Wirtszellen
Transformation induzieren.
Herpesvirus Burkitt'Lymphoma, = Komplexeste Viren
Nase-Rachen-

Tumor, Kaposi’s

Sarkom
RNA-Tumor-Viren
Retroviren Adulte T-Zell- Im Vermehrungszyklus wird die RNA durch die reverse
Leukémie Transkriptase auf DNA umgeschrieben. Viele Retroviren

besitzen nur 3 Gene:

1. gag: Virion Strukturproteine

2. pol: Reverse Transkriptase, Integrase

3. env: Envelope, Glykoproteine

Dieser einfache Typ induziert sehr selten Tumore, z.B.
Avian Leukosis Virus (ALV)

Unterschied Retroviren, welche Krebs auslosen & solchen welche keinen Krebs
auslosen

Die 5 Gattungen Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus &
Epsilonretrovirus enthalten RNA-Tumorviren, die in ihren Wirten verschiedene Tumoren, vor
allem Sarkome und Leukamien, erzeugen (Krebs). Fast alle bislang bekannten RNA-haltigen
Tumorviren gehoren zur Familie Retroviren (RNA-Tumorviren), jedoch sind nicht alle

Retroviren onkogen.

Was bedeuten Proto-Onkogene, Tumorsupressorgene?

e Proto-Onkogenen
o Sind zellulare Onkogene, oftmals zellulare Homologe der viralen Gene
o Nomenklatur der Gene:

= v-src = Src-Gen vom Virus, Gen hat Mutationen
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= —c-src = zelleigenes Src, Gen enthalt Exons & Introns
o Vorstufen von Onkogenen & werden durch schadliche Einfliisse (ionisierende
Strahlung, chemische Substanzen, Viren) in die krebserzeugende Form verwandelt.
e Tumorsupressorgene
o Gegenteil von Onkogenen: inhibieren Zellproliferation & Tumorentwicklung
o Z.B. Rbist ein negativer Tumorregulator, wenn Rb vorhanden kein Tumor

Carcinoma

o 90% aller menschlichen Krebsfalle, entartete Epithelzellen, z.B. Lungen-, Brustkrebs

Sarcoma

o selten, entartete Muskel-, Knorpel- oder Bindegewebszellen, z.B. Fibrosarkom

Leuk&mien, Lymphoma
o entartete Blutzellen, z.B. erythroide Leukéamie

Gutartiger Tumor, benign

o lokalisiert

Bdsartiger Tumor, malignant

o Metastasenbildend, Krebs

ZHAW Departement N, K. Mutter
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10. Immunologie

Wissenschatft von biologischen & biochemischen Grundlagen der Abwehrmechanismen, die

den menschlichen Kérper beim Kontakt mit Krankheitserregern & Toxinen schitzen

Aufgaben des Immunsystems

e Erkennen & Inaktivieren von in den Organismus eingedrungenen Krankheitserregern

(Viren, Bakterien, Pilze...) oder deren Toxine

o Erkennen & Abtéten virusinfizierter Korperzellen

e Erkennen & Abtdten von Krebszellen

Unterschiede von angeborenem und adaptivem Immunsystem

Angeborene Immunitét
Bereits vor Infekt vorhanden

Set von Krankheitsabwehrenden

Mechanismen

Unspezifisch, erkennen zellulare & molek.

