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1 Kohlenhydrate

ist ein Uberbegriff fiir alle Arten von Zuckern, die die empirische
Summenformel (C'H50), erfiillen. Tatséchlich kommt der Kohlenstoff in Kohlen-
hydraten in der Oxidationsstufe 0 vor, sodass mit stark hygroskopischen Mitteln
Wasser entzogen und elementarer Kohlenstoff gewonnen werden kann (Z.B. mit
konzentrierter Schwefelsaure).
Kohlenhydrate sind namenstechnisch daran zu erkennen, dass sie den Suffix “-
ose” tragen oder als “Saccharid” (von griech. “sakcharon” = Zucker) bezeichnet
werden. Chemisch gesehen handelt es sich bei Zuckern um Polyalkohole, die eine
(maskierte) Carbonylgruppe (Aldehyd oder Keton) enthalten.

In biologischen System finden Kohlenhydrate eine Vielzahl von Anwendungen. Sie
dienen als Brennstoff, als Intermediate in komplizierten Synthese, werden selbst
als Bausteine verwendet (z.B. im Zucker-Phosphat-Riickgrad der DNA oder in
Zellwénden) oder konnen der zelluldren Erkennung (Immunsystem) dienen.

1.1 Monosaccharide

Ein ist ein Polyalkohol mit 3- bis 7-kettigem Kohlenstoffgeriist.
Je nach Lange dieses Gertists werden Monosaccharide in Triosen, Tetrosen, Pento-
sen, Hexosen und Heptosen eingeteilt. Neben den Hydroxylgruppen enthalten sie
auBerdem stets genau eine Carbonylgruppe. Es kann sich somit um Aldheyde (Al-
dosen) oder aber Ketone (Ketosen) handeln.

Die Carbonylgruppe in Monosacchariden kann mit einem Alkohol zum Semiacetal
(Aldosen), bzw. Semiketal (Ketosen) reagieren und mit einem weiteren Alkohol

auch bis zum Vollacetal, bzw. Vollketal reagieren.

Bedingt durch das Substitutionsmuster von Zuckern existieren eine Vielzahl von



1 Kohlenhydrate

Stereoisomeren, wovon die Hélfte eigene Trivialnamen hat. Lediglich fiir die Konfi-
guration des Kohlenstoffs, das am weitesten von der Carbonylgruppe (dem hochst
oxidierten Kohlenstoffatom) entfernt ist, gibt es eine systematische Nomenklatur
(die verwendet wird): Steht die zugehorige Hydroxylgruppe in der Fischerprojek-
tion auf der rechten Seite, so wird der Zucker als ein D-Zucker bezeichnet. Steht
sie links, so handelt es sich um einen [.-Zucker. Wichtig dabei ist, dass D- und
L-Zucker per Definition stets Enantiomere sind. Das bedeutet, dass beim “Uber-
gang” von D-Glucose zu L-Glucose nicht nur die Konfiguration am Cs umgekehrt
werden darf, sondern alle Stereozentren invertiert werden miissen.

1.1.1 Struktur von Monosacchariden

Da ein Saccharid selbst sehr viele Hydroxylgruppen besitzt, kann es auch zur Aus-
bildung eines intramolekularen Semiacetals, bzw. Semiketals kommen. Dies fiihrt
dann zur Ausbildung eines Rings, was auch die natiirliche Vorkommensweise von
Monosacchariden ist. Bevorzugt entstehen dabei Fiinf- (Furanosen) oder Sechsrin-
ge (Pyranosen), wobei Letzteres im Regelfall zu den stabileren Ringen fiihrt.

Am Beispiel der Glucose (einer Hexoaldose) findet der Ringschluss unter Ausbil-
dung eines Sechsrings statt, indem die Carbonylgruppe am C; mit der Hydro-
xylgruppe am Cj reagiert und ein Halbacetal ausbildet. Neben dem Ringschluss
entsteht dabei am C; ein neues Stereozentrum. Deswegen wird das C; in cycli-
schen Zuckern als Kohlenstoffatom bezeichnet. Je nach Konfiguration
an diesem Atom wird in Cyclen die o- und die - Konfiguration unterschieden.

Fructose ist der klassische Vertreter der Furanosen, wobei anzumerken ist, dass
freie Fructose ebenfalls als Pyranose vorkommt. In den meisten Derivaten kommt

sie jedoch als Furanose vor. Beide Formen konnen, wie bei allen Monosacchariden,
iiber eine temporére Ringéffnung ineinander iiberfithrt werden.

1.1.2 Hexosederivate

Oxidation

Eine Oxidation kann entweder am C; oder am Cg der Hexose (unter Annahme,
dass es sich um eine Aldose handelt) stattfinden. Am C; kann allerdings nur aus
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der offenkettigen Form (bzw. unter Ring6ffnung) oxidiert werden, wohingegen die
Oxidation am Cg auch in der cyclischen Form erfolgen kann.

Wird am C; oxidiert, so kann die entstehende Sauregruppe intramolekular mit

der Hydroxylgruppe am Cjy reagieren und somit einen cyclischen Ester ( )
bilden.

Die Oxidation des C; in der offenen Kette ist relativ einfach, weswegen Monosac-
charide eine reduzierende Wirkung haben. Dieses Phanomen wird bei den gangigen
Zucker-Nachweisen (Tollens- und Fehling-Probe) ausgenutzt.

Reduktion

Eine Reduktion kann lediglich in der offenkettigen Form am C; (C, im Falle ei-
ner Ketose) (der Carbonylgruppe) unter Bildung einer weiteren Hydroxylgruppe
stattfinden. Somit handelt es sich bei dem ehemaligen Zucker nun um einen reinen
Alkohol, der zu der Gruppe der gehort.

Alditole werden generell langsamer verstoffwechselt und weisen weniger Kalori-
en auf, weswegen sie sehr groffe Anwendung als Stfistoffe in Diédt-Lebensmitteln
finden. Natiirlich kommen sie in vielen Beeren und anderen Friichten vor.

Aminozucker

Bei der Gruppe der Aminozucker wurde einfach eine der Hydroxylgruppen im Zu-
cker durch eine Aminogruppe substituiert. Als Substituent tritt haufig (besonders
héufig in Polysacchariden) eine N-Acetylgruppe (NCHOCHj3) auf.

1.1.3 Phosphatester

Die Veresterung zum Phosphatester stellt generell einen sehr wichtigen Schritt im
Metabolismus dar. Beispielsweise wird die Membrandurchgéangigkeit eines Zuckers
durch eine solche Veresterung deutlich gesenkt, was z.B. dazu dienen kann, einen
Zucker in einer Zelle zu halten.
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Diese Funktion wird auch verwendet, um die Ribosemolekiile im Riickgrad der
DNA zusammen zu halten (Ein Phosphat verestert mit zwei Zuckern, die somit
miteinander verkniipft sind).

1.1.4 Isomerisation

Aldosen und Ketosen konnen in Isomerisationreaktionen tuber Endiole als Zwi-
schenstufe ineinander tiberfithrt werden.

@ B, abstracts a ]5|’1 By*
./ i proten. H (5) An electron leaves H
H (@ This allows the w1 e v Lontip e | ;

R—C i’(|I—H fiorntljtlgn (:jfa C=C | the proton donated R C|) (||3

I ] oublebond. —| 0 O]  byBy — OHO

0 ) OH 5 T

<= (3) Electrons from + (1) Bgabstracts a

H carbonyl form an m/ proton, allowing H

| O —H bond with By the formation of |

B the hydrogen ion. L a C=0 bond. i Bs

Enediol intermediate

Abbildung 1.1: Isomerisation zwischen Ketosen und Aldosen [13].

Bei der Isomerisation kann sich die Doppelbindung so ausbilden, dass die Hydro-
xylgruppen syn oder anti zueinander stehen. Dementsprechend kénnen durch die
Isomerisation auch zwei Diastereomere entstehen, sodass eine Ketose zumeist mit
zwet Aldosen im Gleichgewicht steht.

1.1.5 C-C-Bindungsspaltung

Das in Zuckern sehr haufig vorkommende Strukturmotiv eines Diols kann mit Pe-
riodsdure unter einer C-C-Bindungsspaltung unter Ausbildung zweier neuer Car-
bonylgruppen reagieren.
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| | (
 C—OH ¢ fc)\\ ) OH
" N p2lI=0 —2 (=0 + HIO;
| t HIO4 v BTE

Cyclic periodate ester

Abbildung 1.2: Mechanismus zur Spaltung eines Diols mittels Periodsaure [13].

1.2 Disaccharide

Durch Kondensation zweier Monosaccharide miteinander entsteht ein Zweifach-
zucker, der dann allgemein als bezeichnet wird. Bei der Reaktion
handelt es sich um die Ausbildung eines Vollacetals durch die Reaktion des Halba-
cetals des einen Zuckers mit einer Hydroxylgruppe des Anderen. Die so zustande
gekommene Bindung wird auch als bezeichnet.

Eine Ring6ffnung ist am Vollacetal nicht mehr moglich, sodass es nun ein reduzie-
rendes und ein nicht-reduzierendes in dem Disaccharid gibt.

1.2.1 Nomenklatur

Disaccharide (und spater auch Polysaccharide) werden nach folgenden Regeln be-
nannt:

1. Begonnen wird am nicht-reduzierenden Ende

2. Angeben der Konformation am anomeren Kohlenstoffatom (a oder ()

3. Benennung des Zuckers am nicht-reduzierenden Ende (“-yl” als Endung)

4. In Klammern: Angabe welche Kohlenstoffatome miteinander in einer glyko-
sidischen Bindung verkniipft sind mit einem Pfeil dazwischen. Sind jeweils

beide anomeren Kohlenstoffatome der Zucker miteinander verkniipft, so wird
ein Doppelpfeil verwendet.
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5. Benennung des Zuckers am reduzierenden Ende

SCH,OH SCH,OH
S O acetal 3 (9]

hemiacetal

H OH/
4 &z
HO o H
H OH H OH
Maltose

a-D-glucopyranosyl-(1—4)-p-glucopyranose

Abbildung 1.3: Beispiel fiir die Benennung eines Disaccharids |13]. Der Trivialname
dieses Zuckers ist Maltose.

Statt der systematischen Nomenklatur ist es jedoch gebréuchlich die Trivialnamen
der entsprechenden Zucker zu verwenden. Einige der Wichtigsten sind:

» Saccharosse - (auch Sucrose genannt) Disaccharid aus a-Glucose und (-
Fructose, wobei jeweils das anomere Kohlenstoffatom an der Bindung betei-
ligt ist (Gle(al <» 20)Fru). Aufgrund dieser Tatsache handelt es sich um
einen nicht-reduzierenden Zucker.

» Lactose - Disaccharid aus §-Galactose und -Glucose (Gal(51 — 4)Gle)

¢ Trehalose - Ein nicht-reduzierendes Disaccharid aus zwei Glucoseeinheiten
(Gle(al +» 2a)Gle)

1.3 Polysaccharide

Bei Polysacchariden handelt es sich schlicht um eine Struktur, die aus vielen
einzelnen Monosaccharide aufgebaut ist. Die Nomenklatur erfolgt analog zu den
Disacchariden, aber zusatzlich konnen Polysaccharide in

(besteht aus nur einem Monomertyp) und (besteht aus
verschiedenen Monomertypen) eingeteilt werden. Des Weiteren konnen sie auch
noch danach klassifiziert werden, ob es sich um lineare oder verzweigte Polymere

handelt.



1.3 Polysaccharide

1.3.1 Polysaccharidfaltung

Da die Monomere in ihrer Struktur fest sind, besteht die einzige Moglichkeit zur
Konformationsdnderung in einer Rotation um die glykosidischen Bindungen. Aber
auch diese Rotation ist eingeschrankt, da es im Wesentlichen zwei Konformationen
gibt: gewinkelt oder gerade. Diese Konformationen sind besonders glinstig, da in
ihnen Wasserstoffbriicken ausgebildet werden kénnen.

CH0H CH0H _po 111 H m

HO HI I |o CHz20H

Abbildung 1.4: Beispiele fiir die gewinkelte (links) und die gerade (rechts) Konfor-
mation in Polysacchariden [13].

1.3.2 Funktionen

Polysaccharide erfiillen in der Natur eine Vielzahl von Aufgaben:
o Energiespeicher
o Strukturelemente

o Extrazellulare Matrix Proteine

Energiespeicher: Starke

Bei Starke handelt es sich um ein Homopolysaccharid aus a-D-Glucose. Es wird
zwischen Amylose und Amylopektin unterschieden, die sich in ihrer Verzweigung
unterscheiden. Bei Amylose handelt es ich um weitestgehend lineare Ketten, wobei
die Glucosemolekiile (ol — 4)-verkniipft sind. Das Amylopektin hat den selben
Aufbau, nur dass etwa alle 24-30 Molekiile eine Seitenkette tiber eine al — 6-
Verkniipfung angehéngt ist.
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Nattirlich vorkommende Starke besteht zu etwa 30% aus Amylose und zu 70% aus

Amylopectin.
iy " ﬁ AMYLOPECTIN
H

H H OHO o(1-6)-glycosidic linkage
°CH,0H °CH,OH “Cl—l2 °CH,OH
(6] 5 (6] b O, O,
AN N N N
4 1 4, 1 4, 1 4, 1
A0 \OH  H/ N~ \OH H/>No~  \OH H/Ng”  \OH H
3 2 3 3 2
H OH H OH H OH H OH
a(1—4)-glycosidic linkage
AMYLOSE
°CH,OH °CH,OH °CH,OH
O, O, O
H 4 H H /4 H H/h \T
4 1 4, 1 4 1
OH H 0 OH H 0 OH H
HO 3 2 3 2 OH
H OH H OH H OH
L |n

Abbildung 1.5: Molekiilstruktur der Stérkebestandteile [1].

In Stdrke dominiert die gewinkelte Konformation der (ol — 4)-glykosidischen
Bindung, sodass die Stdrkemolekiile eine spiralférmige Struktur annehmen. Dies
wird beispielsweise fiir den Stérkenachweis iiber eine lod-Kaliumiodid-Losung aus-
genutzt, bei welchem sich Polyiodid-Ionen in die Spirale einlagern und so fiir eine
Lilafarbung sorgen.

Energiespeicher: Glykogen

Glykogen ist ein weiteres Homopolymer aus a-D-Glucose und ist dem Amylopektin
sehr dhnlich. Der Unterschied liegt in dem Verzweiungsgrad, der beim Glykogen
nochmal deutlich hoher als beim Amylopektin ist (Eine Verzweigung alle 8-12 Mo-
lekiile). Es macht etwa sieben Gewichtsprozent der Leber aus und kommt dariiber
hinaus auch in Muskeln vor.

Der hohere Verzweigungsgrad hat einen biologischen Hintergrund: Die Metaboli-
sierung (Sowohl Auf-, als auch Abbau) finden am nicht-reduzierenden Ende statt.
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Durch die Verzweigungen wird die Anzahl solcher Enden erhoht, was eine schnel-
lere Metabolisierung ermoglicht. Dies ist flir einen Energiespeicher essentiell, da
dies bedeutet, dass die Energie schneller zur Verfiigung steht.

Wenn aber die Geschwindigkeit der Energiefreisetzung ein entscheidender Faktor
bei der evolutiondren Entwicklung der Glucosespeicherung ist, dann stellt sich
die Frage, warum es nicht einfach als Monosaccharid gespeichert wird. SchliefSlich
wiirde dann der Spaltungsschritt (um die Glucose aus dem Glykogen freizusetzen)
komplett eingespart werden, was auf jeden Fall Zeit einspart. Freie Glucose hat
aber das Problem, dass es in den entsprechenden Konzentrationen einen enormen
osmotischen Druck erzeugen wiirde, der dafiir sorgen wiirde, dass die Speicherzelle
mit Wasser aufgepumpt wiirde. Dies kann im Extremfall zum Platzen der Zelle fiih-
ren. Dartiber hinaus handelt es sich bei Glucose um ein Aldehyd, das bekanntlich
ziemlich reaktiv ist. Die Wahrscheinlichkeit die Glucose nach der Speicherung noch
unverandert vorzufinden ist dementsprechend gering. Glykogen hat zwar ebenfalls
noch eine Aldehydfunktion, aber eben nur eine und alle anderen ehemaligen sind
in Form eine Vollacetals geschiitzt.

Strukturelement: Zellulose

Auch bei Zellulose, bei dem es sich tibrigens um das haufigste Molekiil auf unserem
Planeten handelt, handelt es sich um ein Homopolymer aus D-Glucose, aber im
Gegensatz zu den bisher besprochenen Polysacchariden sind die Glucosemolekiile
in Zellulose 1 — 4 verkniipft. Dies fiihrt dazu, dass aufeinanderfolgende Gluco-
seeinheiten stets um 180° zueinander verdreht sind. Dies fiithrt zu einer geraden
Konformation des Polymers und erméglicht sehr starke Wasserstoftbriickenaus-
bildung zwischen den Molekiilen einer Kette oder auch zwischen verschiedenen
Ketten. Letzteres sorgt dafiir, dass aus einigen Zelluloseketten sehr stabile Fasern
entstehen.

BN, FIR

5 2
/0 o\
ol 1111 1HO-¥ oH
OH
©

2 2

(81—4)-linked p-glucose units

Abbildung 1.6: Struktur von Zellulose |13].
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Es gibt nur sehr wenige Tiere, die Zellulose als Nahrungsmittel verwerten konnen,
da es fir die Hydrolyse der (61 — 4)-Bindungen kein Enzym gibt. Termiten sind
ein Vertreter dieser Wenigen. Sie haben Bakterien in ihrem Verdauungstrakt, die
diese Aufgabe iibernehmen. Dariiber hinaus besitzen eigentlich nur Wiederkauer
(z.B. Kiihe) diese Fahigkeit, da sie einen speziellen Verdauungsprozess entwickelt
haben, bei dem die Zellulose in einem speziellen Magen (dem Rumen) zunéchst
durch spezielle Bakterien fermentiert wird, bevor die eigentliche Verdauung statt
findet.

Strukturelement: Chitin

Das zweit haufigste Molekiil auf der Erde ist das Chitin, das unter Anderem als
Panzer bei Insekten oder in der Zellwand von Pilzen zu finden ist. Es handelt sich
dabei um ein unverzweigtes Homopolymer aus N-Acetyl-Glucosamin, die unter-
einander 51 — 4 verkntipft sind. Der einzige Unterschied zur Zellulose ist der N-
Acetyl-Rest an der 2-Position des Monomers.

CH,4 CHjy
C=0
o NH

og HANH
H

o
CH,OH

only difference to cellulose

Abbildung 1.7: Struktur von Chitin [13].

Interessant anzumerken ist, dass Chitin von Wibeltieren nicht verdaut werden
kann.

Strukturelement: Murein

Beim Murein (auch bekannt als Peptidoglykan) handelt es sich um ein alternie-
rendes Heteropolymer aus N-Acetyl-Glykosaminen (NAG) und N-Acetyl-Mura-
minsdure (NAM), die miteinander 51 — 4 verkniipft sind. Biologische Bedeutung

10
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hat es als Zellwand von Bakterien. Das NAM kann dabei an verschiedene Proteine
gebunden sein, was z.B. die Verlinkung verschiedener Ketten mittels Pentaglycin
ermoglicht.

lysozyme
5 CH,0H CH,OH  cleavage

/ _ -
CHyCHCOO CH43CHCOO
NAG NAM NAG NAM

Abbildung 1.8: Molekulare Struktur von Murein [13]

Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane kommen in extrazellularen Matrizen vor und haben eine gel-
artige Konsistenz. Dementsprechend werden sie unter Anderem als Schockabsorber
oder Schmiermittel (in Gelenken) verwendet. Es handelt sich um lineare Hetero-
polysaccharide, die aus alternierenden Disacchariden aufgebaut sind. Einer der
Zucker dieser Disaccharid-Einheiten ist dabei stets ein N-Acetyl-Glucosamin oder
N-Acetyl-Galactosamin und der Andere im Regelfall eine Uronsaure (z.B. Glucon-
saure). Dariiber hinaus sind sie meist sulfoniert, was die negative Ladungsdichte
erhéht und somit die lineare Konformation stabilisiert (fir Abweichungen der linea-
ren Konformation miissten negative Ladungen aneinander angenéhert werden).

Glykosaminoglykane sind nur bei Tieren und Bakterien zu finden, nicht jedoch in
Pflanzen. Sie wechselwirken mit Faserproteinen, wie beispielsweise Kollagen, der
extrazellularen Matrix. Dariiber hinaus konnen sie auch mit Proteinen wechselwir-
ken, bzw. mit Selbigen verbunden sein. Eine solche Verbindung findet dann tiber
eine Trisaccharideinheit statt, welches dann tiber eine glykosidische Bindung mit
einem Serin oder Threonin im Protein verbunden ist.

11
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(813 (B1=4) (B13)(81—3) (14
(GleA — GaNAc),~ GleA — Gal — Gal — Xyl — Ser

Chondroitin sulfate
Core protein —

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Verbindung eines Glykosamino-
glykans mit einem Protein [13]

Glykokonjugate

Ein Glykokonjugat ist ein Uberbegriff fiir Strukturen, bei denen ein Kohlenhydrat
kovalent an eine weitere chemische Struktur (z.B. ein Protein oder Lipid) gebunden
ist. Es werden die folgenden Glykokonjugate unterschieden:

» Proteoglykane - Sie kommen hauptsachlich an der Zelloberflaiche vor und
bestehen aus einer kovalenten Verkniipfung eines Glykosaminoglykans mit
einem Membranprotein, wobei Ersteres die hohere Masse besitzt und somit
die Struktur und biologische Funktion dominiert.

o Glykoproteine - Hier sind Oligosaccharide kovalent an Proteinen gebun-
den. Diese Strukturen kommen in extrazellularen Matrizen, Blutproteinen
oder Plasmamembranen vor. Das Oligosaccharid dienen dabei als Informa-
tionstrager, das tiber spezielle Substrat-Rezeptor-Wechselwirkungen erkannt
werden kann.

« Glykolipide - Hierbei handelt es sich um Membranlipide, an denen ein Oli-
gosaccharid gebunden ist, die ebenfalls als Erkennungsmerkmal dienen.

