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F2 og F3: Protein struktur og analyse og Protein struktur og funktion

4+ Redeggre for betydningen af AG for reaktioners forlgb

Kemiske systemer vil sgge hen mod den laveste mulige energi AG.

Det ggr den ved at afgive energi (fx entropi til omgivelserne)

Reaktioner kan forlgbe spontant ved en negativ AG, derfor exergon reaktion.

Kemiske systemer vil sgge mod ligevaegt.

Termodynamikkens hovedsaetninger: LUKKET SYSTEM

1. Energien er konstant: Den totale energi af et lukket system er konstant. Energi kan hverken skabes eller
tabes, kun omdannes eller flyttes.

4+ Beskrive relationen mellem AG og ligevaegt
Der gaelder fglgende sammenhaeng mellem AG og ligeveegtsbrgken Y.

AG = AG°+R-T-In(Y)

Hvor AG er gibbs fri energi a&endring, AGe er standardeendringen af Gibbs fri energi, R er gaskonstanten (8,31
J/(mol-K)), T er temperaturen i K og Y er reaktionsbrgken.

Der er ligeveegt nar AG = 0. Dette betyder at der ved ligeveaegt geelder fglgende sammenhaeng:

0=AG°+R-T-In(K) (Ved ligevagt)
Dette kan ogsa omskrives til:
AG® = —R-T-1n(K)

4+ Beskrive betydningen af entropi for biologiske systemer.

Cellen er en del af de biologiske systemer, cellen er IKKE et lukket system. Derfor sgrger cellen for at skabe indre
orden, ved hjzelp af energi. Derudover eksporterer den uorden.

Termodynamikkens hovedsaetninger: LUKKET SYSTEM
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1. Den totale entropi (uorden) vil altid gges.

+ Forklare hvorfor en celle (liv) kraever energi (metabolisme)
Karakteristika for liv:

[soleret fysisk og kemisk rum (cellemembran)

Kommunikation med omverden (dbent system)

Ikke ligevaegt (Steady state)

Kotrollerede kemiske reaktioner

Koblede kemiske reaktioner

Skaber orden (mindsker entropi)

Forbruger energi — eksporterer entropi til omgivelserne (metabolisme)
Proteiner kontrollerer det

En celle kraever energi da den kan omdanne det til arbejde.
Metabolisme
Katabolisme (Nedbrydning) -> Energi -> Anabolisme (Opbygning)

Katabolisme: Oxidation af naerringssstoffer = Energi
Alt der skal forbraendes, skal bruge ilt, og det danner energi, kuldioxid og vand.
Energien lagres i hgjenergi-elektron-carriers eller i energirige binder (ATP/GTP)

Anabolisme: Energi = Arbejde, transport og synteser

Energien i bindingerne i ATP bruges til at drive mange endergone processer i kroppen. Derudover kan enzymer
nedsatte aktiveringsenergien.

+ Redeggre for aminosyrers hovedgruppeinddeling
Sure (asparaginsyre, glutaminsyre - slutter pa CO0-)

Basiske (lysin, arginin, histidin - slutter pa NHz,3)
Uladet poleer (asparagin, glutamin, serin, tyrosin, threonine, cystein- har O i enden)

- Serin, threonine og tyrosin kan fosforyleres, da de har OH.
- Cystein kan danne disulfidbindinger, da den har SH i slutningen.

Ikke-polere (alanin, valin, leucin, isoleusin, prolin, phenylalanin, methionin, trytohan, glycin, cysteine - ikke noget O
i enden)

Histidin, kan bade vaere positiv og negativ ladet, pga af pKa.

+ Angive de bindinger/krafter, som medvirker til dannelsen af proteinets struktur

Et protein er lavet af en lang keede aminosyrer forbundet med kovalente peptidbindinger (mellem C og N fra to
aminosyrere). Unikke aminosyre-sekvenser kendetegner forskellige typer proteiner. Pa proteinets "rygrad” sider
sidekaederne der giver aminosyrerne deres kemiske egenskaber faestnet..

Hver foldet kaede holdes pa plads af forskellige svage ikke-kovalente bindinger som hydrogenbindinger (mellem H
og 0), dipol-dipol bindinger (+ og -) og van der Waal attraktioner (London bindinger), ionbindinger, og hydrofobe
lommer.

Kovalente bindinger er steerkere end ikke-kovalente og der skal derfor mange ikke-kovalente bindinger til at folde
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et protein.

Primaerstruktur

4+ Redeggre for proteiners organisering i primeer-, sekundaer-, tertizer- og
=
kvarternarstruktur =
==

Sekundaerstruktur
Proteiner er organiseret i flere niveuaer der ikke er uathaengige men er bygget ovenpa
hinanden indtil den 3-dimensionelle form er fremkommet.

Tertizerstruktur

Primeer struktur: aminosyre sekvensen (kovalente bindinger).

Sekundeer struktur: indeholder alfa helixes og beta sheets der formes i visse segmenter af
polypeptidkaeden (ionbindinger, hydrogenbindinger, dipol dipol, hydrofobe kraefter (van
der Wall)).

Kvarternaerstruktur

Terticere struktur: indeholder tilfeeldige krgller, loops og folder der formes mellem N- og C-
terminalerne (ionbindinger, hydrogenbindinger, dipol dipol, hydrofobe kreefter (van der
Wall)). Et protein er foldet.

Kvartieer struktur: et kompleks af flere polypeptidkaeder (ionbindinger, hydrogenbindinger, dipol dipol, hydrofobe
kreefter (van der Wall)).

4+ Definere begreberne proteindomane og subunit
Proteindomaene: En del af et protein, der har en selvstaendig funktion.
Subunit: Et protein eller polypeptid, der indgar i et stgrre proteinkompleks.

4+ Beskrive enzymers generelle funktionsmekanisme

Enzymer mindsker aktiveringsenergien af en reaktion, og dermed gger den hastigheden af reaktionen, men den
@ndrer ikke Gibbs fri energi eller ligeveegtspunktet.

De forbruges ikke selv under reaktionen.
De hjzelper reaktanterne med at binde hinanden: . /\
- Klan' entP:n brir.lge reaktanterne teet pa hinanden i “ 2
rigtig orientering
- Arrangerere elektroner i substratet pa en made,

der fremmer reaktionen. (A) enzyme binds to two (B) binding of substrate (C) enzyme strains the
. o o substrate molecules and to enzyme rearranges bound substrate
- Enzymet kan ij]e substratet pa en made’ der orients them precisely to electrons in the substrate, molecule, forcing it
. encourage a reaction to creating partial negative toward a transition
fremmer reaktionen. occur between them and positive charges state to favor a reaction

that favor a reaction

4+ Beskrive feedback mekanismer
Negativ: produktet af den enzymdrevne reaktion heemmer fx enzymet.

Positiv: Produktet af den enzymdrevne reaktion far fx den oprindelige reaktion til at ga hurtigere.

4+ Beskrive allosterisk regulering
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Et regulerende molekyle szetter sig pa enzymet et andet sted end Active site(correct
active site, og 2endrer enzymets form, hvormed enzymet fx aendrer substrate) O
. . . . . . . . Substrate |
konformitet i active site, hvilket resulterer i deaktivering. (e g e
conformation
Kan enten veere positiv eller negativ, hvis den er positiv aktiver P — for substrate)

Inhibitor site

den enzymet, da den @ndre konformitet, pd en made som ggre det

@ Allosteric
muligt at binde substrat. \

activator ‘k Allosteric
inhibitor
Activator site

+ Angive forskellige kovalente proteinmodifikationer med eksempler herpa.
Kovalent binding med , eller

kan lave konformitets zendringer, som regulerer enzymets aktivitet. Derudover kan phosphat lave docking
sites pa proteinet, sa flere proteiner kan kobles sammen.

kan binde sig til lysin og dermed regulerer proteinet. o
dgmmer et protein til destruktion i et proteosom. ar I I
(l'm )A T
serine -y, CH,
I 1. L1 1 | side chain |7 PROTEIN |-
N e ST KINASE G
il 11 I |I
50 amino acids PROTEIN
PHOSPHATASE
p phosphate Ac. acetyl U ubiquitin %Ph/orylated
protein
(8 B
kinase P 7,
OFF — = Z oN
i
phosphatase
kinase E
ON = — OFF

:/“\\: V\T/
+ Redeggre for SDS-PAGE og Western Blot, herunder fortolke et §tandardrestltat
1. SDS tilsaettes for at denaturere proteinet (ved at bryde non-kovalente bindinB&}'6g for at tilfgre proteinet en
overordnet negativ ladning saledes, at stgrrelsen af proteinet bliver bestemmende for
1. placeringen pa banen.

2. DTT (et reducerende stof, der bryder svovlbroer), tilsaettes ogsa.

3. Hvorefter man lader sit protein sive igennem en gel af polyacrylamid, hvor proteiner har bundet sig til det
negativt ladet SDS (Sodium-dodecyl-sulfat), hvilket dermed ogsa lader proteinerne negativt.

4. SDS denaturer ogsa proteinet.

5. Det procentvise indhold af polyacrylamid i gelen bestemmer, hvor finmasketgelen er. Nar der sa sattes en
spaending igennem gelen, vil de negativt ladede proteinkomplekser (protein+SDS) bevaege sig mod anoden, og jo
lettere proteinet er, des laengere vil det komme gennem gelen.

Hvis man gnsker en bedre opdeling, sa kan man fx have 4% polyacrylamid i det gverste lag, hvor de store
proteiner er, mens man for optimal finddeling har fx 12% polyacrylamid i den nedre del for at opdele de lette
proteiner yderligere. Resultatet af denne SDS page kaldes et western blot, hvis man blotter resultatet ved at
maerke proteinet med fx antistoffer.
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The detergent CHs protein with two

sodium dodecyl | subunits, A and B,
sulfate (SDS) CHa joined by a disulfide single-subunit
is used to | (5=5) bond protein
solubilize "H> A B C
proteins for SDS
polyacrylamide- CH» =55 = Protein
gel electrophoresis, | o
?Hz ) i\'a- A
(l:Hz I | v ’/‘,,;‘.’05~.
?HE HEATED WITH SDS AND MERCAPTOETHANOL //’/,/f/ —_
| | <
(|:H2 B = Protein spredes ud efter storrelse Der laves aftryk pa
CH e J——— ved gelelektroforese membranpapir
2 - —TN _—___— — —__
| = ot Z) = Specifikke antistoffer Radioaktivt koblede antistoffer
(|:| 12 = negatively e tilsattes tilsattes
L = charged SDS C 2.
'rTHZ _:B molecules /'\ ®
CH, |
| POLYACRYLAMIDE-GEL ELECTROPHORESIS \
o ) TSP
| @ ‘/\\'/
0=$=0 N L
O@ Na@ B H Radiografi afslerer
om antistoffet bandt
D ith [ H
23 Figur 1. Western blotting.

4
of
‘or A —
oft).
dded
\ ®

septide slab of polyacrylamide gel

ular

F4 og F5: Membranstruktur og Membrantransport
4+ Redeggre for cellemembraners generelle ssmmensatning, struktur og fysiske egenskaber.

Cellemembranen bestar hovedsageligt af phospholipider der er arrangeret i et dobbeltlag med de hydrofile hoveder
rettet mod lumen og cytosolen og de hydrofobe haler vendt ind mod hinanden.

Vandmiljget pa begge sider af membranen ggr at membranen ikke kan skilles ad men det holder ikke lipiderne og
proteiner fra at rotere om egen akse og flytte rundt i membranen. Bevaegeligheden af en cellemembran ved en given
temperatur athanger af phospholipidets sammensatning, iseer opbygningen af hydrocarbon halerne; jo teettere
halerne er pakket desto mere vikgs og mindre flydende vil membranen vere. To egenskaber hydrocarbon halerne
afggr hvor teet lipiderne ligger i membranen: leengden og summen af dobbeltbindinger de indeholder.

Kolesterol pavirker membranens fluiditet ved at udfylde rummet mellem nabo phospholipidmolekyler og sdledes
afstives membranen og bliver mindre permeabel.

De fleste membranfunktioner er foretaget af proteiner der fungerer som transportgrer af naeringsstoffer og ioner,
feestner membranen til faste konstrukturer (makromolekyler) - ankere, receptorer der detekter kemiske signaler og
enzymer der katalyserer. Proteinerne kan opdeles i to grupper; de integrale som gar gennem membranen og de
periferer der er forbundet til proteiner der er faestnet i membranen.

Lipiderne pa membranens yderste lag har sukre bundet til sig via kovalente bindinger. Stgrstedelen af proteinerne
har ligeledes korte kader af sukre (oligosaccarider) bundet til sig og hedder sa glykoproteiner. Dette
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carbohydratlag beskytter overfladen, absorberer vand og giver derved cellen en slimet overflade. De gverste

carbohydrater spiller ogsa en rolle i celle-celle genkendelse og sammenklaebning.

+ Redeggre for cellemembraners permeabilitet.
Cellemembranen er semipermeabel.

0;

SMALL  co.

MOLECULES

Ny
benzene

SMALL W0
UNCHARGED g1y mm—p

ethanol

LARGER
UNCHARGED

POLAR
MOLECULES

‘amino acids
glucose
nucleosides

H',Na*
HCO, K" >
', ar

Mg

4+ Angive rimelige veerdier for ionkoncentrationer i ekstra- og intracellulervaesken.

=
synthetic
lipid

bilayer

TABLE 12-1 A COMPARISON OF ION CONCENTRATIONS INSIDE AND OUTSIDE A TYPICAL MAMMALIAN CELL

COMPONENT INTRACELLULAR CONCENTRATION (mM) EXTRACELLULAR CONCENTRATION (mM)
Cations

Na* 5-15 145

K* 140 5

Mg 0.5 1-2

Ca* 10+ 1-2

H* 7X10%(1072MorpH 7.2) 4X10°(107*MorpH7.4)

Anions*

cr 5-15 110

* The cell must contain equal quantities of positive and negnlve charges (that is, be electrically neutral). Thus, in addnion to CI
the cell contains many other anions not listed in this table; in fact, most cellular constituents are negatively charged (H

roteins, nucleic acids, metabolites carryi hosphate and carboxyl groups, etc.)/The concentrations of Ca** and Mg** glvm are lor
the ions. There is a total of about 20 mM Mg** and 1-2 mM Ca** in cells, but this is mostly bound to proteins and other substances
and, for Ca*, stored within various organelles.

Table 12-1 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

140 mM K*
10 mM Na*
6mM Ct

SmMK*
145 mM Na*
110 mM CF

70 mV

V= -

4+ Redeggre for membranproteinstruktur og -forankring.

Proteiner kan overordnet veere integrale eller perifereproteiner.

Proteinerne inddeles ogsa i:

Transmembraneproteiner: er enten en eller flere alfa-helix, der passerer gennem membranen og kan fx
danne en kanal. Betabarrels som er lavet af betasheets er ogsa transmembrane, men er dog sjeldne.

(1,2,3)

Monolayer associated alfahelix: er et protein, der er tilknyttet membranen ved hjelp af alfa helix, der

ligger vandret i det ene leaflet. (4)

Lipid linked: er proteiner, der er bundet kovalent til lippid molekyler, som sa er forankret i membranen

ved hjeelp af deres hydrofobe egenskaber. (5,6)

Protein-attached er et perifeert membranprotein, der er bundet nonkovalent til andre

membranproteiner (7,8)
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® NH2

2

lipid 0 ANAL
bilayer 2
% i CYTOSOL
©)
- ® COOH
@

Funktionelt:

1) Transportere/kanaler

2) Ankere, der holder fast i andre molekyler
3) Receptorer

4) Enzymer

+ Angive principperne i osmose.

Osmose er diffusion af vand. Vand vil altid forsgge at veere lige koncentreret henover en semipermeabel
membran, hvor kun vand kan bevage sig henover. Dvs. hvis du kommer en vindrue ned i vand med meget
salt, sa vil vandet bevage sig ud af vindruen. Fra hgj til lav vandkoncentration.

low concentration  high concentration
of solute of solute
outside cell inside cell

—_—
WATER
MOVES

+ INTOCELLBY °

OSMOSIS,

SWELLING

osmotic pressure . THE CELL

Figure 1212 Essential Cell Blology /e (0 Gartand Sclence 2010)

4+ Redeggre for de forskellige typer membrantransportgrer og deres transportmekanismer.
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Passiv transport: Kreever ikke energi (Fra hgj til lav)
Hovedforskellen mellem kanaler og transportgrer er maden
hvorpa de skelner mellem stoffer - tillader transport af nogen transportac moleculs o
men ikke af andre. ..0

channel . transporter 1 .
.

Kanaler: skelner mellem stoffer pa baggrund af stgrrelse og ‘ . Q}

‘Klasser’ af membrantransporterer

concentration

Iipld
gradient

elektrisk forskel. En kanal danner en hydrofil pore gennem ilayer
cellemembranen hvor specifikke uorganiske ioner og i nogen
tilfeelde andre sma molekyler kan diffundere igennem. Kanaler & .

transporterer molekyler hurtigere igennem membranen end diffusion; , - |
tranSpOI‘tﬂI‘eI‘ PASSIVE TRANSPORT ACTIVE TRANSPORT

gure 124 Essential Cell Biology 3/e [© Garland Science 2010}

Transportgrer: tillader kun transport af molekyler eller ioner i
der passer i transportgrens binding site. Nar en substans j “?\

binder til binding sitet forekommer der en
konformationseendring i transporteren der ggr at stoffet transporteres til den anden side af membranen.

AKktiv transport kan kun foretages af transportgrer mens passiv transport kan foretages af bade transportgrer og
kanaler.

Aktiv transport
Der er tre mader at udfgre aktiv transport pa.

1) Koplet transport: man kopler transporten af et stof der gar op af koncentrationsgradienten med transporten af et
stof der gar ned af koncentrationsgradienten saledes at der samlet set for begge stoffer gas ned af bakke.

2) ATP-dreven pumpe: kopler transport af et stof op af en koncentrationsgradient med hydrolysen af ATP der
omdannes til ADP + P - energien heraf driver transporten af stoffet.

3) Lys-dreven pumpe: kopler transport af et stof op af en koncentrationsgradient med et tilskud af energi fra lys -
energien herfra driver transporten af stoffet.

Derudover kan transportere fungerer som uniporte(passiv), symporte eller antiporte. De to sidstnaevnte ses i
koblet transport, hvor en fordelagtig gradient for fx en ion driver transporten af en anden ion med en
ufordelagtig gradient.
Aktiv transport benytter energi til at

transportere et stof ‘op ad bakke’

transported molecuie co-transported ion

S 4
- ‘ Q r'-ﬁ. iy S

‘W TN N

COUPLED ATP-DRIVEN LIGHT-DRIVEN
TRANSPORTER UmpP PUMP
Flgure 128 EssontlColl Bilogy Ve (€ Garand Scence 2010) UNIPORT SYMPORT ANTIPORT

LIGHT

coupled transport

4+ Redeggre for betydningen af Na+/K+-pumpen.
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Denne pumpe danner ikke membranpotentialet, men det vedligeholder derimod membranpotentialet. Det er
derimod kalium-kanalen, der skaber memebranpotentialet. Den skaber den kemiske gradient for natium, som er

ngdvendigt for aktionspotentialet. Derimod bruges natriumgardienten til sekundeer aktiv transport.

PUMP

© ©0 2 PHOSPHORYLATES 2%
(X +} + ITSELF _—
. EXTRACELLULAR
Na* K SPACE
electrochemical electrochemical
gradient gradient
. cvrosoL/
© 8 . (]
% &
* Na® BINDS
TO PUMP
I\l ADP + (P;
L2 PUMP RETURNS

6 TOORIGINAL

CONFORMATION,

K* EJECTED

4+ Beskrive at Na+-gradienten, som er skabt ved aktiv transport, er det energetiske grundlag for transport

PHOSPHORYLATION TRIGGERS
3 CONFORMATIONAL CHANGE,
Na* EJECTED

™ .

"%

phosphate in
high-energy
linkage

\
Pz

P
5  PUMP DEPHOSPHORYLATED

af visse andre stoffers transport imod deres koncentrationsgradient (sekundzer aktiv transport).

Sekundeer aktiv transport er en koblet transport der sker under udnyttelse afiongradienter som etableres ved aktiv

Na/K-transport.

Natrium bruges bl.a. i en symport til at bringe glukose ind i cellen ved sekundeer aktiv transport i tarmen. Der findes
mange natriumdrevne kanaler i dyr og planter, sdsom natrium-hydrogen antiport. Sekundaer kommer af, at der

allerede er foregdet aktiv transport for at skabe natriumgradienten.

#

N' stateA <——>> stateB glucose

o°° o°° oooe‘oo -

o [+)
EXTRACELLULAR SPACE ° °
+ + + + *
electmchemical (+] lipid  glucose
gra ient bilayer grailent
crrosm. = ‘
transporter . ' ‘ . . (5

- *® ®e
“e. ®g © e -«
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F6 og F7: lonkanaler og Membranpotentialet
+ Angive typiske intra- og ekstracellulaere ionkoncentrationer

TABLE 12-1 A COMPARISON OF ION CONCENTRATIONS INSIDE AND OUTSIDE A TYPICAL MAMMALIAN CELL

COMPONENT INTRACELLULAR CONCENTRATION (mM) EXTRACELLULAR CONCENTRATION (mM)
Cations

Na* 5-15 145

K 140 5

Mg* 0.5 1-2

Ca* 10+ 1-2

H* 7X10%(107?MorpH7.2) 4X10°(107*MorpH7.4)

Anions*

(< 5-15 110

* The cell must contain equal quantities of positive and negative charges (that is, be electrically umrll) Thus, in addition to cr,
the cell contains many other anions not listed in this table; in fact, most cellular constitu 3
I

and, for Ca*, stored within various organelles.
Table 12-1 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)
140 mM K*

10 mM Na*
6mM CI

SmM K*
145 mM Na*
110 mM Cr

4+ Redeggre for tre mader at ’gate’ en ionkanal

Spaendings-gated: gaten/ion-kanalen dbnes som respons pa en andring i speending over membranen - kontrolleret

af membranpotentialet.
Ligand-gated intracelluleer + ekstracelluler: ion-kanalen abnes som respons pa binding af en kemisk ligand pa

enten den intracellulzere eller ekstracellulaere side.
Stress-gated: en mekanisk kraft tvinger ionkanalen til at 3bnes -> fx harcellerne i grerne.

PR T

CYTOSOL

it -\

CYTOSOL
(A) voltage- (B) ligand-gated (C) ligand-gated (D) mechanically-gated
gated (extracellular (intracellular
ligand) ligand)

4+ Naevne de kraefter der pavirker retningen af en ionflux.

Ionflux: bevaegelse af ioner over membranen.
Elektrokemisk gradient - dvs. koncentrationsgradient + speendingsgradient.

Fremgar ogsa af nernst ligning.