Strukturen von oft vorkommenden

Pathogenen

Abwehrmechanismus: Phagozytose oder

natirliche Barrieren

Adaptive Immunitat
Hoch spezifische Immunabwehr

Hervorgerufen durch ein Immunogen

Bildung von spezifischen Lymphozyten,

Antikérpern & Gedéachtniszellen

Mech. : Neutralisieren des Pathogens durch

Ak oder Entfernen z.B. Apoptose

Arten der Bekampfung des angeborenen Immunsystems

1. Anatomische Barrieren

e Spiileffekt des Urins

e Lysozym Spileffekt der Tranen / des Speichels

e Schleim in Speiserdhre
o Kapselt fremde MOs ein
¢ Normale Darmflora im Darm

e Schleim/Zilien in der Lunge

o Zilien bringen fremde MOs aus dem Korper

o Schleim Kapselt fremde MOs ein

o Bakterielle Hautflora

o Mechanischer Schutz vor MO-Eindringen

o Saurer pH verzogert MO-Wachstum

Fettsauren

ZHAW Departement N, K. Mutter
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2. Physiologische Barrieren
e Temperatur: Zur Hemmung pathogener MOs (Fieber)
o Tiefer pH: Saure im Magen tétet meiste Pathogene
e Chemische Mediatoren:
o Lysozym: spaltet Peptidoglycane der bakteriellen Zellwand
o Interferone: binden an Nachbarzellen & induzieren generellen antiviralen Zustand
o Komplementsystem
o Toll-like Rezeptoren (TLR): erkennen Lipopolysaccharid, die in gram-negativen
Bakterien vorkommen. Erkennen Grundstrukturen von MOs die viel vorkommen.
3. Phago-, endozytische Barrieren
e Spezialisierte Zellen nehmen ganze Organismen auf & zerstdren sie (Monozyten,
Makrophagen)
e Verschiedene Zellen nehmen Makromolekile auf & zerstiickeln sie
4. Entzindungsbarrieren bei Gewebeschaden
e Bei Gewebeschaden + Entziindung werden Akutphase-Proteine ausgeschittet, diese
binden Pathogene wie Bakterien & Pilze; entsteht ein Akutphase-Protein/Pathogen-
Komplex so wird das Komplement-System oder phagozytierende Zellen aktiviert
o Histamin-Ausschittung durch geschadigte Zelle, Kapillare & Gefasse werden erweitert
& die Permeabilitat wird erhoht
e Kinin (im Blutserum, inaktiviert) , durch Gewebeschaden aktiviert, fuhrt
zu Gefasserweiterung & erhdhter Permeabilitat
e Fibrin (Hauptkomponente der Blutverklumpung), verletztes Gewebe wird von gesundem

Gewebe abgegrenzt um Infektion in Grenzen zu halten
Zellen des Immunsystems und deren Funktion

» Plasmazellen: Lymphozyten-ahnliche o e = -
Zelle, die aus B-Lymphozyten nach einer e @ :
Reaktion auf ein bestimmtes Antigen ; 3 O
hervorgegangen ist. Im Knochenmark &
manchmal im Blut.

o Makrophagen: Grosser Phagozyt

(weisses Blutkdrperchen). Einige an Ort,
andere im Blutstrom

e Mastzellen: Grosse Bindegewebszelle, die Histamin, Heparin & Serotonin enthalt, die
bei allergischen Reaktionen als Antwort auf eine Verletzung oder Entziindung
ausgeschuttet werden

e Leukozyten: spielen eine wesentliche Rolle bei Entziindungen, bakteriellen Infektionen

& Wurminfektionen sowie bei allergischen Reaktionen & Autoimmunkrankheiten
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Immunantwort via Komplementsystem

Das Komplementsystem ist eine genetisch

hoch konservierte Kaskade innerhalb des T —_—
angeborenen Immunsystems, um EA; “mg'”s' ‘é’
Pathogene vom Organismus zu entfernen. [ I'T 3

CLASSICAL PATHWAY l I LECTIN PATHWAY |

Es besteht aus vielen kleinen
Plasmaproteinen - lésen Zytolyse durch fl, .
Zellmembranzerstdrung aus. Sie werden Terminek
. .. . o LN Csb
durch proteolytische Spaltung aktiviert. Die o Gsa < == G
c8
Effekte des Komplementsystems wirken —— —— i
sich auf das angeborene + erworbene Pepto ek oo on Pegees .
. certain
Immunsystem aus. =2 e
Opsonization
of pathogens
Stufen der erworbenen Immunitat WLl
1. Antigene Spezifitét: nur das Antigen
wird erkannt & eliminiert
2. Diversitat: das Immunsystem kann Billionen von versch. Strukturen herstellen, um ein
Pathogen zu erkennen
3. Immunologisches Gedéachtnis: wenn das Immunsystem auf Pathogen reagiert hat, hat
das Immunsystem das ,Muster“ gespeichert
4. Nicht/Nichtselbst-Unterscheidung: kérpereigene Strukturen werden vom Immunsystem