Ein Vertreter der Proteaoglykane sind Membranproteine und Sekretproteine in
der extrazellularen Matrix. Dabei handelt es sich um Proteine, die im Bereich der
extrazellularen Matrix Verbindungen zu Glykosaminglykanen aufweisen. Somit ist
diese Stoffklasse sehr wichtig fiir die Zelladhésion. Die Proteoglykane zweier Zellen
konnen ahnlich wie ein Klettverschluss in der extrazellularen Matrix miteinander
wechselwirken und aneinander haften. Da sie aber an ihrer jeweiligen Zelle fest
verankert sind, haften die Zellen notwendigerweise aneinander.
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1.3 Polysaccharide

Glykoproteine sind - wie bereits erwahnt - sehr wichtige, biologische Informations-
trager, indem an den Proteinen eine bunte Mischung aus etwa 20 verschiedenen
Monosacchariden hangt. Durch die Vielfalt der Monomere, sowie die Vielfalt an
moglichen Konfigurationen mit jeweilig variabler glykosidischer Bindung unterein-
ander ergeben sich extrem viele Kombinationsmoglichkeiten, was es erlaubt eine
Vielzahl von verschiedenen Kombinationen damit zu kodieren.

1 g

Abbildung 1.10: Schematischer Aufbau von Glykoproteinen ||
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Ein Beispiel fiir eine solche Informationsspeicherung ist die Blutgruppe. Diese wird
durch Glykoproteine in der Erethrozytenzellmembran bestimmt.

B

Fuc GalNAc Fuc
1\ /13 12\ /13
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‘B 13 ‘u 13 ||3 13
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‘B-LB ‘[S-I,} ||3-1,3
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Abbildung 1.11: Die blutgruppenbestimmenden Antigene

Dariiber hinaus besitzen Glykoproteine auch Bedeutung in Struktureigenschaften:
Da die Oligosaccharide, die an den Proteinen hangen im Vergleich zu einer Ami-
nosédureseitenkette mehr Platz brauchen (die Oligosaccharide sind eher linear und
somit nicht so gut faltbar) “bldhen” sie das Protein, an dem sie hiangen, auf. Das
somit weniger dicht gepackte Protein besitzt einen grofleren Bewegungsspielraum,
was zu einer erhohten Elastizitdat und Flexibilitat von Glykoproteinen fiihrt.
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1 Kohlenhydrate

Bei der Synthese von Glykoproteinen wird die jeweilige Zuckereinheit in Form ei-
nes aktivierten Zucker-Nukleotids durch eine Glykosyltransferase an das Protein
gehangt. Fir verschiedene Nukleotide gibt es dabei auch verschiedene Transfera-
sen. Dieses Anhédngen erfolgt am endoplasmatischen Retikulum und dann wird
das Glykoprotein vom Glogi-Apparat an die entsprechende Stelle in der Zelle ge-
bracht.

lipid-linked

]
oligosaccharide QE

Abbildung 1.12: Schematische Darstellung der Glykoproteinsynthese am endoplas-
matischen Retikulum

Lektine

Bei Lektinen handelt es sich um eine weitere “Hybridspezies” aus Protein und
Kohlenhydrat, die in jedem Organismus (Tiere, Pflanzen, Bakterien) gefunden
werden konnen. Lektine weisen dabei eine sehr hohe Affinitdt zu Letzteren auf,
was in einer sehr starken Bindung zwischen Kohlenhydrat und Lektin fiihrt. Diese
Bindung ist dabei nicht nur sehr stark, sondern gleichzeitig auch sehr spezifisch.

Dadurch erhalten Lektine eine wichtige Rolle in der Zellerkennung und -adhésion

(Bindung der Oligosaccharide an den Glykoproteinen), in der Proteinfaltung, der
Endocytose, sowie der intrazellularen Transportmechanismen.
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2 Lipide und Biomembranen

Bei handelt es sich um eine chemisch sehr diverse Gruppe, die sich durch
ihre Unloslichkeit in Wasser (Hydrophobie) auszeichnet. Im Kérper werden sie
zur Energiespeicherung, als wasserabweisende Schichten, Membrankomponenten,
Hilfsstoffe in Emulsionen, Signalmolekiile (Hormone), Vitamine, Elektronentrans-
porter und lichtabsorbierende Pigmente verwendet.

2.1 Fettsauren

Im Zuge von Lipiden kommt sehr schnell das Thema der auf, die
Bestandteil der allermeisten Lipide sind. Es handelt sich dabei um meist relativ
langkettige (Meist 12-36 Kohlenstoffatome), unverzweigte (Ausnahme: Isoprenoi-
de) Sauren, die in der niedrigst moglichen Oxidationsstufe sind (reine Kohlen-
wasserstoffe mit terminierender Carboxylgruppe). Dies sorgt dafiir, dass durch
Oxidation moglichst viel Energie freigesetzt werden kann.

In Fettsduren kommen keine Doppelbindungen vor. Dahingegen kom-
men in Fettsduren sehr wohl Doppelbindungen vor, die jedoch stets
in cis-Konfiguration stehen. Aulerdem kommen die Doppelbindungen niemals kon-
jugiert vor, sondern sind stets durch mindestens eine Methylengruppe voneinander
getrennt. Mehrfach ungesattigte Fettsduren werden zur Familie der PUFAs (Poly
unsaturated fatty acids) gezahlt und sind besonders wichtig in der Erndhrung
eines Menschen.
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2 Lipide und Biomembranen

w-Carbon
H3C\ atom
CH
H\/ :
w-3
double bond
H
/\CH2
(TH2)H
Co0~

Abbildung 2.1: Strukturformel einer allgemeinen w-3-Fettsdure, die fiir die
menschliche Erndhrung aufgrund ihrer positiven Auswirkung auf
das Herzmuskelgewebe [13].

Trotz der Tatsache, dass es sich um Carbonsduren handelt, sind Fettsduren sehr
schlecht oder gar nicht in Wasser 16slich, was auf die langen, hydrophoben Schwan-
ze zuriickzufiihren ist.

Der Schmelzpunkt von Fettsduren nimmt mit zunehmender Kettenldnge graduell
zu. Eine einfache Unséttigung in der Fettsiaure fithrt jedoch zu einem Absinken des
Schmelzpunktes um 40-50°C im Vergleich zum entsprechend geséttigten Homolog.
Dies liegt an der Tatsache, dass die Doppelbindungen in Fettsauren stets in cis-
Konfiguration auftreten, was zu einem Knick in der Kette fithrt, der keine so dichte
Packung mehr erlaubt und somit der Kristallisation entgegen steht.

Ungeséattigte Fettsduren konnen durch Luftsauerstoff oxidiert werden, was dazu
fithrt, dass sie “ranzig” werden. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass die Abs-
traktion eines Wasserstoff-Radikals neben einer Doppelbindung zu einem stabili-
siertem Fettsaure-Radikal fithrt, welches dann in einem Radikalmechanismus zu
einem Hydroperoxid und anschlieBender Ausbildung kiirzerer Fettsauren (durch
Kettenspaltung) und einem dazu gehérigem Aldehyd reagieren kann. Ganz beson-
ders anféllig sind mehrfach ungeséattigte Fettsauren, die Methylengruppen zwischen
zwei Doppelbindungen aufweisen. Hier ist die Radikalbildung ganz besonders be-
giinstigt.
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2.2 Lipide

2.2 Lipide

2.2.1 Speicherlipide - Triacylglycerole

Zur Energiespeicherung werden hauptsachlich Triacylglycerole verwendet. Dabei
handelt es sich um Tri-Ester aus einem Molekiil Glycerol (1,2,3-Propantriol) mit
drei Fettsduren. Seine Wasserunloslichkeit fiihrt dazu, dass sich Triacylglycerole
in Zellen zu “Tropfen” zusammen schliefen. In Tieren sind das relativ grofle Li-
pidtropfen in den Fettzellen (Adipocyten), wohingegen sie n Pflanzensamen eher
klein ausfallen. Triacylglycerole konnen durch Lipasen enzymatisch wieder gespal-
ten werden.

Der Vorteil in der Nutzung von Triacylglycerolen anstatt von Kohlenhydraten zur
Energiespeicherung liegt in ihrer deutlich hoheren Energiedichte. Diese ist darauf
zuriickzufiihren, dass Fettsduren insgesamt eine deutlich geringere Oxidationsstu-
fe, als Kohlenhydrate besitzen und somit durch Oxidation etwa doppelt so viel
Energie liefern. Aulerdem besteht ein Grofiteil der Masse von Kohlenhydraten
aus “Wasser”, welches nicht oxidiert werden kann. Somit bestehen Kohlenhydrate
zu etwa zwei Dritteln aus “toter Masse”, die nicht in die Energiegewinnung mit
einflielen kann.

Dariiber hinaus besitzt Fettgewebe auch eine isolierende Wirkung, die es Tieren
ermoglicht in kalten Umgebungen zu Uberleben. AuBerdem kann Fett aufgrund
seiner geringen Dichte auch als Regulierung der Schwebeeigenschaften in Wasser
verwendet werden.

Letzteres nutzt beispielsweise der Spermwal, der ein sehr grofies Fettreservoir in
sich tragt, dessen Temperatur durch den Wal kontrolliert werden kann. Somit kann
er die Dichte dieses Fetts steuern und sie stets der Dichte des ihn umgebenden Was-
ser anpassen, sodass er stets passiv “schweben” kann und keine Energie aufwenden
muss, um seine aktuelle Tiefe zu halten. Im Endeffekt handelt es sich also um eine
alternative Schwimmblase.

In Triacylglycerolen kommen hauptsachlich Fettsauren der Lange 16 oder 18 vor.
In Pflanzen ist der Anteil ungesattigter Fettsauren relativ hoch, wiahrend er in
tierischem Fett eher gering ist.
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2 Lipide und Biomembranen

2.2.2 Wachse

Bei Wachsen handelt es sich ebenfalls um Ester, allerdings bestehen sie aus lang-
kettigen Fettsduren und einem langkettigem Alkohol, was die Hydrophobie von
Wachsen besonders ausgepragt erscheinen lasst. Dementsprechend ist es nicht wei-
ter verwunderlich, dass ein grofles Einsatzgebiet von Wachsen das Ausbilden was-
serabweisender Schutzschichten ist. In Plankton stellen Wachse die hauptséchliche
Methode zur Energiespeicherung dar.

2.2.3 Membranlipide

Die Gruppe der Membranlipide ist ebenfalls sehr divergent, aber alle haben struk-
turelle Ahnlichkeiten. Die wohl auffilligste Eigenheit von Membranlipiden ist ihre
Polaritat. Sind alle bisher besprochenen Lipide weitestgehend unpolar, so wei-
Ben Membranlipide eine klare Polaritat auf. Dies liegt an ihrem Aufbau, der aus
zwei hydrophoben Ketten, sowie einer polaren Kopfgruppe besteht. Je nach Be-
schaffenheit dieser einzelnen Komponenten konnen Membranlipide dann weiter in
Unterkategorien unterteilt werden.

Glycerophospholipide

Glycerophospholipide bestehen auch wieder aus einem Glycerol, das dreifach ver-
estert wurde. Allerdings werden nur C; und C, mit einer Fettséure verestert (meis-
tens eine geséttigte Cig oder Cig am C; und eine 18 bis Cy, Ungeséttigte am C,),
wohingegen das Cs mit einem Phosphorsaurederivat verestert ist. Es handelt sich
somit um Derivate des L-Glycerol-3-Phosphats.

(0]
I

1CH2*O*C\/\/\/\/\/\/\/\ Saturated fatty acid
0 (e.g., palmitic acid)
Glycerophospholipid I X
(general structure) ‘CH*O*C\/\/\/\/=\/\/\/\/ }Jnsat?rgted.(fia)tty acid
e.g., oleic aci
7
3CH2707I"707 X

(@] Head-group
substituent

Abbildung 2.2: Strukturformel eines Glycerophospholipids [13].

Durch die Kopfgruppe X am Phosphat kann die Eigenschaft des entsprechenden
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2.2 Lipide

Membranlipids variiert werden. So kann diese z.B. in neutraler Umgebung eine
Ladung tragen und somit die polare Eigenschaft weiter verstiarken. Aulerdem kann
die Kopfgruppe zur molekularen Identifizierung verwendet werden.

Sphingolipide

Bei Sphingolipiden besteht das Grundgeriist nicht aus Glycerol, sondern aus einem
langkettigen, ungesattigten Aminoalkohol (Sphingosin), welches mit einer Kopf-
gruppe iiber eine Sauerstoftbriicke verbunden und mit nur einer Fettsidure verbun-
den ist. Die Fettsdure hingt dabei tiber eine Amidbindung an der Aminogruppe
des Sphingosins. Als zweiter, unpolarer Schwanz dient die restliche, lange Kette
des Sphingosins.

Sphingosine
HO —3CH— CH=CH— (CH2)12—CH3 Fatty acid
(o)
. I
T RVAYA YA VA VAVAVAVAVAVAVAN
| H
1CH;—0—X
Sphingolipid

(general
structure)

Abbildung 2.3: Strukturformel eines allgemeinen Sphingolipids [13].

Strukturell sind die Sphingolipide den Glycerophospholipiden sehr dhnlich, wobei
sie insgesamt eine hohere Stabilitat aufweise, da eine Schwanzgruppe direkt Teil der
Kohlenwasserstoftkette des Grundgriists ist und die Andere iiber eine Amid- statt
einer Esterbindung angehéngt ist. Dies ist auch der Grund, weswegen Sphingolipide
bevorzugt in der Aulenseite von Membranen eingebaut werden.

Es existieren insgesamt iiber 60 Sphingolipide im Menschen, wobei die physiologi-
sche Funktion der Meisten nach wie vor ungeklart ist. Das einfachste Sphingolipid
ist das Ceramid, welches am C; einfach eine Hydroxylgruppe hat (X=H).

Spingomyelin Diese Untergruppe der Sphingolipide besitzt die Kopfgruppe
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2 Lipide und Biomembranen

PO3; —(CH,),—N"(CHj;)3 und wird als Phospholipid sehr oft in Plasmamembra-
nen in tierischen Zellen verwendet. Dartiiber hinaus kommt es als Bestandteil der
Myelinschicht vor, die Neuronen isolieren. Von letzterem Vorkommen hat diese
Untergruppe auch ihren Namen erhalten.

Cerebrosid Bei dieser Gruppe handelt es sich bei der Kopfgruppe um einen Ein-
fachzucker, wie Glukose (Normalfall) oder Galaktose (Neuronale Zellen). Der Zu-
cker ist dabei iiber ein Vollacetal an das C; des Sphingolipids gebunden.

Globosid Strukturell 4hnlich zu den Cerebrosiden, nur dass statt eines Einfach-
zuckers ein kleines Oligosaccharid (2-4 Einheiten) als Kopfgruppe auftritt. Ein
weiteres, gemeinsames Merkmal ist die Ladungsneutralitat der Kopfgruppe, da
diese ja nur aus ungeladenen Zuckermolekiilen besteht.

Gangliosid Diese Untergruppe weist komplexe Oligosaccharide als Kopfgruppe
auf, die stets Sialsdure enthalten, sodass die Kopfgruppe bei neutralem pH eine
negative Ladung tragt.

Diese zuckertragenden Gruppen werden hauptséachlich zur Zellerkennung, bzw. -
identifizierung verwendet, da durch die Zucker-Kopfgruppe eine sehr grofie Varia-
bilitdt moglich ist. Ein Beispiel fiir die Verwendung von Gangliosiden zur Zelliden-
tifizierung sind die verschiedenen Blutgruppen.

Etherverkniipfte Glycerophospholipide

Anstatt der Esterbindung, wie sie in normalen Glycerophospholipiden zu finden
ist, konnen die Fettséduren auch iiber eine Etherbindung an das Glycerol gebunden
werden. Der Vorteil dieser Bindung ist ihre erhohte Stabilitdt. Dementsprechend
ist es nicht weiter verwunderlich, dass solche Lipide hauptséchlich in Lebewesen
vorkommen, die unter extremen Bedingungen (Hitze, geringer pH, grofie Ionen-
starke) leben.

Zur Erhohung der Stabilitdt konnen die Fettsauren sogar auf beiden Seiten mit
einem Glycerol verethert sein, wie es zum Beispiel bei einigen Spinnen der Fall
1st.
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2.2 Lipide

Sterine

Sterine besitzen ein Grundgertist aus vier kondensierten Kohlenstoffringen, an de-
nen unterschiedliche Substituenten hangen konnen. Insbesondere besitzen sie eine
polare Gruppe am Cs und eine lange, unpolare Kette am C;;. Durch das Ring-
Grundgeriist haben sie eine sehr rigide, planare Struktur, die keine Rotation zu-
lasst. Diese Art der Lipide kommt ausschliefilich in Pflanzen oder Tieren, nicht
jedoch in Bakterien, vor.

Neben ihrer Verwendung als Membranporteine (mit Cholesterin als wohl bekann-
tester Vertreter in Tieren) konnen sie auch als Emulgatoren oder auch als Hormone
(Steroide) zum Einsatz kommen.

Steroid
head nucleus

Abbildung 2.4: Struktur eines Sterins [13].

Cholesterin  Cholesterin ist ein Vertreter der Sterine, welches die Fluiditat und
die Durchlassigkeit einer Membran beeinflussen kann. Es ist hauptséchlich hy-
drophob und kann deswegen gut in eine Lipiddoppelmembran integriert werden.
Dariiber hinaus dient es als Vorlaufer fiir einige wichtige Synthesen.
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2 Lipide und Biomembranen

21CH3 ZGCHg

</
CHZCH, 2 CcH 2 CH22CH
18 \
CH3 278
CHs

Abbildung 2.5: Strukturformel von Cholesterol [13].

Polare Derivate des Cholesterins finden Anwendung als sehr potente Emulgatoren.
Wird Cholesterin mit einer Fettsiaure verestert, so wird das entstehende Molekiil
nochmal hydrophober. In dieser Form wird Cholesterol gespeichert und transpor-
tiert. Weitere Derivate des Cholesterols sind Testosteron und Estradiol, bei denen
es sich um Steroidhormone handelt.

Steroidhormone Diese Hormone sind Botenstoffe, die iiber das Blut an das Ziel-
gewebe transportiert werden und dort eine spezifische Reaktion auslésen (Beein-
flussung des Metabolismus oder der Genexpression). Es handelt sich um Verwandte
des Cholesterins, werden aber in der Regel direkt aus Isopren-Untereinheiten syn-
thetisiert. Der Wesentlichste Unterschied zum Cholesterin ist das Fehlen des lan-
gen, hydrophoben Schwanzes, sodass Steroidhormone deutlich weniger hydrophob
sind. Neben den bereist genannten Vertretern zdhlen auch Cortisol und Aldosteron
zu dieser Stoffgruppe.

2.2.4 Eicosanoide

Bei dieser Stoffgruppe handelt es sich um Hormone, die Signale an benachbarte
Zellen weiter geben konnen. Es handelt sich um ein Derivat einer verifach un-
gesattigten Fettsaure mit einer Kettenldnge von 20 Kohlenstoffatomen, welches
aus der Spalting eines Membran-Phospholipids gewonnen wird. Sie lassen sich in
Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene unterteilen.
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Abbildung 2.6: Die verschiedenen Gruppen von Eicosanoiden [13]. Durch NA-
SAIDs (Medikamente) kann die Synthese der entsprechenden Ei-
cosanoide gehemmt werden, was eine schmerzlindernde Wirkung
hat (Wirkungsweise von Aspirin + Ibuprofen).

Prostglandine

Von diesem Typ gibt es wieder sehr viele Unter-Typen, die aber alle dafiir zustan-
dig sind die Produktion von cAMP (cyclischem AMP) anzuregen. Je nach Unter-
Typ gibt es zusétzliche Effekte wie die Kontraktion des Uterus, Verstarkung des
Blutflusses, Kontrolle des Wach-Schlaf-Zyklus, Fieber und Schmerz.

Thrombaxane

Die zwei wichtigsten Thrombaxane sind A, und B,. Synthetisiert werden Throm-
baxane von den Thrombocyten und ihr Effekt liegt im Auslosen von Gefafveren-
gungen und Blutgerinnung.

Leukotriene

Charakteristisch fiir diese Gruppe sind drei zueinander konjugierte Doppelbindun-
gen. Es handelt sich um sehr potente, biologische Botenstoffe, die beispielsweise
in allergischen Reaktionen beteiligt sind. Beispielsweise das Leukotrien D, sorgt
fiir eine Kontraktion der Bronchien und kann somit bei Uberproduktion Asthma
auslosen.
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2 Lipide und Biomembranen

2.3 Biomembranen

Je nach Breitenverhaltnis des polaren Kopfes zum unpolaren Schwanz, lagern sich
die Membranlipide in wassriger Umgebung unterschiedlich zusammen. Ist der Kopf
breiter, als der Schwanz, so schlieflen sich die Lipide zu Mizellen zusammen, wo-
hingegen sie sich zu einer Doppelmembran zusammen schlieen, wenn Kopf und
Schwanz etwa gleich breit sind.

Individual units are

wedge-shaped Individual units are
(cross-section of head cylindrical (cross-section

greater than that of head equals that of side chain)

of side chain)

Micelle

Bilayer

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Zusammenlagerungsmoglichkeiten
von Membranlipiden in Abhéangigkeit von ihrem Kopf-Schwanz-
Breitenverhaltnis .

Bei Doppelmembranen im Korper stellen die polaren Kopfgruppen stets die Mem-
branauflenseite dar, sodass sich die hydrophoben Schwanzgruppen zusammen fin-
den konnen, wahrend die polaren Kopfgruppen mit der wéssrigen Umgebung wech-
selwirken konnen.

Die Konsistenz dieser Membranen schwankt je nach Temperatur zwischen gelartig
(fast schon wie ein Feststoff) oder aber fast schon fliissig (analog: Oltropfen in
Wasser). Je geringer die Temperatur ist, desto dichter konnen sich die Lipidmole-
kiile aneinander packen und desto grofler ist der kristalline Anteil in der Membran.
Dementsprechend nimmt die Viskositdt der Membran als Gesamtes zu, wohinge-
gen ein Anstieg in der Temperatur Unruhe in den Molekiilen induziert, die einer
dichten Packung entgegen wirkt und somit eher den fliissigen Charakter fordert.
Langkettige Fettsduren in Membran erhohen die Viskositdt, wohingegen ungesét-
tigte Fettsduren eine Verringerung der Viskositdt bewirken. Dies beruht auf der
Tatsache, dass durch die geknickte Strukturen der ungeséittigten Fettsduren die
Packungsdichte und somit die Kristallinitat verringert wird.