4+ Definere og anvende et ligevaegtspotential

En ions ligevaegtspotential henover en membran opnas, nar den kemiske gradient og den elektriske gradient er
lige store. Fx starter en kemisk gradient med at traekke natrium ind i cellen, men nar mere natrium kommer
ind i cellen, sa bliver cellen mere positiv og cytoplasmaet lige uden for membranen mere negativt, hvilket sa
gradvist begynder at hive natrium tilbage ud af cellen. Nar disse to modsatrettede kreefter er lige store, sa har

ionen naet sit ligevaegtspotentiale.

Veq = 579>< log%
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+ Redeggre for iontransport gennem en cellemembran.

Ionkanaler er ionselektive - dvs. de lader kun specifikke ioner krydse membranen. Ionselektivitet afheenger af
diameter og form af ionkanalen og af fordelingen af ladede aminosyrere i denne. lonkanalen er smal i visse omrader
og tvinger derved kontakt mellem ioner og ionkanal saledes at kun ioner med den rigtige stgrrelse og ladning kan
passere. Hvis ladning inde i ionkanal matcher ladning af indkommende ioner vil disse frastgdes og kan derfor ikke
komme igennem -> negativ ladning + negativ ladning = frastgdning, positiv ladning + negativ ladning = tiltreekning.

De fleste ioner er omsluttet af vandmolekyler da de er oplgst i vand, for at kunne passere den snaevre ionkanal ma
de smide vandmolekylerne.

+ Forklare og anvende et membranpotential.
Alle celler har en elektrisk potentiel differens over deres cellemembran - dvs. et membranpotentiale. Enhed = mV

Ved et membranpotentiale tages der hensyn til permeabiliteten af alle ioner.
"membranpotentialet = det veegtede gennemsnit af de permeable ioners ligevagtspotential”.

"vaegtede": ioners permeabilitet for membranen er forskellig hvilket der tages hensyn til ved udregnelse af
membranpotentialet gennem millmanligningen.

Millmanligningen er ikke indeholdt i malbeskrivelsen eller ncevnt i bogen. Den er
gNaxVNa+gKxVK kun tilteenkt som hjeelp. g = ledningsevnen (konduktansen), et udtryk for i hvilken
Vm = e grad ionen kan komme igennem cellemembranen, malt som ladninger der
grarg passerer. Vil blive behandlet til ovelse 1.
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F8 — F10: Intracellulaer proteinsortering I, Il og Il

+ Beskrive de tre overordnede mekanismer som cellen bruger til at importere proteiner til

organeller.

nucleus
e 1
p e \ TRANSPORT
P THROUGH

\ NUCLEAR
by PORES

= - .
chloroplast -.'. . | 2
. C TRANSPORT

o
i crotein ACROSS
made

[
| \ MEMBRANES
N ade in
|| mitochondrion cytosol
| %" { / |

peraxisome

v :
@) / TRANSPORT BY

R VESICLES
o )

- Transport gennem kerneporer: Til kernen

Transport over membraner ved proteintranslokatorer: ER, mitokondrier, peroxisomer

Transport via vesikler: Den sekretoriske pathway

mRNA i cytosol - peptid i cytosol = Giver fglgende muligheder:
1) ER (ikke foldet) = Golgi — Plasmalemma/Lysosomer

2) Kernen

3) Cytosol

4) Mitokondrier (ikke foldet)/Peroxisomer

Man kan ogsa ga fra ER til peroxisomer og kernen.

+ Beskrive den overordnede strategi i protein import (signal-sekvenser, receptorer og import-

proteiner)

Signalsekvenser: lange kaeder af aminosyrere (15-60) der oftest klgves fra proteinet nar det er sorteret (naet sit

malsted), sekvensen angiver proteinets mal, oftest beliggende i N-terminalen. Selvom signalsekvenser leder til

samme mal kan de vaere meget forskellige.

Receptorer: binder til proteinerne der skal transporteres og hjelper disse pa vej enten ved at fgre dem igennem

kerneporen eller ved at sidde i membranen og lede proteinerne det rigtige sted hen.

Importproteiner: de proteiner der transporteres.

+ Beskrive cellens sekretoriske pathway
Syntetiseret proteiner fra ribosomer pa ER membranen, foldes og

modificeres i ER, transporteres via vesikler til cis-Golgi hvor de feerdig-
modificeres og det besluttes om de skal sendes videre eller leveres tilbage
til ER, i trans-Golgi opdeles de alt efter senere formal (sekretion,
nedbrydning etc.), transporteres de via vesikler til enten cellemembranen
eller endosomer og lysosomer.

(b) THE SECRETORY PATHWAY: A MODEL

1. Secreted proteins
enter ER as they are

gg,m;"m“, ; Golgi apparatus
T

'upp-mus\ @

trans
Golgi

being
7 ribosome.

by

2. Protein exits ER
in vesicle.

3. Protein travels
through the cisternae
of the Golgi apparatus.

4. Protein enters

a secretory vesicle
that fuses with cell
membrane.
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+ Beskrive hvorledes proteiner fgres til endoplasmatisk reticulum (ER) ved hjzelp af ER signaler, SRP,

SRP receptor og translokations kanal.
Aminosyresekvensen/proteinet som skal dannes under translationen i ribosomer, vil gerne til ER, dette
ggres ved hjeelp af nedenstande:

Der findes 2 protein komponenter

- SRP (Transportprotein) der ligger i cytosolen genkender ER-signalsekvensen (mange lysin) og binder der til.
Derudover er der ogsa SRP-receptor, indlejret i ER-membranen og genkender SRP.

- Nar SRP binder til ER-signalsekvensen nedsaettes hastigheden af proteinsyntesen i ribosomet indtil
ribosomet og dets SRP lokaliserer en SRP-receptor pd ER. Efter binding med receptor frigives SRP og sender
ribosomet til en og proteinsyntesen fortseetter med de nysyntetiserede proteins
fremkommen ned i ER-lumen. Signalsekvensen fungerer desuden ved at abne
Signalsekvensen er feestnet til membranen (Da den er hydrofob) mens resten af proteinkaeden aktivt
transporteres gennem kanalen som et loop, undervejs

SRP dlsplaced and released for reuse

Klippes signalsekvensen af et enzym peptidase pa ER- mRNA /""“
lumens side af membranen og frigives fra kanalen ind i A
signal
membranens dobbeltlag hvor det nedbrydes. Nar C- . ‘ [,if::&.“;‘(‘;’;,,, rTosoL
. . growing
terminalen af proteinet har passeret membranen polypeptide \ ] L Y4 ?
ER sign
frigi inet til ER-] hvor det fold s |
rigives proteinet ti umen hvor det foldes og - / ER LUMEN
rece tor rotein
lukkes ’ (rapl)wslo(ator

Beskrive hvorledes sekretoriske proteiner overfgres til ER lumen.
Signalsekvensen er faestnet til membranen mens resten af
proteinkaeden aktivt transporteres gennem kanalen som et loop,
undervejs klippes signalsekvensen af et enzym peptidase pa ER-
lumens side af membranen og frigives fra kanalen ind i membranens
dobbeltlag hvor det nedbrydes. Nar C-terminalen af proteinet har
passeret membranen frigives proteinet til ER-lumen hvor det foldes
og lukkes.

growing polypeptide chain
emerging from ribosome

dosed translocation cleaved signal
=1 channel peptide
y

sign
en
[k cyTOs0L
- -

ER LUMEN

sgnal : NH,
peptidase
( COOH

mature soluble
protein in ER lumen

Beskrive hvorledes forskellige typer af membranproteiner indsaettes i ER-membranen.
Singlepass transmembranprotein: Translokation indledes via

tilstedeveerelse af ER signalsekvens i Nterminalen af peptidkaeden. ‘,, rydrophatic ?
. seq uence \ COOH

Under den videre syntese fremkommer en ny hydrofob
Tf.;.‘:t’:;:?;‘ H s;;‘ii e anter

aminosyresekvens (stoptransfer sekvens), der medfgrer at resten af =~ s % ehannel

CYTOSOL

det syntetiserede protein ikke fgres gennem translokationskanalen,
men forbliver i cytosolen. Den N-terminale ER signalsekvens klgves _--- -- -

ER LUMEN

fra og proteinet bliver et single-pass protein med N-terminalen i
p’O(El?’\ translocator L gna:j
peptidase

ER-lumen, og C-terminalen i cytosolen.

mature single-pass transmembrane protein
in ER membrane
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Doublepass transmembranprotein: ER signalsekvensen er her lokaliseret inde i peptidkaeden, og
fungerer udover som start-transfer sekvens ogsa som transmembran domane, da det ikke spaltes fra.
Nar stop-transfer sekvens kommer i kontakt med translokationskanalen, stopper transfer ind i lumen
af ER.

(\\
hydrophabic
start-trai
SEGUEH(E
-

COOH NH,

CYTOSOL

ERLUMEN /

! ranslo(a(or

COOH

CYTOSOL

Multipass transmembranprotein: For multipass findes flere stop- og start-

sekvenser. oy

4+ Beskrive modifikationer af proteiner i ER (disulfid bindinger og -
glykosylering).

1) Disulfid-bindinger: Dannes mellem to cysteinaminosyrer ved hjeelp af oxidation. Denne oxidation kan
ikke ske i cytoplasma, da miljget i cytoplasma er reducerende. Disulfidbrorne beskytter proteinerne
med enzymer og forandringer i pH uden for cellen enten i membranen eller efter exocytose.

2) Glykosylering: Mange proteiner laves om til glykoproteiner (N- -
glykosylering) i ER lumen gennem kovalentbinding til korte @ - mannose 7 i
forgrende oligosaccarider, som bestar af flere forskellige sukre. e
Glykosylering kan beskytte mod nedbrydning, tilbageholde
proteinet indtil det er foldet rigtigt eller det kan guide
proteinet til de rigtige vesikler og det rigtige organel. Hele
oligosaccaridet overfgres til proteinet pa en gang fra et
dolichollipid, der sidder i ER-membranen. Overfgringen
stimuleres, nar en rigtig asparaginsyre kommer igennem ER-

membranen og ind i lumen. ,fa
ER funktioner: Overordnet S — (;2
glat ER: Afgiftning, lipidsyntese, Ca®*-lager. glﬁaf::‘iéﬁhfﬁde e s )
ru ER: Foldningskontrol, N-glykosylering, disulfidbror mellem cystein, )
foldning.

4+ Beskrive foldningskontrollen i ER, herunder betydningen af chaperoner
Allerede under translokation til rER associeres det syntetiserede e
protein til chaperoner. Chaperoner guider foldningen af proteinet 7Y ' & ) —
og hindrer, at det transporteres mod Golgi, fgr proteinet er korrekt o oy ke
foldet. I det tilfeelde, at proteinet ikke foldes korrekt vil chaperoner
tilbageholder proteiner, som er misfoldet i ER. Hvis de ikke kan
refolde, sa bliver det smidt ud i cytosolen, hvor det nedbrydes af proteasomer. I cystisk fibrose er det
chaperoner, der tilbageholder et lidt misfoldet gen, som egentlig kunne virke alligevel, i ER. Dermed
mangler man nogen vigtige kloridkanaler.
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4+ Beskrive de overordnede mekanismer bag vesikel transport, herunder budding, docking og fusion
samt de proteiner som er involveret heri (clathrin, COP, adaptiner, cargo receptorer, dynamin,
Rab/SNAREs, cytoskelet og motorproteiner)
- Cargoreceptorer med bundet cargo seetter sig i membranen med cargo ind mod golgi lumen eller
ud mod extracellulaerrrummet. Den anden ende af receptoren bindes af , som dernaest binder
clathrin til sig. Det bundne clathrin danner clatrincoats, der former vesiklen. Bagefter afssngre
vesiklen, som bruger GTP som energikilde, ved at hydrolysere bundet GTP. Clathrincoated og
smides efter, at veskilen er sluppet.

COP 1: Fra Golgi til ER eller ved konstitutiv sekretion fra golgi til plasmalemma.

COP 2: Fra ER til Golgi
\

UNCOAHNG
VESICLE ‘
FORMATION
cargo adaptm

ada tin N
re(eptor 4 naked transport

vesicle
| __— dynamin
B CYTOSOL
EXTRACELLULAR SPACE
L ]

cargo molecules

_ Vesikler transporteres ofte af motorproteiner langs cytoskelletet rundt i cellen. Nar de
nar til det rigtige organel genkendes et pa vesiklen af et tethering protein pa target
memebranen. Dette er fgrste genkendelsesproces som bringer vesiklen teettere pa target membranen.
Dernaest binder et par v-snares fra vesiklen med et par t-snares fra target membranen, som dernaest sngrer
sig om hinanden, hvilket tvinger vesiklen meget taet pa target membanen sa de fusionerer. Ved fusion
afleverer vesikler bade indhold og membran til malmembranen. Efter fusion sikrer proteiner at v- og t-
SNAREs vikles fra hinanden sa de kan bruges pa ny.

__-receptor

cargo protein

Vv-SNARE
Rab”~ \TI:—I'HERING

DOCKING

tethering protein \
FUSION

[OS=—(") §
) |

target membrane t-SNARE cargo protein —
delivered

4+ Beskrive protein modificeringer i Golgi apparatet samt sortering til sekretoriske granula,
lysosomer og celleoverfladen i TGN.

Golgiapparatet: i cis-Golgi vurderes det om proteinerne skal fortszette til videre sortering igennem Golgi eller
om de skal vende tilbage til ER. Under resten af proteinernes vej gennem Golgis cisterner modificerer
proteinernes oligosakkarider (fjernelse/tilfgjelse af sukre). Fx skal proteiner der skal til lysosomer, fa
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phosphoryleret deres mannosesukre, sa de udtrykker mannose6-phosphat, som genkendes af mannose-6-
phosphat receptorer i transgolgi netvaerket, som dirigerer proteinet til lysosomet. I transnetvaerket er
proteinerne faerdigdannede og er klar til at blive transporteret til lysosomer eller plasmamembranen.
O-glykosylering: tilfgjelse af sukker pa OH-gruppen i serin og threonin.

+ Beskrive forskellen pa konstitutiv og reguleret sekretion (exocytose)
Konstitutiv: sker kontinuerligt og forsyner plasmamembranen med nylavede lipider og proteiner.
Reguleret: foregar kun i celler der er specialiseret til sekretion. Produktet opbevares i vesikler neer
plasmamembranen og fusionerer fgrst nar et ekstracellulzert signal modtages.

+ Beskrive hvorledes nuklezre proteiner efter biosyntese dirigeres til kernen.
har et nuclear localization signal, som tillader proteinet at binde til en

hjeelper proteinet igennem poren, ved at interagere med de
cytosohske fibriler og manuerere igennem poren, som minder om en gele grundet netveerket af nuclear
fibriller. Nuclear import receptoren forstyr/bryder de nuclear fibriller, som medfgre at proteinet kan
komme igennem poren, da bindingerne i gelen ophaves. Nar recceptor-protein-komplekset kommer ind i
nucleus, binder ran-GTP til , hvorved proteinet slippes. Receptor-ran-GTP-
komplekset bevaeger sig dernzest ud i cytoplasma igen, hvor ran-GTP hydroliseres og slippes fra nuclear
import receptoren, som nu er klar til at fgrer et protein ind igen. Importen er altsa energiafhaengig, dog
ikke af ATP, men af GTP.
FAKTA
Kerneporiner/Kerneporer: Bestar af 30 forskellige proteiner. Selektiv membran. Det der kan komme
igennem skal hgjest veere 5000 D, de molekyler der er over skal have hjelp af et transportprotein.
Der bliver transporteret 500-1000 mol/s.

prospective »— nuclear

nuclear protein localization signal
(cargo)
nuclear prospective
— import nuclear protein nuclear
receptor Ran HYDROLYZES ITS calization
PROTEIN BINDS

cytoschc - BOUND GTP, Ran-GDP signal
fibril Is Ran-GDP DISSOCIATES i
FROM RECEPTOR TO RECEPTOR
-
) )
R
CYTOSOL nuclear pore

CYTOSOL

»

L)
L

NUCLEY \\ / gel-like -3
nuclear basket meshwork of 5
nuclear fibrils,
PROTEIN DELIVERED Ran-GTP BINDS

TO NUCLEUS ~ - TO RECEPTOR
Ran-GTP

NUCLEUS

PROTEIN DELIVERED
TO NUCLEUS

+ Beskrive proteinimport i mitokondrier.
Proteiner, der skal ind i mitokondrier, skal denatureres for at komme ind. Fgrst genkendes en
signalsekvens pa af et , der er associeret med en ydre protein
translokatgr. + protein diffunderer lateralt i den ydre membran, indtil den finder en
(indre membran), hvorefter proteinet fgres gennem begge translokatgr med

signalsekvens fgrst. Nar hele proteinet er inde i matrix, klgves signalsekvensen, og chaperoner hjelper med

at renaturere proteinet. Chaperoner hjaelper ogsa med at traekke proteinet igennem translokatgrerne.
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outer mitochondrial membrane

precursor l‘l,-"‘ innfzr mitochondrial membrane
protein . CYTOSOL
\ signal e ]
. sequence /
/ /
BINDING TO / p\rotein TRANSLOCATION MATRIX
matrix IMPORT RECEPTORS Y. translocator in \NTO MATRIX
/ .
. import receptor protein inner membrane .
outer intermembrane : T -
membrane space protein translocator — ltmiturz al
) in outer membrane |\ Miochondria
inner / protein
membrane cleaved
(A) B signal peptide

Beskrive hvorledes proteiner, der ikke er membranforankrede transporteres fra organel til
organel.
De transporteres gennem vesikler langs fx cytoskelettet. Enten langs mikrotubuli eller aktin og myosin I.

Beskrive phagocytose og pinocytose.

Nar en celle indtager/ingest’er noget af sin memebran og extracellulleer vaeske i vesikler. Der
dannes altsa et clathrin pit, afsgring med dynamin. Herefter fussioner den med endosomet, som sortere det
der skal anvendes og det der ikke skal anvendes, det der ikke anvendes sendes over til lysosomer, det der
skal anvendes sendes ud til membranen. Pinocytose er udbredt, men raten varierer meget fra celle til celle.
En makrofag "sluger” 25% af dens eget vaeskevolumen hver time. Dvs at den fjerne 3% af sin
plasmamembran hvert minut.

Makrofager og neutrofile granulocytter

Nar cellen indtager faste stoffer sdisom mikroorganismer (bakterier/vira) eller celle debris (reste/affald).
Dette ggres fx af makrofager ved, at de indsngrer det, der skal phagocytereres via pseudopodier. Det
phagocyterende stof/molekyle og omkringliggende vesikelmembran, kaldes for et phagosom, der
fusionerer med et early endosom, som fgrst modnes til et late endosom og derneest til et lysosom.
Phagocytose er vigtigt i mange af kroppens processer.
Overblik:
1) Opregulerer, ggre sig klar, nar den mgder en mikroorganisme med fremmede receptorer.
2) Opfanger eller indsngrer bakterien - der dannes en omkringliggende vesikelmembran om bakteriet,

som kaldes for phagosom.
3) Fusioner med et lysosom, der dannes phagolysosom.

+ Beskrive receptor-medieret endocytose og den videre intracellulaere pathway for endocyteret materiale.

- Receptor medieret endocytose: makromolekyler binder til komplementzere receptorer pa celleoverfladen og
kommer ind i cellen som et receptor-makromolekyle kompleks i clathrin-deekkede vesikler. Vesiklerne
smider clathrin-beklaedningen og fusionerer med det tidlige endosom der ligger lige under
plasmamembranen. [ de tidlige endosomers sure miljg (forarsaget af en H+-pumpe) dissocierer
makromolekylet fra dets receptor. Receptoren budder i en transportvesikel veek fra endosomet og "rejser”
sa videre via 1 af 3 veje;

1) vender tilbage til samme domaene i plasmamembranen som det kom fra.
2) kommer til lysosomer hvor de nedbrydes.
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3) fortsaetter til et andet domaene i plasma membranen.

. . . LDL‘@, L s plasma membrane EXTRACELLULAR SPACE

Imens makromolekylet er i det tidlige endosom modnes \GP ¥ Sy oy / y
dette til et sent endosom idet det fusionerer med andre “Y//Veuoocwoms — / a

. . . RETURN OF LDL
tidlige endosomer eller med et allerede eksisterende dlathrine L*\ RECEPTORS TO

: coated D )j UNCOATING L, PLASMA
sent endosom. Enzymer i det sene endosom starter veside WL endosome e SENERARE
. fo2) }‘

nedbrydelsen af makromolekyler. Denne nedbrydning —__Aaq oF TREUPDING OFF
fortseettes mens endosomet modnes til et lysosom. ENDOSOME

o Endosomer fungerer som en vejviser fra | oawesrorion

plasmamembran til lysosom som golgi fungerer P
fra ER til plasmamembran. Ge et oo
href (e e el
cholesterol L. °
et */f’.e)l‘ ¢ ‘l\ hydrolytic

enzymes
lysosome

+ Beskrive lysosomets opbygning og funktion, samt hvor i cellen proteiner sorteres til dette organel.

0.2=0.5 um
Lysosomet er teetpakket og rundt organ, der nedbryder gamle organeller ' '
eller extracelluleert materiale. Lysosomet holdes surt (pH-5) ved hjzelp af pH-7.2 :netabcvﬁtte
en ATP-drevet H+-pumpe, da de 40 typer hydrolytiske enzymer i CYTOSOL ransporter
lysosomet fungerer optimalt ved denne pH. 50 Y

7
Lysosomets membran indeholder transportgrer der tillader det endelige ACID HYDIRULASES
produkt af nedbrydelsen af makromolekylerne at komme ud i cytosolen ;;‘;22:‘;:
hvorfra de sekreres eller bruges i cellen glylgosidases
ipases

phosphatases
Sortering: de specialiserede nedbrydningsenzymer og lysosomets sulfatases
membranproteiner syntetiseres i ER, transporteres gennem Golgi hvor phospholipases
de i cis Golgi bliver maerkede med en specifik sukkergruppen, i trans H* 4
Golgi genkendes deres afmarkning af en receptor, denne genkendelse lysosome
tillader enzymerne at sorteres og pakkes i forskellige transportvesikler - H" pump
der afleverer deres indhold til lysosomer via sene endosomer. [ATP 25E . @

Der findes 3 veje hvortil materiale kommer til lysosomer pa: (Endosomer, phagosomer, autophagosom)
1. Via phagocytose: ekstracelluleere partikler i vesikler fusionerer med lysosomer.

2. Viareceptormedieret (dvs. en specialiseret form af pinocytose): ekstracellulaer vaeske og
makromolekyler i vesikler fusionerer med endosomer der udvikles til lysosomer.