nicht angegriffen

Funktionen der wichtigsten Zellen des erworbenen Immunsystems

T-Lymphozyten oder T-Zellen: Naive T-Zellen werden aktiviert durch MHC-Antigen-

Komplex einer APC & differenzieren sich in:

o T-Helfer Zellen: haben T-Zellrezeptoren, die MHC Il- gebundene Antigene erkennen,
binden & dann Cytokine ausschitten, um B- & T- Zellverbindungen zu stimulieren

o Cytotoxische T-Zellen: erkennt MHC |- gebundene Antigene & differenziert sich dann
nach Komplexbindung zur Killerzelle

o Cytotoxische T-Lymphozyten (Killerzellen) = téten die gebundene Zelle, scheiden
keine Cytokine aus

B-Lymphozyten oder B-Zellen: Zellen, die AK produzieren: Helper T cell

Naive B-Zelle: hat noch nie ein Pathogen gesehen, hat

B cell

aber Antikdrper auf der Membranoberflache. Bei erstem

Kontakt mit dem Pathogen, das an B-Zell Rezeptor (=

Membran-standiger Antikorper) bindet, wird die Zelle zur

raschen Teilung aktiviert & differenziert sich in: \ T
> A 4
Plasma cell Secreted antibodies
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ZF Zellbiologie 1/ Immunologie

o Memory B-Zellen: haben verlangerte Lebensdauer & B-Zellrezeptoren

o Effektor- oder Plasmazellen, die Antikérper produzieren & ausscheiden, haben kaum

B-Zellrezeptoren

o Antigenprasentierte Zelle (APC):

o Makrophagen, dendritische Zellen, B-Lymphozyten: nachdem sie Bakterien

«gegessen» haben, gehen Antigene des Bakteriums an die Oberflache & prasentieren

diese Uber MHC-II-Proteine, dadurch werden Helfer T-Zellen aktiviert.
o APCs aktivieren T-Helferzellen, die MHC II-Antigen Komplexe erkennen

-> IL-2 autokrin wird ausgeschuttet, das wiederum parakrin die Bildung von

Cytotoxischen T-Zellen aktiviert

o B-Zellen aktiviert durch Zell-Zell-Kontakt & gleichzeitiger Cytokinausschittung
o Klonale Selektion: wenn Kdrper einen Antigen-erkennenden Lymphozyten

gefunden hat, wird dieser schnell vermehrt

Unterschiede zwischen dem humoralen und dem Zellvermittelten Immunsystem

Humorales (erworbenes) IS

Ausloser: Wechselwirkung von B-Zellen mit

Antigen Uber aktivierte T-Helferzellen,

dadurch Aktivierung der

Zellermitteltes (erworbenes) IS

Proliferation dfer B-Zellen & deren

Differenzierung zu Plasmazellen

Effektoren: ' Im Blut geldste Antikorper, die

Aktivierte T-Helferzellen

Antigen binden & neutralisieren oder

eliminieren

Kann bei nicht immunen Individuen
imitiert werden durch Verabreichen

von entsprechenden Antikérpern

Pathogens Humoral immunity

{ pna sma cell

>
Bacteria & | u
Beeel
Viruses Fungi
S [
7\ Matures into active
Foreign killer T cell
proteins 4 R
\) ~f
Tcel
-
X
o

Helper T cell
IR
Lymphokines

ZHAW Departement N, K. Mutter

%\ Secretes |
Ambod es

W—JJ 2

Plasma cell

Cellular immunity

+

QS o <

or Virus-infected cell

Killing
reaction
¥+

Lysis

Kontakt von T-Helferzellen mit
APCs, je nach MHC-tragender

Zellen anderer Verlauf

Kann nicht durch Verabreichen
eines Stoffes in den Menschen

nachgeahmt werden
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11. Antikorper IgG Structure

antigen-

bjtr\dlng)/
Struktur/Aufbau der Antikérper (Immunoglobin)

variable
region

o Y-formig (frei gelést oder auf Zellmembran)

constant
regions

e 2 identische schwere Ketten (H-) plocs,
e 2 identische leichte Ketten (L-)

e Verbunden uber Disulfidbriicken

¢ Kann man auch unterteilen in eine Antigenbindende Region (Fab-Region), eine Fc-