Je nach Aufbau der einzelnen Membranlipiden und der Zusammenstellung der
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2.3 Biomembranen

Lipide in der Membran lassen sich also Membran mit ganz unterschiedlicher Fle-
xibilitat erstellen, wovon im Korper auch Gebrauch gemacht wird.

Innerhalb der Membran sind die Lipide jedoch nicht fest gebunden wie in einem
Kristall, sondern unterliegen Diffusionsbewegungen. Dabei bleiben die Lipide al-
lerdings in erster Ndherung stets auf ihrer Seite der Membran (die polare Gruppe
zeigt stets auf die selbe Seite der Membran), sodass die Diffusion in einem “Platz-
tausch” mit dem Nachbar besteht (laterale Diffusion). Die Umkehrung eines Lipids
auf die andere Membranseite (“flip-flop-Diffusion”) ist hingegen extrem langsam,
da hierfiir die polare Kopfgruppe durch die Lipidphase in der Membran hindurch
“tauchen” muss, was energetisch nattirlich sehr ungiinstig ist. Fiir diese Art der
Umkehrung existieren spezielle Membranenzyme, die gezielt Lipide von der Au-
Benseite zum Membraninneren (Cytosol) drehen (Flippase), bzw. vom Cytosol zur
Auflenseite (Floppase) drehen konnen. Fur diese gerichtete Drehung wird jedoch
Energie in Form von ATP bendtigt. Dartiber hinaus gibt es sogenannte Scrambla-
sen, die Lipide ohne Praferenz in die eine oder andere Richtung umkehren kénnen,
bis sich ein Gleichgewicht eingestellt hat.

Uncatalyzed lateral
diffusion

OO000G300 i SO0C0A0C0

Inside

Uncatalyzed transverse
(“flip-flop”) diffusion

00000000 v ATP ADP+P; ATP ADP+P;

AT AR A ;' [ | Flippase Floppase Scramblase
_— 2 (P-type ATPase) (ABC transporter) moves lipids in

1 | 1\ moves PE and PS moves pk holi either di ,

QOO0 veryslow seee - sees) from outer to from cytosolic to toward equilibrium
(rzin days) cytosolic leaflet outer leaflet

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der verschiedenen Diffusionshewegungen
in Biomembranen [13].

Diese gezielte Kontrolle dariiber, welche Lipide auf welcher Seite der Membran
sind, ermoglicht es asymmetrisch aufgebaute Membranen aufzubauen, bei denen
auf der einen Seite andere Membranlipide sitzen, als auf der Anderen. Hierdurch
kann die Membranstabilitat erhoht werden, indem verstarkt Lipide mit einer La-
dung auf der Membranauflenseite eingebaut werden.
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2 Lipide und Biomembranen

2.3.1 Membrantransportprozesse

Da bereits bekannt sein sollte, dass es einen Stoffaustausch zwischen durch Mem-
branen abgeschirmten Bereichen im Korper (z.B. Zellen) gibt, muss auch klar sein,
dass es Moglichkeiten zum Transport durch eine solche Membran geben muss.

Facilitated diffusion
(down electrochemical

Simple diffusion
gradient)

(nonpolar compounds only,
down concentration
gradient) o

Sou
ks Primary active

transport (against
_ electrochemical
b gradient)

mediated
ion transport

iy lon
Secondary

active transport

(against electrochemical

gradient, driven by ion

moving down its gradient)

(down
electrochemical
gradient; may Q
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3.1 Aligemeines

Der Stoffwechsel oder auch genannt, kann in zwei grofie Unter-
einheiten aufgebrochen werden: Den und den . Ers-
teres enthélt dabei alle Prozesse, bei denen aus (energiearmen) Ausgangsstoffen
unter Aufwendung von Energie neue Produkte synthetisiert werden, die im Or-
ganismus benétigt werden (z.B. Synthese von Proteinen) und Letzteres mit dem
Abbau von von (energiereichen) Stoffen mit dem Ziel der Energiegewinnung (z.B.
Zellatmung).

Die im Katabolismus gewonnene Energie muss selbstverstandlich irgendwie gespei-
chert werden, wofiir es verschiedene Moglichkeiten gibt. In den meisten Féallen wird
diese Energie jedoch in Form von Phosphorylierungen gespeichert (ADP + P zu
ATP) und durch die entsprechende Dephosphorylierung auch wieder freigesetzt.

Ein weiterer Begriff, den es in diesem Zusammenhang zu definieren gilt ist ein

. Dies beschreibt jeden Stoff und jedes Intermediat das im Rahmen des Me-
tabolismus (Stoffwechsel) umgewandelt wird. Ein (metabolic
pathway) beschreibt dabei eine Serie von (enzymkatalysierten) Reaktionen, die ei-
nen metabolischen Block ausmachen (also einen Stoffwechselschritt iibernehmen).
Diese konnen entweder linear, verzweigt oder zyklisch sein. Im Regelfall werden am
Anfang Metabolite in den Pfad gegeben und am Schluss kommen entsprechende
Metabolite wieder heraus. Diese einzelnen Pfade konnen reguliert werden und sind
somit der wesentliche Ansatzpunkt fiir die Regulierung des Metabolismus.

Interessant an dieser Stelle anzumerken ist, dass alle katabolischen Pfade konver-
gieren (egal von wo gestartet wurde, es wird immer der selbe, letzte Pfad genom-
men), wohingegen die Anabolischen divergieren. Das ist in sofern sinnvoll, als dass
der Kérper im Wesentlichen eine Form der Energiespeicherung kennt (ATP), zu
der alle katabolischen Pfade fithren miissen. Gleichzeitig ist ATP der Ausgang fiir
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3 Metabolismus

jede Bioreaktion, die Energie benotigt, sodass alle im Korper benotigten Molekiile
irgendwie daraus (bzw. mit dessen Hilfe) synthetisiert werden miissen.

Im Folgenden soll jedoch hauptséchlich auf den Katabolismus (also der Energiege-
winnung im Organismus) eingegangen werden. Dieser lasst sich im Wesentlichen
in drei Schritte einteilen:

1. Verdauung: Aufspaltung der Nahrung in entsprechende Monomere, bzw. Grund-
bausteine

2. Erzeugung von Schliissel-Metaboliten

3. Energie-Erzeugung durch Oxidation (Synthese von ATP und NAD(P)H)

3.1.1 Prinzipien der metabolischen Regulierung

Wie sich leicht vorgestellt werden kann, bedarf ein so komplexer Prozess wie der
Metabolismus eine sehr gut funktionierende Regulierung. Eine der Offensichtlichs-
ten ist dabei, dass der Organismus nicht gleichzeitig ein Biomolekiil synthetisie-
ren und wieder abbauen sollte. Des Weiteren sollte verhindert werden, dass sich
Metabolite anstauen, die nicht weiter metabolisiert werden. Um diese Effekte zu
Erreichen werden alle metabolischen Pfade im Regelfall durch ihr entsprechendes
Produkt und/oder Edukt reguliert. In einfachen Worten bedeutet dies: “Wenn
viel Edukt, aber kein Produkt da ist, dann schmeifl die Maschine an. Wenn viel
Produkt und kein Edukt vorhanden ist, stoppe die Reaktion”.

Diese Eigenschaften werden von chemischen Gleichgewichten von Haus aus erfiillt,
da fiir diese das Prinzip von Le Chatelier gilt. Da aber nicht alle biochemischen
Reaktionen Gleichgewichtsreaktionen sein kénnen, miissen die irreversiblen Schrit-
te einer Reaktion mit externen Mitteln reguliert werden. Aber auch das ist noch
nicht der Weisheit letzter Schluss: Wiirde der Pfad an einem beliebigen, irreversi-
blen Schritt gehemmt (reguliert) werden, so konnte sich durch eine vorgelagerte,
irreversible Reaktion das entsprechende Intermediat ansammeln, was zum Einen
eine Energieverschwendung und zum Anderen auch ungesund sein kann.

Deswegen werden metabolische Pfade stets am sogenannten

(committing step) reguliert. Dies ist die erste, irreversible Reaktion innerhalb eines
Pfades. Somit wird verhindert, dass sich Metabolite anstauen, denn Gleichgewichte
vor dem bestimmenden Schritt werden tiber die Regulierung des Selben automa-
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tisch mit reguliert und spétere, irreversibel Reaktionen sind auch kein Problem,
da sie sich zwangslaufig dem “Substratfluss” anpassen.

3.1.2 Zellulare Energiespeicherung

Energie steht Zellen durch zwei wesentliche Reaktionen zur Verfiigung

ATP = ADP + P
Mg2+
2ADP =—— ATP + AMP

Das in der zweiten Reaktion (katalysiert durch die Adenylat-Kinase) hergestellte
ATP kann selbstverstéindlich wieder geméfl der ersten Reaktion Energie gewon-
nen werden. Die Reaktion an und fiir sich ist jedoch energetisch neutral und dient
somit nur indirekt der Energiegewinnung. Ein Problem dieser Reaktion ist aufler-
dem, dass das dabei entstehende AMP nur unter sehr grofem Aufwand zuriick in
ADP und schliellich ATP iiberfithrt werden kann. Dementsprechend ist die zweite
Reaktion hauptsachlich eine Notlosung des Organismus, wenn kein ATP mehr zur
Verfiigung steht.

Unter Beachtung oben genannter Reaktionen ldsst sich der Energiegehalt (energy
charge) EC einer Zelle wie folgt definieren

[ATP] + 0,5 - [ADP]

B = [ATP] + [ADP] + [AMP]

(3.1)

Dieser Energiegehalt liegt normalerweise zwischen 0,8 und 0.95.

Da die ATP-Konzentration direkt mit dem Energiegehalt einer Zelle zusammen
hangt und metabolische Reaktionen in erster Linie produkt- bzw. eduktreguliert
sind, besteht auch ein direkter Zusammenhang zwischen Energiegehalt und Regu-
lierung des Metabolismus der Zelle. Alle katabolischen Pfade werden durch einen
hohen EC' gehemmt, wohingegen alle anabolischen Pfade dadurch angeregt wer-
den. Dies macht sofort Sinn, sobald sich vor Augen gefiithrt wird, bei welchem Pfad
ATP als Edukt und bei welchem als Produkt dient.

Dieser Zusammenhang sorgt auch dafiir, dass der EC-Level in einer Zelle relativ
konstant gehalten wird.
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3 Metabolismus

Adenosintriphoshat (ATP)

ATP besteht aus einem Adenosin, das mit einer Ribose verbunden ist, an der
ihrerseits ein Triphosphat hangt. Zwischen den einzelnen Phosphatmolekiilen sind
Anhydrid-Bindungen und zwischen dem ersten Phosphat und der Ribose ist eine
Esterbindung.

Wie bei jeder Anhydrid-Bindung konnen auch die im ATP hydrolisiert werden,
wobei Energie frei wird. Dies beruht auf der Tatsache, dass das entstehende Hy-
drogenphosphat eine bessere Resonanzstabiliserung erfihrt, als es im ATP der
Fall war. Dazu kommt, dass durch die Abspaltung eines Phosphats gleichnamige
Ladungstrennung moglich ist, was ebenfalls energetisch giinstig ist.

Der Energieumsatz einer Hydrolisierung von ATP betragt unter Standardbedin-
gungen etwa —30 % Unter zellularen Bedingungen steigt dieser Betrag jedoch

auf bis zu —60 XL an.
mol

Als Gegenion zum ATP tritt im Organismus stets Mg>" auf.

Aus Betrachtungen des Gesamtgehalts an ATP in einem Organismus und der tég-
lich zugefiihrten Energie geht hervor, dass jedes einzelne ATP-Molekiil in jeder
Minute im Schnitt dreimal in ADP gespalten und wieder zurtick phosphoryliert
werden muss. Das macht also ganz klar deutlich, wie wichtig dieses Molekiil fiir
das Funktionieren eines Organismus ist.

Die Nutzung der Energie, die im ATP gespeichert ist erfolgt in aller Regel iiber eine
Phosphoryl-Ubertragung (PO4 oder kurz P;). Aber nicht nur ATP kann in Zel-
len Phosphoryl iibertragen (Schliellich muss das entsprechende Phosphoryl auch
irgendwie wieder an das ADP angebaut werden, um das ATP zu regenerieren).

Generell gibt es drei Moglichkeiten, wie ein Nukelophil an das ATP angreifen kann,
die aber alle dem selben Mechanismus entsprechen.
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Abbildung 3.1: Die verschiedenen Mechanismus eines Nukelophils das ATP zu
spalten [13]. Wie zu erkennen ist, hat jeder dieser Mechanismus
wieder einen eigenen Namen.

Die Adenylation (Abb. ganz rechts) ist dabei energetisch besonders bevorzugt.
Die Spaltung zwischen « und f erzielt einen Energiegewinn von 46 nl%l (statt 36)
und die darauf folgende Spaltung des Diphosphats kann nochmals weitere 19 n%l
erwirtschaften. Diese Reaktion wird deswegen auch zur Synthese von DNA und
RNA Molekiilen oder aber bei der Aktivierung von Fettséduren vor ihrem Abbau
verwendet.

Phosphorylgruppentransfer

ATP hat ein eher mittelméafiges Phosphorylgruppeniibertragungspotential, was
ihm aber ermoglicht als eine Art Mediator zu wirken. Es ist in der Lage Phospho-
rylgruppen von Molekiilen mit héherem Pj-Ubertragungspotential aufzunehmen
(in katabolischen Pfaden) und diese dann aber auch wieder an andere Molekiile
abzugeben (anabolische Pfade).

Der eigentliche Trick besteht nun darin, die Hydrolyse des ATPs an eine anaboli-
sche Reaktion zu koppeln (sodass die bei der Hydrolyse freiwerdende Energie auch
fiur die entsprechende Reaktion zur Verfiigung steht). Dies geschieht im Regelfall
durch eine reversible Phosphorylgruppeniibertragung vom ATP auf das entspre-
chende Substrat (oder Enzym).

Ein klassischer Vertreter dieser Transfers ist die sogenannte Transphosphorylation,

wobei eine Phosphorylgruppe zwischen Nukleotiden. In aller Regel dient ein ATP
als Phosphroyldonor und ein entsprechend anderes Nukelotid als Akzeptor. Die
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freie Enthalpie einer solchen Ubertragung ist in erster Naherung gleich Null, so-
dass zu erwarten wére, dass die Hinreaktion in gleichem Mafle wie die Riickreaktion
ablauft. Der hohe Uberschuss an ATP im Vergleich zu den anderen Nukelotiden
sorgt jedoch dafiir, dass diese mehr oder weniger vollstdndig phosphoryliert wer-
den.

3.1.3 Biologische RedOx-Reaktionen

Sehr viele metabolische Reaktionen sind RedOx-Reaktionen, dh. dass wéhrend
der Reaktion Elektronen iibertragen werden. Fiir diesen Zweck werden Elektro-
neniibertréager benotigt, die in katabolischen Reaktionen als Oxidationsmittel ein-
gesetzt werden (selbst also reduziert werden) und in Anabolischen als Reduktions-
mittel fungieren, um die entsprechenden Substrate zu reduzieren. Das bedeutet,
dass die Elektroneniibertrager selbst einem sténdigem Zyklus aus oxidiertem und
reduziertem Zustand ausgesetzt sind. Fir die dazugehorigen Standardpotentiale
bedeutet dies, dass sie weder allzu hoch, noch allzu niedrig sein diirfen, da sonst
die entsprechende Oxidation/Reduktion irreversibel wére und somit dieser Zyklus
nicht weiter moglich ware.

Ein prominentes Beispiel fiir solche RedOx-Reaktionen sind die Synthese von ATP,
sowie die Photosynthese.

Die Anspriiche an solche Elektronentransporter sind offensichtlich relativ hoch,
sodass es nicht weiter verwundert, dass in der Natur einige wenige solcher Mole-
kiile existieren, die fiir eine grofie Vielzahl an Reaktionen verwendet werden. Drei
wichtige Elektronentransporter in biologischen System sind

« NADH « NADPH  FDH,
Energy- . Energy-
eontaining depleted
nutrients : end products

Catabolism
Carbohydrates 5 COy
Fats e H,0
Proteins » NHy
DP+HPO}" e
E0F - HP0Q & vapn  \NGhemical
NADP* N‘AUPH energy
FAD FADH,

Cell “ Precursor
macromolecules molecules
Proteins Anabolism Amine acids
Polysaccharides Sugars
Lipids Fatty acids
Nucleic acids Nitrogenous bases

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen Katabolismus
und Anabolismus [2].
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Abbildung 3.3: Molekiilstruktur von NAD(P)H in oxidierter und reduzierter Form
13

Nicotinamid-Adenine-Dinucleotid (NAD) ist neben seiner phosphatveresterten Ver-
sion (NADP) einer der drei wichtigen Elektronentransporter in biologischen Sys-
temen. Wie in Abbildung zu sehen, wird beim Ubergang in die oxidierte Form
ein Wasserstoff abgespalten, was eine positive Ladung durch einen quartéiren Stick-
stoff im Ringsystem schafft. Deshalb wird diese Form in aller Regel mit NAD(P)*
bezeichnet, wohingegen die reduzierte Form (die den entsprechenden Wasserstoff
und keine positive Ladung enthélt) mit NAD(P)H gekennzeichnet wird.

Bei der Reduktion von NAD(P)H werden zwei Elektronen in Form eines Hydrid-
anions auf das Molekiil tibertragen. Dementsprechend wird auch die Oxidation
durch eine Abspaltung, bzw. Ubertragung eines Hydridions durchgefiihrt. Diese
Reduktion hat ein Standardpotential von E° = —0.32V.

Der Ubergang zwischen den beiden Oxidationszustinden kann auch spektrosko-
pisch verfolgt werden, da die reduzierte Form (NADH) ein Absorptionsmaximum
bei A = 340 nm aufweist, die bei NAD+ nicht existiert.
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Abbildung 3.4: Absoprtionspektren von NADH und NAD™ [13].
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An dieser Stelle wichtig zu erwahnen ist, dass NAD im menschlichen Organismus
nicht selbst hergestellt wird, sondern mit der Nahrung aufgenommen wird. Ge-
nauer gesagt werden Vorstufen wie Vitamin B3 (Niacin) aufgenommen, die dann
“ausgeschlachtet” werden, um NAD herzustellen. Der Grund, warum NAD nicht
komplett im Organismus synthetisiert wird ist der, dass die entsprechende Synthe-
se sehr kompliziert ist und sehr viele Enzyme und Coenzyme benotigt. Das wiirde
zum Einen einen hohen Energieaufwand bedeuten, als auch eine ganze Reihe an
Genen fiir die benotigten (Co)Enzyme. Dazu kommt dass die Ausbeute der Syn-
these relativ gering ist, sodass es aus evolutionstechnischer Sicht mehr Sinn macht
das in der Umgebung verfiighare NAD (bzw. dessen Vorstufen) iiber die Nahrung
aufzunehmen und somit die eigentlich schwierige Synthese “auszulagern”.

FADH,

Abbildung 3.5: Strukturformel von FAD [4]

Der RedOx-aktive Teil im Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) ist das Flavin-Gertist,
welches in Abbildung explizit hervorgehoben wird. Dabei werden die zwei dop-
pelt gebundenen Stickstoffatome protoniert und die positive Ladung durch eine
Elektroneniibertragung ausgeglichen. Zwischen dem ersten und zweiten Protonen-
und Elektronentransfer entsteht FADH als radikalische Zwischenstufe. Das Stick-
stoffradikal reagiert dann nach dem zweiten Transfer mit dem zweiten Radikal
(am zweiten Stickstoff) unter Ausbildung einer neuen C=C-Doppelbindung.
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)@lﬁ Iilﬁ

Abbildung 3.6: Umwandlung zwischen der FAD und FADH, [5].

Ausgangsstoff fir die Synthese von FAD ist Vitamin By (Riboflavin).

Freies NAD hat ein Standardpotential von E° = —0,219 V. Ist es dagegen eng an
ein Enzym (eine Dehydrogenase) gebunden, so geht das Potential gegen Null, was
deutlich macht, dass das Reduktionsvermégen von FADH, sehr stark von seiner
chemischen Umgebung (Bindungen zu Enzymen) abhéngt.

Auch bei FAD kann die Umwandlung zwischen den Oxidationsstufen spektro-

skopisch verfolgt werden, da die oxidierte Form ein Absorptionsmaximum bei
A = 570nm aufweist, welches in der reduzierten Form bei A = 450 nm liegt.

3.1.4 Enzyme im Metabolismus

Generell werden folgende Typen von Enzymen im Metabolismus unterschieden:

o Synthase - Katalysiert Kondensationsreaktionen, die keine Aktivierung
durch ein Nukelotid (z.B. ATP) bendtigen. Dabei handelt es sich entweder
um Transferasen oder Lyasen.

« Synthetatse - Katalysiert Kondensationsreaktionen, die eine Aktivierung
durch Nukleotide benétigen. Dabei handelt es sich um eine Untergruppe der

Ligasen.

« Kinase - Katalysiert die Ubertragung einer Phosphorylgruppe von einem
Nukelotid auf ein Substrat

« Phosphorylase - Katalysiert die phosphatvermittelte Hydrolyse von Bin-
dungen

o Phosphatase - Katalysiert die Hydrolyse von Phosphatestern

35



3 Metabolismus

3.2 Glykolyse

Die bezeichnet allgemein den schrittweisen Abbau von Monosacchari-
den (z.B. D-Glucose) zur Energiegewinnung. Dieser Abbau findet dabei unter ae-
roben Bedingungen statt.

Besonders erwahnenswert ist dabei die Glykolyse von Glucose, da diese einen sehr
wichtigen Schliisselmetabolit darstellt. Generell wird Glucose dabei auf drei Arten
“verarbeitet”:

o Umwandlung in Stérke, die als Energiespeicher verwendet werden kann
e Abbau von Glucose, um NADH und ATP aufbauen zu kénnen
o Abbau von Glucose, um NADPH synthetisieren zu kénnen

Die Glykolyse, mit der sich hier weiter befasst werden soll, kann dabei in zwei
Phasen eingeteilt werden

1. Vorbereitungsphase
2. “Gewinnphase”

In der ersten Phase muss die Glucose unter Aufwendung von zwei Aquivalenten
ATP aktiviert werden, sodass eine Bindungsspaltung zu zwei Trioseeinheiten er-
folgen kann. In der zweiten Phase konnen mit Hilfe dieser Trioseeinheiten vier
Aquivalente ATP, sowie zwei Aquivalente NADH synthetisiert werden. In Summe
liefert die Glykolyse von Glucose also jeweils zwei Einheiten ATP und NADH.
Letzteres ist essentiell, da die Konzentration von NAD+ in den Zellen sehr gering
ist. Da NADH aber sehr wichtig fiir den Metabolismus ist, ist seine Regeneration
essentiell.