3. Via Autophagi: bruges nar foraldede dele i cellen selv skal nedbrydes. Organellen omsluttes af en
dobbeltmembran og danner autophagosome der fusionerer med lysosomer.
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F11: Mitokondrier og peroxisomer
4+ Beskrive mitokondriers morfologi

o Ydre membran: fosfolipider, kolesterol, porer/poriner hvorigennem ioner mindre end 5 kDa kan
diffundere, TOM (Translokatgr Outer Membrane) hvorigennem proteiner i udfoldet form kan passere.

o Intramembrangse rum: samme sammensatning ionmaessigt og lidt proteinmaessigt som cytosol

o Indre membran: indeholder fosfolipider og kolesterol, danner cristae (indbulinger i membranen) for at gge

overfladen, TIM (Translokatgr Inner Membrane) hvorigennem proteiner
kan transporteres, fosfolipidet cardiolipin der ggr membranen naermest
impermeabelt - dette betyder altsa at membranpotentialet kan
opretholdes idet ioner ikke kan diffundere herover, proteiner der indgar
i elektrontransportkaederne samt ATP-synthasen

o Matrix: indeholder hundredevis af enzymer heriblandt nogle der kan Cristae
oxidere fedtsyrere og pyrovat i citronsyre cyklen, DNA hvorfra en lille
del af det protein mitokondriet bruger dannes.

4+ Redeggre for hypotesen om mitokondriets prokaryote oprindelse.

ATP synthase enzymes and the
electron transport chain are
embedded in the inner membrane.

Intermembrane space

Man mener, at en tidlig eukaryot celle har spist/indgdet en symbiose med en tidlig prokaryot, der har
indholdt mitokondrier. Denne symbiose gav eukaryoten energi til at blive flercellet og udvikle sig, mens
mitokondriet fik mulighed for at fa sendt yderligere proteiner fra vartscellen, hvorved de kunne udvikle
sig. Denne teori baseres p3, at mitokondrier har deres eget seet mitokondrielt DNA, der danner nogen fa
proteiner, som mitokondrier bruger. Derudover kan mitokondriet fussionerer og fissionerer uden brug af

de normale mitotiske principper.

Inner membrane
Outer membrane

+ Beskrive sammenhangen mellem elektrontransportkaden, den elektrokemiske gradient og ATP-

syntese.

Elektrontransportkaeden bestar af 4 respirations enzym

komplekser der indeholder metalioner og andre kemiske grupper
der baner vej for elektroner gennem komplekset og fungerer som
en proteinmaskine der pumper protoner over membranen. W oW

o Glykolyse (nedbrydning af glukose) sker i cytosol hvor produktet er EA
pyrovat samt meget lidt ATP, andre madmolekyler nedbrydes . ®©

ligeledes til fedtsyre.

o Pyrovat og fedtsyrere kommer ind i mitokondriets matrix hvor de af

enzymer omdannes til acetyl CoA

o Citronsyre cyklen metaboliserer acetyl CoA ved at oxidere denne og
fraspalte COZ som et affaldsprodukt. Cyklusen reducerer NAD+ til PN
NADH der er et baeremolekyle for hgjenergi elektroner. Herudover \_
genererer cyklen hgjenergi elektroner der bliver baret af de K
aktiverede bzerermolekyler NADH og FADH2.

o Beerermolekylerne donerer deres hgjenergi elektroner til

inner mitochondrial membrane outer mitochondrial membrane
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FOOD-DERIVED MOLECULES FROM CYTOSOL

elektrontransportkaeden idet de oxideres til NAD+ og FAD - der nu

kan genbruges i cyklen.

o Kompleks I og Il modtager elektroner.
Elektronerne transporteres videre til
kompleks III vha. carriormolekylet
ubiquinone.

o Fra kompleks III til [V anvendes
carriormolekylet cytochrome C.

o Efter de har passeret kompleks IV sker der
folgende:
4e-+2H+*+1/20,=H,0

Intermembrane space

> T
~
b T

e H

Complex | Complex 1l Complex Ill Complex IV Complex V
NADH Succinate Ubiguinol- Cytochrome ATP
Dehydrogenase Dehydrogenase  Cytochrome ¢ ¢ Oxidase Synthase

Reductase
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Hvad er formalet med elektrontransporten?

Elektronerne starter med et hgjt energiniveau men dette falder for hvert kompleks de nar. Energien fra
elektronerne anvendes til at pumpe H+ fra matrix til det intramembrangse rum vha. proteinkomplekserne.
Der skabes herved en elektrokemisk gradient (hvor bade den kemiske og elektriske gradient gar samme vej
- derfor stor elektrokemisk gradient) over den indre membran mhp. H+, hvilket ggr det energimaessigt
favorabelt for H+ at komme tilbage i matrix.

proton-motive
force due to
pH gradient

mlm
E.HH=
E@l.

proton-motive
force due to
membrane potential

INTERMEMBRANE
SPACE

++ b+t
inner
mitochondrial
membrane

electrochemical
H* gradient

MATRIX
(A)
;
AV AV + ApH  ApH
- -
N ]
v

Passagen af H+-ionerne gennem ATP-synthasen driver den energimaessige

ring)

:
ufavorable omdannelse af ADP + P til ATP. i
. . . A
ATP-synthasen er et stort multisubunit protein som er formet som hovedet ( (rotor

pa en slikkepind der gar ind i matrix. Hovedet er via en stilk forbundet til
den transmembrane H+ carrior der findes i den indre membran.

Idet protonerne passerer den transmembrane H+ carrior forarsager
deres bevaegelse at stilken inden i hovedet begynder at rotere hurtigt.
Subunits i stilken gnides mod subunits i hovedet hvilket skaber mekanisk
energi.

Stilkens bevagelse leder til en konformationsaendring af subunits i
hovedet. Den mekaniske deformation i form af konformationseendringen

Fq rotor

central —
stalk

(P)+ ADP 7

/

F, ATPase
head

omdannes til kemisk bindingsenergi idet subunits omdanner ADP + P til
ATP der sa indeholder den kemiske bindingsenergi.

+ Redeggre for mitokondriers iltforbrug (oxidativ metabolisme)

o Glykosylering (dvs. dannelsen af pyruvat ud fra glukose) er en anaerob reaktion (kreever ikke direkte ilt),
sker udenfor mitokondriet

o I mitokondrierne fortseetter den anaerobe proces gennem citronsyre cyklussen og det meste af vejen
gennem elektrontransportkaeden - sidste skridt i elektrontransportkaeden er dog aerob da elektroner her
bindes til 02 for at danne vand: 4e- + 2H+ + 1/20, = H,0

4+ Beskrive mitokondriers nydannelse og proteinimport

Proteiner, der skal ind i mitokondrier, skal denatureres for at komme ind. Fgrst genkendes en
signalsekvens pa proteinet af et , der er associeret med en ydre protein
translokatgr. Den ydre translokatgr + protein diffunderer lateralt i den ydre membran, indtil den finder en
indre protein tranlokatgr (indre memebran),
hvorefter proteinet fgres gennem begge
translokatgr med signalsekvens fgrst. Nar hele
proteinet er inde i matrix, klgves signalsekvensen,

outer mitochondrial membrane
inner mitochendrial membrane

prec rsm

IEV(I:‘P%I;‘TEJE.&"O“ / “TRANSLOCATION MATRIX
. a bcsta NTo MATRIX

og chaperoner hjaelper med at renaturere L me e I .:n.,m.,,m &
proteinet. Chaperoner hjzlper ogsd med at trekke "~ . o e & i\ =2

membrane cleaved

proteinet igennem translokatgrerne. ® ® sgohpapide
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Nydannelse: kort levetid sa kontinuerlig nydannelse er ngdvendig, sker uathaengigt af celledeling idet
de indeholder eget DNA, nye mitokondrier opstar ved vaekst og deling af allerede eksisterende
mitokondrier.

+ Redeggre for maternal nedarvning, mitochondriel segregering og heteroplasmi

o noget der er nedarvet kun fra moderen - fx mitokondrier; findes i moderens seg men
pa saedcellen nar de ikke med ind i zegget nar det befrugtes idet de her sidder pa sadcellens hale der
efterlades udenfor aegget.

o Mitokondriel segregering: fordelingen af mitokondrier.
Fordeling: forekommer i alle celletyper bortset fra i de rgde blodlegemer, jeevnt fordelt i cytoplasmaet, der
er en stgrre koncentration i celler med stort energiforbrug (muskler, seedceller), flest cristae i celler med
hgijt energiforbrug.

o Heteroplasmi: Ved heteroplasmi indeholder celler bade normale og abnormale (nar det er sket en
genaendring/mutation) mitokondrier. Indeholder cellen mange abnormale bliver man syg.

+ Beskrive peroxisomers morfologi, proteinimport og funktion
Morfologi.
o Membranafgrenset - kun én membran, afrundede, intet DNA, udseende varrierer, mere eller mindre
fint granuleret indhold, forekommer i nzesten alle celletyper men flest i lever og nyreceller.

(afgiftningsreaktioner, oxidativ metabolisme)

o Indeholder enzymer (katalse er felles for dem alle, ellers varrierer enzymerne) der er involveret i
omsatningen af hydrogenperoxid (et skridt i afgiftning af fx alkohol).

o Peroxisomer er ogsa involveret i lipidnedbrydning (bl.a. betaoxidation af fedtsyrere).

Nydannelse og proteinimport
o Nydannelse: dannes udelukkende fra allerede eksisterende peroxisomer ved vakst og deling.
o Proteinimport: proteinerne syntetiseres i de frie ribosomer i cytosolen og indeholder en C-terminal
signalsekvens der maldirigerer proteinerne til peroxisomer hvor signalsekvensen genkendes af en
receptor i membranens cytoplasmatiske overflade, hvilket fgrer til import af proteinet.
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F12: Cytoskelettet

+ BesKrive opbygning og lokalisation i cellen af aktinfilamenter, mikrotubuli, samt intermediaer

filamenter. ‘
Aktin " 9 actin monomer
actin filament minus end
Opbygning 8’ FREE
7 nm (diameter) Q:
G-aktin (monomer) er dette filaments subunit der er polariseret, ?g
2*G-aktin = F-aktin, 2*F-aktin = alfa helix. .Q),
tynde og fleksible og de giver cellen form og er vigtige for cellebevaegelser. - - ---- %§
Tvistet dobbeltspiral af identiske G-aktin molekyler ?g
Polariseret 8‘ 370m
D
e
-
LOkalisation: - plus end plus end
Koncentreret i cellens cortex (ydre), men straekker sig igennem hele cellen, men ® @

specielt i mikrovilli, filopodia/lamellopodia og den kontraktile ring ved celledeling, sarcomer.

) e (@)

ol Y ¢ X (@

[ (8) (©)

Intermediaere filamenter

Opbygning:

10 nm (diameter), to fibrgse proteiner (subunits) bliver til en
coiled-coil dimer, to dimerer danner gennem nonkovalente
bindinger en tetramer hvori dimererne ligger en anelse
forskudt, 8 tetramerer binder sig ved ender og sidder og
danner en reblignende struktur.

N

Lokalisation:

Overalt, vaevsspecifikt, danner netvaerk i cytoplasma
og omkring kerne og ekstenderer mod periferien, ofte
feestnet til plasmamembran ved celle-celle
forbindelser fx desmosomer, findes i kernen; et net af
nuklezere lamina (en type intermedizer filament)
ligger lige under kernekonvolutten og stgtter denne.

(a)
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TP U $3
Opbygning: ( ﬁ(‘/é—:ﬁ\\) A ®eas®

25 nm (diameter), alfa- og beta-tubulin udggr vha. nonkovalente bindinger

et heterodimér (protofilament), 13 parallelle protofilamenter udggr en —
cylinder der kaldes mikrotubuli, polariserede: har en plus-ende (beta-
tubulin) og en minus-ende (alfa-tubulin) hvor plus-enden altid ligger gverst.

Lokalisation:

Dannes af centrosomerne der findes taet pa kernerne (centrioler ligger i
centrosom men er ikke med i dannelsen af mikrotubuli), centrosomerne — w
indeholder ringformede strukturer dannet af gamma-tubulin - dette er

mikrotubulis starting point eller nukleation point, minus-enden er indlejret i centrosomet mens plus-enden
vokser udaf, centrosomerne er mikrotubulus-organiserende centrum (MTOC), cilier.

4+ Beskrive strukturelle funktioner for aktin, mikrotubuli, samt intermedizr filamenter.

Aktin
Strukturelle specialiseringer i cellens cortex: pseudopodier inkl. lamellopodier og filopodier, mikrovilli,
stereocilier.

Cell crawling — ved nydannelse af fokale adhaesioner med kontakt til aktinfilamenter i lamellopidier/filopodier.

Celle-celle og celle-ECM kontakter — forankring af epithelceller til hinanden via Adherens junctions
(adhaesionsbeelter), og forankring af celler til ECM via fokale adhasioner. - Kontraktion — af kontraktile celler inkl.
muskelceller.

Cytokinese — afsngring af datterceller via den kontraktile ring.

Vesikeltransport — transport af vesikler (oa.) pa aktinfilamenter, typisk i cellens cortex.

Mikrotubuli
Organelorganisering — rER ’spaendes ud’ i cellen (kinesin), mens Golgi holdes pa plads ind mod centrum (dynein).

Vesikeltransport — vesikler og organeller kan transporteres aktivt via motorproteiner (kinesin, mod plusenden;
dynein, mod minusenden).

Centrosom — opbygning af centriolerne, og nucleating sites (Y-tubulin).
Cilier og flageller — dyneinmedieret bevagelse.

Celledeling — indgar i tentradsapparatet (kinetochore, interpolaere og astrale mikrotubuli)

Bibringer celler generel mekanisk styrke.

- Celle-celle og celle-ECM kontakter - forankring af epithelceller til hinanden og til basalmembranen ved
hhv. desmosomer og hemidesmosomer.

- Opretholdelse af kernemembranstruktur - indgar i den nuclezere lamina.

+ Beskrive dynamik af aktinfilamenter og mikrotubuli (vaekst og nedbrydning).
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Mikrotubuli

Mikrotubuli vokser fra plus-enden ved at vokse ud fra centrosomet ved tilfgjelse
af alfa- og beta-tubulin subunits pludselig skrumper den dog ved at miste
subunits fra den frie ende igen - dette kendes som dynamisk ustabilitet.

Arsag til veekst: nar mikrotubuli vokser skyldes det at der tilfgres GTP-
tubulin til den frie ende, hvilket danner en GTP-cap. Sa leenge GTP-cappen
eksisterer vil mikrotubuli fortszette med at vokse idet GTP-tubuli binder
teettere end GDP-tubulin og GTP-tubulin tilfgres hurtigere end GTP’en kan
na at hydrolyseres.

Arsag til skrumpning: Pga. tilfeldige kemiske processer vil tubulin pa den
frie ende nd at hydrolysere sin GTP til GDP inden nye GTP-tubulin tilfgjes.
GDP er lgsere bundet end GTP hvilket far mikrotubuli til at skille sig ad og
skrumpe - denne skrumpning vil fortseette fordi resten af mikrotubulien er
opbygget af GDP-tubulin. De fraspaltede tubulinsubunits findes i cytosolen og
kan genbruges til endnu en opbygning. Skrumpningen kan fortszette enten til
ende sa en ny mikrotubuli kan "vokse” frem eller den kan pludselig begynde
at vokse igen.

Aktin

__ tubulin dimer
~ with bound GTP
(GTP-tubulin)

l GTP-tubulin dimers add to

wing end of microtubule

l than GTP hydrolysis by the dimers

2 ]
25202225022202220 <

33
°

$?

e

GTP cap

[ GROWING MICROTUBULE

l protofilaments containing GDP-

tubulin peel away from t
microtubule wall

$3333339999%

.
“GDP-tubulin
-

(8) SHRINKING MICROTUBULE

Aktin polymeriserer ved treadmiling effekt, dvs. aktin monomerer fjernes kun i minus-enden og aktin
monomerer tilfgjes kun i plusenden. Dette medfgrer at det enkelte aktin monomer gar fra plus til minus enden
for den kan blive dissocieret. Nar aktin monomer binder har de et ATP pa monomeren, som hydrolyseres til ADP
kort efter, men da der hurtigt kommer et nyt aktinmonomer, kan det fgrst slippes vaek nar det nar minusenden.

Ved filament polymerisering pasaettes aktin monomerer hurtigere end moa,ff,i,?,e,
hydrolysering finder sted, og filamentet vil vokse i plusenden. Treadmilling actin filament 5 ; /.
processen betyder, at individuelle aktinmolekyler Igbende udskiftes i ¥ minus pl.us
filamentet, og selv ved steady-state tilstand (hvor filamentet beholder sin end sod Py
leengde) vil individuelle Ol AT | / 2iee «
aktin subunits bevaeges . A sctin with

fra plus- mod bound ADP ’ bound ATP 32 1... /.

minusenden.

\ %0" ~

R

4+ Redeggre for polariseret transport af vesikler pa aktin og mikrotubuli.

® 4

(A)

TREADMILLING
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Mikrotubuli
Vesikler, mitokondrier og andre sma membranindelukkede )
organeller bevaeger sig vha. langs MT via e BN E—
saltatoriske bevagelser. anvender energi dynein 8 globular Kinesin
fra en gentagen ATP-cyklus gennem hydrolyse. - ./ \./ AU - o=<__

der bevaeger sig langs cytoplasmisk MT 0.0 ——
kan opdeles i to familier der begge er opbygget af dimerer microtubule
med to globulaere ATP-bindende hoveder og en enkelt hale. e @
Hovederne interagerer med MT p4 en specifik méde sa e ——— F—
bevaegelsen kun foregar i én retning. Halen forbindes med @ 10nm )
fx en vesikel og bestemmer derved hvad motorproteinet —
skal tranportere. Hovederne er enzymer med ATP- ®
hydrolyserings aktivitet der giver motorproteinet
energi til at Igsrive sig og binde sig leengere nede af ":3§< A —

globularhead\
MT.: = L Y e Y
e Kinesiner: bevaeges mod plus-enden af MT. - o
e Dyneiner: beveeges mod minus-enden af MT. A = globular head
‘ “\::I: . DYNEINS
9

Aktin

Myosin-I er et accesorisk protein med et enkelt globuleert hoved

og en hale der kan forbindes med et molekyle eller et organel i cellen. Dette tillader hoveddomaenet at flytte
vesikler i forbindelse med aktin. Hovedgruppen af myosin gar altid mod plus-enden af aktinfilamentet
vesiklerne flyttes altsa mod plus-enden.

gamam-mw.»awmma TN TONETEN

myosin-| ©
plasma
membrane - vesicle

Kort og overordnet:

Hurtig transport af vesikler foregar via motorproteiner langs polariserede cytoskeletfilamenter, enten
mikrotubuli eller aktin. Under energiforbrug kan vesikler transporteres mod plusenden af mikrotubuli vha.
kinesiner. Tilsvarende vil motorproteiner kaldet dyneiner transportere vesikler mod minusenden af denne
filamenttype. Transport via aktinfilamenter foregar typiski cellens cortex, mod plusenden via myosin
(typisk myosin-I eller -V).

4 Beskrive intermedizere filamenters vaevsspecifikke forekomst.

Proteinerne der indgar i de intermedizere filamenter
opdeles i 4 klasser pa baggrund af ligheder og

forskelle i aminosyresekvensen - det er pavist via
immunhistokemi at forskellige intermedizere "' l
filamenter er eksisterende i forskellige celler: CYTOPLASMIC NUCLEAR
= Keratinfilamenter: kun i epithelceller, spiller en / ‘ \ ‘
vaesentlig rolle i huden mekaniske funktion .
(desmosomer, hemidesmosomer)_ keratins vi:'enr:'i‘:-:el:::’ed neurofilaments nuclear lamins
in epithelia in connective in nerve cells inall
» Vimentinfilamenter: forkommer i o W e
bindevaevsceller, muskelceller og gliaceller, yder glial cells

mekanisk stgtte i disse celler.
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= Neurofilamenter: forekommer i nerveceller, yder mekanisk stgtte - isaer i axon.

= Nukleaere laminer: forekommer i alle animale cellers kerne.

F13: Celle-celle og celle-ECM interaktioner
+ Beskrive kommunikerende, adharerende, og okkluderende celle- kontakter.

Okkluderende celle-celle kontakt
Tight junction/zonula occludens
Placering Lateralt-apikalt
Cytoskeletrelation Aktin
Struktur Bealtekontakt rundt om hele cellen - membranen kun punktvist forbundet, transmembrane
proteiner: occludin + claudin + JAM, plaque-proteiner: Zo-1 + 2 + 3
Funktion Opdeler cellen i en basal og apikal del (polariserer cellen - fx er sammensaetningen af
membranproteiner forskellig) - disse kontakter aflukker intracelluleerrummet imod lumen
neer epithelets luminale overflade hvilket mindsker permeabiliteten - molekyler er derfor
ngdt til at "vandre” gennem cellen, holder naboceller sammen - mekanisk rolle, regulerer
paracelluleer pathway - de fungerer altsd som en barriere for latteral diffusion af
membranproteiner.
Eksempel: Blod-hjerne barrieren og nyren.
Adhererende (forankrende) cellekontakter
Zonula adherens Desmosomer Fokale adhaesioner
Placering Lige basalt for zonula Basalt for zonula Basalt Basalt
occludens adherens
Cytoskeletr | Aktin der kontakter Intermedizere Intermedizere Aktin der kontakter
elation plaquen direkte filamenter der filamenter der plaquen direkte
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kontakter plaquen kontakter plaquen
som buer. direkte.

Struktur Beeltekontakt rundt om Punktkontakt, Et halvt desmosom Transmembrane
hele cellen, transmembrane forbundet med ECM, proteiner: IF binder
transmembrane proteiner: | proteiner: cadheriner, | transmembrane til plaquen som
cadheriner - haefter delsi | plaquen bestar bl.a. proteiner: integriner binder til integriner
plaque og dels i plakoglobin og der gar fra cellen ogud | der gar fra cellen og
modstdende cadheriner pd | desmoplakin der og binder til laminin ud samt laminin og
overforstdende celler, forankrer der forekommer i ECM. | binder til
plaquen bestar af Intermediezerer Laminin binder til fibronectin (der er
proteinet vinculin filamenter til plaquen | nidogen, som derefter bundet til kollagen)
Afheengig af Calcium i det binder til kollagen 4, der findes i ECM.
extracelluleer rum. dette sker ilamina Fibronectin gar helt

densa. ud til lamina
reticularis.

Funktion Mekanisk styrke - ggr at Mekanisk styrke - Mekanisk styrke, Mekanisk styrke
epithelet kan udspandes disse er steerkere end | binder celler til Protrusion,

zonula adherens pga. | basalmembran attachment,
indholdet af contraction.
intermedicere Philopodier =
filamenter filamenter
Lamelopodier =
Plader
Kommunikerende cellekontakter

Placering Overalt imellem cellerne

Cytoskeletrelation | Ingen

Struktur Transmembrant protein: connexin = connexin * 6 = connexon (hul, cylindrisk) 2 2

connexoner = nexus = en hul kanal der straekKer sig ud fra en celle til en anden.