Region, die konstant ist & eine “Hinge”-Region (Scharnier, -S-S-).
Definition Epitop & Zusammenhang zu Antigen und Antikérper
Epitop = spezifische Bindungsstelle des Antikbrpers an Antigene
Am Epitop bindet der Antikérper mit der antigenbindenden Region

e Antigen — Epitop:
o Antigen = Ansammlung von verschiedenen Epitopen
o Ein Antigen besitzt mehrere Epitope, kdnnen alle verschieden sein oder aus mehreren
repetitiven Einheiten bestehen
e Antikdrper — Epitop:

o Ein Antikorper bindet nur an 1 Epitop. sequentielle Determinant

Konformations-
Determinant

o Man unterscheidet:
= Kontinuierliche oder sequenzielle
Determinanten

= Diskontinuierliche oder Konfirmation-Determinanten
Alle Interaktionen sind reversibel, da nur nicht-kovalente Wechselwirkungen wirken!

Affinitat von Antigen zu Antikdrper definiert ist

Affinitat = Mass fir Komplexbildung zwischen Epitop des Antigens & einem AK [mol?].

hoch schwach

\\ / : Ab \\\
( ) Ka
d

Ab
|’ ) Lt || AK+Ag T—> AgAk
Uit | |\ : Yy YV ar4
b L/ \a;i/ Y- o

g ] Affinitdt = Ka = [Aal [AR] o .1 b At
Affinitdt = ¥ der anziehenden und abstossenden Krdfte Affiniat geringe vt

Ist nicht dasselbe wie Aviditat, welche der Gesamtheit der Affinitdten entspricht. Ein Mass,

Vi

wie viele Antigene mit vielen Determinanten von multivalenten Antikdrpern gebunden

werden.
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Was ist die Spezifitat?

Fahigkeit eines individuellen Antikdrpers, mit 1 Epitop eines Antigens zu reagieren
Fahigkeit einer Population von Antikdrpern mit nur 1 Epitop eines Antigens zu reagieren
Leider: In der Praxis kommen oft Kreuzreaktionen vor! - Apoptose von unreifen T-
Zellen, wenn sie etwas eigenes erkennen. Wenn die Aussortierung schief lauft, dann gibt

es Autoimmunreaktionen.

Herstellung von Antikérpern gegen nicht immunogene Substanzen

Molekdle unter 10kDa sind schwach, unter 1 kDa nicht immunogen z.B. Prion. Da sie zu
klein sind, ist es schwierig ein Antikérper herzustellen.

Nicht immune Substanz an ein Protein koppeln

Bei der Immunisierung bilden sich Ak gegen das bestimmte Molekll im gekoppelten
Protein — Hapten

Hapten werden an Carrier gebunden, meist an Protein

Hapten ist ein Antigen aber kein Immunogen!

Klassen der Immunoglobuline

IgA: IgG:

e In Schleimh&auten produziert o Haufigster Antikorper
(Speichel, Schweiss, Tranen) zur e Durchquert Zellwande & geht ins
Abwehr von Viren & Bakterien auf der Gewebe, inkl. Placenta
Oberflache e Monomer

e Liegt als Dimer vor o Beliebt im Labor

IgE IgM

e Sehr wenig im Blut vorhanden e Erster Ak nach Immunreaktionsstart

e Schwanz bindet an Mastzellen als e Konzentration im Blut ist rasch
Antigenantwort, um Histamin vermindert, wenn Immunreaktion voll
auszuschitten ablauft

e Monomer o Aktiviert Komplement

e Nicht in Placenta
e Pentamer

|gDZ IgG : Ing nHeavy
« Auf Oberflache der B-Zellen N7 N [f/ ottt
« wahrscheinlich als Antigenrezeptor, um J (L oy
B-Zellen in Plasma- oder Memory-Zellen ¥ Heavy a Heavy
i ) chains chains
zu differenzieren IgE IgD
. . AN AN
« Nichtin Placenta N (¢ *r\-\ K
H vy AN
¢ Heavy d Heavy Disulfide %/
chains chains bond
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Erzeugung von monoklonalen Antikérpern ”'“"\i S
Monoklonal: 1 Ak & 1 Epitop aus einem immunisierten Tier Fusionin