Unter aeroben Bedingungen kann in einer dritten Phase nochmals etwa fiinf weite-
re Einheiten ATP gewonnen werden. Unter anaeroben Bedingungen setzt anstelle
dieser dritten Phase die sogenannte Fermentation ein, die keinen weiteren Ener-
giegewinn erzielt. Die Fermentation wird in Kapitel besprochen.
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Abbildung 3.7: Schematische Ubersicht der Glykolyse. Links ist dabei die Vorbe-
reitungsphase und rechts die Gewinnphase dargestellt .

3.2.1 Vorbereitungsphase

Um Glucose metabolisieren zu kénnen, ist es zunéchst von Vorteil dafiir zu sorgen,
dass die Glucose auch wirklich in der entsprechenden Zelle bleibt. Freie Glucose
kann aber frei in Zellen hinein, aber eben auf dem gleichen Weg auch wieder hinaus
diffundieren. Dies wird durch eine Phosphorylierung der Glucose zu Glucose-6-
phosphat verhindert. Bei dieser Reaktion wird eine Phoyphorylgruppe von einem
ATP auf die Glucose iibertragen. Der zugrundeliegende nukleophile Angriff der
Hydroxygruppe an der 6.Position der Glucose ist aber durch die negative Ladung
des ATP nicht ohne Weiteres moglich. Deswegen muss das ATP erst fiir einen
nukleophilen Angriff aktiviert werden.

HO—CH,
- 0 ATP  ADP

A

H N\ Mg

OH H hexokinase

HO OH
H OH
Glucose Glucose 6-phosphate

Abbildung 3.8: Reaktionsgleichung zur Phosphorylierung der Glucose durch ATP

113]

37



3 Metabolismus

Fiir diese Aktivierung wird ein Mg®t verwendet, das die negative Ladung am ATP
abschirmt. Das so aktivierte ATP ist allerdings auch extrem anfillig gegentiber
eine Hydrolyse. Um dies zu verhindern, wird diese Aktivierung in einem Enzym -
einer sogenannten Hexokinase - durchgefiithrt, wenn kein Wasser in der Nahe ist.
Diese Stellt dann also einen abgeschotteten Reaktionsraum fiir die Glucose mit
dem aktivierten ATP zur Verfiigung. Um ein Eindringen von Wasser in diesen
Reaktionsraum zu verhindern, durchlauft die Hexokinase eine sehr grofie Konfor-
mationsénderung, wenn Glucose “andockt”

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Konformationsénderung einer Hexo-
kinase durch das “Andocken” eines Glucosemolekiils

Diese Phosphoryliibertragung ist irreversibel und das entstehende Glucose-6-phos-
phat kann nicht mehr aus der Zelle herausdiffundieren. Somit wurde die Glucose
effektiv in der Zelle gefangen und kann nun weiter metabolisiert werden.

Der néchste Schritt besteht in einer reversiblen Isomerisierung des Glucose-6-phos-
phat zu Fructose-6-phosphat. Diese Isomerisierung ist ebenfalls wieder Mg**-ka-
talysiert. Diesmal in Form einer Phosphohexoseisomerase.

Mechanistisch fingt die Isomerisierung mit einer Ringéffnung der Glucose an, so-
dass ein ungeschiitztes Aldehyd entsteht. Dieses kann dann iiber eine Keto-Enol-
Tautomerie in ein Enol tautomerisieren. Anstatt von dem Enol wieder zurtick zum
Aldehyd zu tautomerisieren, bildet sich eine neue Ketogruppe aus, sodass aus einer
Aldose (Glucose) eine Ketose (Fructose) geworden ist. Die Fructose bildet dann
wieder seine Ringform aus und die Isomerisierung ist vollendet.

Da die gesamte Isomerisierung reversibel ist, kann das Fructose-6-phosphat na-
tiirlich auch wieder zum Glucose-6-phosphat zuriick Isomerisieren. Durch weitere
Reaktionen wird jedoch die Fructoseform aus dem Gleichgewicht entzogen, sodass
iiber die Zeit samtliche Glucose zu Fructose isomerisiert sein wird.
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Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der katalysierten Isomerisierung von
Glucose-6-phosphat zu Fructose-6-phosphat

Im letzten Schritt der Vorbereitungsphase wird die neue, endstandige Hydroxyl-
gruppe ebenfalls phosphoryliert. Somit wird das Fructose-6-phosphat durch Phos-
phofructokinase-1 (enthélt auch wieder Mg2+) in Fructose-1,6-biphosphat tiber-
fithrt. Da auch diese Reaktion irreversibel ist, handelt es sich um die endgiiltige
Vorbereitung zur weiteren Verwertung der Glucose (sie kann nicht mehr zuriick
reagieren, sodass eine weitere Metabolisierung unausweichlich ist). Deswegen han-
delt es sich bei dieser Reaktion auch um einen der grofien Kontrollpunkte der
Glykolyse als Gesamtes.

(o]
I

(0}
“0—b—0—u “0—P—0—CH. {Hy—0—P—0"
—P—0O—CH. i —P—0—CH. —0—P—
| i 2 0 CH,—OH ATP -A?P ‘ ) 2 0 2 | i
" Ku HO I w00 sy o &
H OH phosphofructokinase-1 H OH
4 3 4 3
OH H OH H
Fructose 6-phosphate Fructose 1,6-bisphosphate

Abbildung 3.11: Reaktionsgleichung zur Synthese von Fructose-1,6-biphosphat

13

Das bis hierhin dargestellte Fructose-1,6-biphosphat (Hexose) wird nun in zwei
gleich grofie Untereinheiten (Triosen) gespalten. Dies geschieht iiber eine Aldol-
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3 Metabolismus

spaltung, was einfach die Riickreaktion der Aldoladdition ist. Dabei entsteht Dihy-
droxyacetonphosphat (DHAP) und Glyceraldehyd-3-phosphat (GAP). Katalysiert
wird diese Spaltung durch eine Aldolase.
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Abbildung 3.12: Mechanistischer Verlauf der Aldolspaltun [13].

Das GAP kann direkt weiter verarbeitet werden, aber das DHAP muss zuerst
umgewandelt werden. Dabei handelt es sich um eine einfache Isomerisation, wobei
aus dem Keton ein Aldehyd wird. Somit wird das DHAP zu einer weiteren Einheit
GAP isomerisiert. Diese Isomerisation wird durch eine Triosephosphatisomerase

katalysiert.
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Abbildung 3.13: Isomerisation von DHAP zu GAP [13].

Bei dieser Isomerisation wird die Ketogruppe zunachst im Rahmen einer Keto-
Enol-Tautomerie in seine Enol-Form iiberfiihrt. Da am C; aber bereits eine Hy-
droxygruppe sitzt, handelt es sich tatsdchlich um ein Endiol, sodass die Riick-
ausbildung der Carbonylgruppe auf beiden Seiten erfolgen kann. Geschieht diese
Ausbildung also am Cj, so entsteht ein Aldehyd und die Isomerisation hat zu
dem benotigten Produkt gefithrt. Das beteiligte Enzym fiihrt diese Isomerisation
basenkatalysiert durch, sodass nicht das Enol, sondern das Enolat gebildet wird,
welches jedoch direkt von einem Histidin wieder protoniert wird, sodass der rest-
liche Mechanismus wie oben beschrieben stattfinden kann.

Dihydroxyacetone Enediol
phosphate intermediate
His 95
O—H
Glutes 0 » H\?S T /o‘lH Q/_\N
= H

HaC
0PO32-

/ HN 0—H
Q. Bl __ i H—C _—
N =l C

L e} s Z/C—O \/> wa \\O >\c 70/H

Glyceraldehyde
3-phosphate

o} o ~
o L HW/\N il Wl
C: I O o~ H o
e % EA = ‘/\f\ \>c—o
H,C 0o H,c\
OPO32 0PO52-

Abbildung 3.14: Mechanismus zur Isomerisation von DHAP zu GAP [13].

Neben der beschriebenen Katalysefunktion, verhindert das Enzym auch eine Ab-
spaltung der Phyosphorylgruppe, die unter Standardbedingungen in Losung pra-
feriert ware.
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3 Metabolismus

3.2.2 Gewinnphase

Aus dem GAP kénnen nun in den folgenden Schritten wichtige Stoffwechselmole-
kiile aufgebaut werden. Dazu wird das GAP zunéchst einmal phosphoryliert, wobei
dabei das Aldedhyd zu einer Carbonsaure oxidiert wird. Im Endeffekt bildet sich
also ein Carbonsaurephosphatester aus. Als Reduktion findet eine Hydrideleminie-
rung auf ein NAD™T statt, das somit zum NADH reduziert wird.

H //O Glyceraldehyde 2_O3PO\ 40
C 3-phosphate C
‘ dehydrogenase |
H—C—OH + NAD* + P} ————— H—C—OH + NADH + H*
CH20P032_ CH20P032_
Glyceraldehyde 1,3-Bisphosphoglycerate
3-phosphate (1,3-BPG)
(GAP)

Abbildung 3.15: Oxidation von GAP unter Reduktion von NAD* zu NADH [13].

Thermodynamisch wird dabei die exergonische Oxidation des Aldehyds zu einer
Carbonséure an die endergonische Ausbildung einer Phosphatanhydridbindung ge-
koppelt, sodass die Gesamtreaktion unter Standardbedingungen nur noch schwach
endergonisch ist. Diese kleine Barriere kann nun durch Enzyme iiberbriickt werden,
sodass die Reaktion unter physiologischen Bedinungen als Gleichgewichtsreaktion
stattfinden kann.

Die Katalyse tibernimmt die Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
welches ein Histidin und ein Cystein im aktiven Zentrum besitzt. Diese sind dabei
in rdumlicher Néhe, sodass durch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Thiol des
Cysteins und dem Stickstoff des Histidins der Schwefel bereits deutlich negativ
polarisiert ist, was seine Nukleophilie erhoht.

Als Nukleophil, kann der Schwefel nun an das Aldehyd im GAP addieren, wobei
ein Alkoholat ausgebildet wird. Dieses kann nun bei der Riickausbildung der Car-
bonylgruppe das Hydrid an das NAD™ eliminieren, sodass sich schlussendlich ein
Thioester zwischen GAP und Cystein ausgebildet hat. Dieser Thioester enthélt
nun die Energie, die bei der Oxidation des Aldehyds freigeworden wére.

Dieser Thioester kann nun wieder durch das Phosphorylanion gespalten werden,
wobei sich der gewiinschte Phosphatester bildet und das Cystein und Histidin im
Enzym wieder in ihren urspriinglichen Protonierungszustand tberfiithrt werden.
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Abbildung 3.16: Reaktionsmechanismus fiir die Oxidation und Phosphorylierung

des GAPs [13].
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Abbildung 3.17: Energiediagramme, die die Reaktion einmal ohne (links) und ein-
mal mit Thioester-Intermediat (rechts) zeigen. Wie zu erkennen
ist, liegt der Thioester energetisch hoher, als die freie Carbonséu-
re, was die Aktivierungsenergie fiir die anschliefende Phoshpory-

lierung deutlich verringert .
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Das bei dieser Reaktion gebildete 1,3-Biphosphoglycerat (1,3-BPG) enthélt nun
eine energetisch sehr hoch liegende Phosphorylgruppe (diejenige in der Phospha-
tester-Funktion). Diese liegt energetisch tatsichlich so hoch, dass mit 1,3-BPG
ADP zu ATP phosphoryliert werden kann, wobei sich aus dem Phosphatester wie-
der das freie Carboxylat (3-Phosphoglycerat) bildet. Die ganze Reaktion lauft wie-
der Mg**-katalysiert ab, welches im aktiven Zentrum der Phosphoglyceratkinase
sitzt.

(‘),
0 ® ~0—P=0
I N
O\ /O_FI’_O ® Mg*' % ®
C OF + ——— I +
0 sisaphoglyesrats H(|JOH ®
HCOH i 5
\ 5 Rib - Adenine CH,O0PO; 0
CH,0PO3 |
Rib [— Adenine
1,3-Bisphosphoglycerate ADP 3-Phosphoglycerate ATP

AG'® = —18.5 kdJ/mol

Abbildung 3.18: Phosphorylierung von ADP durch 1,3-BPG [13].

Das 3-Phosphoglycerat wird nun durch eine Phosphogyleratmutase in ein 2-Phos-
phoglycerat isomerisiert.

O\C/O o o
| Mg?' \C/ (0]
HO—OH Hi ———— ] [
phosphoglycerate . - P_0O
CH,—O—P—0" mutase HE 0 LU
o CH,—OH O~
3-Phosphoglycerate 2-Phosphoglycerate

AG'° = 4.4 kJ/mol

Abbildung 3.19: Isomerisierung von 3- zu 2-Phosphoglycerat [13].

Mechanistisch wird das 3-Phosphoglycerat zunéchst ein zweites Mal phosphory-
liert, sodass sich 2,3-Biphosphoglycerat (2,3-BPG) bildet, welches dann wieder eine
der beiden Phosphorylgruppen abspalten kann, sodass es unter Anderem auch zum
2-Phosphoglycerat weiter reagieren kann.
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Abbildung 3.20: Mechanismus zur Isomerisierung von 3- zu 2-Phosphogylerat [13].

Im néchsten Schritt findet eine endergone Eliminierung von Wasser unter Ausbil-
dung einer Doppelbindung zum Phosphoenolpyruvat statt, welche durch das En-
zym Enolase katalysiert wird. Durch die Tatsache, dass diese Reaktion endergon
ist, handelt es sich bei dem entstehenden Phosphoenolpyruvat um eine energierei-

che und somit reaktionsfreudige Verbindung.

o) 3 o 0O
AN c/o H,O AN c/
| I
H—C—OPO3™ —A‘ C—OPO3"~
enolase Il
HO—CH, CH,
2-Phosphoglycerate Phosphoenolpyruvate

AG'°=7.5 kJ/mol

Abbildung 3.21: Umwandlung von 2-Phosphoglycerat zu Phosphoenolpyruvat |13]
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Mechanistisch handelt es sich um eine Elcb-Eliminierung, bei dem ein Lysin-Rest
als Base fiir die Deprotonierung dient.

/ Mg+ r°§' /~ Mg?* IF’°§'
/ ") O H / . OH POY
s L [ e A HOH |
| M SR MY s o § O
\ ° nHon_~ @ |\ 0 Con @ o=
B ( HO, O A HO_ 0O [0} H

bt N - __H N

— H—N—H [ — H—N*—H ¢

Enolase | I

I
345 G211 345 G211

Lys

2-Phosphoglycerate bound to enzyme Enolicintermediate Phosphoenolpyruvate

Abbildung 3.22: Mechanismus fiir die Elcb-Eliminierung zum Phosphoenolpyru-
vat [13]

Durch die hohe energetische Lage des Phosphoenolpyruvats, hat es ein sehr hohes
Phoshphoryliibertragungspotential und ist somit in der Lage seine Phosphoryl-
gruppe auf ein ADP unter Riickbildung eines ATPs zu iibertragen, wobei es selbst
zum Pyruvat abreagiert.

~ =
0\\ /0 O\ /O [
C (0] ® C -0—P=0
| [ ® Mg, K* \
(HJ—O—Pl’—O + i (‘J:O + ®)
CH, O 0 Kinase CH,
| ®
Rib - Adenine S
Phosphoenolpyruvate ADP Pyruvate
P P Y [Rib [ Adenine
ATP

AG'°= —31.4 kJ/mol

Abbildung 3.23: Phosphoryliibertragung des Phosphoenolpyruvats auf ein ADP
[13]

Diese Reaktion ist energetische deshalb so giinstig, da das Pyruvat in seiner Phos-
phoenolpyruvat-Form in der ungiinstigen Enol-Form fest gehalten wird. Sobald
die Phosphorylgruppe iibertragen wurde, kann das Enol wieder in ein Keton tau-
tomerisieren. Dazu kommt, dass die Reaktion durch die Abspaltung von Wasser
entropisch giinstig ist.
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3.3 Fermentation

Unter aeroben Bedingungen wird das aus der Glykolyse stammende Pyruvat kom-
plett zu Kohlenstoffdioxid und Wasser oxidiert, wobei weitere Energie gewonnen
wird. Mit der dabei freiwerdenden Energie konnen etwa 30 ATP s gebildet wer-
den.

Herrscht aber ein Sauerstoffmangel, so wird das Pyruvat in anaeroben Prozessen
zersetzt, was dann Fermentation genannt wird. Durch diesen Vorgang wird jedoch
deutlich weniger Energie frei, als in der aeroben Zersetzung von Pyruvat, sodass
aus der Fermentation lediglich 2 ATPs gebildet werden kénnen. In der anaeroben
Zersetzung wird das Pyruvat in Laktat zersetzt. Dies geschieht im menschlichen
Korper vor Allem in den Muskelzellen.

Bei der Reduktion von Pyruvat zu Laktat dient NADH als Reduktionsmittel. Das
dabei gebildete NAD* kann dann wieder durch den bisher besprochenen Glykoly-
se-Zyklus zu NADH reduziert werden. Das Laktat wird tiber das Blut zur Leber
transportiert, wo es unter Energieaufwand in der Glykoneogenese wieder in Gluco-
se umgewandelt werde kann, die dann ihrerseits wieder in die Glycolyse einflieen
kann. Dieser Prozess zeigt schon, dass die Fermentation eine “Notlésung” zur kurz-
fristigen Energiegewinnung ist, da auf ldngere Sicht durch den Wiederaufbau zur
Glucose keine Energie frei wird, sondern Energie verbraucht wird. Dieser Zyklus
zwischen Glucose und Laktat wird auch als Cori-Zyklus bezeichnet.

IN LIVER | l IN MUSCLE
GLUCONEOGENESIS GLYCOLYSIS
Glucose B Glucose

A,
6 ~P L P 2 ~P
Pyruvate 0] Pyruvate
(©)
| 4
Lactate D Lactate

Abbildung 3.24: Schematische Darstellung des Cori-Zyklus
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Abbildung 3.25: Schematische Darstellung des allgemeinen Glucose-Metabolismus

13).

Die Umwandlung des Laktats zum Pyruvat und umgekehrt wird durch das Enzym
Lactatdehydrogenase (LDH) katalysiert. Dieses Enzym wird in fast allen leben-
den Zellen gefunden (Tiere, Pflanzen, Bakterien, etc.). Im menschlichen Kérper
existieren zwei Isoformen des Enzyms:

e Die M-Form, die in Muskeln vorkommt und fiir die Herstellung von Laktat
zur dient

e Die H-Form, die im Herzen vorkommt, eine hohere Affinitat fiir Laktat be-
sitzt und durch Pyruvat allosterisch gehemmt wird. Dies sorgt dafiir, dass
das Laktat in den Herzmuskel aufgenommen wird, wo das Laktat durch das
Enzym zu Pyruvat umgesetzt werden kann, wobei NADH entsteht. Da der
Herzmuskel niemals anaerob arbeitet, kann das entstehende NADH in den
Mitochondrien zur ATP-Gewinnung verwendet werden (In “normalen” Zel-
len muss das NADH gespeichert werden, da es fiir die eventuell bendtigte
anaerobe Energiegewinnung wichtig ist)
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In der Natur haben sich sehr viele verschiedene Fermentationsprozesse entwickelt,
die jeweils von anderen Ausgangsstoffen ausgehen oder aber andere Endprodukte
liefern. Tabelle gibt einen Uberblick iiber einige solcher Reaktionswege.

Tabelle 3.1: Ubersicht einiger Fermentationswege. Interessant anzumerken ist, dass
vor allem der letzte Block vergleichsweise starke Sdauren als Reaktions-
produkte liefert. Acetat und Laktat sind Endprodukte aus denen in
Zellen wieder Glucose gewonnen werden kann.

Edukt Produkt
Glucose Laktat
Laktat Acetat
Glucose Ethanol
Ethanol Acetat
Arginin COq
Pyrimidin CO,
Purin Format
Ethylenglykol Acetat
Threonin Propionat
Leucin 2-Alkylacetat
Phenylalanin =~ Propionat

3.3.1 Alkoholische Gdrung

Ein spezieller Fall der Fermentation ist die sogenannte , bei
der Glucose in Ethanol umgewandelt wird. Diese Form der Fermentation findet
nicht im menschlichen Korper statt, aber zum Beispiel in Hefen kommt sie zum
Einsatz. Bemerkenswert am Endprodukt Ethanol ist die Tatsache, dass es sich um
keine Saure handelt, dafiir aber um ein Zellgift.
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Pyruvate
NADH
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Abbildung 3.26: Ubersicht der alkoholischen Garung .

Wie in Abb. zu erkennen ist, ist die alkoholische Garung der Glykolyse nicht
unahnlich, nur dass das entstehende Pyruvat zum Schluss zu Ethanol umgesetzt
wird. Diese Umwandlung geschieht schrittweise durch eine Decarboxylierung des
Pyruvats, was durch das Enzym Pyruvatdecarboxylase katalysiert wird, zu Acetal-
dehyd (Ethanal). Das Acetaldehyd wird anschliefend durch NADH zum Ethanol
reduziert, was durch eine Alkoholdehydrogenase katalysiert wird.

(|]=O Pyruvate

2
pyruvate TPP, Mg*"

decarboxylase

COo,
(0] H
/
? Acetaldehyde

CH;3
NADH + H*
NAD*

OH

(|3H2 Ethanol
CH;

alcohol
dehydrogenase

Abbildung 3.27: Umsetzung von Pyruvat zu Ethanol

Die Decarboxylierung des Pyruvats ist bemerkenswert, da es sich um eine a- und
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nicht um eine §-Ketosdure handelt, die bereits spontan zur Decarboxylierung nei-
gen. Zur Decarboxylierung der a-Ketosaure bedarf es eines Thiaminpyrophospha-
tes (TPP). Bei einem solchen handelt es sich um einen Phosphatester von Thiamin

(Vitamin B1).

NH,

7S
N

. = CHy—CH;0H Thiamin
ch N H3C

’/‘ ATP

Thiaminkinase
NH,

N7 NF S
+ = - -
! C)%N | )J\CHZ_CHQO Thiaminpyrophosphat
3

HsC

Abbildung 3.28: Umwandlung von Thiamin (Viatmin B1) zu Thiaminpyrophos-
phat (TPP) [6].