Funktion Danner passage for uorganiske ioner og sma vandoplgselige molekyler fx

aminosyre- greensen er 1000 D. Elektriske signaler (Aktionspotentiale) og pH-

interacting

huffer.

plasma membranes

intercellular
space

sealing
strands of

proteins

IMlustrationer til tabellerne

actin filaments
inside microvillus

3
|

i

»

|
\

microvilli extending
rom apical surface

LN IRE R s
MG TS

W
VAL I\

~1_ tight junction
T bundle of

actin filaments

lateral plasma
-] membranes of

adjacent
epithelial cells

" basal surface

plasma membrane

- filament
T |

\
cadherin
molecule

linker
protein

CELL1
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keratin filaments
strong binding to

/
extracellular matrix /
Wy, plaque of
linker proteins \

basal plasma

membrane of
— epithelial cell
inactive OUTSIDE-IN active

integrin ACTIVATION integrin hemidesmosome
] g CYTOSOL

basal
" lamina

(A) 5nm integrin proteins
a subunit INSIDE-OUT e
B subunit ACTIVATION strong binding to
cytoskeleton
cadherin proteins

cytoplasmic
‘ plagque made of
intracellular
linker proteins
|

interacting

CYTOSOL plasma membranes

channel
1.5nmin

collagen fibril
AN diameter

" collagen-binding site

fibronectin gap of
Il attach it site
el attachment site 2-4 nm

fibronectin -~ > connexon

two connexons in composed of
register forming six subunits
. open channel between
plasma == _| Y
membrane = 5 adjacent cells

\

) —

=)
=g

adaptor®”
proteins

~
keratin filaments intercellular
anchored to space
cytoplasmic plague \/

interacting
(8) plasma membranes

| APICAL DOMAIN

adherens
Y@ 8
tight
junction

adherens
junction

__intermediate
filaments

LATERAL DOMAIN

desmosome

_gap
junction

(desmosomes)

hemidesmosome

er en dimer bundet sammen af disulfidbindinger, og det har bindingssteder for kollagen,
heparin, fibrin og integriner. Det er fibronectins evne til bade at binde til celle overfladernes integrin og
til extracellulaer matrix’s kollagen der ggr, at det fungerer som et adhaesivt glykoprotein mellem celler
og ECM.

Laminin er et korsformet adhaesivt glykoprotein, der kan sammenbinde de gvrige dele
kollagen IV (basallamina), hvor det primeert findes. Laminin har bindingssteder for basallamina,
entactin og integriner. Dermed kan det ogsa medvirke til forankring af celler til ECM.
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Entactin kaldes ogsa nidogen, og man mener, at det fungerer ved at sammenbinde
laminin med kollagen IV.

Bestar af 6 underenheder, ser straler ud fra et centralt bindingspunkt. Findes kun sparsomt i
voksne, men man mener det har betydning for cellemigration/vandring og udvikling af axoner i det
embryonale veev.

+ Beskrive cellereceptorer (integriner) for adhaesive ECM glycoproteiner.

Integriner er transmembrane proteiner involveret i cellers kontakt til ECM, og indgar bl.a. i
hemidesmosomer og fokale adhaesioner. Hemidesmosomer giver forankring af epithelceller til basallamina,
mens fokale adhaesioner typisk er involveret til cellers adhaesion i bindevaev, inkl. celluleer migration. I begge
tilfeelde forankres cytoskelettet (intermedizere filamenter eller aktin) via linkerproteiner til den cytosolaere
del af integriner, som extracelluleert er forankret til kollagenfibre via multiadhaesivt glykoprotein (laminin
eller fibronectin).

+ Redeggre for integriteten af et deekepithel.

Dakepitheler danner generelt en beskyttende, og barrrieredannende 'membran’ pa legemets ydre og indre
overflader. Integriteten af et deekepithel er resultatet af de mange tight junctions, der ligger som et band
rundt om cellen, sa der ikke kommer noget imellem cellerne (paracelluleert). Tight junctions sidder som et
"beelte” og afgreenser apikal membranen fra den basolaterale plasma membran.

protein A
apical plasma -~

; ]_ tight
membrane

'!unction

lateral plasma protein B

membrane

basal plasma
membrane

(pa dansk; basal-
membranen)

/
basal lamina

F14: Det centrale dogme

Centrale dogme: er et princip, der siger, at omsaetningen af information sker fra DNA over RNA til protein. Kort
beskrevet omskrives (transskriberes) DNA i den menneskelige cellekerne til sma transportable RNA-molekyler,
som efter pre-processering kaldes messenger RNA (mRNA). Herefter transporteres mRNA ud af kernen, og i
cytoplasmaet aflaeses koden i mRNA’et i ribosomerne, som overseetter (translaterer) denne kode til aminosyrer, der
er byggestenene i proteiner. P4 denne made syntetiseres alle cellens ngdvendige proteiner.

+ Angive at DNA, RNA og protein er molekyler, der pa den ene side indeholder

sekvensinformation og pa den anden side er fysiske moleKkyler, hvis struktur er afggrende for
deres funktion.
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DNA, RNA og protein er alle fysiske molekyler, der alle har en reekke kemiske og fysiske egenskaber,
der er bestemt af deres meget forskellige molekylaere opbygning. Specielt protein afviger fra DNA og
RNA.

+ Angive processerne for overfgrsel af genetisk information med baggrund i det centrale dogme.
DNA (Transkription) » RNA (Translation) - Protein

+ Angive hovedtrak i makromolekylernes udviklingshistorie, herunder begrebet "RNA verdenen”
og genomets ekspansion og opdeling i strukturelle og regulatoriske omrader.

Man mener at raekkefglgen rent evolutioneert er 1) RNA 2) Protein 3) DNA. RNA kan replikere sig selv
og har ogsa katalytiske egenskaber, som stadig bruges i dag. Senere kom proteiner til med deres stgrre
mangfoldighed, og dermed kunne man opna flere og mere pracise enzymatiske reaktioner. Dernaest
aflgste DNA ifglge teorien. Dernaest aflgste DNA ifglge teorien RNA som beerer af genetisk information,
da DNA er mere stabilt. RNA er dermed primzert der formidlende led mellem DNA og protein nu.

Prebiotic Pre-ANA BNA First DNA/ Divarsification
chemistry world workd protain life of e

L] 1 T L] T 1 T

45 42 4.2-40 40 3.8 36 Sb-prasent

+ Redeggre for begreberne "gen” og "transskriptionsenhed”.
Et gen er en DNA-sekvens, der koder for et protein.
Transkriptionsenheden er fra startsite til terminator, det DNA der koder for praee-mRNA.

The DNA view The regulatory view The evolutionary
perspective
( DNA ﬂ RNA
RNA
v / v
RNA DNA protein
v protein v

protein U DNA

F15: DNA og kromosomer
+ Redeggre for DNA struktur og funktion.
DNA (deoxyribonucleicacid) er opbygget af to lange polynucleotidkaeder, der er snoet om hinanden i en
dobbelthelix struktur. Hver polynucleotidkaede bestar af nukleotider. Nucleotider bestar af en
phosphatgruppe, sukker og base. Nukleosider bestar igen af en deoxyribose sukker og base delen. Disse
nukleosider bliver til nucleotider ved at binde til hinanden gennem en phosphodiesterbinding fra det
ene deoxyriboses femte carbonatom til det naeste deoxyriboses tredje carbonatom.

Det er hydrogenbindinger mellem disse nucleotider der holder dobbelt helixen sammen (Antal
hydrogenbindinger mellem; C-G=3, A-T=2).
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4+ Redeggre for kromatin struktur herunder histoner og nukleosomer.
Histonkomplekser bestdende af H2A, H2B, H3 og H4 danner sammen med DNA nukleosomer.
Nukleosomer bestar af linker DNA og DNA viklet (nzesten 2 gange) rundt om de octamere
histonkomplekser (8 proteinkompleks). Dette danner 11 nm "perler pa snor” strukturen for kromatin.
Nucleosomerne kan dernzaest pakkes teettere sammen og danne 30 nm strukturen. Strengene af pakkede
nukleosomer kan nu yderligere foldes i loops og danne 700 nm strukturen, som ses i et kromosoms
ben. Man ved dog stadig ikke alt om foldningen og kromatin.

linker DNA
1

core histones
of nucleosome

“beads-on-a-string”
form of chromatin

NUCLEASE
DIGESTS
LINKER DNA

released
nucleosome
core particle
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WITH HIGH
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hls‘(one
octamer

I

nucleosome includes
~200 nudeotide
pairs of DNA

= 2
3
3

147 nucleotlde -pair
DNA double helix

/\ DISSOCIATION

AL
1
e L

H2A H2B

R |
- - Ar

short region of
DNA double helix

“beads-on-a-string” A
form of chromatin

chromatin fiber
of packed
nucleosomes

chromatin fiber
folded into loops

entire
mitotic
chromosome

T ‘
. 3
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NET RESULT: EACH DNA MOLECULE HAS BEEN
PACKAGED INTO A MITOTIC CHROMOSOME THAT
1S 10,000-FOLD SHORTER THAN ITS FULLY

EXTENDED LENGTH

11 nm

700 nm

1400 nm

4+ Redeggre for histon modifikationer og deres biologiske funktion.
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1) Histoner kan modificeres ved hjzelp af histon modification complexes, som ved hjeelp af ATP-
hydrolyse skal spinde kromatin rundt om histonerne og dermed 2endre p3, hvilke kromatin-
sekvenser, der befinder sig pa det pageeldende histonkompleks. P4 denne made kan afstanden
mellem nukleosomer fx gges eller forkortes.

remodeling
complex

ATP-dependent \
chromatin-remodeling
complex (
! ! CATALVSIS OF
NUCLEOSOME SLIDING

condensed chromatin decondensed chromatin

REPEATED ROUNDS OF
NUCLEOSOME SLIDING

2) Histoner kan ogsa modificeres ved at binde phosphat-, acetyl- eller methylgrupper til haleparrerne

af H2A, H2B, H3, H4. Disse modifikationer kan esendre Ha tail
o oy . . o H2B tail
pa stabiliteten af kromatinfiberen, men de kan ogsa oA toil 3 tail
fungere som dockingsites for regulative proteiner.
. . . 2A tail
Der findes mange kombinationer af kovalente neat g Hatail
modifikationer, da der er otte haler, som alle kan 28 tail
modificeres langs hele halen, nogen steder kan der 3 tal
endda veere flere modifikationer pa det samme sted ®
o o . . A
pa halen. Man kender kun ganske fa kombinationer. S 2 ¢ © &
20 @ 06 O §¢ o
R K KS K RK K RKS K
2 4 910 14 1718 23 262728 36

4+ Redeggre for begreberne eukromatin og heterokromatin.
Eukromatin er kromatin, der er pakket mindre tzet, og derfor er det transkriptionelt aktivt. Da det er
pakket mindre teet, farver det ikke ligesa kraftigt blat som heterokromatin ved HE-farvning.

Heterokromatin er kromatin, der er teet pakket og derfor ikke transkriptionelt aktivt. Det farver
desuden kraftigt blat ved HE-farvning.

hetero-

heterochromatin euchromatin heterochromalm euchromatin chromatin euchromatin heterochromatln
[ T " r
L (‘m
|
\ ‘J J "Iv
telomere cenrromere Tolomoro

+ BesKkrive telomere og centromere.

For at danne et funktionelt kromosom er det ikke nok at DNA molekylet kun bzerer dets gener, det skal ogsa

veere i stand til at blive replikeret. Hvert kromosom har flere begyndelsessteder for replikationen, et
centromer og to telomerer. DNA sekvenser har forskellige egenskaber:

.

histone
H3

INTERPHASE M PHASE INTERPHASE
r 1

Promotor/Begyndelsessteder for replikation: her begynder e B .
kopieringen af DNA - hvert kromosom indeholder flere af ; E E
disse steder for at sikre, at hele DNA'et bliver replikeret replication : : :

en nukleotidsekvens der ggr det muligt at kopiere disse ender.  cenromer —

Telomerer: findes for enden af kromosomerne og indeholder
?ll&
At de dekker enderne forhindrer at cellerne tager fejl af ‘

hurtlgt eran E E %
s . i . DIVISION .

enderne som et stykke DNA der traenger til repair. : 3 [ a E

portion of \

Centromere: hjelper med at holde kromosomerne sammen iteticspindle duplcated

chromosomes

indtil de er klar til at blive adskilt i anafasen i mitosen
(tenradene binder hertil), samt tillader at en kopi af hvert kromosom fordeles til hver sin dattercelle.
+ Redeggre for begrebet genom.
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Genomet er alt det genetiske materiale (DNA’et og dets indhold), som alle celler i den pagaeldende
organisme indeholder. En del af genomet er fx genotypen, der igen koder for feenotypen.

+ Redeggre for begreberne gen og kromosom.
GEN: Et gen er en DNA-sekvens, der koder for dannelsen af protein eller funktionelt RNA, som dernaest
kan diktere organismens feenotype.

KROMOSOMER: en struktur i eukaryote celler hvori lange
dobbeltstrengede DNA-molekyler er pakket.

Kromosomer i eukaryote celler bestar af DNA der er tet bundet til
specialiserede proteiner (histoner), proteinernes funktion er at folde
og pakke DNA'et til en kompakt struktur. Kromosomstrukturen
tillader enzymer at komme til DNA'et. Mennesket har to kopier af
hvert kromosom - et fra faderen og et fra moderen, som kaldes
homologe kromosomer. De eneste nonhomologe kromosompar er
maends kgnskromosomer hvor Y er fra faderen og X fra moderen.
Mennesket indeholder 46 kromosomer, Kromosomernes vigtigste

funktion er at baere generne der er den arvede funktionelle enhed.

+ Beskrive et eukaryot gen.

Eukaryote gener indeholder bade exons og introns.

Introns: de mellemliggende sekvenser i genet der ikke koder for noget - udggr ofte stgrstedelen af
genet. Exons: de kodende sekvenser - er ofte kortere end introns hvilket betyder at det kun er korte
dele af eukaryotiske gener der koder for noget.

Derudover har de en promotor (igangsaetter) i deres 5’ende, som indeholder den sdkaldte TATA-boks
sekvens. Derudover indeholder genet mange regulatoriske sekvenser.

Start pa transkription

l Exon 1

Promotor Intron1 Exon2 Intron2 Exon3

F20 og F21: DNA replikation & Mutationer og DNA repair
+ Redeggre for DNA polymerasens funktion.
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Funktionen af DNA polymerase er at duplikere DNA, hvilket ggres under S-fasen i celledeling. DNA
polymerase indeholder bl.a. helicase og primase, som er vigtige under replikationsprocessen.
To funktioner proofreading og polymerisering.

+ Redeggre for replikationsmekanismen.
Et stykke DNA, der skal replikeres har flere replikations origins, som genkendes af initiator proteiner
kaldet helicase og SSB-proteiner (Single-strand-DNA binding protein). Disse splitter nucleotidstrengene
fra hinanden og SSB-proteiner sgrger for, at de ikke gadr sammen igen.

Dernzest dannes der to replikations-forks, der arbejder mod hhv. venstre og hgjre. Hver replikationfork
har en leadingstrand og en laggingstrand, der hver syntetiserer i 5’ -> 3’ retningen. Laggingstrand
danner okzaki fragmenter, der skal bruge RNA-primase mellem hver okzaki fragment til at danne en
RNA-primer, som slidinglamp+DNA-polymerase kan bruge til at starte replikationen.

Bagefeter klippes RNA-primeren ud via ligase og DNA polymerase lapper hullerne. Leading-strand skal
kun bruge en primase og medfglgende RNA primer en gang i starten af replikationen.

Pa DNA’et sidder en sliding clamp, som binder sig godt fast til DNA’et. DNA-polymerase kan dernaest
binde til sliding clamp, hvorved den kan sidde sikkert koblet til DNA’et. Foran DNA-polymerase i
leading strand sidder helicase og fortsat dbner

DNA’et og via ATP-hydrolyse. SSB proteiner A SUMMARY OF DNA REPLICATION
binder til lagging strand.

Single-strand binding e The leading strand is
5r:::l:s dsiabillxe the synlhes_lzed ‘f°f'""l‘l‘;:’!',§
. . n nd parental DNA, in the 5" — 3" directl
For at danne en kontinuerlig DNA streng kraeves ONA polymerase.
@ Helicases unwind the
3 enzymer. parental doublo holx.
1) En RNA-nuklease der genkender RNA o ol
w gging strand is
sekvensen (dvs. primere) og nedbryder ¢ : synthesized discontinuously.
. Ve ::rxase synlheflzels a short
f h
denl’le. N XS axlcn%’oldm:fy ;:;AC po’lymomse

to form an Okazaki fragment.

2) Enrepair polymerase der erstatter RNA med
DNA ved at anvende enden af okazaki

Parental DNA POlymerase

e After the RNA primer is

fragmenterne som en primer. repiaced by DNA (by another
DNA polymerase, not shown),
3) En DNA ligase der forbinder 5' phosphat- mibstds.prdyphiode el DNA ligase

strand.

Overall direction of replication

enden af en af de nysyntetiserede DNA
fragmenter med 3' hydroxyl-enden af det
naeste fragment.

leading-

'\.r\ 0
strand ’\' ’\_ sliding clamp

N\
template /\. "\ DNA polymerase on
\ leading strand
AY
\

newly synthesized ’\"\_ \
DNA strand parental
» DNA helix

[~ X
RNA Drimer [ \ DNA helicase

new Okazaki frag ment / [ DNA primase

previous next Okazaki fragment
Qkazaki will start here
fragment ‘_’)\S\l Iagglng -strand
template single-strand DNA-
binding protein

DNA polymerase on lagging strand
(just finishing an Okazaki fragment)
(A)

+ Forklare funktion af telomerase og biologisk betydning af telomere.
Da DNA kun kan syntetiseres i 5'->3' retningen fremkommer et problem for enden af en lagging strand idet
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der ikke er plads til en RNA primer, der danner udgangspunktet for DNA syntese, her.
For at lgse dette problem har eukaryoter en speciel nukleotidsekvens bygget ind i deres telomere for enden
af DNA-strengene. Denne telomeriske DNA sekvens

end of

tiltraekker enzymet telomerase. Ved at anvende en chromosome  telomere repeat sequence
. . I il
indbygget RNA template hvis sekvens er komplementaer ®— template of lagging strand
til DNA templaten tilfgjer enzymet en serie af gentagne Telomerase || 5 omPlete, newly synthesized lagging strand
DNA sekvenser til 3' enden af template strengen hvorved TEMPLATE STRAND ;
denne forlaenges. Der er nu plads til en RNA primer og — —— feoon of
. 5 0 4 DNA thesi
DNA polymerasen kan derved syntetisere DNA. ADDILOMERASE ADDS S e
REPEATS TO TEMPLATE telomerase with its bound RNA template
STRAND (RNA-TEMPLATED
. . . . DNA SYNTHESIS) ‘
Biologisk betydning: uden telomerase ville en del af i
o . . — 3 —
DNA'et ga tabt ved hver rephkatlon. COMPLETION OF LAGGING > 3 5’
STRAND BY DNA
TEMPLATF;%L;I'\\Jﬁiéﬁl'LDEI;IQ; extended template strand
1

3
| ___5’

DNA
polymerase

+ Forklare hvordan mutationer kan opsta.
Mutation: en permanent eendring i DNA. Da proteiner syntetiseres ud fra RNA som syntetiseres fra DNA kan
en endring i DNA sekvens have alvorlige fglger for dannelsen af proteiner og disses virkemade. Mutationer
sker sjeeldent men nar det sker skyldes det enten at DNA replikationen eller DNA repair mislykkedes.
Depurination: fordi DNA kontinuerligt kolliderer med andre molekyler forekommer kemiske forandringer i
DNA. Fx kan guanin og adenin Igsrives fra DNA'et ved en spontan reaktion kaldet depurination -> gdeleegger
ikke bindingerne men flar dem fra hinanden.
Deamination: spontant tab af en aminosyregruppe fra cytosin i DNA hvilket producerer basen uracil.
Thymine dimer: TT gar sammen.

Kan alle fixes med exision repair.

(A) DEPURINATION - W

, [T W Uv radlation produces
o H ‘ . A A . athymine dimer.
o X n . l
[}

I H
| 2 L -~ M

NONTW M7
¥ o A o B 5 Once the dimer has been

- N /l\\,/'l DNA strand e W detected, the surrounding DNA is
H{ ‘ ) 2 [& openad to form a bubble,

N
DNA strand M ;I‘ l
(8) DEAMINATION

H Enzymes cut the damaged region
¥ i out of the bubble

& |
R NH 5 ned, undesnaagd DA
o) o, - 5
b | TT A DNA palymerase replaces
L T T N TR (T TR} the excised (cut-out) DNA, and
5 AR . aligase seals the backbone,

+ Forklare proofreading og mis-match repair mekanisme og deres biologiske betydning.
Proofreading:
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DNA-polymeraser er enzymerne, som bygger DNA i celler. Under DNA-replikation (kopiering) kan de
fleste DNA-polymeraser "kontrollere deres arbejde"” med hver base, som de tilfgjer. Denne proces
kaldes korrekturlaesning (proofreading). Hvis polymerasen detekterer, at et forkert (ukorrekt parret)
nukleotid er blevet tilsat, vil det fjerne og erstatte nukleotidet med det samme, inden der fortszettes

med DNA-syntese. Den retter dem med 3’-5’-exonukleaser.

Mis-match:

Hvis en fejl undviger proofreading, sa kan mis-match repair finde og rette den. Mis-match repair bruger
en kompleks af proteiner, der genkender mis-matches. De genkender ogsa den oprindelige streng, sa
man ikke forverrer skaden. Nar de finder en fejl, sa skeerer de et stykke DNA ud, og resyntetiserer det

o o
pagaeldende DNA pa ny.
News DNA
&' = 3
5 Wonn o i m Amismatch s detected
cllc] [T A&l [e] T Polymerase adds an = in newly synthesized DNA.
moneonoonomo incorrect nucleotide to the i
gl [l Bl 7] [E] [& new strand of DNA. template L
3 s
" The new DNA strand is cut,
l m o mw onon and the mispaired nucleotide
T and its neighbors are removed.
5
Gll6| TAAIIS| T Polymerase detects

that bases are mispaired.

rep\oce.me_,w\- DONA

A The missing patch is replaced
L1 U L {1t U V1 1 | [ B 1} with correct nucleotides by a
‘|{ T DNA polymerase.
3 5
5 3 T L seoled qop
e[[e][T/MAI[e][T] __L~ Polymerase use§3‘- 5 5 L 5
TRl @ . (0 exonuclease activity to wenononown ﬁ W omonon ADNA ligase seals the gap
C||c||Aal T |[€][A][c] T [€ remove incorrect nucleotide. T in the DNA backbone.
3 5 5 -
- x . o . ,
+ Forklare excision repair som et eksempel pa DNA reparation. 5

Der finds og
en andring af baserne eller et mis-match eller et mis-matched nucleotid.

Base excision repair reparer fx depurination og deamination.
Nucleotid excision repair bestar af 3 trin: excision (nuklease), reparation via den

oprindelige DNA-streng (Repair DNA-polymerase) og til sidst limes strengen sammen
med en ligase.