l Polyethylenglycol l
e Gewinnung mit Hybridomatechnik (Bild ) o8 > @ < W
Milzzelles Myelomzellen
1. B-Zellen (weisen eine limitierende Lebensdauer auf, lse.m.m,,,,ﬂ,mn
daher ist eine effiziente Kultivierung unter Solekion dor Zollen,dio Anlkorpr dor
gewinschien Spezifitst synthetisieren
Laborbedingungen nicht méglich ) werden glcttng = Einlieren

sind stark deregulierte Zellen, die der Apoptose nicht

mit Myelomzellen (Krebszellen) fusioniert (Krebszellen gmuza“:;;am.;/ \ . f

unterliegen) = Durch Fusion kénnen ihre Eigenschaften l
Antikérper Antikérper

in Form von Hybridomzellen kombiniert werden.

Daraufhin entstehen quasi-unsterbliche Hybride, die monoklonale Ak produzieren

Grosse Mengen Antikdrper mit massgeschneiderter Spezifitdt kénnen hergestellt werden

Anwendung als Arzneimittel, in Diagnostik & Forschung

Antikodrper-Diversitat

e Antikdrpergene werden aus Genfragmenten zusammengesetzt

¢ In Lymphozyten werden die Ak bei Mitose der SZ liber Zufallsreaktionen rekombiniert
¢ Pra-mRNA kann unterschiedlich gespleisst werden

e Antikdrper aus schweren & leichten Ketten, die ihrerseits aus einer variablen & einer
konstanten Region bestehen

° Val’lab|e Reglon der SChWeren Kette variable Region schwere Kette konstante Region schwere Kette
V [embryensienia | D | |) C-Segmente
o V =variable region VDJ-Verkniipfung l’
o J =junction region
o D =diversity region Transkription ‘,
o L =leader region (— Signalsequenz) o nserot [ N /
. . . Spleil®
e Variable Region der leichten Kette > V- & J- prelen lv \][
Regionen s [ == Translation

e Durch Variationen der Verknilpfungsstelle unterschiedlicher Regionen steigt die Anzahl

der moglichen Antikdrper nochmals.

Was man bei der Herstellung von Antikdrpern als Medikament beachten muss

Die Maus-AK sollen eine andere Glycosilierung besitzen als der Mensch. Somit

muassen entweder die menschlichen AK-Gene in die Maus gebracht werden, so dass sie nur

noch menschliche AK bildet oder es werden die CDR Regionen enthommen & in die

menschlichen AK eingebaut. So wird der AK fiir Menschen vertréaglich, ansonsten wirde der

Mensch AK gegen die Maus-AK bilden.

ZHAW Departement N, K. Mutter
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Methoden, Antikdrper zum Nachweis von spezifischen Proteinen
ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay)

SUBSTRATE
ADDITION '
ANTIGEN
ADDITION Labelled
@ antibody

Captured

antibody

Surface

LABELLED

ANTIBODY
@ ADDITION '
Antigen

Signal
detection

Signal
Substrate —£_ f J)

Western Blotting

= +
ELLLLILLILLIun J )
I |
A
— } Membrane
Gel
| | | Sponge
Electrophoresis Transfer Blocking
WESTERM BLOT
- 1 [ . |
PR — —
o -
| -
v- —
Detection Secondary antibody Primary antibody
incubation incubation

Immunopréazipitation
(evt) homogenisieren

Beads mit

Antikorper  ProteinA/G zentrifugieren
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12. Covid-19

Tiere bei denen Viren sequenziert wurden, die wahrscheinlich auf den Menschen
Ubergesprungen sind

e HIV von Schimpansen

e Ebola von Flederméusen

e MERS-CoV von Fledermaus tber Kamele

e SARS-CoV von Fledermausen tber Maskierte Palmenzibets oder Waschbéarhunden

o Viren in Wildpopulation nicht gefunden - wer hat wenn angesteckt?