Da das Proton an dem Kohlenstoff zwischen dem doppelt gebundenem Stickstoff
und dem Schwefel relativ acide ist, bildet sich im Gleichgewicht ein nennenswerter
Anteil des Carbanions. Dieses kann als Nukleophil an dem a-Kohlenstoffatom des
Pyruvats angreifen. Dies ist zusammen mit den weiteren Schritten der Decarboxy-

lierung in Abb. dargestellt.
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Abbildung 3.29: Reaktionsmechanismus fiir die Decarboxylierung von Pyruvat

durch TPP [13]

Fir die nun folgenden Reduktion des Acetaldehyds zum Ethanol wird eine Al-
koholdehydrogenase als Enzym benétigt, welche ein Zn*" im aktiven Zentrum
tragt. Dieses Kation kann mit dem Carbonylsauerstoff wechselwirken, was zu einer
stiarkeren, positiven Polarisierung des Carbonylkohlenstoffs fiihrt. Diese verstérkte
Polarisierung erleichtert die Ubertragung des Hydrids vom NADH auf das Ace-
taldehyd. Nach erfolgreicher Ubertragung wird das entstandene Ethanolat noch
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CH,
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OH
CH CI /0
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protoniert, um zum Endprodukt Ethanol zu gelangen.
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Abbildung 3.30: Reduktion von Acetaldehyd zu Ethanol .
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3.4 Eintrittspunkte der Glykolyse
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Abbildung 3.31: Schematische Darstellung der verschiedenen Eintrittspunkte in
die Glykolyse [13].

Wie in Abb. zu erkennen ist, konnen unterschiedliche Zucker durch Umwand-
lungen an unterschiedlichen Stellen im Glykolyse-Prozess verarbeitet werden.

Fruktose Ein Beispiel hierfir ist Fruktose, die sogar auf mehrere Arten in den
Prozess eingegliedert werden kann: Zum Einen kann Fructose mit ATP direkt zur
Fructose-6-Phosphat reagieren, wenn die Reaktion durch eine Hexokinase kataly-
siert wird. Dies findet hauptséchlich im Fettgewebe statt. Wird die Reaktion, wie
in den Leberzellen, durch eine Fructokinase katalysiert, so reagiert die Fruktose
mit dem ATP zu Fruktose-1-Phosphat, welches dann mehr oder weniger direkt
zu Glycerqldehyd-3-Phosphat umgesetzt werden kann. Dabei wird das Fructose-
1-Phosphat zunéchst in Glyceraldehyd und Dihydroxyacetonphosphat gespalten.
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3.4 Eintrittspunkte der Glykolyse

Diese Spaltung wird durch das Enzym Fructose-1-Phosphat-Aldolase katalysiert.
Mechanistisch verlauft das analog zu dem in Abb. abgebildeten Mechanis-
mus. Das Glyceraldehyd kann nun durch katalytischen Einfluss einer Triosekinase
mit ATP zum Glyceraldehyd-3-phosphat reagieren. Das Dihydoxyacetonphosphat
kann durch das bereits bei der Glykolyse besprochene Enzym Triose-Phosphat-
Isomerase ebenfalls zum GAP isomerisiert werden.

Laktose Auch Laktose muss durch Glykolyse verarbeitet werden. Dazu wird das
Disaccharid zunéchst mit Hilfe des Enzyms Laktase zu seinen Einzelkomponenten
Glucose und Galaktose hydrolysiert. Die Glucose kann nun ganz klassisch in den
Glykolyse-Zyklus eintreten, aber die Galaktose muss einen anderen Weg nehmen.
Dabei wird es zundchst mit Hilfe des Enzyms Galaktosekinase und ATP zum Ga-
laktose-1-Phosphat umgesetzt, welches dann mit Uridindiphosphatglucose (UDP-
glucose; siehe Abb. zu Uridindiphoshatgalaktose (UDP-galaktose) reagieren
kann. Wahrend dieses Vorgangs spaltet sich aus dem urspriinglichen UDP-gluco-
se ein Glucose-1-phosphat ab, welches dann wie in Abb. dargestellt in den
Glykolyse-Zyklus eintreten kann. Die UDP-galaktose kann nun ihrerseits iiber das
Enzym UDP-glucose-4-Epimerase und mittels NAD™T als zusatzlichen Katalysator
in UDP-glucose isomerisiert werden, indem die Konfiguration der Hydroxylgruppe
am C, des Zuckers invertiert wird. Somit wurde die eingangs verbrauchte UDP-
glucose wieder regeneriert und ein weiteres Aquivalent Galaktose-1-Phosphat kann
metabolisiert werden.
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Abbildung 3.32: Eintrittpunkt von Galaktose in den Glykolyse-Zyklus [13].
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OH OH

Abbildung 3.33: Strukturformel von Uridindiphophatglucose (UDP-glucose) [7]

Mannose Dieser Zucker wird zundchst mit Hilfe einer Hexokinase durch ATP
zu Mannose-6-phosphat umgesetzt und anschliefend durch eine Phosphomannose-
isomerase zu Fructose-6-Phosphat isomerisiert. Ab hier greift dann der bekannte
Glykolyse-Zyklus.

S0P J

CH-_)OI;I) ATP  ADP CH&(HOU': )

H g H \ 1 t H . H 2 “204POCH; p_ CHyOH
B ——— e
H OH HO OH hexokinase HO OH HO OH phosphomannose H 1t HO ol
) isomerase
H H H H HO H
Mannose Mannose-6-phosphate Fructose-6-phosphate (F6P)

Abbildung 3.34: Eintrittspunkt von Mannose in den Glykolyse-Zyklus |13].

Di-, Oligo- und Polysaccharide Mehrfachzucker werden stets in Monosaccharide
zerlegt. Dies geschieht idR. durch eine katalysierte Hydrolyse der entsprechenden
Molekiile, sodass letztendlich nur Eintrittpunkte fiir die daraus gewonnenen Mo-
nosaccharide in den Glykolyse-Zyklus vorhanden sein miissen.

Tabelle 3.2: Mehrfachzucker, die dazugehorigen Hydrolyse-Enzyme und die durch
die Hydrolyse entstehenden Monosaccharide.

Saccharid Enzym Monosaccharide

Dextrin Dextrinase n D-Glucose

Maltose Maltase 2 D-Glucose

Laktose Laktase D-Glucose + D-Galaktose
Saccharose Sucrase D-Glucose + D-Fructose
Trehalose Trehalase 2 D-Glucose
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3.5 Regulation der Glykolyse
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Abbildung 3.35: Einzelreaktionen der Glykolyse [13].

Regulation der Glykolyse wird stets an den irreversiblen Reaktionen vorgenom-
men, die zu einer Ansammlung von Intermediaten fithren kénnten (Gleichgewichte
regulieren sich sozusagen von selbst). Die Regulation der Phosphofructokinase, die
Fructose-6-Phosphat in Fructose-1,6-Biphosphat umwandelt ist dabei die wichtigs-
te Regulationsmoglichkeit der Glykolyse, da es sich bei dieser Reaktion um den

“den Eintritt regulierenden Schritt” handelt.

Die Phosphofructokinase wird durch ATP allosterisch gehemmt, sodass die Gly-
kolyse hauptséichlich dann ablauft, wenn ATP-Mangel herrscht. Somit handelt es
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3 Metabolismus

sich hier um eine Variante der Endprodukt-Hemmung, bei der das Produkt seine
eigene Produktion hemmt, sodass nie zu viel Produkt entsteht.

Low [ATP]

High [ATP]

Reaction velocity —

[Fructose 6-phosphate] —

Abbildung 3.36: Relative Reaktionsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen. Der sigmoidale Kurvenverlauf deutet auf eine
Kooperative Hemmung hin [13].

Neben der Hemmung durch ATP, wird die Phosphofructokinase durch AMP ak-
tiviert. Da die ATP-Gewinnung aus ADP (wodurch AMP entsteht) eine absolute
Notlosung des Korpers zur ATP-Gewinnung ist, ist ein Vorhandensein von AMP
ein eindeutiges Indiz fiir einen starken ATP-Mangel. Dementsprechend ist es lo-
gisch, dass die Glykolyse in diesem Fall aktiviert wird.

In Muskeln wird das Enzym zusitzlich durch Protonen gehemmt, was eine Uber-
produktion von Laktat durch die Fermentation verhindert und in der Leber wird
es durch Citrat gehemmt, was der erste Metabolit im TCA-Zyklus ist.

Eine Hemmung der Phosphofructokinase allein wiirde jedoch zu einer Ansamm-
lung von Glucose-6-Phosphat fiithren, sodass auch die Hexokinase reguliert werden
muss, die fiir die Umwandlung von Glucose in Glucose-6-Phosphat zustéandig ist.
Dementsprechend ist es nur logisch, dass die Hexokinase durch das Vorhandensein
von Glucose-6-Phosphat gehemmt wird. Durch eine Hemmung der Phosphofruc-
tokinase kommt es zu einer erh6hten Konzentration von Glucose-6-Phosphat, was
seinerseits dessen Produktion hemmt.

Eine Besonderheit besitzt dieses Enzym in der Leber, wo es als ein anderes Isomer,

der Glucokinase, vorkommt. Dieses Isomer erfihrt keine Hemmung durch Gluco-
se-6-Phosphat. Dies fithrt dazu, dass Leberzellen Glucose auch dann aufnehmen,
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3.5 Regulation der Glykolyse

wenn sie es eigentlich gar nicht brauchten und somit den Blutzuckerspiegel senken
koénnen.

Der letzte, irreversible Schritt in der Glykolyse ist Umwandlung von Phosphoenol-
pyruvat zu Pyruvat. Diese Reaktion wird durch das Enzym Pyruvatkinase regu-
liert, das durch hohe ATP-Konzentrationen allosterisch gehemmt wird. Zuséatzlich
wird es noch durch Acetyl-CoA und langen Fettsdure gehemmt, die der Brennstoff
fiir die alternative ATP-Gewinnung im Zitrat-Zyklus sind. Dariiber hinaus wird
es auch durch das Vorhandensein von Alanin gehemmt, welches sich vom Pyruvat
ableitet. Als aktivierender Einfluss dient Fructose-1,6-Biphosphat.

Als zweite Stufe kann die Pyruvatkinase phosphoryliert werden, was ihre Aktivitét
senkt. Diese kovalente Modifikation kann durch eine hydrolytische Abspaltung der
Phosphorylgruppe wieder riickgingig gemacht werden. Diese kovalente Modifika-
tion kann iiber Hormone gesteuert werden.

3.5.1 Hormonelle Regulation

Durch Fructose-2,6-Biphosphat

Aus Fructose-6-Phosphat kann tiber eine andere Form der Phosphofructokinase
(PFK2 statt PFK1) Fructose-2,6-Biphosphat gewonnen werden, welches kein In-
termediat in der Glykolyse darstellt, sondern als Regulator fiir selbige dient, indem
es die Phosphofructokinase-1 aktiviert (diese liegt nun vermehrt in der aktiveren
R-Form vor, statt der inaktiveren T-Form), was zu einer Erhohung der Produk-
tion von Fructose-1,6-Biphosphat und somit zu einer Aktivierung der gesamten
Glykolyse fiihrt.

Das Fructose-2,6-Phosphat wird durch Fructose-BPase-2 wieder hydrolysiert. Das
Interessante daran ist, dass PFK2 und Fructose-BPase-2 ein und das selbe Molekiil
sind. Es handelt sich um ein “Tandem-Molekiil” dessen eine Halfte die PFK2 die
andere Fructose-BPase-2 ist. Welche Seite gerade aktiv ist, bestimmt eine Phos-
phorylierung.
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Protein kinase A

Phosphoprotein
phosphatase

Abbildung 3.37: Schematische Darstellung der Aktivierung des Tandem-Enzyms
. Wie zu erkennen ist, fungiert das Molekiil in der phosphory-
lierten Form als PFK2, wiahrend die dephosphoryliserte Form als
Fructose-BPase-2 fungiert.

Die Phosphorylisierung des Tandem-Enzyms wird durch die Proteinkinase-A ge-
steuert.

Glucagon

Glucagon ist ein Peptidhormon, das aus 29 Aminosduren besteht und von den
a-Zellen der Langerhans’schen Inseln im Pankreas ausgeschiittet wird. Seine Aus-
schiittung ist ein Zeichen niedrigen Blutzuckers und im Extremfall fiir das Verhun-
gern des Organismus. Seine Wirkung entfaltet Glucagon in den Leberzellen iiber
einen G-Protein gekoppelten Rezeptor.

G]ucagon B-Adrenergic ~ Adenylate
receptor cyclase

. ATP /\Cyclic
G-protein el

Protein 74 Protein
kinase A kinase A

Abbildung 3.38: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Glucagon-Re-
zeptors in den Leberzellen ||
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3.5 Regulation der Glykolyse

Der Rezeptor, an dem das Glucagon andockt, gehort zu der Familie der “7 Trans-
membranrezeptoren”, bzw. zur Familie der Rhodopsine. Diese Art der Rezeptoren
funktioniert, indem das auf der Auflenseite andockende Signalmolekiil eine Kon-
formationsénderung des Rezeptorproteins im Zellinneren hervorruft und somit das
Signal, dass das Molekiil angedockt hat, durch die Membran ins Zellinnere trans-
portiert wurde. Diese Konformationsénderung aktiviert nun das sich im Zellinnern
befindliche G-Protein, indem es das sich im Protein befindliche Guanindiphosphat
(GDP) iiber ein Guanintriphosphat (GTP) phosphorylisiert. Das G-Protein be-
steht aus drei Teilen: Einem «-, einem (- und einem ~-Teil. Das GDP befindet
sich im «-Teil des Proteins und eine Phosphorylisierung zum GTP bewirkt eine
Dissoziation des a-Teils (G,) vom Rest des G-Proteins. Der G, kann nun das
Enzym Adenylatcyclase aktivieren, die aus ATP zyklisches AMP (cAMP - “cyclic
AMP?) herstellen kann, welches dann die Proteinkinase-A aktivieren kann. Die
Proteinkinase-A kann nun geméafl Abschnitt die gesamte Glykolyse-Aktivitat
reduziert.

Das G-Protein enthalt von sich aus eine GTPase, die zur Hydrolyse von GTP zu
GDP dient. Somit kann der G,-Teil wieder hydrolysiert und damit deaktiviert
werden. Die deaktivierte G,-Einheit fiigt sich nun wieder mit dem Gg,-Fragment
zusammen, um das urspriingliche G-Protein zuriick zu bilden.

@ ® ®
Gg with GDP Contact of Gg Gg with GTP
bound is turned = with hormone- bound dissoci-
off; it cannot receptor complex ates into a and
activate adenylyl causes displace- By subunits.
cyclase. ment of bound Ggo-GTP is
GDP by GTP. turned on; it can
activate
adenylyl cyclase.
GTP ylyl cy

)

GTP bound to Gg is hydrolyzed by the protein’s
intrinsic GTPase; Gg,, thereby turns itself off. The
inactive a subunit reassociates with the g, y subunits.

Abbildung 3.39: Schematischer Ablauf der Aktivierung des G-Proteins [13].
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3 Metabolismus

Bei der Adenylcyclase handelt es sich um ein weiteres in die Zellmembran inte-
griertes Protein, das wie bereits erwahnt die Bildung von cAMP katalysiert.

2 NH,
N7 N\ N)EN\
K ‘ N> PP, } KN ‘ N>

[} (0] (0]
o [ | /
0—P—0—P—0—P—0—CH, 0—CH,
| | | (o] adenylyl (o]
' o o cyclase
H H H H
H H H H
-

OH OH O=P——O0 OH

(0)
ATP Adenosine 3',5"-cyclic
monophosphate
(cAMP)

Abbildung 3.40: Bildungsreaktion des cAMP [13].

Das gebildete cAMP kann wieder durch eine Phosphodiesterase (PDE) hydroly-
siert werden, wobei AMP entsteht. Die PDE wird durch einige Stoffe, wie beispiels-
weise Koffein, gehemmt, was zu einem ldngeren Anhalten der cAMP-Aktivitét
fihrt.

Um die Aktivierung der Proteinkinase-A (PKA) durch das cAMP verstehen zu
kénnen, muss zunéchst verstanden werden, dass es sich bei PKA in der inaktivier-
ten Form um ein Tetramer aus zwei regulierenden Einheiten R und zwei katalytisch
aktiven Einheiten C bestehen. Die aktiven Zentren der C-Einheiten sind im Tetra-
mer abgeschirmt, sodass keine Enzymaktivitiat beobachtbar ist. Das cAMP kann
nun an die R-Einheiten binden (jeweils zwei pro Einheit), was zu einer Aufspal-
tung des Tetramers in die Einzelbestandteile fithrt. Die aktiven Zentren in den nun
freigesetzten C-Einheiten sind somit erreichbar und sie konnen ihre katalytische
Wirkung entfalten.

4 cAMP [>
N
7—

4 cAMP N [ & N v &

+

()
Q
A T 4
j
j
/ 11 v N

Abbildung 3.41: Schematische Darstellung der PKA-Aktivierung [13].
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ATP H,0 H,0
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Abbildung 3.42: Schematische Darstellung der hormonellen Regulation der Glyko-
lyse . Die Phosphoproteinphosphatase kann auflerdem durch
das Hormon Insulin stimuliert werden.

Epinephrin

Bei Epinephrin (Adrenalin) handelt es sich um ein Hormon, welches ein “Kampf-
oder-Flucht-Signal” an den Koérper sendet und ihn somit auf physische Anstren-
gung vorbereitet und auflerdem die Aufmerksamkeit erhoht. Es ist ein Catecho-
lamin (ein Tyrosin-Derivat) und wird im Nebenierenmark produziert.

Epinephrin kann zuséatzlich an den selben Rezeptor wie das Glucagon andocken
(wenn auch weniger effizient) und somit zu einer erhéhten Glucosefreisetzung aus
den Nieren fiihren, die dann tber das Blut zu den Muskeln transportiert wer-
den kann, um dort fir die anstehende physische Anstrengung verbrannt werden
kann.
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Glucagon (low blood
glucose)
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Abbildung 3.43: Schematische Darstellung der Vorgiange bei Glucagon- und Epi-
nephrinfreisetzung .

3.5.2 Zusammenfassung zur Regulation der PFK-1

-ATP
EH,opo,z-
0. (H,—oH  ATP  ADP - H* (muscle)
QH HO P Mg : .
H OH phosphofructokinase-1 - Cltrate (I|Ver)
. A (PFK-1)
OH H
Fructose 6-phosphate z
CH,0P0;%™ 1 Py
+ AMP o. GH.—OPO,
*NH Ho A
+ Fru-2,6BP H OH
. . a3
Insulin 1(liver,...) OH H
G|ucagon ,I,(“VGI’) Fructose 1,6-bisphosphate
Epinephrine [(liver) 1(muscle) AG" = —14.2 kJ/mol

Abbildung 3.44: Zusammenfassende Darstellung zur Aktivierung und Hemmung
der PFK-1 und somit der Glykolyse als Gesamtes .

64



3.6 Der Zitronensaurezyklus

3.6 Der Zitronensaurezyklus

Der oder auch (Tricarboxylic acid) ist der
Zentrale Prozess in der Zellatmung und ist in sehr vielen Prozessen im Metabolis-
mus beteiligt, sodass er auch die “Drehscheibe des Metabolismus” genannt wird.
Der TCA-Zyklus ist derjenige metabolische Prozess, der weltweit am meisten CO,
produziert und findet in den Mitochondrien statt.

Pyruvate

Glucose Fatty acids,
sterols
] Acetyl-CoA /
A Glutamine
Oxalof Citgate

b pt o Tuvate Proline
Arginine

Pl
_l Aspartate / Malate -Ketoglutarate b Glutamate
Serine

As .
Glycine rasehls / l
Cystei 1
g Tty K‘n . r Purines
Phenylalanine  Pyrimidines ceinyl-CoA
Tyrosine
Tryptophan l
Porphyrins,

heme

Abbildung 3.45: Schematische Darstellung des TCA-Zyklus als “Drehscheibe des
Metabolismus” [13].

3.6.1 Vorbereitung

Aufgabe des TCA-Zyklus ist die Oxidation von Acetyl-CoA (Acetyl-Coenzym A),
welches zuvor durch oxidative Decarboxylierung aus Pyruvat gewonnen wurde.
Damit dies geschehen kann, muss das Pyruvat aus der Glykolyse zunéchst in das
Mitochondrium eindringen. Die Passage der ersten, permeablen Membran ist kein
Problem, aber die zweite, innere Membran ist nicht permeabel. Um durch diese
Membran zu gelangen, bedarf das Pyruvat eines Transportmechanismus durch
ein Tunnelprotein, das als Pyruvat-Transporter fungiert. Fiir diese Transport ist
jedoch ein Proton notwendig.

Im Mitochondrium angekommen, wird die bereits erwédhnte oxidative Decarboxy-
lierung durchgefiihrt, die in Wirbeltieren einen metabolisch irreversiblen Prozess
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3 Metabolismus

darstellt (chemisch sowieso), da aus dem so entstehenden Acetyl-CoA kein Zucker
mehr zuriickgewonnen werden kann. Der erste Schritt dieser Reaktion ist die De-
carboxylierung des Pyruvats unter formaler Ausbildung von Acetaldehyd. Diese
Reaktion ist die Selbe, wie bei der alkoholischen Gérung und wird ebenfalls durch
TPP in dem in Abbildung dargestellten Mechanismus katalysiert. Dieses for-
male Aldehyd wird nun iiber ein Dithiolan-Derivat zu einem Thioester oxidiert,
wobei das Dithiolan unter Ringdffnung reduziert wird. Anschlieflend findet eine
Acetyl-Ubertragung auf das Coenzym A unter erneuter Ausbildung eines Thio-
esters - des Acetyl-CoA - statt. Das dabei entstehende Dithiol wird nun durch
FAD wieder zum Dithiolan oxidiert, wobei sich FADH, ausbildet. Das FAD wird
zuriickgewonnen, indem NAD™ als Oxidationsmittel auftritt und zu NADH und
einem Proton reagiert.