, alt efter, om fejlen skyldes ¥

step 1

step 2

step 3

DAMAGE TO
TOP STRAND

EXCISION OF
SEGMENT OF
DAMAGED STRAND

REPAIR DNA POLYMERASE
FILLS IN MISSING
NUCLEOTIDES IN

TOP STRAND USING
BOTTOM STRAND AS

A TEMPLATE

DNA LIGASE
SEALS NICK

NET RESULT: REPAIRED DNA
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+ Forklare den biologiske betydning af homolog og non-homolog end-joining.
Homolog rekombination - DNA dobbelt streng brud.
En af de to gdelagte komplementzere DNA strenge bliver fjernet via en nuklease. Herefter vil den ene streng
vha. nogle specialiserede enzymer ga ind og baseparre med det homologe DNA kompleks. Her dannes et
"branch point" hvor de to DNA strenge (den fra brudet og den fra det homologe stykke DNA) krydser over.
Herefter bliver det gdelagte DNA elongeret af en DNA polymerase. Hvorefter det gar fra hinanden og en
ligase seetter de to gdelagte strenge sammen igen.

Non-homolog endjoining: - DNA Dobbelt streng brud

Ved "nonhomolog end-joining" repareres DNA dobbeltstrengsbrud ved at de to brudte ender bringes
sammen ved hjzelp af en gruppe proteiner og enderne bliver sat sammen ved ligering af DNAet. (Denne
"quick and dirty" reparation medfgrer normalt at nukleotider tabes ved reparationsstedet).

(A) NONHOMOLOGOUS END JOINING (B) HOMOLOGOUS RECOMBINATION
- accidental double-strand break —
; { } 3 : gijgmsz.e}
PROCESSING OF e 2] B”N‘fﬁi?ffuue molecules

PROCESSING OF BROKEN ENDS
BY SPECIAL NUCLEASE

DNA END BY
NUCLEASE

DOUBLE-STRAND BREAK ACCURATELY
REPAIRED USING UNDAMAGED DNA
AS TEMPLATE

BY DNA LIGASE

END JOINING I

deletion of DNA sequence

BREAK REPAIRED WITH SOME BREAK REPAIRED WITH NO
LOSS OF NUCLEOTIDES AT LOSS OF NUCLEOTIDES AT
REPAIR SITE REPAIR SITE
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Transskription

%+ Redeggre for RNA hovedtyperne

RNA hovedtyper Funktion

rRNA Det er funktionelt RNA, som bl.a. findes i ribosomer, og
det kan have en katalytisk funktion.

MRNA Det er det sakaldte ’Infocarrier” mellem DNA og protein.

tRNA Det er et molekyle, der bringer den aminosyrer til

ribosomkomplekset, som netop matcher det codon, der
udtrykkes pd mRNA’et. tRNA og aminosyre settes
sammen ved hjeelp af aminoacyl-tRNA-synthetase.

TABLE 71 TYPES OF RNA PRODUCED M CELLS

D L

messenger RMAs [mRMAs)  code for proteins

ribosomal RMAs (rRMAs) form the core of the ribosome’s structure and
Eata|yze protein synthesis

microRMNAs [miRMNAs) regulate gene expression

transfer RMAs [tRMNAs) serve as adaptors between mRMNA and aming acids
during protein synthesis

ather noncoding RNAs used in RMA splicing, gene regulation, telomers
maintenance, and many other processes

4+ Redeggre for RNA polymerase funktion

RNA polymerase er et enzym, der katalyserer dannelsen af RNA ud fra en DNA-skabelon. Det bestar af flere polypeptider.
Der er falgende tre typer:

RNA polymerase | rRNA
RNA polymerase |1 MRNA
RNA polymerase 111 tRNA

TABLE 7-2 THE THREE RNA POLYMERASES IN EUKARYOTIC CELLS
Type of Poymerase | Genes Tramseribed ____|

RMA polymerase | most rRMA genes

RMA polymerasa || all protein-coding genes, miRkA genes. olus
gans for ather nencoding RMNAS ?ug these in
splicecsomas)

RMA polymerase |1 tRMA genes
55 iRNA gene

genas for many other small RNAs
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4+ Redeggre for en promoters funktion, herunder TATA-boks og transskriptionsinitiering

En promoter er en DNA-sekvens i starten af genet, der regulerer genets ekspression. TATA-boksen er en sekvens i en

DNA promoter, der genkendes af generelle transkriptions-faktorer.

Publishars Ltd ]

+ Redeggre for funktionen af generelle (basale) transskriptionsfaktorer

De generelle transskriptionsfaktorer hjeelper med tiltreekning og aktivering af RNA
polymerase. TATA-boks binding protein pa TFIID binder til TATA-boksen, hvorefter

TFIIB ogsa kommer til. Herefter tiltreekkes andre transskriptionsfaktorer sasom TFIIH.

TFIIH splitter DNA’et op og phosphorylerer RNA polymerasens hale, hvilket satter

transskriptionen i gang. Herefter dissocierer de fleste generelle transskriptionsfaktorer.

Figure 7=12 Te begin transcription, sukaryatic RNA polymerase I
reguires a set of general transeription factors. Thesa transcription
factors are called TRIE, TFID, and so on. (&) Many eukaryotc
promoters contain a DNA sequence called the TATA box (B) The
TATA box is recognized by a subunit of the general transcription factor
TFIE, called the TATAInding protein (TEP). For simplicity, the OMNA
distortion produced by the binding of the TBP (see Figure 7-13) is

ot shown. (C) The binding of TEIID enables the adjacent hinding of
TFIE. (3} The rest of the general transcription factors, as well as the
RMA polymerase itself, assemble at the promater. (E) TFIH then pries
apart the double belix at the transcription star point, using the energy
of ATP hydrobysis, which exposas the template strand of the gene (not
shown). TFIIH also phosphorlates RMA polymerase |l releasing the
polymerase from most of the general transcription factors, so it can
begin transcription. The site of phosphorylation is a long polypeptide
“tail” that extends from the polymerasa.

Figure 7=13 TATA=binding protein (TEP) binds te the TATA box
{indicated by letters) and bends the DNA deuble helix. The unigue
cistortion of DNA caused by TEBP which is a subunit of TRIID (3ee
Figure 7—12), helps attract the other general transcription factors.

TEP is a single polypeptide chain that is folded into two very similar
domains (biue and green). The protein sits atop the DNA double helix
like a saddle an a buck mg horse (Movie 7.4). (Adapted from J.L. Kim

ot al, Nature 365520527, 1993, With permission from Macmillan

start of transcription
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4+ Redeggre for transskriptionens faser (initiering, elongering og terminering)

Initiering Initieringsfasen bestar af samlingen af RNA polymerase og
de generelle transskriptionsfaktorer omkring TATA-
boksen i genets promoter.

Elongering Elongeringen starter ved, at TFIIH phosphorylerer RNA
polymerasens hale, hvilket seetter RNA polymerasen i
gang. Samtidig dissocierer de fleste generelle
transskriptionsfaktorer. Under elongeringen klippes introns
Igbende ud af spliceosomer (indeholder snRRPSs), og efter
ca. 25 nukleotider, tilfgjes en 7-methyl-guanosin til 5°-5
enden gennem en 5°-5” triphosphatbro.

Terminering Transkriptionen afsluttes med poly-A modifikation af 3°-
enden ad mRNA’et

4+ Redeggre for forskelle og ligheder mellem pro- og eukaryot transskription

Generelt er alt i eukaryote celler mere kompleks end i prokaryote celler. I prokaryote celler binder RNA
polymerasen til en sigmafaktor, hvorefter komplekset binder til DNA. Her fortsaetter komplekset langs DNA’et
indtil det mgder en promoter, hvorefter sigmafaktoren slippes, og RNA polymerasen starter transkriptionen

hen ad DNA’et alene, indtil RNA polymerasen mgder en terminator.
coding region
3 * 17,
” = E|_:I DA
L 1

bacterial gene

eoding regiens nanceding regiens
(exons) lintrans)
5 4 \- "= = e —— o
¥ | B | | 1 | 5'
L |
euvkaryotic gene

Figure 7=17 Eukaryotic and bacterial genes are organized differently. & bacterial
gene consists of a single stretch of unimerupted nuclectide sequence that encodes
the amine acid sequence of a protein (or more than one protein). In contrast, the
proteirecoding sequences of mast eukaryotic genes (exons) are interrupted by
noncoding sequences (introns). Promoters for transcription are indicated in green
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RNA processering
+ Redegare for forskelle og ligheder mellem pro- og eukaryot mRNA

Ligheder: Begge bestar af de samme grundsten (nukleotider med ribose i stedet for deoxyribose). Derudover
byttes thymin ud med uracil i begge typer mRNA, og de dannes begge ud fra et DNA arvemateriale.

Forskelle: Eukaryot mRNA processeres ved tilfojelse af 5°-cap og poly-A hale. Derudover splices introns ud af
feerdigt eukaryot mRNA, og efterlader genkendelige proteiner ved alle splicesites. Prokaryot mRNA har derimod
meget fa tilfgjelser efter transskriptionen. Prokaryote mRNA

5" end of initial

translateres, mens det endnu er ved at blive transskriberet. | . i cap . RNA transeript
Eukaryoter skal mRNA farst fgres ud gennem kerneporerne vha. e

diverse modifikationer, som bagefter genkendes, sa translationen CH.~BH- ,_E-_'_;__

initeres. | mange eukaryoter er mRNA polycistronisk (operons), dvs. ) : 'T'

at det under translationen koder for en raekke proteiner, der fx skal .'? ! p:;:;;g:atr

indga i et starre proteinkompleks. Wﬂ

Figure 7-14 Eukaryotic pre=mRNA molecules are modified by
capping and polyadenyation. (&) & eukaryotic mRNA has 2 cap

at the 5" and and a poly=A tail at the 3" end, Note that not all of the
RMA transcrnipt shown codeas for protein. (B) The structure of the

5" cap. Many eukaryotic mRMNA caps carry an additional modification:
the 2'-hydroxyl group on the second ribose sugar in the mAMA is
mathylated (not shown).

EMA capping and polyadenylation
OH
codindg nantading I
N sequUence SBCUENCE .
@5 \ \ . (&) !
C—{PIPIP | AAABRA L s
| RNA |
CH, l paly-A tail
e —
5 cap
proten

(A)
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+ Forklare mRNA processering, herunder capping, splejsning og polyadenylering
mRNA i eukaryote celler modificeres primert pa tre mader af faktorer pA RNA polymerasens hale:

Capping Det er en tilfgjelse af en 7-methyl-guanosin til
mRNA’et 5°- ende. Dett gare ca. efter 25 nukleotider i
under transskriptionen. Dette markerer, at mRNA’et
er ferdigt.

Splejsning Splejsning er klipning i pre-mRNA’et, hvor introns klippes
ud af spliceosomer (indeholder sSnRRPs), og exons ligeres
sammen. | splicesites satter der sig proteiner, som
genkendes af faktorer, der hjeelper mRNA’et ud gennem
porerne i kernemembranen.

Polyadenylering Det er tilfojelsen af mange adenosiner i mRNA’et
2’ende i slutningen af transkriptionen. Dette

markerer, at mRNA’et er feerdigt.

+ Redeggre for alternativ mRNA processering (splejsning) og den biologiske funktion heraf

MRNA splicening er ikke bare et fast splejsningsmanster. Spliceosomerne kan klippe mange forskellige introns
ud og pa den made kombinere exons pa mange mader. Introns og exons er dermed ikke faste starrelser, men det
varierer fra situation til situation. Konsekvensen af denne alternative splejsning er, at et gen kan transskriberes pa
mange forskellige mader, og dermed kan vore relativet fa gener kode for enormt mange proteiner og fuktionelle
rRNA molekyler.

+ Redegere for exons og introns og deres relation til mMRNA splejsningsprocessen

Introns og exons er som sagt ikke faste starrelse, men det varier fra situation til situation. Under en transskription
agerer et DNA-stykke i en starre gen introns, mens det samme stykke DNA i en anden celle eller pa et andet

tidspunkt agerer som exon. Eller maske en blanding af de to.
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exon 1

3’

Figure 7=22 Some pre-mRMNAs undergo
alternative RNA splicing to produce
various mRMNAs and proteins from the
same gene. Whereas all sxons are present
in a pre=mREMNA, some exonsg can be
excluded from the final mRNA molecule. In
this example, three of four possible mRMAs 1
are produced. The 5 caps and poly=4 tails
on tha mEMNAs are not shown

<+ Redeggre for funktionen af ShARNA

exon 1

exon 2
|
|

exon 3

——H

l TRANSCRIPTION

exon 2

exon 3

.| G pre=mENA

ALTERNATIVE PRE=-mREMA
SPLICING
2 3 1 2
I I

three alternative mRMNAs

snRNA (small nuclear RNAS) indgar sammen med proteiner i ShARNPs (small nuclear ribonucleo-proteins)- ogsa

kaldet “snurps”
kerne af spliceosomer.

Figure 7=21 Splicing is carried out by
a collection of RNA=protein complexes
called snRMPs. Thare ara five snRMPs,
called U1, U2, U4, U3, and L& As shown
here, U1 and U2 bind to the 5 splice site
(L) and the lariat branch point {U2) through
com DIE m Er'ta.r:,r :lE'EF.LPEi'Ir'H. Aﬂd '.IGI'IEI
srRMPs are attracted to the splice site,
and interactions between thair protein
components drive the assembly of the
complete splicescsome. Rearrangemeants
in the base pairs that held together the
snREMPs and the RMA transcript then
rearganize the spliceosome to form the
active site that excises the intron,

lzaving the spliced mRNA behind

(see also Figure 7-20)

T splicing
5

exon 1

R

RMA partion of snRNP base=pairs

with sequences that signal

\$Pw
A

. snRNPs genkender splice-sites sekvenser i pre-mRNA gennem baseparring. | sSnRNPs udgar

L partion of
[ pre-mANS

exon 2

ASSEMELY OF SPLICEQSOME

] EINDING OF ADDITIONAL snRMPs;

LG .

SPLICING

[—

5" I —

exon 1 exon 4

partlan of spliced mRNA

e

3

excised intron in
form of a lariat

R

A
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Translation

+ Redegere for den genetiske kode og translation af en mRNA i forskellige leeserammer

Den genetiske kode angiver, hvilke tripletter (tre-pa-hinanden-fglgende) af

nukleotider, der i ribosomet overszttes til specifikke aminosyrer. Flere nukleotid-

tripletsammensetninger kan kode for den samme aminosyrer. Aminosyrene bindes

sammen vha. peptidbindinger og danner polypeptider/proteiner. Leeserammen
bestemmes af et start-codon (AUG), hvilket initierer translationen og bestemmer
leeserammen. Hvis start codon rykkes, sa kan hele opbygningen af proteinet og

aminosyrerekkefalgen @ndres. Pa denne made kan mRNA i princippet laeses pa tre

mader alt efter hvor start-codon sidder. Stop codon (UAA, UAG, UGA)
bestemmer, hvornar translationen skal stoppes.

codeons

aming
acids

5' ¥
. CUC JAGC )| GUU  ACC AU
—Leu Sor a| ——Thr —

2& L C A GCG Uua CCA E

Ala

ey —— Pfro—

— Ser

C U CAG, CGU UAC CAU

— Gln—— g ——Tyr —— His—

Figure 7=26 In principle, an mRMA
mollecule can be translated in three
possible reading frames. In the process of
ranslating a nucleotide sequence (Blue) inwo
an amina acid sequence (red), the sequence
of nucleatides in an mEMA molacule is read
from the 5' to the 3" end in sequential sets
of three nucleotides. In principle, therefore,
the same mRNA sequence can specify three
completely different amino acid sequences,
depending on where translation begins—
that is, on the reading frame used. In reality,
however, only ore of thess reading frames
encoces the actual message and is tharafora
used in translation, as we discuss |ater.

AGA A AGC

AGG G AGLU
GCA LA GGA Cua CoA UCA  ACA GuUA
GLC Cal GGL AUA CuC oo uoc  acc GUC [1F.Y
GG COG GAC AAC UGL GAA CAA GGG CAC AUC CUG AsA UUC CCG U0G ACG ual GUG UAG
GCU CGU Gald aall UGU GaGE CAG GGU Cau AUU CUou asG AUG UUU COCU WCU ACU UGGE UAL GUU UGa
Ala Arg  Asp Asn Cys Glu e [3] l.":l:r His 1le Lew W5 (N e Priy Qe Trr Tre Ty Wal stop

il R D N E 0 H 1 | K M F P % W b W

Figure 7=25 The nucdleotide sequence of an mRMNA is translated into the amine acid sequence of a pratein via the genetic code.
All the three-nucleotide codons in mRMAS that specify a giver amino acid are listed above that amino acid, which is given in baoth its
thraadetter and onadetter abbraviations (see Pangl 2-5, pn. 7475, for the full name of each amino acid and its structura). Like RMA
molecules, codons are always written with the S=terminal nuclectide to the left. Note that maost amine acids are represented by mone
than ore codon, and there are some regularities in the set of codons that specfy each amino acid. Codons for the same amino acid tend
to contain the same nucleotides at the first and second positions and to vary at the third position. Thare ara three codons that do not
specify any amino acid but act as termination sites (stop codons), signaling the end of the protein-coding sequence in an mRMA. One
codon—ALUG—acts both as an initiation codon, signaling the start of a protein-coding message, and as the codon that specifies the
aminog acid methionine

+ Beskrive tRNA struktur og funktion

tRNA er et RNA-molekyle med treklgver struktur. tRNA indeholder et anticodon, som genkender et condon pa
mRNA, og i3’ enden af tRNA bindes den aminosyrer, der passer til anticodonet’s komplimentaere codon.
Amino-acyl-tRNA synthetase binder den rigtige aminosyrer til det rigtige tRNA ved omdannelse af ATP til

AMP
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attached amino
acid (Phe)

(A)

5’ GCGGAUUUAGCUCAE
(€)

(8)

FCUGGAGGUCCUGUGTPCGAUCCACAGAAUUCGCACEA 3'
anticoden

(D)

Figure 7=29 tRNA moleculles are mollecular adaptors, linking amino acids to codons. In this series of ciagrams, the same tRNA
molecule—in this case, a tRNA specific for the amino acid phenylalanine {Phe}—is depicted in various ways. (A) The conventional
“cloverleal" structure shows the complementary base-paining (red lines) that creates the double-helical regions of the molecule. The
anticodon loop (blue) contains the sequence of three nucleotides (red ietters) that base-pairs with a codon in mRNA. The amino acid

matching the codon—anticodon pair is attached at the 3'

end of the tRNA_ tRNAs contain some unusual bases, which are produced by

chemical modification after the tRNA has been synthesized. The bases dencted ¥ (for pseudouridine) and D (for dibydrouridine) are
derived from uracil. (B and C) Views of the actual L=shaped molecule, based on Xeray diffraction analysis. These two images are rotated
90° with respect to each other. (D) Schematic representation of tRNA, emphasizing the anticodon, that will be used in subsequent
figures. (E) The linezr nudeoctide sequence of the tRNA molecule, colorcoded to match A, B, and C

+ Beskrive aminoacyl tRNA-synthetase funktion

Som sagt er det aminoacyl-tRNA synthetase, der binder de rigtige aminosyrer til de rigtige tRNA molekyler
kovalent sammen. Energien, der skal til for at lave disse kovalente bindinger, kommer fra omdannelsen af ATP

til AMP.
;mino acid ) H
trypt
ryptophan \,\ | _@U
HyN—C—C
| oH HNA
cH, (RHAT™)
oW
]
P,‘ LJCH
H

tRNA symthetase
(tryptoghangd
tRNA synthetase}

e e
& =
H:N_'C_C\ high-energy H;N_C_C.“
| O/ band |
T oH
C C
I I
N,LH N’LH
H H
ATP AMP . 2(R)
anticodan
_ in tRMNA
3 3

UINKAGE OF AMIND ANTICODOM [N tRMA base-pairing

ACK T 1RIA EINDS TO ITS CODON )
IN mRMA . 3 codon in
mRMNA
NET RESULT: AMIND ACID IS
SELECTED BY ITS CODON IN
AN mRNA

Figure 7=30 The genetic code is
translated by the cooperation of two
adaptors: aminoacyHtRNA synthetases
and tRMAs. Each syrthetase couples a
particular amino acid to its coresponding
tRMAs, a process called charging. The
anticodon on the charged (RNA molecule
than forme basa pairs with tha appropriate
codon on the mRMA. An eror in either
the charging step or the binding of the
charged tRNA to its codon will cause the
wrong amino acid to be incorparated into
a pratein chain, In the sequence of events
shown, the amine acid tryptophan (Trp) is
selectad by the codon UGG on the mRMA.
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# Beskrive ribosom struktur og funktion, herunder rRNA funktion

Ribosomer bestar af en stor subunit og en lille subunit,

som hver bestar af proteiner og rRNA. De to subunits
sidder ikke sammen, nar de ikke indgar i translation.
De lille subunit binder methionine og translation
initieringsfaktorer, hvorefter det fortsetter langs
mMRNA, indtil det finder en AUG-sekvens, hvorefter
den store subunit gar sammen med den lille subunit.
Ribosomet har hhv. et E, P og A site (omvendt ape).
Man mener, at rRNA katalyserer
peptidbindingsdannelsen mellem aminosyrerne. Flere
ribosomer kan arbejde forskudt pa det samme mRNA.

Figure 7=32 The eukaryatic ribosome

is a large complex of four rRMAs and
more than B0 small preteins. Prokanyotic
ribosomes are very 5 milar: bBoth are formed
from a large and small subunit, which only
come togathar after the small subunit has
bound an mRNA. Although ribosomal
proteins greatdy outnumber rRMAs, the
RMAs account for most of the mass of the
ribbosome and give it its overall shape and
structure.

+ < mna

= —
+ E;ﬁ; rRNA + ’,:’__‘3_—") rRNA
+ == (RNA

-9 rivosomal proteins + 3 rANA molecules
] L

large subunit

~33 rivosomal proteins + 1 RNA molecule
J

small subunit

MW = 1,400,000
MW = 2,800,000

N\ /

large
subunit
~82 different proteins +
4 different rANA moleculles
small

subunit

complete eukaryotic ribosome
MW = 4,200,000

+ Redegere for translationsstart-, elongering- og stop

Start

Elongering

Farst gar den lille subunit sammen med translations
initiations faktorer og et initiator-tRNA (med methionine).
Initiator tRNA szetter sig i P-site. Dernaest fortsaetter det
lille subunit langs mMRNA, indtil det finder et AUG codon,
som genkendes af initiator tRNA’ets anticodon. Herefter
dissocierer translations-initiationsfaktorerne, hvorefter det
store subunit binder til MRNAVlille subunit.

Derefter settet det naeste ladede tRNA sig i A site,
hvorefter aminosyren pa initiator trNA slipper initiator
tRNA og danner en peptidbinding med aminosyren pa det
nyankomne ladede tRNA. Dannelsen af peptidbindingen
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katalyseres af rRNA i ribosomet. Dernast translokerer den
store subunit mod mRNA’ets 3’ ende, sa de to aminosyrer
nu flyttes til hhv. E og P site frem for P og A site. Det lille
subunit translokerer ogsa kort efter i samme retning som
den store subunit, hvorved initiator tRNA skydes ud af
ribosomet. Denne proces gentages, indtil translationen skal
stoppes.