Ubertragung von Viren bei Atemwegserkrankungen

Ausstoss durch niesen, husten (starke Verbreitung) und normales Atmen (schwache
Verbreitung). Bei niesen & husten gibt es auch grdssere Tropfchen, die auf Oberflachen
absinken & dort Uber Aufnahme via Hande & anschliessenden Kontakt mit Schleimhauten zur
Infektion flhren. Kleine Trépfchen (<5um) bleiben lange in der Luft & kénnen durch Einatmen

zur Infektion fihren.

Schritte des Eindringendes von Corona Viren in die Zellen

1. Das SARS-CoV-2 S-Protein bindet an den Rezeptor ACE2 (Angiotensin-Converting-
Enzym) mit Enzymaktivitat
ACE2 wird durch TMPRSS2 (Transmembranprotease Serin 2) aktiviert

3. Endozytose wird induziert & auf die Membranfusion im Endosom folgt die Freisetzung &
Enthillung des Nukleokapsids. uncoq\‘ms

Wie die Zellen als Virus Produktionsstatten ausgenutzt werden

gRNA (genomische RNA) wird in ppla (Polyprotein 1a) & pplabiibersetzt
ppla & pplab werden gespalten, um nsps (nichtstrukturelles Protein) zu bilden.
Die nsps induzieren eine Umlagerung von ER, um DMVs (Doppelmembranvesikel) zu
bilden, in denen die viralen RTCs (Replikations-Transkriptionskomplex) zusammengesetzt
werden.

7. Volllangen-gRNA & sgRNA-Spezies werden innerhalb der DMVs synthetisiert & Uber
molekulare Poren exportiert, die von nsp3 gebildet werden.
sgRNAs (subgenomische RNA) werden in strukturelle & akzessorische Proteine Gbersetzt.
Die Virion-Assemblierung findet im ERGIC (ER-Golgi-intermediate compartment) statt, &

reife Virionen werden durch lysosomale Exozytose freigesetzt.
Nebenwirkungen von mRNA Impfstoffen relativ zur Corona Erkrankung

Keine schlimmeren Nebenwirkungen maglich als bei der Erkrankung selbst.
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ZF Zellbiologie 1/ Covid-19

Stadien einer Corona Erkrankung

1. Asymptomatischer Zustand (1-2 Tage nach Infektion). Eingeatmetes Virus SARS-CoV-2

bindet an Epithelzellen in der Nasenhdhle & beginnt sich zu replizieren. ACE2 ist der
Hauptrezeptor. Lokale Ausbreitung des Virus, sowie eine begrenzte angeborene
Immunantwort. Virusnachweis durch Nasenabstrich (sensitiver als Rachenabstriche).
Obwonhl die Viruslast gering sein kann, sind diese Personen bereits infektios.

2. Obere Atemwege & verbindende Atemwege (nachste Tage). Das Virus repliziert & wandert

entlang der Atemwege. Es erfolgt eine (robustere angeborene Immunantwort.
Nasenabstriche oder Sputum weisen das Virus nach. Der CXCL10-Spiegel (Zytokin) ist
evtl. fur den weiteren klinischen Verlauf ein Indikator. Bei etwa 80% der Patienten verlauft
die Erkrankung mild & beschrénkt sich auf die oberen & verbindenden Atemwege.

3. Hypoxie, Milchglasinfiltrat & Vortschreiten zu ARDS (acute respiratory distress syndrom).

~20 % der infizierten Patienten entwickeln Lungeninfiltrate, von denen einige sehr schwer
erkranken. Das Virus erreicht nun die Alveolen der Lunge & infiziert alveolare Typ-lI-Zellen.
Das Virus breitet sich in Typ-ll-Zellen aus, eine grosse Anzahl viraler Partikel wird
freigesetzt, & die Zellen gehen in die Apoptose iber. Die Pathologie von SARS-CoV?2 ist
ein Schaden der Alveolen mit fibrinreichen hyalinen Membranen. Lungenbléschen fullt sich
mit Flussigkeit & kann keine Blutplattchen mehr transportieren. Die folgende Wundheilung
kann zu starkeren Narbenbildung & Fibrose fiihren als andere Formen von ARDS. Eine
mdogliche Genesung erfordert eine kréftige angeborene & erworbene Immunantwort & eine

gute epitheliale Regeneration.