Die Ausbildung von Acetyl-CoA aus Pyruvat wird durch einen einzigen, grolen En-
zymkomplex katalysiert, der auch genannt

wird.
,/_\ ‘111‘
s o
Q/ IC\\ |
IC\\N| CO, eN" ch,
®/ CH3 + ‘1‘11 M
- M7V
c0o H MO8 ) (\fﬁ
0=¢ A e=q (B SH S.___CH,R
CH,R RHoC N ey e
RV O
$—S
CoA-SH
c CoAS. _CHR
NAD* FADH, 0
NADH/H* FAD SH SH
E

Abbildung 3.46: Einzelreaktionen wihrend der Bildung von Acetyl-CoA [8].

Die Reduktion des Dithiolans (Reaktion B) verlauft tiber eine ringdffnende Sy 2-Re-
aktion mit anschlieBendem Protonentransfer und Ausbildung der Thioester-Funk-
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tion unter Abspaltung des TPPs.

OH OH
R S% R Sv/k@ S—S %\ /\)\
&N CH; <> &N/@ CH; i CH;
HO \R' HO \R'

Yk& w\e BOSY

N@
HO

Abbildung 3.47: Reaktionsmechanismus zur Reduktion des Dithiolans (Reaktion
B).

Die anschlieffende Ubertragung auf das Coenzym A (Reaktion C) erfolgt iiber einen
einfachen Addition-Eliminierungs-Mechanismus, bei dem die Thiolgruppe des HS-
CoA an der Carbonylgruppe des in Reaktion B gebildeten Thioesters addiert und
das (nach eines Protonentransfers) Dithiol eliminiert, welches dann in Reaktion D
wieder zurtick zum Dithiolan reagiert.

Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex

Dieser Enzymkomplex ist ein Komplex aus Pyruvatdehydrogenasen (E;), Dihydro-
lipoyltransferasen (E;), sowie Dihydrolipoyldehydrogenasen (E).
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NAD*  NADH +H* Pyruvate CO,

Acetyl-CoA CoA

Abbildung 3.48: Schematische Darstellung der Aufgaben der einzelnen Bestand-
teile des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes .

3.6.2 Zyklus

Da das Acetyl-CoA nun gebildet wurde, kann der eigentliche, mehrstufige Zyklus
beginnen. Er besteht aus insgesamt 8 Stufen: Der Bildung von Citrat, dessen Iso-
merisierung zu Isocitrat, was dann zu a-Ketoglukarat oxidiert wird. Dieses Molekiil
kann seinerseits wieder zu Succinyl-CoA oxidiert werden, was dann zu Succinat
konvertiert wird. Das Succinat wird zu Fumarat oxidiert, das zu Malat hydriert
wird, welches schlussendlich zur Wiederherstellung von Oxaloacetat, welches im
ersten Schritt verbraucht wurde, genutzt wird.
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Abbildung 3.49: Ubersicht der Reaktionen im TCA-Zyklus (oben) und schemati-
sche Darstellung der einzelnen Stufen (unten) [13].
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Bildung von Citrat

Bei der Bildung von Citrat aus Acetyl-CoA und Oxaloacetat handelt es sich um
eine Aldol-Reaktion mit nachfolgender Hydrolyse des Aldols (Citryl-CoA) zum
Citrat und Regenerierung des HS-CoA.

Damit die Aldol-Reaktion stattfinden kann, wird das Acetyl-CoA von dem Enzym
Citratsynthase in seiner Enolform stabilisiert. Gleichzeitig aktiviert das Enzym
auch das Oxaloacetat, indem es die Elektrophilie des Keto-Carbonylkohlenstoffs
erhoht. Dazu kann ein acides Proton von einem Histidin-Rest mit dem Keto-Sauer-
stoff wechselwirken, was die positive Polarisierung am Keto-Kohlenstoff erhoht.
Derart aktiviert kann nun das Enol angreifen und eine neue C-C-Bindung ausbil-
den.
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Substrate complex Enol intermediate Citryl CoA complex

Abbildung 3.50: Darstellung des Reaktionsmechanismus der Aldolreaktion im Zu-
ge der Citratsynthese [13].

Anschlielend wird das Citryl-CoA kontrolliert hydrolisiert, wobei HS-CoA abge-
spalten wird und Citrat entsteht. Um eine Vorzeitige Hydrolyse der Thioester-
bindung zu vermeiden, werden die beiden Reaktionen kontrolliert nacheinander
durchgefiihrt. Dies ermoglicht die Citratsynthase, die zunichst das Oxaloacetat
bindet, dadurch eine Konformationsdnderung erfihrt, die es nun dem Acetyl-CoA
ermoglicht am Enzym zu binden. Die Bildung des Citryl-CoA bewirkt eine weite-
re Konformationsédnderung des Enzyms und erst in dieser Konformation kann die
Hydrolyse stattfinden.
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Abbildung 3.51: Ablaufende Reaktionen wiahrend der Citratsynthese [13].

Isomerisierung zu lsocitrat

Das Citrat muss durchlauft nun einen mehrstufigen Isomerisierungsprozess, an
dessen Ende Isocitrat steht. Katalysiert wird diese Isomerisierung durch das Enzym
Aconitase.

(|3H2—0007 H,0 (|)H2—0007 H,0 (‘ZHZ—C007
HO—C—COO~ £ C—COO~ \i—\ H—C—COO™
| aconitase H aconitase ‘
H—(|3—0007 (f—COOf HO—C\—COOf
H H H
Citrate cis-Aconitate Isocitrate

AG'® = 13.3 kd/mol

Abbildung 3.52: Reaktion wiahrend der Isomerisierung von Citrat zu Isocitrat [13].

Wie in Abb. zu sehen ist, handelt es sich bei der Isomerisierung per se um
eine endergone Reaktion. Die Triebkraft, die dafiir sorgt, dass sie dennoch ablauft,
ist dass das entstehende Isocitrat in einem weiteren Schritt des TCA-Zyklus direkt
wieder verbraucht wird.

Die Aconitase ist ein Enzym, in dessen aktiven Zentrum eine Fe,S,-Einheit sitzt.
Dieser “Eisen-Cluster” ist instabil und dissoziiert, sobald es zu einem Eisenmangel
im Organismus kommt. Das Eisen ist wichtig fiir die Ausrichtung des Citrat-Mo-
lekiils und der Saure-Base-Katalyse, damit es zur Eliminierung kommen kann. Im
Protein ist der Eisencluster durch Schwefelbindungen zwischen den Eisenatomen
und einigen Cysteinresten stabilisiert und verankert.
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Citrate

Abbildung 3.53: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums in der Aconitase
[13].

Nach erfolgter Eliminierung addiert sich H,O wieder an die zuvor erzeugte Dop-
pelbindung, aber so, dass die Hydroxylgruppe nun genau am anderen C-Atom der
ehemaligen Doppelbindung héngt, als es beim Citrat der Fall ist.

Oxidation zu a-Ketoglutarat

Das zuvor gebildete Isocitrat wird in diesem Schritt zu a-Ketoglutarat und CO,
oxidiert (oxidative Decarboxylierung), wobei ein NADH gebildet wird. Katalysiert
wird das Ganze von dem Enzym Isocitratdehydrogenase. Dieses Enzym existiert
in zwei Isoformen: Eine NADT-abhangige Form, wie sie in den Mitochondrien im
TCA-Zyklus vorkommt und eine NADP*-abhéngige Form, wie sie in den Cytosolen
vorkommt. Letztere ist bei der Produktion von NADPH beteiligt.

Auch diese Reaktion ist ein mehrstufiger Prozess, dessen erster Schritt die Oxi-
dation der Hydroxylgruppe zur Ketogruppe ist. Dabei wird die Hydroxylgruppe
deprotoniert, die diese negative Ladung los wird, indem ein freies Elektronenpaar
unter Ausbildung einer neuen Carbonylgruppe zum Kohlenstoff klappt und gleich-
zeitig ein Hydrid eliminiert, welches vom NAD* aufgenommen wird. Nun ist auch
klar, warum zunéachst die Isomerisierung zum Isocitrat erforderlich ist: Im Citrat
sitzt die Hydroxylgruppe gegeniiber von einer Carboxylgruppe, sodass kein Was-
serstoff vorhanden ist, der als Hydrid eliminiert werden konnte.

Die so entstandene a-Ketosaure kann decaroboxylieren, da ein koordinierendes
Mn**-Ton (ebenfalls in der Isocitratdehydrogenase enthalten) die neu entstandene
Ketogruppe polarisiert und somit die Ausbildung zum Enolat unter Eliminierung
von CO, ermoglicht. Durch Addition eines Protons an die Doppelbindung des
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3.6 Der Zitronensaurezyklus

Enolats, kann die Ketogruppe wieder ausgebildet werden und es entsteht a-Keto-
glutarat.

?00_ ?OO_ ?OO_ $00_
CHy NAD(P)* NAD(P)H +H* CHz CHy CHy
Héc”oé—éuéc”o—LHéfﬂr Hel—H
—C—{ — — — S H—C—
I (o) isocitrate I‘y \(o\' @ [ @ |
HO—(]:—H dehydrogenase ?L\Q $—Q‘ (|Z=O
A @ A A A
o o o o’ o o’ o o
Isocitrate Oxalosuccinate a-Ketoglutarate

Abbildung 3.54: Stattfindende Teilschritte in der oxidativen Decarboxylierung von
Isocitrat [13].

Oxidation zu Succinyl-CoA

Bei der Oxidation von a-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA handelt es sich erneut
um eine oxidative Decarboxylierung mit anschlieSender Thioester-Ausbildung zum
HS-CoA. Sollte dieses Reaktionsschema an die Reaktion vom Pyruvat zum Acetyl-
CoA erinnern, so liegt das daran, dass es tatsiachlich genau der selbe Reaktions-
mechanismus ist. Auch das Enzym ist wieder Thiaminpyrophosphat (TPP). Der
Mechanismus zur Decarboxylierung ist in Abb. und der zur Anlagerung des
Coenzym-A in [3.48

Der einzige Unterschied sind die Bestandteile des involvierten Enzymkomplexes.
Dieser besteht aus a-Ketoglutaratdehydrogenasen (statt der Pyruvatdehydrogena-
sen), Dihdrolipoyltransacetylasen (statt der Dihydrolipoyltransferasen) und Dihy-
drolipoyldehydrogenasen (identisch wie bei der Pyruvatoxidation).

CH,—C0O™ CoA-SH NAD* o NADH CH,—CO0™
b, NN A
(lj_coo— a-ketoglutarate (lj—S-COA
I dehydrogenase I
complex 0
a-Ketoglutarate (E1 E2E3) Succinyl-CoA

Abbildung 3.55: Oxidative Decarboxylierung mit anschlieSender Thioveresterung
von a-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA [13].
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Konvertierung zu Succinat

Durch das Enzym Succinyl-CoA-Synthetase wird das Succinyl-CoA in diesem Schritt
zum Succinat konvertiert, wobei die Phosphorylierung eins GDP und die Riickaus-
bildung von HS-CoA statt findet. Es handelt sich um eine dreistufige Reaktion, in
der die Energie des Thioesters in die Bildung von GTP gesteckt wird.

Im ersten Schritt greift ein Hydrogenphosphat an dem Thioester an und bin-
det {iber einen Additions-Eliminierungs-Mechanismus an den Carbonylkohlenstoff,
wéahrend das CoA-Thiolat durch das am Phosphat hdngende Proton wieder zu HS-
CoA wird.

Fiir den zweiten Schritt bindet das freie Elektronenpaar eines Stickstoffs an einem
Histidin-Rest an das Phosphat, was ebenfalls tiber einen Additions-Eliminierungs-
Mechanismus das Succinat freisetzt (welches einen Sauerstoff vom Phosphat mit
nimmt).

Von dem Histidin kann nun die Phosphorylgruppe auf ein GDP {ibertragen werden,
um GTP zu bilden und das Histidin wieder zu regenerieren.
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) M Ny \\eﬁ' G\Je}."'_'N%\NH Lo 0-7P‘N»/';\NH
H, 0, ol Co w, © g Succinate —
| 2] <
CHy A, =  (H, m—é —
‘l' _HO b e
00 €00
g
HN,_ HN
A
\P___.__._.O —
0 GDP GTP

Abbildung 3.56: Ablaufende Reaktionen wéihrend der Konversion von Succinyl-
CoA zum Succinat [13].

Oxidation zu Fumarat

Als erster Schritt in der Regenerierung des eingangs verbrauchten Oxaloacetats
wird das Succinat zum Fumarat oxidiert, indem eine Hydrideliminierung mit an-
schliefender Protonenabspaltung zur Ausbildung einer neuen Doppelbindung statt-
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findet. In diesem Zuge wird FAD zu FADH, umgesetzt. Katalysiert wird diese Re-
aktion durch das Enzym Succinatdehydrogenase, das dafiir sorgt, dass stereospe-

zifisch die trans-Verbindung (das Fumarat) und nicht die cis-Verbindung (Maleat)
entsteht.

Bei Eukaryoten ist die Succinatdehydrogenase ein in der inneren mitochondrialen
Membran sitzendes Protein, wohingegen es bei Bakterien ein Plasmprotein ist. Es
enthélt drei verschiedene Eisen-Schwefel-Cluster (Fe,—S,, Fes—S,, Fey,Sy).

(|]OO FAD FADH, (|:OO
= s
?H2 succinate H?
CO00~ dehydrogenase CO0~
Succinate Fumarate

AG'® = 0 kd/mol

Abbildung 3.57: Oxidation von Succinat zu Fumarat |13].

Hydratation zu Malat

Das Fumarat wird nun durch das Enzym Fumarase zu L-Malat umgewandelt. Die
Fumarase ist dabei so stereospezifisch, dass ausschlieflich L-Malat synthetisiert
wird und nur Fumarat, nicht aber das cis-Isomer Maleat als Substrat in Frage
kommt. Das Enzym katalysiert eine Addition eines Hydroxid-Ions an die Dop-
pelbindung, wodurch ein Carbanion als Intermediat entsteht, welches in einem
zweiten Schritt zum L-Malat protoniert wird.

H\C/COO' OH- H\c_/COO H* H _c00-
D T Sy
_ooc/ \H fumarase _OOC/ \ OH _ _CmOH
H 00C \H
Fumarate Carbanion Malate

transition state
AG'° = =3.8 ki/mol

Abbildung 3.58: Zweistufige Umwandlung von Fumarat zu L-Malat [13].
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Oxidation zum Oxaloacetat

Die Hydroxylgruppe im Malat wird nun im letzten Schritt des TCA-Zyklus durch
das Enzym Malatdehydrogenase zu einer Ketogruppe oxidiert, wobei NADH ge-
bildet wird. Diese Reaktion ist extrem endergon und lauft nur deswegen ab, weil
die Bildung von Citrat aus Acetyl-CoA und Oxaloacetat so stark exergonisch ist.
Das bedeutet aber auch, dass die Konzentration an freiem Oxaloacetat in den
Mitochondrien extrem gering ist. Dies liegt zum Einen daran, dass seine Bildung
thermodynamisch benachteiligt ist, und zum Anderen, dass Oxaloacetat als -
Ketosdure zur spontanen Decarboxylierung neigt.

Cljoo_ NAD" NADH + H ?OO_

HO—(ll—H / Oz?
CH2 CHZ
| malate |

COO™ dehydrogenase COO~

L-Malate Oxaloacetate

AG'"® = 29.7 kdJ/mol

Abbildung 3.59: Bildung von Oxaloacetat aus L-Malat [13].

Stochiometrie des TCA-Zyklus

Die Nettoreaktion des TCA-Zyklus ist

Acetyl-CoA + 3NAD" + FAD + GDP + P, + 2H,0 —
2CO, 4+ 3NADH + FADH, + GTP + 2H" + CoA

Da aus einem Aquivalent NADH 2.5 Aquivalente, aus einem FADH, 1.5 und einem
GTP ein Aquivalent ATP hergestellt werden kann, werden im Rahmen des Citrat-
Zyklus 25 ATP synthetisiert.
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3.7 Energiebilanz von Glykolyse und TCA-Zyklus

Tabelle 3.3: Zusammenfassung aller ergieliefernder Einzelreaktionen, die im Zuge
der Glykolyse und des anschlieBenden TCA-Zyklus stattfinden.

Reaktion direkte Resul-
“Energie- tierende
produkte” ATP

Glucose —> Glucose-6-Phosphat -1 ATP -1

Fructose-6-Phosphat — Fructose-1,6-Biphosphat -1 ATP -1

2 Glyceraldehyd-3-Phosphat — 2 1,3-Biphosphoglyce- 2 NADH 5

rat

21,3-Biphosphoglycerat — 2 3—Phosphoglycerat 2 ATP 2

2 Phosphoenolpyruvat — 2 Pyruvat 2 ATP 2

2 Pyruvat — 2 Acetyl—CoA 2 NADH 5

2 Isocitrat — 2 a—Ketoglutarat 2 NADH 5

a—Ketoglutarat — 2 Succinyl—CoA 2 NADH 5

2 Succinyl—CoA — 2 Succinat 2 GTP 2

2 Succinat — 2 Fumarat 2 FADH, 3

2 Malat — 2 Oxaloacetat 2 NADH 5

Wie in Tabelle zu erkennen ist, werden im Zuge der Glykolyse und des TCA-
Zyklus insgesamt 32 Aquivalente ATP aus einem Aquivalent Glucose synthetisiert,
wobei der Grofiteil davon im TCA-Zyklus anfillt. Wird die freie Hydrolyseenthal-
pie von ATP unter physiologischen Bedingungen beachtet, so entspricht dies einer
Energieausbeute von etwa 65% gemessen an der theoretisch freigesetzten Energie
aller beteiligter Reaktionen (Summe der freien Reaktionsenthalpien).

3.8 Regulation des Zitronensaurezyklus

Die Regulation des TCA-Zyklus erfolgt nach den bekannten Mechanismen: Durch
Irreversible Reaktionen, wird die Umkehrung des Zyklus unmoglich, sodass er als
Gesamtes stets nur in eine Richtung ablaufen kann. Die Regulation im eigentlichen
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Sinne erfolgt durch die Steuerung der Aktivitdt beteiligter Schliisselenzyme, die
(irreversible) Reaktionen im Zyklus steuern.

Die wichtigsten Substrate mit regulierender Funktion sind in Tabelle darge-
stellt. Im Wesentlichen aktivieren alle Indikatoren fiir Energiemangel, wohingegen
alle Indikatoren fiir ausreichende Energieversorgung deaktivierend wirken. Dar-
iiber hinaus wirken Intermediate ebenfalls deaktivierend, um ihre Anreicherung zu
verhindern.

Tabelle 3.4: Zusammenstellung der wichtigsten Substrate mit regulierendem Effekt
im TCA-Zyklus.

Aktivierend AMP ADP NAD* CoA-SH
Deaktivierend ATP NADH Acetyl-CoA Fettsduren

Interessant anzumerken ist, dass der TCA-Zyklus derart reguliert ist, dass stets
eine annahernd konstante Konzentration an Intermediaten des Zyklus vorhanden
sind (im Gegensatz zur kompletten Vermeidung von Intermediat-Ansammlungen).
Das macht aber Sinn, sobald sich vor Augen gefithrt wird, dass aus den Inter-
mediaten im TCA-Zyklus eine Reihe weiterer Stoffwechselprodukte synthetisiert
werden.

3.8.1 Regulierung der Pyruvatdehydrogenase

Die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA stellt einen irreversiblen Schritt dar,
mit dem unweigerlich der TCA-Zyklus begonnen wird. Dementsprechend ist es nur
logisch, dass dieser Schritt besonderes Augenmerk in der Regulierung bekommt.
Die Regulierung dieser Reaktion lauft iiber die Aktivierung bzw. Deaktivierung
der Pyruvatdehydrogenase, die fiir diese Reaktion als Katalysator dient.

Die PDH kann durch eine Phosphorylierung kovalent deaktiviert werden. Diese
Phosphorylierung wird durch eine Kinase katalysiert, wohingegen die Hydrolyse
zuriick in die aktive Form durch eine Phosphatase katalysiert wird. Erstere wird
durch alle Faktoren, die die PDH aktivieren, deaktiviert und anders herum. Somit
wirkt beispielsweise AMP aktivierend auf die aktive Form der PDH und verhindert
gleichzeitig seine Phosphorylierung, indem es die Kinase hemmt. Somit handelt es
sich also um eine Art “doppelter” Aktivierung. Gleichzeitig wirkt beispielsweise
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Acetyl-CoA auch “doppelt deaktivierend”, indem es zum Einen die aktive Form
der PDH hemmt und zum Anderen die Kinase aktiviert, was die Umwandlung der
PDH in ihre deaktivierte Form fordert.

AMP
/ Pyruvate
CoA
L ,\ m d

NAD*

‘ |nact|ve » Sl actlve

JYJJ))W

ATP

NADH + H*

Fatty Acids

Abbildung 3.60: Schematische Darstellung der PDH-Regulation |13|. Griine Pfeile
bedeuten “aktivierende Wirkung” und Rote das Gegenteil.

Dariiber hinaus wird die Phosphatase auch durch Ca®" (in Muskeln - initiiert
Bewegung), Adrenalin (“Flucht-oder-Kampf-Signal” - Vorbereitung auf physische
Anstrengung) und Insulin (Reduzierung des Blutzuckerlevels) geférdert, wohin-
gegen die Kinase durch Glucagon (Signal niedrigen (Blut-)Zuckerlevels) aktiviert
wird.

3.9 Anaplerotische Reaktionen

Eine ist eine Reaktion, die Intermediate des TCA-
Zyklus synthetisieren (allgemein sind das Reaktionen, die die Intermediate eines
beliebigen Metabolismus-Komplexes synthetisieren). An und fiir sich ist der TCA-
Zyklus selbsterhaltend, aber sobald Intermediate fiir weitere Biosynthesen aus den
Zyklus entfernt werden, ist das nicht mehr der Fall. Dementsprechend braucht
es die anaplerotischen Reaktionen, um die entnommenen Intermediate wieder zu
ersetzen.

Ein Beispiel fiir eine solche Reaktion ist die Synthese von Oxaloacetat aus Pyruvat.

Dabei reagiert Pyruvat mit Hydrogencarbonat und ATP. Katalysiert wird diese
Reaktion durch die Pyruvatcarboxylase, die als Coenzym Biotin (siehe Abschnitt
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3.9.1]) bendtigt. Typischerweise findet diese Reaktion in der Leber oder den Nieren
statt.

Bei der Pyruvatcarboxylase handelt es sich um ein Tetramer aus 4 identischen
Untereinheiten, das durch das Vorhandensein von Acetyl-CoA stimuliert wird (Bei
Oxaloacetat-Mangel kann das entstehende Acetyl-CoA nicht weiter umgesetzt wer-
den, sodass seine Konzentration zunimmt).