Nar ribosomet mader et stop codon, som ikke koder for en
aminosyre (UAG, UGA, UAA), bindes en release factor i
A sitet. Denne binding af release factor endrer aktiviteten
af peptidyl transferase i ribosomet, hvilket far det til
katalysere additionen af vand i stedet for en aminosyre til
peptidyl-tRNA- Pa denne made dannes C-terminalen i
proteinet samtidig med, at proteinet frigares. Herefter
slipper ribosomet mRNA-strengen og dissocierer til sine to
bestanddele, hvorefter det to subunits er klar til en ny
translationscyklus. Flere ribosomer kan arbejde forskudt
samtidig pa det samme mRNA.

Figure 7=34 Translation takes place in a fourstep eyele. This cycle

s repeated over and over during the synthesis of a protein. In step

1, a charged tRMNA carrying the next amino acid to be added 1o the
polypeptide chain binds to the vacant 4 site on the ribosame by forming
base pairs with the mENA codan that is exposed thera. Bacause only
the appropriate tRNA molecules can base-pair with each codan, this
codon determinas the specilic amino acid acdea. The A& and P siles are
sufficiently clese together that their two tRNA molecules are forced 1o
form base pairs with codons that are contiguous, with no stray bases in
betwaan. This positioning of the tRMNAs ensures that the correct reading
frame will be preserved throughout the synthesis of the protein. In step
2, the carboxyl end of the polypeptide chain (aming acid 3 in step 1) s
uncaupled from the tRMA at tha P site and joined by a peptide bond to
the free amino group of the amino acid [inked to the tRMA at the A site,
This reaction is catalyzed by an enzymatic sime in the large subunit, In
step 3, a shift of the large subuntt relative to the small subunit moves the
twi tRMAS into the E and P sites of the large subunit. In step 4, the small
subunit moves exactly three nudeotides along the mEMA malecule,
bringing it back to its original position relative ta the large subunit. This
movemnent ejects the spent tRMNA and resets the ribogsome with an empty
& site so that the next charged tRNA molecule can bind (Mavie 7.8).

As indicated, the mRMA s rranslated in the 53-to-3' direction, and the
MWatarminal end of a protein is made first, with each cycle adding one
amina acid to the Cterminus of the polypeptide chain. To watch the
translation cycle in atomic detail, see Maovie 7.9
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+ Redeggre for proteasomet og dets funktion

Proteasomet nedbryder misfoldede eller pa anden made gdelagte proteiner - eller proteiner, der skal reguleres
ngje ved fx kort levetid. Disse gdelagte proteiner ubiquitiniseres (er tale om nedbrydelse af proteiner. det er signal
protein, som binder sig til almindelige proteiner igennem en isopeptid binding fra dens aktiveret C term COOH, til en lysine
pa proteinet. Efter flere pahaeftelser af ubiquitin pa proteinet (som en hale pa den farste), danner det et stgrre kompleks
der farer det over til proteasomet. Som her nedbryder proteinet til peptid fragmenter via forskellige proteaser og
komformationelle aendringer til at denaturer den. Peptid fragmenter bliver sG videre nedbrudt til aminosyre og ubiquitin

bliver frigivet til genbrug.) af specialiserede enzymer, hvilket marker dem til destruktion.

+ Redegare for ribozym og RNA foldning

Ribosomer kan ogsa kaldes ribozymer, da de har katalytisk aktivitet. Dette skyldes, at rRNA i ribosomet
katalyserer dannelsen af peptidbindingerne mellem aminosyrerne. rRNA funktioenelle/katalytiske egenskaber
skyldes bl.a. at RNA kan folde ligesom proteiner ved at danne komplementaere og nonkovanentionelle
hydrogenbindinger. Dermed dikteres den tredimentionelle form af rRNA af nukleotidsekvensen - ligesom
proteiners tredimensionelle form dikteres af aminosyresekvensen.

Den enzymatiske egenskab ved rRNA er bl.a. en af grundene til, at man tror, at RNA gar forud for DNA i
evolutionen, da RNA dermed bade kunne klare DNA og proteiners rolle. Med tiden blev rRNA farst
udkonkurreret af proteiner med hensyn til enzymfunktionen, og senere overtog mere stabile DNA-molekyler
RNA’s rolle som det grundleeggende informationsmolekyle. RNA er ny primert et mellemled mellem Dna og
protein, men som vi har set findes der stadig mange forskellige typer RNA.

GTP til at danne en
%.’*‘";1)(:,0"‘ polypeptidkade

’T? GTP
N *» %v e . omw , Prot , genkend
(%,IO cﬂo Cg:’ 45L" Elongeringsfaktor g g e SN

MP + 2P - ' ubiqiutin, og klipper
tRNA + Met ave {#a céo“" Fraspaltet x 08 3
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% target pratein with
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g

Figure 7=41 Proteins marked by a
pelyubiquitin chain are degraded by the
proteasome. Proteins in the stopper of a
proteaseme (blue) recognize target proteins
markead by a specific type of polubicuitin
chain, The stopper then unfolds the target
protein and threads it into the proteasome’s
cantral cylinder (yellow), which iz inad with
proteases that chop the protein 1o pleces,

<+ Redegere for forskelle og ligheder mellem pro- og eukaryot translation

Prokaryctic translation
ltoccurs on 70 S Ribosomes
It s 2 continuous process as both transcription and
transkstion occur in cytoplasm.

mRNA is polycistronic

First amino acid taking part is fMet.

It ks 2 faster process, add s about 20 amino acids per
second.

It regur es three initiation factors IF1, IF2, IF3

After translation formyl group from first formylated
methionine is removed, retaining methionine in the
polypeptide chain.

It requires three release factors RF1, RF2 and RF3 in
the termination,

mRNA life is short[ few seconds to two minutes) as

mRANA is unstable.

Eukaryotic translation
ft occurs on 80 S Ribosomes.
itis a@scontinuous process as
trans®ption occurs in nucleus whilke
translation on cytoplasm.

mRNA is monocstronic

First amino acid s Met{methionine)

It adds one amino acids per second, thusa
slower process.

It requires a set of nine initiation factors.
The wheole of initisting methionine is
removed from the polyneatide chain.

It requires single release factor oRFL.

mRNA has s life of few hours to few days;
T is quite stanle.
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Transkriptionel genregulering

4+ Redeggre for de forskellige niveauer i genregulering

Geners ekspression kan reguleres pa mange mader, da hvert trin (niveau) i proteinsyntesen kan reguleres. Man
kan overordnet regulere et gen ekspression pa fglgende steder i proteinsyntesen:

- Transkriptionel kontrol (fx eksempler med activator/repressor og kromatin remodelling)

- RNA processing kontrol (den processing, der modner mRNA til eksport fra kernen)

- mRNA transport og lokalisationskontrol (mMRNA skal fares til ribosomer, fgr proteinsyntesen kan forlgbe
videre).

- Kontrol af mMRNA nedbrydning

- Translationskontrol

- Kontrol af proteinernes aktivitet (fx aktivering gennem phosphorylering - evt. GPCR)

- Kontrol af protein nedbrydning (Ubiquitinering)

degraded mRANA - Figure 8=3 Gene expression
in eukaryotic cells can be
MUCLEUS | | cyTosOL mRMA degradation —— controlled at various steps.
eantro| degradation Examples of regulation at
RNA cantral sach of thesa steps are
) . known, although for most
DA . transcript 3 FrifLHA 3 Ll ; petein :m::ﬂ genes the main site of contral
. . mrotein je stap Te=transcription ofa
transcr|ptional ,,,:Q;ir M vanslatian ) o DNA secuence into RMA
cantrg amd .
lecalizati i
T proten
inactye
mrotedn
+ Redegare for forskelle og ligheder mellem ana-
AF= polymerase=  start of transcription
pro- og eukaryot gen-organisation og g ot
[ T 1
genregulering (herunder begrebet operon) L
operatar Lacd gene
0 - - _.lm _‘1’:‘ l: 4|n ai" uclestide pairs
Bade eu- og prokaryoter benytter sig af transkriptions ' ' ' e
. + GLUCOSE OPERON OFF
regulatorer (aktivatorer + repressorer). Prokaryoter kan + LACTOSE
veere polycistroniske, dvs. flere gener kan transkriberes a5 R
- LACTOSE
gennem en promoter. Pa den made dannes fx alle ordic car
| A A
subunits, der skal bruges i et stgrre kvaternart protein moweose OPERON OFF
Lo RMA pelymerase
kompleks samtidigt. v 4
iﬂ:fg: E OPERCN ON
|
Prokaryote benytter sig af operoner der kan aktiveres mRNA
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polymerasen. Operon (region i bakteriers DNA hvor produktion af bestemte enzymer reguleres) bestar af en
operator og en promotor samt flere enzymkodende gener. Et repressorprotein kan

blokere bindingen mellem DNA polymerase og promoter regionen ved at binde til operator

regionen. Koncentrationen af slut proteinet (kodet af operons gener) kontrollere produktionen; er protein

koncentrationen lav opreguleres produktionen og omvendt.

+ Redeggre for transskriptionsregulatorer

Transskriptionsregulatorer binder til regulatoriske DNA-sekvenser (IKKE promotere - det er RNA polymerase
osv.). Disse transskriptionsregulatorer kan 1 eukaryoter sidde langt fra selve genet, da DNA’et kan folde pa
mange mader. Transskriptionsregulatorerne interagere med major groove i DNA dobbelt helixen gennem tre

alfa-helixer, hvoraf det ene alfa-helix (3) interagerer med baseparrerne gennem serin, arginin eller asparagin.

+ Redeggre for og skitsere enhancer funktion

En enhancer er en DNA-sekvens, der agerer bindingssite for et aktivator protein, der gennem en mediator kan
stimulere transskriptionen af et bestemt gen. Som sagt kan enhanceren ligge flere tusinde nukleotider fra selve
genet. Et aktivator protein kan fx initiere transskriptionen af et gen ved at pavirke nucleosomstrukturen gennem

rekrutering af kromatin-remodelling komplekser.

eukanyotic

activator protein

) A .
Figure 8-10 In eukaryotes, gene DA |m|r ATA box
activation can occur at a distance. [I:lirfdi'g ‘i:: for EINDING OF i i:::l:'[l tion
d 1o a distant activator peotein) GENERAL TRANSCRIPTION p
: ’ ! FACTORS, MEDIATOR, AND
age BMA POLYMERASE

permits contact between the activator and activator protein——"
the transeription initiation complex bound
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+ Redegere for protein-DNA genkendelse

Proteiner binder typisk gennem tre alfa-helixer til DNA i major groove, da major groove har stgrre specificitet

end minor groove, og dermed mindskes fejl i protein-DNA-bindingen.

Det er muligt for proteinerne at opna kontakt med DNA selvom baserne i dobbelthelixen vender “ind mod
molekylets midte” gennem klofterne i DNA-molekylet. Major groove, den brede klgft og minor groove, den
smalle Kklgft. | disse to klgfter er det muligt for forskellige DNA specifikke proteiner at genkende en nukleotid
reekkefolge i DNA’et. Asymmetrien i og sterrelse pa major groove gor, at det ofte er her proteinet binder (4

genkendelige manstre frem for 2 pa minor groove); nogle proteiner kan ogsa binde til begge klgfter.

Ved at binde i major groove kan det DNA bindende protein kende forskel pa baseparret i DNA’et ved at

registrere acceptorerne i hydrogenbindingerne.

transcription regulator

base pair  sugar=phosphate

. backborne LY asparag ne
£ ‘ ! ' gy
"'T-- = .—.fl . - C
‘_ : = . majer groove &
- . — af DMA
N I-:

{€) minar groowe
of DMNA

Figure 8=4 A transcription regulator interacts with the major groove of a DNA double helix. (2] This regulator
racognizes DMNA via three a helices, shown as numbered cylinders, which allow the protein to fit into the major
groove and form tight associations with the base pairs in a short streteh of DMNA, This particular structural maoti,
called a homeadomain, is found in many eukaryotic DNA-binding proteins (Movie 8.1). (B) Most of the contacts with
tha DMNA bases are mada by heli 3 (red), which is shown here end-an. The protein interacts with the edges of the
nucleotides without disrupting the hydrogen bonds that hold the base pairs together. (C] An asparagine residue
from helix 3 forms two hydrogen bonds with the adenine in an A=T base pair. The view is endeon looking down the
DMA double helix, and the protein contacts the base pair from the major groove side. For simplicity, only one amino
acid=tase contact is shown; in reality, transeription regulatars form hydrogen bonds (as shown here), ionic bonds,
and hydrophobic interactions with indwvidual bases in the major groove. Typically, the protein-DMNA interface would
congist of 10=20 such contacts, each invelving a different aming acid and each contributing to the overall strength of
the protein=DMNA interaction,

+ Redegere for EMSA (Electrophoretic mobility shift assay), herunder fortolke et standardresultat

EMSA bruges til at undersgge bindingen af proteiner til DNA eller RNA sekvenser. Man bruger den bl.a. til at

undersgge bindingen af transskriptionsfaktorer til regulatoriske DNA-sekvenser.
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+ Redegare for footprint, herunder fortolke et standardresultat

DNA footprinting bruges tit i forlengelse af EMSA. Man klipper det pageeldende stykke DNA i mange stykker
vha. fx nukleaser, hvilket giver en masse forskellige DNA fragmenter af specifikke sterrelser. Dernaest bruger
man den samme sammensatning af nukleaser pa det samme stykke DNA, men denne gang er der bundet et
protein, som man vil undersgge. Dermed vil der efter nuklease klipning mangle en reekke band i forhold til far.
Dette footprint angiver dermed, hvor proteinet binder.
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Posttransskriptionel og epigenetisk genregulering

+ Redeggare for begrebet epigenetik

Epigenetik er endringerne i feenotypen uden &ndringer i genotypen, dvs. man &ndrer ikke DNA-sekvensen. Det
er altsa mitotisk eller meiotisk arvelige andringer i genfunktionen, der ikke @ndrer DNA-sekvensen.
Epigenetiske @ndringer kunne fx vaere histonmodifikationer (posttranslationelle &ndringer af aminosyrer pa
histonhaler) og kovalente modifikationer af DNA baser.

+ Forklare og skitsere DNA methylering og den biologiske funktion

Baserne guanosin og cutosin kan bl.a. methyleres, og methylering er generelt kovalent modifikation, der
mindsker ekspressionen af et gen (”silencer”’/hammer). Derudover bruges methylering ogsa ved
aldersgenkendelse af DNA-strenge, som fx er vigtigt ved homolog rekombination efter DNA-skade.

+ Redeggre for kromatins rolle i celluleer genregulering og epigenetik

I kondenseret kromatin kan transkriberingapparatet som udgangspunkt ikke komme til. Derfor er cellen ngdt til
at dekondensere de omrader af DNA’et, der skal transkriberes, hvilket kan gares gennem histonmodifikationer.
Histoner kan modificeres pa enormt mange mader, hvoraf kun fa er kendt pa nuvarende tidspunkt.
Histonmodifikationerne kunne fx veere methylering, acetylering eller phosphorylering, og de kan virke ved enten
at endre stabiliteten af kromatinet eller ved at agere som bindingssites for regulative proteiner.

+ Beskrive miRNA’er og deres funktioner

miRNA precursors dannes i nucleus, som et dobbeltstrenget miRNA molekyle med 5’-cap (7-methyl.guanosin
med 5°-5’ truohisphate bro) og poly-A hale. Denne precursor eksporteres ud af kernen, hvor den bliver
processeret (klgvet) til en dobbeltstrenget miRNA intermediate, som derefter processeres videre til et feerdigt
enkeltstrenegt miRNA.

Dette ferdige miRNA dannes dernast RISC komplekset sammen med RIS- proteiner, som begynder at sege
efter MRNA molekyler med en komplementaer nukleotidsekvens til RISC kompleksets bundne miRNA.
Nedbrydningshastighenden af mRNA’et athanger af, hvor bindingsgraden mellem miRNA og mRNA. Binder
de sterkt (mange komplimentlre nukleotid hydrogenbindinger), s nedbrydes mRNAet hurtigt af en nuklease i
RISC komplekset, mens mRNA’et derimod nedbrydes langsomt, hvis miRNA og mRNA ikke binder sarlig
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steerkt (f komplimentlre nukleotid hydrogenbindinger) ved, at mMRNA overferes til andre omrader af
cytoplasma, hvor andre celluleere nukleaser nedbryder det.

+ Beskrive siRNA’er og deres funktioner

SiRNA aktiveres ved tilstedeveerelsen af fremmede dobbeltstrenget RNA. Farst skeeres det fremmede
dobbeltstrengede RNA i mindre fragmenter ved hjeelp af en nuklease kaldet Dicer. De fremmede bobbeltstregede
RNA fragmenter gar ssmmen med RISC proteiner (ligesom miRNA) og danner et kompleks, hvor kun den ene
af de to strenge i hvert fragment bruges i RISC-komplekset. Dette RISC/siRNA-kompleks sgger nu efter andet
fremmed RNA, som det hurtigt nedbryder, hvis det er komplementeert til siRNA’et i RISC-komplekset.

+ Redeggre for CHIP (chromatin immunoprecipitation), herunder fortolke et standardresultat

Anvendes til at identificere, hvor proteiner binder til DNA sekvenser.
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Gen og genom evolution

+ Redeggre for hvordan genetiske variationer kan genereres

Generiske variationer kan generes gennem fglgende
mekanismer:

- Mutationer i selve generne

- Mutationer i regulatoriske DNA-sekvenser

- Gen-duplikation (to af det samme gen kommer lige
efterhinanden — kan generere nye gener ud fra
gamle)

- Exon shuffling (shuffling af exoner mellem to
gener)

- Mobile genetiske elementer/transposoner (DNA-
sekvenser, der kan hoppe rundt i kKromosomet og
&ndre genaktiviteten eller promovere gen-
duplikation og exon shuffling)

- Horisontal gen-transfer (primeert i bakterier gennem
sex-piluser, konjuktion - udveksling af gener)

Redegare for hvordan punktmutationer kan a&ndre
regulering af et gen
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Punktmutationer i regulatoriske DNA-sekvenser kan veere svere at opfange eller finde, da de ikke andrer pa
nukleotidsekvensen i genet, og derved heller ikke aminosyrer-sekvensen i proteiner, som genet koder for.

De kan derimod have en stor indflydelse pa ekspression af et gen, alt efter om de pavirker en repressor eller en
enhancer, og i sa fald, hvordan de pavirker hhv. repressor/enhancer.

- Enenhancer er en DNA-sekvens, der agerer bindingssite for en aktivator protein, der gennem en
mediator kan stimulere transkriptionen af et bestemt gen.
- En repressor kan komme i vejen for de basale transkriptionsfaktorer eller RNA-polymerase, hvilket
resultere i at de ikke kan binde til promotoren eller begynde transkription.

Eksempelvis skyldes malariaresistens en punktmutation i en regulatorisk DNA-sekvens, som pavirker

ekpressionen af en celleoverflade receptor, som malaria parasit (plasmodium vivax) binder til.
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Derudover skyldes laktosetoleransen hos folkeslag (primeert i vesten, central og gst Afrika samt Australien) en
punktmutation i en regulatoriske DNA-sekvens for laktasegenet, som tillader, at laktasegenet transkriberes videre
I voksenlivet.

Det menes at punktmutationer i regulatoriske DNA-sekvenser, som er opstaet for millioer af ar siden, bl.a.
skyldes den enorme diversitet, som levende organismer har Jorden.

Redegare for hvordan familier af relaterede gener kan opsta ved DNA duplikationer

DNA-duplikationer sker ved homolog rekombination af homologe kromosomer, der gar galt. Homolog
rekombination giver en vigtig mekanisme for at lappe gdelagte dobbelt helix. Dette skyldes, at de korte repetitive
DNA-sekvenser, der skal sta overfor hinanden under den homologe rekombination, far placeret sig forkert i
forhold til hinanden, sa det ene homologe kromosom far to kopier af det pagaldende gen, mens det andet
homologe kromosom ikke far nogen kopier af genet.

Nar farst et kromosom har tilegnet sig to (eller flere) kopier af det samme gen, sa kan disse gener frit akkumulere
mutationer, sa lnge den oprindelige funktion bevares. Dette resulterer i, at man ofte har flere
beslaegtede/relaterede gener omkring hinanden i kromosomet, som alle har nogenlunde falles funktion. Pa denne
made generes nye gener ud fra gamle gener. Globin-familien af gener, der koder for oxygenbzrende proteiner,
og som ses pa tveers af forskellige arter af vertebrarer, stammer fra et faelles primordialt (gammelt) gen.

Figure =8 Gene du plication can be ihort repetitive DNA sequences
caused by crossovers between short, - e

% ™ Ene
repeated DMNA sequences in adjacent ; 3
hemolegeous chromesemes. The two nemolagous
chramosomas shown here undergo gene - chromasames
homologous recombination at shart -
repeated sequences (red), that bracket a
gene (crange). These repeated segquences
can be remnants of mobile genetic
glernents, which ars present in many copies
in the human genome, as we discuss shortly.
When crossingmover ocours unegually, 25
shown, one chromoseme will get two copies
of the gene, while the other will get none.
The type of homologous recombination gene
that produces gene duplications is callec -
unequal crossing-over because the resulting

MBALUGHNMENT

UNEQUAL CROSSING-OVER

gene

; long chramosame
products are unequal in size. If this process with gene duplication
ooours in the germ line, some progeny wil short chromosame
inharit the lang chromosome, while othars

will inherit the short one
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Forklare hvilke informationer der kan opnas ved “comparative genomics”

Comparative genomics kan farst og fremmest vise ligheder og forskelle mellem forskellige arters genomer, og
man kan ud fra forskellene danne sig et indtryk af hvornar de to arters veje gik fra hinanden.

Eksempelvis kan man se, at mennesket deler sine neermeste feellesforfeedre med chimpansen. Tidligere har vi
ogsa haft feellesforfaedre med gorilla, og endnu lengere tilbage ogsa orangutanger.

Men en anden vigtig ting, som comparative genomics har afslgret, er, at der findes en raekke konserverede gener
pa tveers af fx alle vertebra eller pattedyr, som er stort set ens mellem alle disse forskellige arter (fx mus,
mennesker, kyllinger). Disse konserverede/basale gener er blevet konserveret pa tveers af arter gennem pyrifying
selection, dvs. Individer, der har baret pa mutationer i disse gener, er dgde (elimineret)-

Ca. 4.5% af det humane genom ses konserveret i mange pattedyr, men det er kun en tredjedel, der koder for
proteiner. Meget koder derimod for funktionelt rRNA og noncoding sekvenser, som man endnu ikke kender
funktion af.