Phasen der B-Zell Reifung in den Keimzentren

1. Naive B-Zellen verlassen den Kreislauf, dringen in B-Zell-Follikel im sekundaren
Lymphorgan ein & untersuchen die Umgebung auf Antigene. Antigene, die auf
follikularen dendritischen Zellen (FDCs) angetroffen werden, aktivieren B-Zellen Giber den
B-Zell-Rezeptor (BCR).

Hauptzelltypen: Keimzentrum (GC)-unabhéangige Gedéachtnis-B-Zellen, GC-B-Zellen oder
kurzlebige Plasmazellen.

2. Es bilden sich neu differenzierte GC-B-Zellen GCs & durchlaufen in der dunklen Zone
eine Proliferation und somatische Hypermutation, bevor sie in die helle Zone Ubergehen,
wo die GC-B-Zellen auf Antigen auf FDCs treffen und das Antigen T prasentieren
follikulare Helferzellen (TFH-Zellen) und durchlaufen drei Hauptschicksale: die
Differenzierung in Gedachtnis-B-Zellen, die Differenzierung in langlebige Plasmazellen
oder der Wiedereintritt in die GC-Dunkelzone. Bei der sekundéaren Reaktion reagieren
Gedéachtnis-B-Zellen auf Antigen und differenzieren sich in langlebige Plasmazellen oder
GC-B-Zellen, die GC-Reaktionen durchlaufen. TCR, T-Zell-Rezeptor.
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ZF Zellbiologie 1/ Covid-19

Generelle Struktur der Corona Viren

Spike Glycoprotein
S-Protein

M-Protein

Hemagglutinin-
Esterase-Dimer(HE)

Virushtlle
RNA und N-Protein

Verschiedenen Arten von Impfstoffen mit Beispielen
e Impfstoffe, die den gesamten Keim in abgeschwéchter Form enthalten
o MMR: Masern-Mumps-R6teln, Windpocken, Girtelrose, Gelbfieber, Rotavirus
e Impfstoffe die den gesamten Keim in inaktivierter Form enthalten
o Polio, Hepatitis A, FSME
o Gereinigte Impfstoffe, die nur Fragmente eines Keims enthalten
o Diphtherie, Tetanus, Keuchhusten, Hepatitis B, HPV, Grippe, etc.
o Impfstoffe die nur die komplexen Zuckermolekile (Polysaccharide) enthalten
o Konjugatimpfstoffe: Hib, Pneumokokken, Meningokokken)
o «Vektor»-Impfstoffe: Genetisches Material des Erregers wird in ein Virus oder
Bakterium eingebracht, das beim Menschen keine Krankheiten verursacht.
o Adenovirus basierenden viralen Vektorimpfstoffen: Covid-19 Impfstoffe von
AstraZeneca/Oxford Universitat & von Janssen/Johnson&Johnson)
¢ Injektion eines Fragments des genetischen Materials des Virus in Form einer mRNA,
eingehdllt in Lipid-Nanopartikel
o Covid-19 Impfstoffe von Biontech/Pfizer und Moderna)

Aufbau und Bestandteile von mRNA Impfstoffen

 Bestandteile des Moderna COVID-19 Vaccine: mRNA, Wgﬁ‘%&%%%@‘};\\
P <
S

i 7
Lipide (SM-102, Polyethylenglykol [PEG], 2000 ) Y %
Dimyristoyl Glycerin [DMG], Cholesterol & 1,2- == %“:;W
. . = = =
Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin [DSPC]), @%} ’f'{six'*f \\;?sﬁ
. -
Tromethamin [Tris], Tromethamin hydrochlorid %@@%gngt\ﬁgsﬂﬁ
[Tris*HCI], Essigsaure, Natriumacetat-Trihydrat & o ’\é f‘% -
Saccharose. S

! pbspc
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