Im ersten Schritt reagiert das Hydrogencarbonat mit dem ATP, wobei sich Carb-
oxyphosphat und ADP bildet. Vom Carboxyphosphat kann dann die Sauregruppe
auf das Biotin iibertragen werden, wobei sich ein Phosphat bildet. Vom Biotin
wird die Carboxygruppe auf schlussendlich auf das Pyruvat iibertragen, indem es
an die Enolform des Pyruvats addiert.

Abbildung 3.61: Reaktionsmechanismus der Synthese von Oxaloacetat aus Pyru-
vat [9]
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3.9.1 Biotin

Bei Biotin handelt es sich um nichts Anderes, als um Vitamin B7, das im Meta-
bolismus die Funktion eines CO,-Transporters einnimmt, indem ein freies Elektro-
nenpaar am Stickstoff das CO4 als Carboxylat bindet. Als COy-Transporter ist es
ein Cofaktor aller Enzyme, die CO, tibertragen.

@ o, + AL -0
7]
|
HN  NH o=ty N
Hﬁ}l\/\/\ HUH\/\/\
S COOH S COOH
biotin
®) pyruvate COOH
CIOOH carboxylase | ——> |
c=0 | — C=0 4 carboxylase
(IIH’; -blotm C\ ”
’ [

COOH
COOH

pyruvate oxaloacetate
Abbildung 3.62: CO,-Bindung von Biotin und seine Funktionsweise, als Cofaktor
bei der Oxaloacetat-Synthese [10].

In Enzymen ist das Biotin iiber eine Amidbindung zwischen der im Biotin vorhan-
denen Séuregruppe und der freien Amingruppe eines Lysinrestes gebunden.

3.10 Oxidative Phosphorylierung

Bei der werden Metabolite wie NADH und FADH,
verwendet, um ATP zu synthetisieren, wobei die jeweiligen Metabolite wieder zu
NAD™, bzw. FAD oxidiert werden. Fast alles ATP, das im menschlichen Kérper
verwendet wird, stammt aus dieser oxidativen Phosphorylierung. Als Oxidations-
mittel dient dabei elementarer Sauerstoff, sodass als Abfallprodukt Wasser ent-
steht.

Der Vorteil den zu oxidierenden Wasserstoff in Form von NADH und FADH, zu
verwenden ist der, dass eine viel mildere Oxidation moglich ist, als das beispielswei-
se aus der Knallgasreaktion bekannt ist. Die bei der RedOx-Reaktion freigesetzte
Energie wird dann verwendet, um ADP zu ATP zu phosphorylieren.
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Die oxidative Phosphorylierung findet in der inneren Membran der Mitochondrien
statt. Das zugrundeliegende Prinzip ist eine chemiosmotische Kopplung. Es han-
delt sich dabei um ein Analogon zur klassischen Osmose, nur dass statt Wasser
Ionen durch eine semipermeable Membran wandern, um einen lonengradient an
der Membran auszugleichen.

&1 ++++
|
|
I
I
|

H,0 //l\ADP
2 H* ATP +P

Matrix i

Membrane

Abbildung 3.63: Schematische Darstellung der chemiosmotischen Kopplung zur
ATP-Synthese . Die Elektroneniibertragung fithrt zu einem
Ausstromen der Protonen durch die Membran, wodurch ein lo-
nengradient entsteht, der die Protonen an anderer Stelle wieder
durch die Membran ins Innere treibt und dadurch die ATP-Syn-
these antreibt.

In der Realitat ist das Ganze natiirlich etwas komplexer, als in Abb. darge-
stellt. Insgesamt sind Proteinkomplexe an dem Prozess beteiligt, wobei das letzte
davon eine ATP-Synthase ist. Die ersten vier dienen als Elektronentransportsys-
teme. Das bedeutet, dass eine schrittweise Ubertragung der Elektronen auf den
molekularen Sauerstoff iiber Elektronentransporter mit immer hoherem RedOx-
Potential statt findet. Im Zuge dieses Elektronentranportes findet dann ein gerich-
teter Protonentransport auf die Auflenseite der inneren Membran im Mitochondri-
um statt.
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Intermembrane
space (P side)

NADH+H*  NAD* Succinate  Fumarate

Matrix (N side)

Abbildung 3.64: Schematische Darstellung der Abldufe an der inneren Mitochon-
drienmembran ||

Da Elektronen im Allgemeinen nur kurze Strecken zuriicklegen konnen, werden fiir
den Transport zwischen den Proteinkomplexen in der Membran mobile Elektro-
nentransporter benotigt. Zum ersten Komplex werden die Elektronen tiber NADH
(E = ——0,320V) oder FADH, (RedOx-Potential stark vom umgebenden Pro-
tein abhéngig) transportiert. Fiir den Transport durch die Membran vom ersten
Enzym, einer NADH-Q-Oxidoreduktase, zum Zweiten, einer Q-Cytochrom-C-Ox-
idoreduktase, ist das Coenzym @ zustandig. Fir den Transport hin zum Vierten
Komplex ist Cytochrom-C zustédndig, welches auf der Auflenseite der inneren Mi-
tochondrienmembran sitzt.

Succinate-Q
reductase

= NADH-Q § Y | Q-cytochrome o _ | Cytochrome ¢ .0

Abbildung 3.65: Schematische Darstellung der Elektronentransferkette an der in-
neren Mitochondrienmembran ||

Wie in Abb. und zu erkennen ist, kann das Coenzym @ auf zwei Wegen
beladen werden: Einmal iiber NADH und einmal iiber die Oxidation von Succinat
zu Fumarat und somit durch einen Schritt im TCA-Zyklus.

83



3 Metabolismus

Coenzym Q

Coenzym Q ist nichts Anderes, als Ubichinon (Ubiquinon). Dabei handelt es sich
um ein Benzochinon, welches bei der seiner Reduktion sowohl Elektronen, als
auch Protonen aufnimmt. Somit spielt es eine wichtige Rolle in der Kopplung
zwischen Elektronen- und Protonenbewegung. Wichtig anzumerken ist aulerdem,
dass Ubichinon entweder zwei einzelne Elektronen aufnehmen, bzw. abgeben kann
oder aber auch 2 Elektronen auf einmal. Somit kann es zwischen 2-Elektronen-Do-
noren und 1-Elektronen-Akzeptoren (und anders herum) vermitteln. Das RedOx-
Potential des Ubichinols betragt £ = 0,045V.

(o} OH
o OH

Coenzym Q Coenzym Q= bzw. Ubisemichinon Intermediat Coenzym QH:

# bzw. Ubichinol
@

OH

J

Coenzym QH- bzw. Ubisemichinon

Abbildung 3.66: RedOx-Gleichgewichte des Ubichinons [11].

Cytochrom C

Cytochrom C ist ein stark wasserlosliches Protein, welches eine Ham-C-Molekiil in
sich tragt. In diesem Ham-Geriist ist ein Eisen komplexiert, welches zwischen Fe®*
und Fe* oxidiert, bzw. reduziert werden kann. Es handelt sich somit um einen
Ein-Elektronentransporter.

Die Funktion der Him-Gruppe ist dabei, das Eisenion zu binden und es vor un-
gewollter Oxidation zu schiitzen. Aulerdem sorgt es dafiir, dass das Eisen 16slich
bleibt und nicht etwa als Fe(OH), o.A. ausfillt. Dariiber hinaus ist das Him-Ge-
riist noch dafiir zustédndig die Elektronen von und zum Eisen zu transportieren
(da das Eisen selbst nicht direkt in Kontakt mit anderen Molekiilen kommt).
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|
CHj CHCH,
Cys—?
CH,;CH

CH; CH;CH,COO

CH, CH,CH,COO~
Heme C

Abbildung 3.67: Struktur von Ham-C mit gebundenem Eisen [13].

Cytochrom C ist eines der am weitesten verbreiteten Enzyme in allen Spezies,
wobei 20% der enthaltenen Aminosiauren zwischen allen Spezies identisch sind.

Eisen-Schwefel-Proteine

Auch Proteine, die Eisen-Schwefel-Cluster enthalten, konnen als Elektronentrans-
porter dienen. Typischerweise enthalten diese Proteine ein Cluster aus zwei Eisen-
und zwei Schwefelatomen, wobei das Eisen an jeweils zwei Cysteinresten gebunden
ist. Alternativ kann auch Histidin iiber einen Stickstoff an das Eisen koordinieren.
Dies ist beispielsweise bei den der Fall, bei dem ein Eisen
nach wie vor an zwei Cystein gebunden ist, das Andere aber durch zwei Histidin
koordiniert wird.

Ein konkreter Vertreter dieser Proteinklasse ist das Ferredoxin. Das RedOx-Poten-
tial dieser Proteine variiert stark zwischen den unterschiedlichen Proteinen, aber
im Regelfall liegt es zwischen —0,064 V und 0,45 V.

3.10.1 Komplex I: NADH-Q-Oxidoreduktase

Der erste Enzymkomplex in der mitochondrialen Elektronentransferkette ist die
NADH-Q-Oxidoreduktase. Es handelt sich dabei um einen grofien Proteinkomplex
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aus 42 Polypeptiden und enthélt mindestens 6 Eisen-Schwefel-Proteine, die fiir den
Elektronentransport innerhalb des Proteinkomplexes zustandig sind.

Wiéhrende des Elektronentransports wird NADH oxidiert, die dabei freigesetzten
Elektronen durch den Komplex transportiert, um schlussendlich das Coenzym Q
(Ubichinon) zu reduzieren. Insgesamt werden gleich zwei Protonen vom NADH auf
das Coenzym Q iibertragen, sodass dessen Reduktion wie in Abb. [3.66] vollstandig
ablauft.

4H*

Complex I Intermembrane
space (P side)

Matrix (N side)

NADH NAD*

Abbildung 3.68: Schematische Darstellung des Elektronentransports in der
NADH-Q-Oxidoreduktase [13].

Wahrend des Elektronentransfers werden gleichzeitig Protonen vom Inneren in den
Intermembranraum (zwischen der inneren und dufleren Membran) gepumpt, sodass
eine Ladungstrennung stattfindet, wobei der Intermembranraum positiv und das
Innere des Mitochondriums negativ geladen wird. Dieser Protonentransfer findet
iiber Konformationséanderungen des Proteinkomplexes statt: Im Protein ist eine
verankerte Base (negativ geladen), die sich im “Grundzustand” in der Gegenwart
von fest gebundenen, positiv geladenen Resten befindet, sodass der pK g-Wert der
Base relativ hoch ist und sie keine Bestrebungen hat, Protonen aufzunehmen.

Durch eine Konformationsénderung offnet sich das Protein nun dem Inneren des
Mitochondriums, wobei die Base von den positiven Ladungen entfernt wird. Die
nun nicht mehr ausgeglichene, negative Ladung hat nun sehr wohl die Bestrebung
durch ein Proton kompensiert zu werden, was in einem erniedrigten pKpg-Wert
resultiert.
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Hat die Base nun ein Proton aufgenommen, findet eine erneute Konformationsan-
derung in den Ausgangszustand statt, wobei sich der Enzymkomplex in den In-
termembranraum 6ffnet (wobei die Offnung zum Innern wieder geschlossen wird).
Hier sind nun Base und positive Ladung im Enzym wieder vereint, was den pKp-
Wert wieder stark anhebt. Dies resultiert darin, dass das zuvor aufgenommene
Proton wieder abgegeben wird, sich nun aber im Intermembranraum befindet.

Abbildung 3.69: Schematische Darstellung der Funktionsweise einer Protonen-

pumpe .

3.10.2 Komplex Il: Succinat-Q-Reduktase

Die Succinat-Q-Reduktase tritt schon als Succinat-Dehydrogenase im TCA-Zyklus
auf, aber gleichzeitig ist sie auch ein Teil der mitochondrialen Elektronentransfer-
kette. Sie leitet die Elektronen aus der Oxidation des Fumarats tiber mehrere Eisen-
Schwefel-Cluster auf das Coenzym Q weiter, welches ebenfalls wieder vollstandig
reduziert wird. Es handelt sich also um einen weiteren Weg, um die reduzierte Form
des Coenzym Q - dem Ubichinol - zu gewinnen (Dariiber hinaus kann es noch iiber
die Oxidation von Fettsduren oder der Oxidation von Glycerol-3-Phosphat in den
Cytosolen hergestellt werden.).

Bei der Succinat-Q-Reduktase handelt es sich um ein Trimer, welches die Elek-

tronen vom Succinat zunéchst tber ein integriertes FAD in Form von FADH,
aufnimmt und dann iiber seine drei Eisen-Schwefel-Cluster zum Coenzym Q trans-
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portiert. Insgesamt legen die Elektronen dabei eine Strecke von 40 A zuriick.

3.10.3 Komplex Ill: Q-Cytochrom-C-Oxidoreduktase

Dieser dritte Proteinkomplex ist in der Lage das reduzierte Ubichinols wieder zu-
riick zum Ubichinon (Coenzym Q) zu oxidieren. Die dabei freigesetzten Elektronen
werden dann verwendet, um Cytochrom C (bzw. das darin gebundene Eisen-Ion)
zu reduzieren. Es handelt sich um ein Dimer aus zwei identischen Einheiten, die
wiederum aus jeweils 11 Bausteinen aufgebaut sind.

Die Elektronenleitung lduft iiber Cytochrom-B (das hierin enthaltene Ham-B hat
etwas andere Reste, als da Ham-C, welches in Abb. dargestellt ist), einem
Rieske-FeySo-Protein und anschliefend auf das Cytochrom-C. Der hier stattfin-
dende Elektronentransport wird auch genannt,.

Der Q-Zyklus

Im Q-Zyklus wird ein QH, (vollstandig reduziertes Coenzym Q - Ubichinol) oxi-
diert. Eines der freigesetzten Elektronen wird iiber das Rieske-Protein tiber ein
Cytochrom ¢; an das Cytochrom C weiter geleitet, welches extern (im Intermem-
branraum) an den Proteinkomplex IIT gebunden ist. Dies fithrt dazu, dass sich das
reduzierte Cytochrom C vom Proteinkomplex 16sen kann uns somit in Richtung
Proteinkomplex IV diffundieren kann.

Das zweite bei der Oxidation des QH, freigesetzte Elektron wird iiber zwei Him-B-
Molekiile auf ein weiteres, vollstandig oxidiertes Ubichinon weiter geleitet, welches
somit zum Ubisemichinon-Radikal reduziert wird.

Die zwei bei der Oxidation freigesetzten Protonen werden in den Intermembran-
raum geleitet.

Anschlieend wird noch ein zweites QH, oxidiert, was wieder in einer Reduktion
eines weiteren Cytochrom C endet und auch hier werden die beiden freigesetzten
Protonen in den Intermembranraum entlassen. Das zweite, freigesetzte Elektron
wird nun jedoch verwendet um das im ersten Schritt produzierte Ubisemichinon-
Radikal vollstandig zu reduzieren, sodass nach der Aufnahme von zwei Protonen
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aus dem Innenraum des Mitochondriums wieder ein QH, regeneriert wurde, wel-
ches erneut in den Q-Zyklus eintreten kann.

Das Besondere am Q-Zyklus ist also, dass er zwischen einem 2-Elektronen-Donor
(dem Ubichinol) und einem 1-Elektronen-Akzeptor (dem Cytochrom C) vermittelt
und gleichzeitig wihrend der Reduktion zweier Cytochrom-C-Molekiile 4 Protonen
in den Intermembranraum pumpt.

Als Nettoreaktion wird also ein QH, reduziert, womit zwei Cytochrom C reduziert
werden und 4 Protonen in den Intermembranraum verfrachtet werden.

Intermembrane
space (pside)

Cytc

HemebH\ | e

(n side)

Cytochrome b 2H*

Abbildung 3.70: Schematische Darstellung des Q-Zyklus || Links ist der erste
und rechts der zweite Schritt im Zyklus zu sehen.

3.10.4 Komplex IV: Cytochrom-C-Oxidase

Die Cytochrom-C-Oxidase besteht aus insgesamt 13 Untereinheiten, wovon 3 vom
Mitochondrium selbst synthetisiert werden (miissen). Ihre Aufgabe ist die Oxida-
tion des Cytochrom C, wobei elementarer Sauerstoff als Elektronenakzeptor dient,
sodass Wasser gebildet wird.

Dazu wird das aus der Oxidation des Cytochrom C stammende Elektron tiber Kup-
fer- und Eisenzentren hin zum Sauerstoff geleitet, welcher bis zu seiner vollstandi-
gen Reduktion fest im Komplex komplexiert ist und erst nach seiner Umwandlung
zu Wasser freigesetzt wird.

Da Sauerstoff als O, vorkommt, werden insgesamt 4 Cytochrom C benétigt, um ein
Sauerstoffmolekiil vollstandig zu Wasser zu reduzieren. Wéahrend dieses Prozesses
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entstehen zwei Molekiile Wasser und es werden vier Protonen in den Intermem-
branraum gepumpt (wahrend gleichzeitig 4 Protonen aus dem Innenraum fiir die
Wasserbildung verbraucht werden).

Cytochrome ¢

Abbildung 3.71: Mechanismus der Cytochrom-C-Oxidase .

Durch die Bindung des teilreduzierten Sauerstoffs in einer Peroxidbriicke zwischen
Fe’* und Cu™ wird die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (Hydroxylradikale,
Super- und Peroxide), die dem Organismus schaden wiirden, verhindert.

3.10.5 Zusammenfassung der Elektronentransportkette

Werden alle bis hierhin stattgefundenen Prozesse zusammengefasst, so ergibt sich
eine Gesamtreaktionsgleichung von

NADH + 11 HY + %0, — NAD" + H,O + 10Hp

Hy stehen fiir Protonen im Innenraum der Mitochondrien und Hp™ fiir Protonen
im Intermembranraum.

Durch das wahrend des Elektronentransports aufgebaute Membranpotential wird
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die bei der Reduktion des Wasserstoffs (NADH) zu Wasser freigesetzte Energie
gespeichert. Dabei wird ein erstaunlicher Anteil von 91% der bei der Gesamtreak-
tion freiwerdenden Energie in Form dieses Membranpotentials gespeichert. Die so
gespeicherte Energie kann nun in einem separaten Prozess dazu verwendet werden
ATP zu synthetisieren.

3.10.6 ATP-Synthese

Das nun aufgebaute Membranpotential wird im zweiten Teil der chemiosmotischen
Kopplung dazu verwendet, um ADP zu ATP zu phosphorylieren. Die ATP-Synthe-
se und die zuvor beschriebene Elektronentransferkette hangen direkt voneinander
ab: Der Elektronentransfer baut iiber die Protonenpumpen ein Membranpotential
auf, ohne welches kein ATP synthetisiert werden kann. Auf der anderen Seite baut
die ATP-Synthese diese Potential wieder ab, sodass es wéihrend des Elektronen-
transfers iberhaupt weiterhin moéglich ist, Protonen gegen des elektrische Feld in
den Intermembranraum zu pumpen.

Beweise der chemiosmotischen Kopplung

Beweise fiir die direkte Abhangigkeit des Elektronentransferprozesses - der

- und der ATP-Synthese kénnen erbracht werden, indem jeweils ei-
ner der beiden Prozesse gehemmt wird und die Auswirkung dieser Hemmung auf
den Sauerstoffverbrauch (in der Atmungskette) und die Syntheserate von ATP
gemessen wird. Egal welcher Prozess gehemmt wird, der Sauerstoffverbrauch und
die ATP-Synthese-Geschwindigkeit reduziert sich drastisch, bzw. lauft sogar gegen
Null.

Mogliche Inhibitoren fiir die Atmungskette sind Azid- und Cyanid-lonen oder
Kohlenstoffmonoxid, die den letzten Schritt der Atmungskette (die Reduktion des
Sauerstoffs) verhindern. Dies ist in Abb. dargestellt. Die ATP-Synthese kann
tiber Venturicidin oder Oligomycin inhibiert werden, die das Enzym ATPase hem-
men. Bei einer Hemmung der ATPase kann durch die Zugabe schwacher, hydropho-
ber Séuren wie z.B. 2/4-Dinitrophenol (DNP), die Atmungskette wieder aktiviert
werden. Somit steigt der Sauerstoffverbrauch wieder an, obwohl keine Synthese
von ATP statt findet. Das Ergebnis eines solchen Experiments ist in Abb.
dargestellt.

91



3 Metabolismus
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Abbildung 3.72: Auftragung der Auswirkungen einer Hemmung der Atmungskette
mittels Cyanid .
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Abbildung 3.73: Auftragung der Auswirkung einer Hemmung der ATP-Synthese

13).

Dass es tatsachlich der Protonengradient ist, der die ATP-Synthese ermoglicht
kann bewiesen werden, indem isolierte Mitochondrien in einen Ionenpuffer (KCI)
gegeben werden. Da so kein Protonengradient besteht, wird kein ATP synthetisiert.
Wird nun ein kiinstlicher Gradient erzeugt (z.B. durch Zugabe eines Kronenethers,
0.A. der K™ komplexiert und somit eine Protonenwanderung aus dem Innern der
Mitochondrien in den Ionenpuffer auslost), so setzt die ATP-Synthese ein.
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Komplex V: ATP-Synthase

Die ATP-Synthase besteht aus zwei Teilen: Einem Teil, der in der Membran ver-
ankert ist (Fo) und Einem, der aus der Membran heraus ragt (F;). Ersterer ist fir
den Protonenfluss aus dem Intermembranraum in den Innenraum zustindig und
liefert dabei die Energie, die der Zweite zur Synthese von ATP benotigt.

Die eigentliche ATP-Synthese verldauft iiber eine Anlagerung von Hydrogenphos-
phat an das ADP, wobei ein pentakovalentes Intermediat besteht (der endsténdige
Phosphor bindet an finf Sauerstoffatome). Dieses wird an der endstdndigen Hy-
droxylgruppe nochmals protoniert, worauthin sich Wasser abspalten kann, sodass
ATP entsteht. Das Gleichgewicht bei dieser Reaktion in Losung liegt jedoch sehr
stark auf der Seite des ATPs. Durch das Enzym wird jedoch das ATP stabilisiert,
sodass sich das Gleichgewicht merklich in Richtung des ATPs verschiebt.