Redeggre for transposoner og vira

DNA-only transposoner

Skifter position enten gennem cut-and-paste transposition eller gennem replikativ transposition. DNA-only
transposoner er de mest hyppige mobile elementer i bakterier. Generelt baerer transponsoner en transposase, der
genkender enderne af mobile genetiske elementers og klipper det mobile genetiske element/transposon ud.
Transposoner kan ved fejl flytte exons fra et gen til et andet. Dette sker ved, at transposasen genkender enderne
fra to forskellig mobile genetiske elementer - i stedet for at genkende enderne fra det samme mobile genetiske
element. Pa den made klipper transposasen alt ud mellem de to genetiske mobile-elementer, fx exons. Disse
udklippede exons kan bagefter blive sat over i et andet gen.

mabile genetic elements

BxOm ir‘EIFQI'l exon exan

i 4 i GEME A contains two similar
- I\/I i 1 1 tramsposable elements in introns

element ends

TRAMSPOSASE RECOGNIZES THE ENDS
Figure 9=246 Mobile genetic elements can OF THE TWO SEPARATE MORILE ELEMENTS
move exons from one gene to another.

When two mobile genetic elements of the

. impraperly excised

same tyne (red) happen to insert near each transposan carries a \i I

ather in a chromosaome, the transposition fragment af GENE A,

mechanism accasionally recognizes the including one exan - — J—

ends of two different elemants (instead R / / rroval

of tha two ends of the same elemeant). As E?Nn; E

a result, the chromosomal DMA that lies

hetween the mobile genatic elemants gets INSERTION OF NEW TRANSPOSON INTO GENE B

excised and moved to a new site. Such

inadvertent transposition of chromasomal exan exan exon exen

DMA can either generate novel genes, as T My i "r i S new GENE B includes
exon frem GEME &

shown, or alter gene regulation {not shown).
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Retrotransposoner

Retrotransposoner skifter position ved farst at transskribere deres DNA-
sekvens, sa man opnar et transskriberet stykke mRNA. Dette mMRNA laves
om til et dobbelt-strenget DNA ved hjelp af enzymet reverse transkriptase,
hvorefter den nye syntetiserede dobbeltstrengede kopi af retrotransposonet
kan indseettes i et andet gen/DNA-sekvens. Navnet retro skyldes, at den
genetiske information flyder bagleens i forhold til normalt DNA — RNA.

Virus

Overordnet udnytter virusser veertcellens eget replikations/transskriptions-
[translationsapparat til at syntetisere sit eget DNA, hvormed bliver nye
virakopier dannet.

Eksempelvis kan en simpel virus med DNA, der koder for forskellige
enzymer (ngdvendige for overtagelsen af proteinsyntesesystemet) og den
beskyttende proteincoat, der omgivet virusset. Virusset vil anvende cellen
til at replicere

Sit DNA og til at danne nye coat protein ud fra virus-DNA ’ct. Disse nydannede i

coat proteiner kan dernast omgive det nydannede/replicerede virus-DNA,

hvorved nye vira dannes, som dernast kan lysere cellen og sprede sig til andre

celler.

Figure 9=29 Viruses commandeer the
host cell's molecular machinery to
reproduce. The ﬂ;-,r:\v:the:lcal simple virus
illustrated here consists of a small dauble=
stranded DMNA molecule that encodes

Just a alrgle type of viral coat protein. To

'L"[J'UI'JL ce, the '\'Ilc'!l gename must [r*si anter
a host cell, where it is replicated to produce

multiple copies, which are transcribed and

translated to produce the viral coat protein.

The viral gencimes can then assemble

'EI.'!IEII‘ITE"IEEI.SI:" with the coat protaein to form

new virus partides, which escape from the

coll by bysing it
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Figure =27 Retretransposons move via
an RMA intermediate. These transoosable
alamants are first transcribed into an RRA
intermadiate. Next, a double-strandad
DMA copy of this RNA is synthesized by
the enzyme reverse transcriptase. This
DMA copy is then inserted into the target
location, which can be on either the same
or & different DNA molecule. The donor
retrotransposon remains at its or g |'|HI
location, so each time it transposes, it
duplicates itself. These mobile genatic
alemants are called retrotransposons
because at one stage in their transposition
their genetic information flows backward,
friom RMA to DNA
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Retrovirus

Retrovira er lidt mere komplicerede end normale vira. De bestar af et RNA-genom, som bl.a. koder for enzymet
reverse transkriptase (som ogsé er pakket med RNA’et). RNA-genom og reverse transkriptase er omgivet af et
protein coat som igen er omgivet af en lipidbaseret membran, hvori der findes virus kodede membranproteiner
med forskellige funktioner. Nar virussen kommer ind i veertceller, sa smider den sin lipidmembran, hvorefter
reverse transkriptase begynder at danne en dobbeltstrenget DNA-kopi af det virale RNA.
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|
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Figure 9=30 The life cycle of a retrovirus indudes reverse transeription and integration of the viral genome
into the host cell's DMNA. The retrovirnug genome consists of an BNA maoleculs (blus) that is typically betweean 7000
and 12,000 nucleaticles in size. It is packaged inside a protein coat, which is surrounded by a lipid-based envelope
that contains virus=sncoded envelone proteins (green). The enzyme reverse trapseriptase (red circle), encoded by
the viral genome and packaced with its RNA, first makes a singlesstrandec DMNA copy of the viral BNA molecule anc
then a second DNA strand, generating a double-stranded DNA copy of the RNA genome. This DMA double helix is
then integrated into a host chromosame, a step required for the synthesis of new viral RMA molecules by a hostacell

R polymerase

Redegare for opbygning og analyse af det humane genom

Det humane genom indeholder ca. 21.000 proteinkodede gener og 9000 ikke proteinkodede gener (fx rRNA).
Udover disse mange gener findes der en enorm andel ikke kodede DNA og repretitivt DNA, som man kun ved
ganske lidt om - og inde i det enkelte gen udgares stgrstedelen af DNA-sekvenserne af introns. Dvs det
menneskelige genom og de dertilhgrende gener er langt fra kompakte starrelser.
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single=stranded DMA fragment

Redegare for Sanger sekventering, herunder to be sequenced

3 CGTATACAGTCAGGTC 5
fortolke et standardresultat

ADD LABELED
DNA PRIMER

Sanger sekvensering eller (Dideoxy DNA-

5" GCAT 3
sekvensering) som det ogsa kaldes er en metode 3 CGTATACAGTCAGGTC &
som anvendes til at bestemme DNA sekvensen. fascy TS
|—— ATC S5 L o
ADD DA POLYMERASE == r o -
AND CIVIDE INTO 4 Cg-Chcg

En dideoxyribonukleosid trifosfat (ddATO, r/—;mﬁ/ \\
ddCTO, ddGTO eller ddTTO) med tilhgrende / \\'

ADD SMALL AMOUNT OF ONE CHAIN-TERM|NATING adMTF TO EACH TUBE

base men uden -OH pa 3’ tilferes til et mix hvor I, }f - P:: F;
en DNS streng er ved at blive repliceret. Her — — e —
hopper denne version af DNA ind pa et af AT <TG TCA GEAT] ATGT CAGTC

GCAD ATGTCAGTCCA GCAT| ATGTCAGT  |GCAT| ATGTCAGTCL JGCAT| ATGTCAGTCCAL

nukeltodiernes pladser, men forhindrer pa den |
anden made videre replikation da den mangler \ l

3’-OH gruppen. Da man ved hvilken base den

har haft pa. Ved man hvilken base den har sat — N

sig pa (den komplementeere pa . — E
templatestrengen) og dermed ved man at hvor — . o A
replikationen er stoppet, sidder dette nukleotid - — E

pa template strengen. Denne proces fortsatter — A ;'
til bestemmelse af alle nukeltodier pa strengen. AT E
Produkterne er separeeret ved electrophoresis i RESULT  frderceof - seduence read

fire parallelle baner. [— l !

5" GCATATGTCAGTCOCAG 3

' CGTATACAGTCAGGTC 5'
L |

segquence of ariginal DNA strand

Redegore for ”next generation sequencing” samt eksemplificere anvendelser af NGS

Det er nye moderne mader, der har gjort sekvensering af hele genomer meget billigere og hurtigere, end det var for blot

10-20 ar siden. | dag tager sekvensering af et helt genom ca. 1-2 dage og koster 1000-1500 dollars. Prisen falder fortsat.
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Cellesignalering, GPCR og intracel. receptorer

+ Redeggare for kontaktafhaengig, endokrin, neuronal og para- og autokrin signalering

Kontaktafheengig: Et signal molekyle som er

bundet til en celles membran, og virker pa andre

celler, der har en receptor, til dette signal molekyle.

(Notch og delta)

Endokrin: Hormoner der bliver sendt ud til

blodbanen, og kan have en effekt pa en celle langt
vaek. Virker saledes over lange distancer. Den kan

veere langsom og varer i lang tid.

Parakrin & Autokrin: En celle som secernerer et

signalmolekyle til det omkringliggende vav. De
virker saledes lokalt. De pavirker cellen selv, eller

de omkringliggende celler via. Signalmolekyler.

(A)  ENDOCRINE
receptar

\ target cell

@ hormone t: @

,r.-\“
N e

-~

endocrine cell

~

e :
target cell@.

bloodstream

(B)

signaling
cell
-
* target
cells
.
/ "—

local
mediator

PARACRINE

)

(] SYNAPTIC

nerve  synapse
neuron terminal ’J_|

-
I .
- H
|
axon
target cell
cell neurotransmitter g
body

(D)

CONTACT-DEPENDENT

signaling cell target cell

&

membrane=
bound signal
molecule

Neuronal: Neuroner som transmitterer deres signal over axonet til en target celle.

Virker ogsa over lengere afstande, dog mere specifikt end endokrin. Det er hurtigt og

varer i kort tid.

+ Redeggre for at celleaktivering kan forega via receptorer i plasma

membranen eller via intracellulere receptorer

Hydrofile og/eller store signalmolekyler kan ikke krydse plasma membranen og

pasattes derfor som ligander pa celleoverflade receotirer der videregiver siganlet.

Andre sma hydrofobe signalmolekyler (eksempelvis steroid hromoner) diffunderer

over membranen og aktiverer enzymer direkte eller binder til intracelluleere

receptorer enten i cytosol eller nukleus.

Figure 16-8 Extracellular signal molecules bind either to cell-
surface receptors or to intracellular enzymes or receptors.

(A) Most extracellular signzl molecules are large and hydrophilic and
are therefore unzble to cross the plasma membrane directly; instead,
they bind to cell-surface receptors, which in turn generate one or more
intracellular signaling molecules in the target cell. (B) Some small,

hydrophaobic, extracellular signal molecules, by contrast, pass through

the target cell's plasma membrane and either activate intracellular

enzymes directly or bind to intracellular receptors—in the cytosol or in
the nucleus (as shown here)—that then regulate gene transcription or

other functions.

Figure 16=3 Animal cells use
extracellular signal molecules to
communicate with one another

in various ways. (A) Hormones
produced in endocrine glands are
secreted into the bloodstream and
are distributed widely throughout the
body. (B) Paracrine signals are released
by cells into the extracellular fluid in
their neighborhood and act locally.

(C) Neuronal signals are transmitted
electrically along a nerve cell axon
When this electrical signal reaches the
nerve terminal, it causes the release
of neurotransmitters onto adjacent
target cells. (D) In contact-dependent
signaling, a cell-surface-bound signal
molecule binds to a receptor protein
on an adjacent cell. Many of the same
types of signal molecules are used for
endoerine, paracrine, and neuronal
signaling. The crucial differences lie in
the speed and selectivity with which the
signals are delivered to their targets.

(a) CELL-SURFACE RECEPTORS
plasma membrane

cell-surface
receptor protein

extracellular signal
molecule intracellular
signaling molecule

(B) INTRACELLULAR RECEPTORS

small hydrophobic
/signal molecule
.

nucleus
intracellular
receptor
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+ Redeggre for intracellulere receptorers funktionsmade

Intacelluleere receptorer binder til fx et steroid hormon og danner et kompleks, som derefter kan seette sig i DNA

I kernen og regulere ekspressionen af forskellige gener.
Eksempler pa dette er IP3 og steroidhormoner.
+ Redeggre for princippet for "'molecular switch"

Et protein kan aktiveres gennem fosforylering (kinase) og inaktiveres gennem en defosforylering (fosfatase). De

to store kasser er:

a. Serin/theronin kinaser

b. Tyrosin kinaser

Derudover findes GTP-bindende proteiner (G-proteiner), som er teendte nar de har bundet GTP og slukket nar de
har bundet GDP.

+ Redeggre for signalering gennem G-protein koblede receptorer.

+ Redeggre for nitrogen oxid syntese i endothelceller

Neurotransmitteren acetylcholine forarsager at

(a) Figure 16-11 Nitric oxide (NO) triggers smooth muscle relaxation
oth muscle ce -"ﬁ"}l lamina in a blood-vessel wall. (A) Simplified drawing shows a cross

blodkarrene dilaterer Ved b| nd'ng t| I receptorer . X / section of a bloed vessel with endcthelial cells lini c:q ni:yno:"jnc

/

pa overfladen af endothelcellerne, hvilket

> make and r D. The NO then diffuses out of the

endothelial cells and in nt smooth muscle cells, where it

resultere i en stimulering af cellerne til at lave vzt e 1.5l e g s prem. i

og frigive NO (nitrogen oxid). Nitrogen oxid f Imzhk;};df," “L?'L‘hIN’fhWH(?E;‘ihth‘

diffunderer ud af endothelcellerne og ind i i

omkringliggende glatte muskelceller, hvor det @ eeoxone

regulerer aktiviteten af specifikke proteiner 1 ' B ! o s k Thg’

hvilket far muskelcellerne til at relaksere (e 30 mf'& e I e %
\ / raeoorrusionorne e

). OF SMOOTH MUSCLE CELL
ACROSS MEMBRANES s

(slappe af). S

Et nggle target protein kan blive aktiveret af nitrogen oxid i glatte muskelceller er guanylyl cyklase, som
katalyser produktionen af cGMP fra CTP.
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+ Redeggre for calcium/calmodulins rolle ved aktivering af CAM kinasen.

Nar Ca?*/calmodulin-afhaengige protein kinaser (CaM-kinaser) er aktiveret ved binding til calmodulin
komplekser med Ca?* har de en indflydelse pa andre processer i cellen ved at fosforylere selektive proteiner. De

er derfor afhaengige af calciumkoncentrationen

I den mammaliane hjerne er der mange af en neuron specifik CaM-kinase ved synapser hvor man mener det
spiller en vigtig rolle for en indleering og hukommelse. Denne CaM-kinase er aktiveret af pulser af Ca?* signaler

der forekommer under neural aktivitet.

Figure 16=29 Calcium binding changes
the shape of the calmodulin protein.
(A) Calmodulin has a dumbbell shape, with
two glebular ends connected by a long
a helix. Each end has two Ca?*-binding
H,N _COOH domains. (B) Simplified representation of
00 the structure, showing the confermational
changes in Ca’*/calmodulin that occur
\ when it binds to an isclated segment of
S6ptide BETHoR a target protein. In this conformation, the
of target protein a helix jackknifes to surround the target
e.g., CaM-kinase
( J. (A, from Y.S. Babu et al,,
MNature 315:37-40, 1985. With permission
fram Macmillan Publishers Ltd; B, from W.E.
Meador, A.R. Means, and F.A. Quiocho,
Science 257:1251=1255, 1992, and M. lkura
et al., Science 256:632-438, 1992, With
permission from the AAAS)

Redeggre for fotoreceptorens funktionsmade

| fotoreceptorernes ydre segment (sidder inde i gjet), der ligner en stak pandekager, findes der mange rhodopsin
molekyler (7TM) — Et rhodopsin molekyle kan absorbere en foton, hvorved 500 Gt-proteiners transducin (alfa
subunits) aktiveres (Rhodopsin + transducin = CPCR) — Dette aktiverer 500 cGMP phosphodiesterase
molekyler, som hydrolyserer 105 cGMP — ¢cGMP holder normalt kationkanaler i plasmamembranen dbne, men
nu falder koncentrationen af cGMP sa hurtigt, at cGMP dissocierer fra kationkanalerne, som derfor lukkes —
Dette ger at 106 — 107 Na*-ioner pr. sekund ikke kan passere imd i cellen i en periode pa ca. 1 sekund — Dette
skaber kortvarigt en lille hyperpolarisering i cellen pa ca. 1 mV (skabt af en foton), som resultere i en &ndret

hastighed af neurotransmitter frigerelse, hvilket hjernen opdager og fortolker.
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+ Anvende grundlaeggende viden om cellesignalering til at redeggre for den fysiologiske konsekvens
af NO syntese i endothelceller, CAM kinase aktivitet i neuralt veev og aktivering af rhodopsin i

fotoreceptoren
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Cellesignalering og enzymkoblede receptorer

+ Definere enzymkoblede receptorer

Enzymkoblede receptorer er transmembrane-proteiner, som har en receptor pa ydersiden, men er ikke koblet til
et G-protein. Desuden har de en intracelluleer enzymatisk del. De enzymkoblede receptorer kan fungere som et
enzym eller fungerer som en docking station, der kan aktivere enzymer. Den intracellulaere enzymatiske del kan
udover selv at fungere som et enzym, ogsa danne et kompleks med et andet protein, som fungere som et enzym.

Nar de enzymkoblede receptorer er stimuleret, aktiverer enzymerne en intracellulzr signal pathway.

RTK er den starste gruppe af de enzymkoblede receptorer.

4+ Redeggre for Receptor Tyrosin Kinase (RTK) aktivering og signalering

Receptor tyrosin kinaser (RTK) eller enzym koblede receotirer aktiveres ved, at to signalmolekyler danner en
dimer, som gar fra det ekstracelluleere rum til cytosollen. Herefter aktiveres to inaktive tyrosin kinaser, hvorefter
de begynder at aktivere hinanden ved at krydsphosphorylere forskellige tyrosiner pa halerne i cytosollen. Hver
krydsforforylering af tyrosin fungerer som en docking site for forskellige intracelluleere signal proteiner, der
hjeelper videre i cellens indre. De forskellige intracelluleere signalerings proteiner binde til de phosphorylerede

tyrosioner vha. fx et SH2 domene, hvilket aktiverer de intracellulaere signaleringsproteiner.

signal molecule in form of a dimer

ey
L Sy _— ) —_— ) EXTRACELLULAR

SPACE

Il I D I D D D B
P
>

N 2 SCPle oz % =00 s $
= tyrosine P S B & 5 & 2 ba B %, activated
kinase P P ey € P P 20,2 intracellular
domain [ P "\GP P%" signaling proteins
inactive RTKs KI;J#:HEUE_IEI[I)TY active RTKs w‘

ACTIVATION OF DOWNSTREAM
INTRACELLULAR SIGNALING PATHWAYS

Figure 16=32 Activation of an RTK stimulates the assembly of an intracellular signaling complex. Typically, the binding of a signal
molecule to the extracellular domain of an RTK causes two receptor molecules to associate into a dimer. The signal molecule shown here
is itself a dimer and thus can physically cross-link two receptor molecules; other signal molecules induce a conformational change in the
RTKs, causing the receptors to dimerize (not shown). In either case, dimer formation brings the kinase domains of each cytosolic receptor
tail into contact with the other, this activates the kinases to phosphorylate the adjacent tail on several tyrosines. Each phosphorylated
tyrosine serves as a specific docking site for a different intracellular signaling protein, which then helps relay the signal to the cell’s
interior; these proteins contain a specialized interaction domain—in this case, a module called an SH2 domain—that recognizes and
binds to specific phosphorylated tyrosines on the cytosolic tail of an activated RTK or on another intracellular signaling protein.
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+ Definere onkogener og tumor suppressors i RTK signaleringsveje

RAS = Onkogen, idet RAS kan bliver overaktivt, hvis det ikke far lov til at smide GTP. Kan ske hvis RAS-GAP bliver
inaktiveret.

AKT = indirekte, idet der kan fgre til aktivering af TOR, der stimulerer protein syntetisering og forhindrer protein
nedbrydning.

AKT, Tor og Bcl2 er et proto-onkogener, der ved mutation kan blive til onkogener

Bad er en tumor supressor
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Cellecyklus og mitosen

+ Beskrive statiske, stabile, og fornyende cellepopulationer i veev

De statiske cellepopulationer deler sig aldrig. De kan findes bl.a. i nervesystemet som neuroner eller i muskler som
muskelceller.

De stabile cellepopulationer bliver kun fornyet, nar de modtager et specifikt celledelingssignal, og de kan findes i leveren
som hepatocytter (leverceller). Kan ogsa vaere endothelceller

De fornyende cellepopulationer deler sig meget ofte. Dette skyldes eksempelvis slid eller lignede, og de findes bl.a. i
tarmen som tarmepitel.

+ Redeggre for de forskellige faser i cellecyklus og for check points kontrol

Cellecyklus forekommer i fire faser (G1, S, G2 - og M-fasen). 1
Cellen vokser fortsat i den sdkaldte interfase, som bestar af (G1, S, e tq%
[ cytoplasmic

G, PHASE

G2 -fasen), hvorimod M-fasen kaldes for mitosen.

divisian) .-~

G1-fasen: Cellen vokser og eventuelle DNA-skader kan repareres,
inden cellen fortseetter ind i S-fasen.

S-fasen: Her replikkere cellen sit DNA. n— . pHASE

(DNA replication)

G2-fasen: | G2-fasen genoptager cellen sin veekst, og der sker en

kopiering af dennes organeller, som ikke kan gendannes Figure 182 The eukaryotic cell cycle usually occurs in four phases. The cell
N L. ! grows continucusly in interphase, which consists of three phases: Gy, S, and Gz. DNA
SElVStaandlgt eller fissionerer. replication is confined to § phase. Gy is the gap between M phase and S phase, and

Ga is the gap between § phase and M phase. During M phase, the nucleus divides in
a process called mitesis; then the cytoplasm divides, in a precess called cytokinesis
In this figure—and in subsequent figures in the chapter—the lengths of the various
phases are not drawn to scale: M phase, for example, is typically much shonter and

M-fasen: Her sker den egentlige deling af cellen, da den nu er

klargjort efter interfasen. Cellen deles, og det duplikerede DNA Gi much longer than shown.
kommer i to datterceller, og de to datterceller bliver efterfalgende
adskilt. Figure 18=3 The celkcycle control system i :&::éﬁ:?::::?&ﬁ:;:?m
ensures that key processes in the cycle b s DA dumage repeired? PULL DUPLICATED
. occur in the proper sequence. The celk ERIERIATLSS SROROSOMESSPART
Celle-cyklussens kontrol system sikre at cycle control system is shown as a controller

mA

CONTROLLER \

_/fa |
=
-

negleprocesserne i cyklussen forekommer @ that rotates dlackwise, triggering

essantial processas when it reaches

i den korrekte sekvens. Den kontrollere particular transition points on the outer dial.

processerne karer med uret, at alt foregdr ~ [hese processes include DNA replcation in
5 phase and the segregation of duplicated

korrekt, og der ingen fejl opstar under de chromosomes in mitosis. The control system

: can transiently halt the cycle at specific g G
enkene trin. transition points=—ir G, Gz, and M phase— S
if extracellular or intracellular conditions are
unfavorable.
INHIEITION OF ACTIVATING INHIBITION OF APC ENTER § PHASE
PHOSPHATASE (Cde25) BLOCKS ACTIVATION DELAYS 5
EMTRY TO MITOSIS EXIT FROM MITQSIS Iz envirenment favorable?
\v‘ " ~/
CONTROLLER
—a |
=
Gy
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+ Redeggre for mitosens stadier morfologisk, herunder cytoskelet, kerne og DNA-forandringer

Mitose - cytoskelet

Mikrotubuli er ansvarlige for adskillelsen af sgsterkromosomerne.

De intermedizre filamenter udgar nuclear lamina, som phosphoryleres under kernemembrannedbrydelsen.

Aktin (og myosin) indgar i den kontrakile ring - dog under cytokinesen.

—— chromosomes -

PROGRESSION
THROUGH
I PHASE

micratubules of the
ritetic spindle

Figure 18=19 Two transient
eytoskeletal structures mediate

M phase in animal cells. The mitatic
spindle assembles first to separate the
duplicated chromosomes. Then, the
contractile ring assembles to divide the
cell in two. Whersas the mitotic spindle
s based on micratubules, the contractile
ting is based on actin and myosin
filaments. Plant cells use a very different
mechanism to divide the cytoplasm, as
we discuss later

actin and myasin filaments of the
contractile ring

Mitosen inddeles i profase, prometafase, metafase, anafase oqg telofase

Profase — Under profasen dannses tentradsapparatet, og det starter sin migration mod cellens poler.
Kromosomer med de to sgster kromatider er her kondenseret og holdt sammen langs hele dets leengde.

1 PROPHASE

centrosome

intact
nuclear
envebope

forming
mitotic
spindle

kinetochore
condensing duplicated

chromosome with two sister
chromatids held together along their length

At prophase, the
duplicated chromosomes,
each consisting of two
closely associated sister
chromatids, condense.
Outside the nucleus, the
mitotic spindle assembles
between the two
centrosomes, which have
begun to move apart, For
simplicity, only three
chromosomes are drawn.

time = 0 min

Prometafase — Under prometafasen nedbrydes kernemembranen, og tentradsapparatet kan nu binde til

centromerets kinetochore.

2 PROMETAPHASE

spindle pale

fragments of
nuclear envelope

kinetochore chramosome in mation

micratubule

Prometaphase starts
abruptly with the
breakdown of the nudear
envelope. Chromosomes
can now attach to spindle
microtubules via their
kinetochores and undergo
active movement.

time = 79 min
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Metafase — Kromosomerne stille op pa linje i midten af cellen (ekvator).

3 METAPHASE At metaphase, the

chromosomes are aligned
at the equator of the
spinclle, midway between
the spindle poles, The
kinetochore microtubules
on each sister chromatid
attach to opposite poles of
the spindle,

spindle pole

astral
micratubule

_spindle
pole

kinetochore

micratubule

kinetachores of all chramosames
aligned in a plane midway between

two spindle poles time = 250 min

Anafasen — Tentradsapparatet begynder at adskille sgster kromosomerne. De kinetochore og astrale mikrotubuli
forkortes og de interpolare mikropolere forlaenges.

4 AMNAPHASE At anaphase, the sister

., chromatids synchronaously
separate and are pulled
slowly toward the spindle
polle to which they are
attached. The kinetochore
micratubules get sharter,
and the spindle poles
also move apart, both
contributing to chromosome
searegation.

spindle pole

maving outward

shartening
kinetachore
microtubule

time = 279 min

Telofase — Sgsterkromosomerne ankommer til hver sin pol af cellen, og to nye kernemembranen gendannes.

5 TELOPHASE During telophase, the two

set of chromosomes sets of chromosomes arrive
at spindle pole at the poles of the spindle,
//‘3/ " ke A new nudear envelope
- ~— starting to form reassembles around each
set, completing the
formation of two nuclei
and marking the end of
mitosis, The division of the
cytoplasm hegins with the
spindle pole assembly of the contractile
ring.

interpolar
microtubules

nuclear envelope reassembling
around individual chromosomes time = 315 min
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Cytokinese — Cytoplasma deles, og de to separate celler dannes. Der bliver dannet kontraktile ringe, som
benytter aktin og myosin til at indsngre midten af cellen, indtil der dannes to celler. Cytokinesen begyder
normalt under anafasen, men den afsluttes farst efter telofasen, hvilket markerer afslutningen pa M-fasen.

CYTOKINESIS

During cytokinesis of an
animal cell, the cytoplasm
is divided in two by a
contractile ring of actin
and myasin fillamerits,
which pinches the cell into
two daughters, each with
one nucleus,

completed nudear envelope
surrounds decondensing
chromasames

7))

contractile ring ___._,,.-"//'I "= re=formation of interohase

:rea ting cleavage array of micratubules nucleated
Lirre by the centrosome

time = 362 min

+ Beskrive &ndringer i celleorganellers struktur og fordeling under mitosen
+ Anvende grundleggende viden om M-Cdk medieret regulering af kromosom kondensering,
tentradsapparatet, kernemembran-vesikulering og APC aktivitet til at beskrive mitosens stadier

morfologisk

s. 603-633
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Meiose

<+ Redeggre for de individuelle trin under meiosen

Meiosen har ingen G-faser, dog har
den derimod to meiotiske delinger
(meiose I og I1), som kommer efter S-

fasen.

S-fasen — Her sker der en replikation

af DNA (som i mitosen)

Meiose | - De homologe
kromosompar danner par i midten af
cellen. Herefter sker der en crossover
mellem de homologe kromosompar,
hvilket blander de maternale og
paternale sgsterkromosomer.

Stedet hvorpa overkydningen sker,
kaldes for chiasma. Der opstar

mellem en og tre croosover pr. meiose. Derefter bliver de homologe kromosompar adskilt (chiasma brydes).

Meiose Il — Sgsterkromatiderne skilles, og man far fire ikke identiske haploide celler. Normal mitose giver

derimod to ens diploide celler.
Diploid — med to kromosomsat

Haploid — med et enkelt kromosom

MEIOTIC 5 PHASE

MERDSE |

Figure 19%=7 Meiosis
gensrates four
nonidentical haploid
cells, whereas mitosis
produces two identical
diploid cells. 45 i
Figure 19=4, orly ane

alie
duplication to produce
lls. Each

that &

WQMOSTe

rilers
e
pracices four
cells, wher

by mitasis procuces -
v chiplzid cells, 2
Althaugh mitasis and 2
meicsis | are usually =

within

last days, months, or
even years, because of
the long time spent in
prophase |

(8) MERISES
patermal
" hamalsa
diplaid .. maternal
germ cel| hamolog
CHROMOSOME
DUPLICATION

@

|

PAIRING OF DUPLICATED
HOROLOGS AND RECOMBINATION

®

|

DUPLICATED HOMOLOG PAIRS

LINE UP ON THE METAPHASE SPINDLE

®

|

SEPARATION OF HOMOLOGS
AT AMAPHASE OF MEIDSE |

)\COMFLETIOM OF CELL ohvIsion |

SERARATION OF
SISTER CHROMATIDS

AT ANAPHASE OF MEIGEIS Il

COMPLETEIN OF
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[:4) SITOSE

@

A5WHd § JLLoLn
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@
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4+ Forklare betydningen af ”cross-over” for genetisk variation

Homolog rekombination kaldes ogsa for ceoss-over.

duplicates duplicated
patern maternal
chramesame chremosame

Processen beskriver hvordan udvekslingen af DNA foregar mellem to

identiske - eller meget ens - nukleotid sekvenser. Dette sker under den

lange profase ved det farste meiotiske deling, og medfarer typisk i fysisk

rokering af homologe segmenter fra de maternelle og paternelle

kromosomer. Danner grundlag for genetisk variation.

Processen er katalyseret af en protein maskine og afhaenger af samlingen af

et synatonemal kompleks. Komplekset holder de homologe pat sammen og
placerer dem sa den genetiske rekombination kan forega mellem ikke
sgster kromatider. Hver duplikerede homolog holdes sammen af en eller

flere chaisma som er forbindelsen mellem de to ikke-sgster kromatider.

Cross-over har en stor betydning for genetisk variation. Det giver ikke blot nye

kombinationer afmaternel og paternel gener, men spiller ogsa en rolle i deling da

de holder homologe kromosomer sammen under profase | og sikre dermed at

maternelle og paternelle homologe segregerer fra hinanden korrekt ved den farste

meiotiske deling.

duplicated duplicated
paternal - maternal .
homolog homolog
y ; ».
5
o "'4
Fad
i
i ¥
W
2 195
YW o®
N Q‘, \’
e
(A chiasma (8 (

Figure 19=10 During meiosis |, non-sister chromatids in each
bivalent swap segments of DNA_ Here, anly two of the four sister
chromatics in the bivalent are shown, each dravn as a DRA doubile
fiei, D.Jrirg meiosis, the p-nleir‘ :x“.-nple;es that camry out this
hamologous recombination (not shown) first produce a double-strand
braak in tha DMA of one of the chromaticds laither the materma] or
patarnal chramatic) and then promote the formation of a crogs-strand
axchange with the ather chromatid. When this exchange is resohad,
each chromatic will contain a2 segment of DMNA from the ather. Many
of the steps that praduce chromosame crossovers during meiosis
resemble those that guide the rapair of DNA double-strand breaks in
somatic cells (zee Figure &30).

Figure 19=11 Crossaver events create
chiasmata between non-sister chromatids
in each bivalent. (&) Schematic st of
cairad homalogs in which one crossaver
event has occummad, creating a single
chiasma. (B) Micragraph of a grasshopper
sivalant with thrae chissmata. (C) Ag the
matarnal and paternal homologs start 1o
separate in meiosis |, chiasmata like those
showwn here hal to hold the bivalent
together (B, courtesy of Barmard John.)

="

-~ CEntramers
sester
chramatics

| E——
bivalent

Figure 19-% Duplicated maternal and
paternal chromosames pair during
meiosis | to form bivalents. Each bivalent
cartaing four sister chromatics and forms
during prophaze of meicsis |, well before
attaching to the meictic spindla.

TWO NON-SISTER CHROMATIDS IN A BIVALENT

one of the maternal chromatids

e — |, DN
T —>dqoup e
> one of the paternal dhrarmatids _ salices
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+ Redegare for hvorledes aneuploide gameter kan opsta

Aneuploide gameter er celler med et forkert antal kromosomer, og de kan opst3, nar de homologe kromosompar ikke

adskilles ved den fgrste meiotiske deling. P4 denne made opnar man to celler med to kopier af et givent kromosom og to

celler uden nogen kromosomer. Dette ses fx ved Down syndrom, hvor der opstar aneuploide gameter, der enten har for

mange eller for fa kromosom 21

Figure 19=1& Errors in chramosame
segregation during meiosis can result

in gametes with incorrect numbers

of chramesomes. |n this example, the
duplicated maternal and patemal copies of
Chromosome 21 fail to separate normally
during the first meictic division. As a e:ult
two of the gametes raceive no cooy of

thie chromosame, while the athar two
gamatas receiva two copies instead of the
proper single copy. Gametes that raceive
an incommect number of chromosomes ane
called anesuploid gametes. If ans of tham
participates in tha fertilization process, tha
resulting zygote will ako have an abnormal
number of chromosomes. A child that
receives three copies of Chromosome 21
will have Down syndromae.

_— paternal hemalag

diplaid of Chramosame 21
germ=cell

precurs matermal hemeleg

of Chromosame 21

+ CHROMOSOME DUPLICATION

&

NDh CASIUNCTION DURING
MEIDTIC DIVISION |

e

MEKDTIC ZPSION B

@

aneuplodd gametes with gametes without a capy af
1 copies of Chromosome 21 Chramesome 21

4+ Anvende grundlaeggende viden om meiose og mitose til at redeggre for forskelle og ligheder mellem

disse
Meiose Mitose
G1- og G2-fase Manglende/meget kort Lange og nedvendige
Antal mitotiske 2 1
delinger
Varighed Dage/manederfar Timer
Crossover la Nej
Kromosomstilling Duplikerede Homologe Duplikerede kromosompar pa
kromosompar ved siden af linje ower og under hinanden
hinanden
Antal 5-faser 1 1
Slutresultat 4 haploide datterceller 2 diploide datterczller
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Apoptose

+ Redegore for fysiologiske karakteristika ved apoptose

Apoptose er kontrolleret celledad. Kontrolleret apoptose er bl.a. vigtigt, nar fosteret udvikler fingre, eller nar
epiteler dar i tarmen. Apoptose og celledeling i kroppen foregar normalt lige hurtigt, men nar veev/organer skal

vokse eller skrumpe, sa skal forholdet mellem apoptose og celledeling forskydes.

UPR (Unfolded protein response) kan inducere apoptose.
Cytochrome C i det intermembrangse rum i mitokondrierne kan frigives til cytosollen af Bax og Bak og starte

apoptosomet

p53 er en transskriptions regulator der kan aktivere transkriptionen af p21; et Cdk inhibitor protein, der binder til
C1/S-Cdk og S-Cdk saledes at cellecyklus stopper i G1 og ikke gar videre til S-fasen (replikation) far DNA er
repareret. Hvis DNA’et ikke kan repareres kan p53 pévirke cellen til at underga programmeret celleded,

apoptose.

Manglende p53 ---> uheemmet replikation af skadet DNA ---> hgj grad af mutation ---> mulig cancer celle.

-~
-
ans
N (
g— | . | == GROW + DIVIDE ( ——
\ (@)
S I \\ =/
Figure 16-& An animal cell depends on D i
multiple extracellular signals. Every cel .
Type displays a set of raceptaor proteins that . - A
enables it to respond to a specific set of  a ) =\
extracellular signal malecules produced by B o— . DIFFERENTIATE ‘—-\-’ A
other cells. These signal molecules work in — " P, '
combinations to regulate the behavior of e~ —
-
the cell. As shown here, cells may require C / | \( v
multiple signals (Dlug arrows) to survive, F
additional signals (red arows) to grow and
divide, and still other signals (green armows) .
to differentiate. If deprived of survival PN apoptatic
signals, most cells undergo a form of cel .: . | - DIE - '-K cell
suicide known as apoptosis (discussed in a4
Chapter 18).
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+ Definere forskelle mellem apoptose og nekrose

Apoptose er ordnet, kontrolleret celledad, hvor nabocellerne ikke skades. Under apoptose udvikler cellen
irregulariteter pa sin overflade, men bagefter skrumper cellen, cytoskelettet kollapser og DNA skares ud i
fragmenter. Cellens overflade a&ndres pa en made, der tiltreekker makrofager, som phagocyterer cellen, far den
nar at spilde sit indhold ud over sine naboceller. P4 denne made kan cellens komponenter genbruges igen — i

modsatning nekrose.

Nekrose opstar ved akut skade, som far cellen til at svulme op og spraenges, hvormed den spilder sit indhold ud
over alle sine naboceller, hvilket kan starte den inflammatoriske respons. Her findes intet genbrug af cellens

komponenter.
+ Redeggre for aktivering og funktion af caspaser og Bcl-2 familien

Bcl-2 familien bestar bl.a. af BAK, BAX og Bcl2. BAK og BAX er proapoptotiske, da de fremmer friggrelse af cytocrome c fra

mitochondrierne. Bcl2 er derimod antiapoptotisk ved at forhindre BAK og BAX i at friggre cytochrome c.

Figure 18=3% Bax and Bak are deaths
prometing members of the Be|2 family
of intracellular proteins that can trigger
apoptosis by releasing cytochreme ¢
frem mitechendria. When Bak or Sax
proteins are activated by an apoptotic

\ stimulus, they aggregate in the outer
4 — pracaspases . - A
A i fracn apaptoiome mitochandrial membrane, leading to the
& oy release of oytochrome c by an unknown
® ® ot ([ ] mechanism. The cytochrome c is releasad
[ ] ® - nto the cytosal from the mitochondrial
[ ] rmembrane space (a b s
AeLEASE OF L o EEPr—— o - ® ntermembrane space (along with ather
CYTOCHROME C J\DJ\P‘IO"R PROTEN BY L ) PROCASPASE-9 [ ) ¥ proteins in this space—not shown)
CYTOCHROME ¢ ® MOLECULES 0. 10 Cytochrome o then binds to an adapter
W= L protein, causing it to assemble into a
g Bax or Bak | seven-armed complex. This complex then
malecules ACTIVATION OF i - M L I e
° PAOCASPASESS WITHIN acruits saven malecules of a spacific
.‘\ npowrsou: nitiator procaspase (procaspase-9) to form
s pytachame ¢ a structure called an apoptosome. Tha
in intermembrane CASPASE CASCADE CIOCASE :' “rotein |- ComsE actnyates
° ¢ N P A procaspase=? proteins become actvated
° within the apoptosome and then go on 1o
activate executioner procaspases in the
® o ~ PEORTOT cytosol, leading to a caspase cascade and
1 apoptosis
mitachandrian

Cytochrome c kan efter friggrelse fra mitochondrierne aktivere adaptor proteiner i cytoplasma, som dernaest samles i et
syvarmet kompleks (sgstjerne), som tiltreekker procaspase-9, som fletter sig ind i mellem det syvarmede cytochrome
c/adaptorprotein-kompleks’ arme. Dette resulterer i dannelsen af apoptosomet, hvori procaspase-9 aktiveres, som nu

kan begynde at aktivere executioner procaspaser i cytosolen, hvilket starter caspase-kaskaden.
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survival signal

U

inactive Bad
i

activo Akt
“ FHOSPHORYLATION OF Batl . PROMOTION OF CELL
i RELEASES ACTIVE Bol2 o —= SURVIVAL BY INHIBITION
inactive Bl - OF AFOPTOSIS
acthua BCIZ

Figure 1&-36 Activated Akt promotes cell survival. Cne way it does so s by
phosphorylating 2nd inactivating a protein called Bad. In its unphosphorylated stats,
Had promotes spoptosis @ form of cell death) by binding to and inhibiting a protein,
called Bcl2, which atharwisa supprossas apoptosis. When B2d is phosphorylated by
Akt, Bad relezses Bold, which now blocks apoptosis, thergby promoting cell survival,

+ Redeggre for intrinsic og extrinsic pathway

Intrinsic: Intrinsic pathway aktiveres af BAK og BAX, som friggr cytochrome c fra mitochondrierne. Bcl-2
familien kan som tidligere naevnt reguleres af fx survival factors, og derfor burde det maske kaldes pseudo-

intrinsic pathway.

Extrinsic: Extrinsic pathway er apoptose, der induceres af udvendige/ekstracelluleere faktorer. Dette gares
typisk gennem ekstracellulaere signaler pa to overordnede mader — enten ved at regulere aktiviteten af
medlemmer af Bcl-2 familien (BAK, BAX, Bcl2) eller ved at aktivere receptorer proteiner i celleoverfladen,
der hedder deathreceptors. En kendt deathreceptor, FAS receptoren, aktiveres af FAS-liganden, som findes
pa killer lymphocytter. Dermed inducerer killer lymphocytter formationen af et death-inducingsignaling-
complex (DISC) ved at adaptor proteiner forbinder procaspase 8 til FASreceptoren. Dette aktiverer
procaspase 8 (pa samme made som gennemgaet i det ovenstaende), sa man far funktionelle caspase 8
molekyler, som dernast kan aktivere executioner caspaser. Dermed undergar cellen apoptose, og killer

lymphocytten kan fortseette sit arbejde.
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Cancer

#+ Beskrive cancercellens generelle karakteristika (hallmarks)
1) Undgar apoptose
2) Vedligeholder konstant proliferativ signalering - deler sig uheemmet
3) Undgar veeksthe@mmere — hypertroferer/vokser uheemmet
4) Metastaser — har invasive egenskaber, hvormed de penetrerer basallamina og spreder sig til underliggende
bindevav og blodet.
5) Genaktiverer telomerase — cellen kan dele sig uendeligt mange gange. Udgdelighed.
6) Angiogenese — vha. fx VEGF tiltraekker cancerceller blodkar, der naerer deres store energibehov

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling Suppressors

Avoiding
immune
destruction

Deregulating
cellular

Resisting Enabling
cell replicative
death immortality
> 4
Genome Tumor
instability & promoting
mutation ) inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &

metastasis

+ Beskrive mutageners egenskaber og redeggre for den tidsmaessige relation mellem eksposition til

mutagenet og malign transformation

Mutagener er faktorer, der gger mutationshyppigheden i DNA. Da cancerceller kraever mange forskellige mutationer for
at opna deres Hallmarks, sa kraever dannelsen af en malign tumor tid. Normalt ophober vores DNA mutationer Ipbende
gennem livet, og derfor gges sandsynligheden for at udvikle en tumor ogsa med alderen. Mutagener kan som sagt gge
hastigheden af denne akkumulering af mutationer, sa man gger sandsynligheden for at udvikle en tumor. Behovet for
flere mutationer kaldes ogsa behovet for multiple hits.

Mutagener opdeles i kemiske og fysiske:

Fysiske: Beta- gamma, rgntgen og neuronstraling og ultraviolet lys.

Kemiske: Sennepsgas, formaldehyd, ethylmethansulfonat, phosphorylering osv.

Derudover findes der vira, der kan optreede som mutagener og fx fremkalde tumorer (HPV).
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+ Anvende grundleeggende viden om cancercellers karakteristika samt signaleringsveje i non-neoplastiske

celler til at identificere onkogener og tumor suppressors

Onkogener: Onkogener er speedere, dvs. hvis et proto-onkogen muteres i et enkelt allel, sa bliver det til et funktionelt

onkogen, hvilket fungerer som en mursten pa speederen. HUSK Ras!

Tumor supressor: Tumor supressorer er bremser, dvs. hvis en tumor supressor muteres i to alleler, sa fungerer det som

en mursten under bremsen/overskarne bremsekabler. HUSK p53, Rb!

(A} dominant mutation (gain-of-function)

mutation in preto-oncogene treates oncogene excessive cell
- — survival and
oliferation
B £ Figure 20-48 Genes that are critical

proto-oncogene for cancer are classified as proto-

oncogenes or tumor suppressor genas,
according to whether the dangerous
mutations are dominant or recessive.
(A) Oncogenes act in 2 dominant manner:
a gain-of-function mutation in a single
copy of the proto-oncogene can drive a
cell toward cancer. (B) Loss.of-functon

normal cell activatng mutation
enables oncogene to
stimulate cell survival,

prolferation, or both

(B) recessive mutation (los-of-function)

second : mutations in tumeor suppressor genes
mutation inactivates mutation — ::m\;:;“ generally act in a recessive manner: the
ore copy of tumor inactivates proliferation  function of both copies of the gene
suppressor gene second gene mustbe lost to drive a cell toward
R suopoessor oy cancer. In this diagram, normal genes
gene P no effect of two inactivating mutations are repraesented by light bluesquares,
mutation in one functionally eliminate the activating mutations by red rays, and
normal cell gene copy LUIMCe suppressor gene, y : 3 holl " d
promoting cell survival inactvating mutations by hollow re
and proliferation rectangles.
Proto=nnosgene
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Figure 2049 Several kinds of genetic change can convert a prote-sncogene inte an encagene. In cach case,

the chande leads ta an increase in the aenes function==that is. it is a gain=of<function mutation
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