Durch die starke Bindung des ATPs an das Enzym, kann dieses jedoch nicht wieder
freigesetzt werden. Fiir diese Freisetzung wird der bereits diskutierte Protonengra-
dient benotigt.

80 -
60 [- e
= w0k P ADP+P; ATP
% ES [E- ATP] (in solution)
G 20 E-ADP+P;
or ‘
E+8
Reaction coordinate
Typical ATP synthase
enzyme

Abbildung 3.74: Energiediagramm der katalysierten ATP-Synthese [13].

Der genaue Mechanismus der ATP-Synthese ist sehr interessant: Der Fi-Teil be-
steht aus 3 a- und 3 - Untereinheiten, die abwechselnd als Zylindermantel ange-
ordnet sind. In der Mitte dieses Zylindermantels steckt noch eine ~y-Untereinheit.
Jeweils eine benachbarte a- und g-Einheit bilden eine katalytische Einheit. Diese
katalytische Einheit kann unterschiedliche Affinitaten fir ADP und ATP aufwei-
sen. Im ersten Stadium (“loose”) ist die Affinitat fir ADP+P; und ATP gleich
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grof}, sodass sowohl ADP als auch das Hydrogenphosphat hinein diffundieren kén-
nen. Allerdings liegt somit auch das Gleichgewicht der ATP-Synthese extrem stark
auf Seite der Edukte. Deswegen geht die Einheit in den “tight”-Status tiber, indem
sie eine Konformationsdnderung durchlduft. Nun ist die Affinitat fir ATP um ein
Vielfaches hoher, als fiir ADP, was entstehendes ATP bindet und somit effektiv
aus dem Gleichgewicht entzieht. Um das nun gebundene ATP wieder freizusetzen,
geht die Einheit einen weiteren Konformationswechsel in den “open”-Status ein,
in dem die Affinitat fiir ATP gegen Null geht und das gebundene ATP somit frei-
gesetzt wird. Durch eine letzte Konformationsanderung geht die Einheit wieder in
den “loose”-Status iiber und der Zyklus kann von Neuem beginnen.

Insgesamt befinden sich drei solcher katalytischer Einheiten in der F-Einheit und
jede dieser Einheiten ist in einem anderen Status. Die aktuelle Konformation der
Einheiten wird durch die Ausrichtung der ~-Einheit in der Mitte beeinflusst. Da
sich die y-Einheit dreht (durch den Protonengradienten angetrieben), entsteht eine
rotierende Katalyse.

ATP

3H,  3H;

Abbildung 3.75: Schematische Darstellung der rotierenden Katalyse von ATP .

Die Rotation der y-Untereinheit wird durch eine teilweise Rotation der Fy-Ein-
heit (die c-Untereinheiten) erzielt, die tiber ein Zwischenstiick (e-Einheit) mit der
~v-Untereinheit verkniipft ist. Deswegen werden ~-, e- und die c-Untereinheiten
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zusammen als Rotator bezeichnet wohingegen, die a-, -, a-, 6- und bo-Unterein-
heiten als Stator bezeichnet werden.

Abbildung 3.76: Schematische Darstellung der ATP-Synthase .

Die c-Untereinheiten enthalten einen Asparaginsidurerest, der in Kontakt mit Was-
ser deprotoniert und bei Kontakt mit der Membran wieder protoniert (die negative
Ladung kann in der hydrophoben Membran nicht stabilisiert werden. Auflerdem
wichtig ist, dass die a-Untereinheit zwei Halbkanale hat: Einen, der zum Intermem-
branraum und Einen, der zum Innenraum gedffnet ist. Uber diese Kanile kommen
die Asparaginsdurereste der c-Untereinheiten iiberhaupt in Kontakt mit wéssriger
Umgebung. Sobald also ein Asparaginrest durch Rotation mit dem nach Innen
gedffneten Kanal in Berithrung kommt, wird er deprotoniert (im Innern herrscht
Protonenunterschuss (hoher pH), sodass die Deprotonierung stark bevorzugt ist.
Durch eine weitere Rotation kommt dieser deprotonierte Rest nun mit dem zum
Intermembranraum gedffneten Kanal in Kontakt. Da im Intermembranraum ein
Protoneniiberschuss (niedriger pH) herrscht, wird der Asparaginsaurerest wieder
protoniert. Sobald dies geschehen ist (die negative Ladung eliminiert wurde) kann
weiter rotiert werden, wobei der betrachtete Rest nun in der hydrophoben Mem-
bran sitzt (weshalb auch erst die negative Ladung eliminiert werden musste). Durch
gentigend Rotationen gelangt der Rest wieder an den ersten Kanal, wo er das Pro-
ton, das urspriinglich aus dem Intermembranraum aufgenommen wurde, in den
Innenraum abgeben kann. Somit wird der Protonengradient ausgeglichen, wobei
die in ihm gespeicherte Energie, in eine Rotationsbewegung umgesetzt wird.
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Abbildung 3.77: Schematische Darstellung des Zustandekommens der Rotations-
bewegung in der Fy-Einheit . Die blauen c-Einheiten drehen
sich, wahrend die lilafarbene a-Einheit stationér bleibt.

Bei jeder vollstandigen Umdrehung dieser Einheit werden drei ATP-Molekiile pro-
duziert. Die benotigte Anzahl an Protonen pro ATP-Molekil hangt somit von der
Anzahl der c-Untereinheiten im Rotator ab. Sind es beispielsweise zwolf, so werden
pro ATP-Molekiil 4 Protonen ins Innere gepumpt.

3.10.7 Transport-Systeme

Ein Problem, das bisher vernachlassigt wurde, ist die Impermeabilitat der inneren
Mitochondrienmembran. Aber irgendwie muss auch das NADH, welches direkt in
der Glykolyse gewonnen wurde in das Innere des Mitochondriums gelangen, wo es
in der Atmungskette zu ATP umgesetzt werden kann. Aulerdem muss das in den
Mitochondrien hergestellte ATP auch wieder hinaus transportiert werden, da es
hauptséchlich aulerhalb benotigt wird.

Fiir genau dieses Problem gibt es Transportproteine in der inneren Membran, die
gewissermafen als Shuttle fiir die auszutauschenden Stoffe dienen. Diese Proteine
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werden als Translokasen bezeichnet und funktionieren oft als Austauschproteine,
dh. fiir jedes Molekiil das auf die eine Seite transportiert wird, muss gleichzeitig ein
Anderes auf die andere Seite transportiert werden. Somit ergeben sich also Paare
von Molekiile, die nur gleichzeitig, aber in unterschiedliche Richtungen transpor-
tiert werden konnen.

Mitochondria ATP Malate Citrate + H*

Inner

mitochondrial

membrane

Cytosol ADP Phosphate Malate Pyruvate Phosphate

ATP-ADP  Dicarboxylate Tricarboxylate  Pyruvate Phosphate
translocase carrier carrier carrier carrier

Abbildung 3.78: Schematische Darstellung der verschiedenen Translokasen in der
inneren Mitochondrienmembran ||

Adenin-Nukleotid- und Phosphat-Translokase

Fir den Transport von ADP und ATP existiert eine spezifische Translokase, die
prinzipiell eine gleich hohe Affinitat hat ADP und ATP zu transportieren (in bei-
de Richtungen). Allerdings muss beachtet werden, dass der Intermembranraum
durch den Protonengradienten positiv und der Innenraum negativ geladen ist. Da
ADP und ATP drei-, bzw. vierfach negativ geladene Anionen sind, hat dies einen
wesentlichen Einfluss auf deren Transportrichtung.

Bei einem Transport in das Mitochondrium hinein, muss in jedem Fall gegen das
elektrische Feld gearbeitet werden, sodass generell der Austransport von ADP und
ATP begiinstigt ist. Da jedoch die Konzentration von ADP im Intermembranraum
hoher ist, als im Innern des Mitochondriums, wird es trotzdem zu einem gewissen
Anteil hinein transportiert. Innen angekommen, kann es dann zum ATP transfor-
miert werden, was aus dem dreifach negativ geladenen ADP ein vierfach negativ
geladenes ATP macht. Hatte das ADP zuvor schon einen Drang aus dem Mito-
chondrium in den Intermembranraum transportiert zu werden, so hat das ATP
diesen Drang erst recht. Sein Transport in den Intermembranraum ist etwa um
den Faktor 30 effektiver, als der von ADP. Deswegen wird hauptséichlich das ATP
und nicht das ADP vom Innern in den Intermembranraum transportiert.
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Das Phosphat, welches fiir die Phosphorylierung des ADP benoétigt wird, wird
durch eine Phosphat-Translokase in das Mitochondrium transportiert. Das Phos-
phat wird dabei in Form von Phosphorsaure durch die Membran transportiert.
Diese liegt im Normalfall als Dihydrogenphosphat vor, wird jedoch im Intermem-
branraum zur Phosphorsaure protoniert (durch den dort herrschenden Protonen-
tiberschuss). Ladungsfrei kann die Phosphorsédure nun die Phosphat-Translokase
passieren. Innen angekommen dissoziiert die Phosphorsaure wieder zu Dihydrogen-
phosphat, wobei ein Proton an das Mitochondrieninnere abgegeben wird. Somit
wurde also fiir den Transport von Phosphat in das Mitochondrium ein Proton aus
dem Protonengradienten verbraucht.

Intermembrane Matrix
space
+

Adenine ¢ ] .

nucleotide  |ATP* «——————arpt-  driven by Ay
translocase [App3-

(antiporter) § g ADP?"

ATP ut
synthase

=
$ HoPOg
Phosph: —
irenalocass HZmZ%/:i uses one proton
(symporter) H ¢ . H
®
&

Abbildung 3.79: Schematische Darstellung der Adenin-Nukleotid- und der Phos-
phat-Translokase [13].

Malat-Aspartat-Shuttle

Um das NADH “in das Mitochondrium zu transportieren” hat sich die Natur ei-
nen guten Trick ausgedacht: Das NADH wird nicht direkt in das Mitochondrium
verfrachtet, sondern reduziert im Intermembranraum ein Oxaloacetat-Molekiil zu
Malat, welches iiber einen Malat-a-Ketoglutarat-Transporter ins Innere des Mi-
tochondriums transportiert wird. Dort kann das Malat ein Molekill NAD" (das
dauerhaft im Innern des Mitochondriums verweilt) zu NADH reduzieren, wobei es
selbst wieder zu Oxaloacetat wird. Das so indirekt in das Mitochondrium trans-
portierte NADH kann nun in der Atmungskette verwendet werde, um den Proto-
nengradienten aufzubauen.

Das Oxaloacetat wird nun von Glutamat unter katalytischer Wirkung einer Aspar-
tat-Amino-Transferase zum Aspartat transformiert, wobei aus dem Glutamat ein
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3.10 Oxidative Phosphorylierung

a-Ketoglutarat entsteht. Dieses kann nun durch einen Glutamat-Aspartat-Trans-
porter wieder aus dem Mitochondrium heraus transportiert werden, wo es von
einem a-Ketoglutarat, unter erneuter Wirkung der Aspartat-Amino-Transferase,
wieder zu Oxaloacetat umgewandelt wird. Aus dem a-Ketoglutarat wird dabei wie-
der Glutamat, welches tiber den Glutamat-Aspartat-Transporter ins Mitochondri-
um hinein transportiert wird, dort zum a-Ketoglutarat abreagiert und iiber den
Malat-a-Ketoglutarat-Transporter wieder hinaus transportiert wird, sodass der
Zyklus wieder von vorn beginnen kann.
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Abbildung 3.80: Schematische Darstellung des Malat-Aspartat-Shuttles zum
“Transport” von NADH ins Mitochondrium .

Glycerol-3-Phosphat-Shuttle

Das Glycerol-3-Phosphat-Shuttle stellt ebenfalls einen NADH-Transportweg dar,
der verhindert, dass tatsédchlich NADH in das Mitochondrium hinein transportiert
werden muss. Allerdings stellt es einen deutlich direkteren Weg, als das Malat-
Aspartat-Shuttle dar. Es kommt in Skelettmuskeln und im Gehirn zum Einsatz.

Das NADH reduziert ein Molekiil Dihydroxyaceton zu Glycerol-3-Phosphat, wel-

ches durch die Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (die in der mitochondrialen
Membran eingebettet ist) wieder zu Dihydroxyaceton oxidiert wird, wahrend FAD
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zu FADH, reduziert wird, welches direkt das in der Atmungskette aktive Coenzym
Q reduzieren kann.

Glycolysis

NADH

cytosolic
NAD* cytosolic NADH + H* y
glycerol 3-phosphate

dehydrogenase

(IJH20H
g0
Glycerol 3- Dihydroxyacetone
phosphate phosphate CH,-0-P)

mitochondrial
glveerol 3-phosphate
dehydrogenase

mitochondrial
Abbildung 3.81: Schematische Darstellung des Glycerol-3-Phosphat-Shuttles .
Durch diesen Eintrittspunkt in die Atmungskette wird jedoch der Komplex I tiber-
gangen, der zusétzliche 4 Protonen gepumpt héitte. Somit “verliert” ein Mitochon-

drium durch die Wahl dieses Shuttle-Systems 4 Protonen pro verbrauchtem NADH,
was nattrlich die Effektivitat der Atmungskette als Gesamtes reduziert.

3.10.8 Regulierung

Die Atmungskette wird durch das Vorhandensein von ADP reguliert: Ist kein ADP
vorhanden, so wird auch die Atmungskette eingestellt. Sie wiirde ja sonst einen
Protonengradienten aufbauen, der gar nicht benotigt wiirde.
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3.11 Zusammenfassung: Regulation ATP-produzierender Pfade
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Abbildung 3.82: Experimentelle Bestatigung der Regulation der Atmungskette

durch ADP [13].

3.11 Zusammenfassung allosterischer Regulationen
ATP-produzierender Stoffwechselpfade
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Abbildung 3.83: Zusammenfassung der allosterischen Regulation ATP-produzie-
render Stoffwechselpfade [13].
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3.12 Fettsaure-Katabolismus

Die Energiegewinnung aus Fetten stellt die hauptsachliche Energiequelle fiir lang-
fristige Aktivitaten dar. Aufgrund seiner hoheren Energiedichte gegeniiber Glyko-
gen stellt es auch die beste Moglichkeit zur Energiespeicherung dar (fir die Spei-
cherung der selben Energiemenge via Glykogen wiirde etwa die sechsfache Masse
benotigt werden).

Der Fettsdure-Metabolismus findet zum Einen ebenfalls in den Mitochondrien und
zum Anderen auch in den sogenannten Peroxosomen statt.

3.12.1 Transport von Sterinen und Fetten

Aufgrund ihrer hohen Hydrophobie kénnen Sterine und Fette nicht ohne Weite-
res durch die Blutbahn transportiert werden (im Gegensatz zur wasserloslichen
Glukose). Stattdessen miissen sie in einem “hydrophilen Behélter” transportiert
werden. Dieser Behalter besteht einer Phospholipidschicht, die eine kugelférmige
Membran bilden und so ein Fetttropfchen in ihrer lipohphilen Mitte einschlieflen
kann, wihrend der “Ball” durch seine hydrophile Oberfliche gut durchs Blut trans-
portiert werden kann. In der Membran befinden sich spezielle Proteine, die fiir die
molekulare Erkennung des “Transportballs” zustandig sind. Dariiber hinaus er-
moglichen sie auch ein spezifisches Handling des selben. Der Fachbegriff fiir diese
“Transportbélle” lautet Lipoproteine.

Triacylglycerols Free (unesterified)
cholesterol

Cholesteryl esters

Abbildung 3.84: Schematische Darstellung eines Lipoproteins .
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Je nach ihrer Dichte (im Vergleich zu Wasser) werden die Lipoproteine in verschie-
dene Klassen eingeteilt:

VLDL - Very low density Lipoprotein

IDL - Intermediate density Lipoprotein

e LDL - Low density Lipoprotein

HDL - High density Lipoprotein

Je geringer die Dichte des Lipoproteins, desto grofler ist sein Fett-zu-Protein-Ver-
haltnis.

3.12.2 Verdauung von Fetten

Fette werden im Diinndarm absorbiert. Dafiir werden sie zunéchst durch Gallen-
salze (Salze der Gallensdure) emulgiert. Die Gallensalze werden in der Leber aus
Cholesterol synthetisiert und bis zu ihrem Gebrauch in der Gallenblase gespeichert.
Durch die Emulsion bilden sich Mizellen, die die Fette in ihrem Innern einschlie-
Ben und den wasserloslichen Lipasen so den Zugang zu den Fetten ermoglichen.
Die Lipasen katalysieren die Hydrolyse der Esterbindung der Triacylglycerole zu
Di-, Monoacylglycerole und den freien Fettsduren und dem freien Glycerol. Die-
se Spaltprodukte konnen nun von den Epithelzellen der Darmwand aufgenommen
werden, in denen sie wieder zu Triacylglycerolen zusammengesetzt werden.

In den Schleimhautzellen werden die Triacylglycerole zusammen mit anderen Lipi-
den und Proteinen in Chylomikronen (einer speziellen Variante eines Lipoproteins)
verpackt und darin zum Lymphsystem transportiert, von wo aus sie ins Blut ge-
langen und weiter transportiert werden konnen.
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Abbildung 3.85: Schematische Darstellung der ersten Schritte in der Fettverdau-
ung [13].

Teil der Chylomikronen sind Apolipoproteine vom Typ CII (ApoCII), die Lipopro-
tein-Lipasen in ihrer Umgebung aktivieren, welche in Kapillaren extrazellular auf
Muskel- und Fettzellen vorkommen. Diese Enzyme hydrolisieren die Triacylglyce-
role erneut und die freien Fettsauren konnen aus den Chylomikronen extrahiert
und in die Zellen aufgenommen werden.

In den Fettzellen werden die Fettsauren wieder in Form Triacylglycerolen gespei-
chert, wohingegen sie in Muskelzellen als Brennstoff fiir den Metabolismus verwen-
det werden. Die Reste der Chylomikronen werden durch eine Rezeptor-vermittelten
Prozess in die Leber aufgenommen und dort “recycelt”.

3.12.3 Verteilung aus der Leber

Der Transport der Triacylglycerole aus der Leber hin zu anderen Zellen erfolgt iiber
VLD-Lipoproteine, die nebenbei auch Cholesterol und Cholesterolester transpor-
tieren. Das ApoCII ist auch hier wieder dafiir verantwortlich die Extraktion von
Fettsauren aus dem Lipoprotein einzuleiten.

Durch die Extraktion der Fettsduren aus dem VLDL erhoht sich seine Dichte
sukzessiv, bis es sich letztendlich um ein LDL handelt, welches noch reich an Cho-
lesterin ist, das an Nicht-Leberzellen abgeliefert wird, indem das Apolipoprotein
B (ApoB) eine Rezeptor vermittelte Endocytose des LDL in die entsprechenden
Zellen auslost.
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Abbildung 3.86: Schematische Darstellung der Rezeptor vermittelten Endocytose
von LDL [13].

Umgekehrt konnen von der Leber ausgeschiittete HDL (Cholesterinarm) das Cho-
lesterin bei Bedarf auch wieder aus anderen Zellen einsammeln, indem sie das
Cholesterin verestert und in dieser Form zuriick zur Leber transportiert, wo sie
via Endocytose wieder aufgenommen werden.

Hat das VLDL seine Aufgabe erfiillt (und wurde es nicht als LDL in einer anderen
Zelle aufgenommen), sorgt ein Apolipoprotein E (ApoE) dafir, dass das VLDL,
bzw. was davon noch iibrig ist, wieder tiber Endocytose in die Leber aufgenommen
wird.

3.12.4 Energiegewinnung aus Triacylglycerolen

Um Energie aus den aufgenommenen Triacylglycerolen zu gewinnen, miissen diese
zunachst wieder aus den Adipocyten entlassen werden. Dies geschieht hormonver-
mittelt: Hormone wie Glucagon oder Epinephrin induzieren eine Hydrolyse der
Triacylglycerole in den Fettzellen in ihre Einzelbestandteile. Das dabei frei wer-
dende Glycerol kann im Rahmen der Glykolyse und des TCA-Zyklus umgesetzt
werden, wohingegen die freien Fettsduren einfach ins Blut entlassen werden. Aus
dem Blut kénnen sie in Muskelzellen aufgenommen werden, wo sie eine (3-Oxi-
dation durchlaufen und anschliefend ebenfalls in den TCA-Zyklus mit einflieen.
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Bemerkenswert ist noch, dass der Energiegehalt von Triacylglycerolen zu 95% in
den Fettsduren und nur zu 5% im Glycerol liegt.

Eintrittspunkt des Glycerols in die Glykolyse

Das Glycerol wird zundchst durch das Enzym Glycerolkinase einfach zum L-Gly-
cerol-3-Phosphat phosphoryliert und anschliefend unter Herstellung eines NADH
von der Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase in einem Gleichgewicht zu Dihydro-
xyacetonphosphat (DHAP) oxidiert, welches in einem nachgelagerten Gleichge-
wicht von der Triose-Phosphat-Isomerase zu D-Glyceraldehyd-3-Phosphat (GAP)
isomerisiert werden kann. Sobald GAP gewonnen wurde, schlieit sich der Rest der
Glykolyse nach bekanntem Schema an.
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Abbildung 3.87: Eintrittspunkt des Glycerols in die Glykolyse .

Fettsaureoxidation

Die Oxidation der Fettsduren beginnt in der &ufleren mitochondrialen Membran,
indem die Fettsdure mit einem ATP zu einem Fettsdure-AMP-Ester reagiert, wobei
ein Pyrophosphat (P20647 entsteht. Dieser als Adenylation bezeichnete Schritt wird
durch das Enzym Fettsaure-CoA-Synthetase katalysiert und es handelt sich (wie
so oft) um eine Gleichgewichtsreaktion.
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Im zweiten Schritt, der vom selben Enzym katalysiert wird, greift nun das Co-
enzym-A an der Esterbindung an, wobei sich ein Thioester zwischen der Fettsau-
re und dem Coenzym-A bildet. Dabei wird AMP abgespalten. Die Energie, die
zur Bildung eines Thioesters benttigt wird, kommt von der parallelen Hydrolyse
des Pyrophosphats in zwei Phosphatmolekiile. Insgesamt werden die bis hier be-
schriebenen Reaktionen somit durch die zweifache Hydrolyse von ATP zu AMP
ermoglicht.

Der weitere Fettsaure-Metabolismus findet im Innern der Mitochondrien statt, was
bedeutet, dass das Fettsaure-CoA zunéachst durch die innere Membran hindurch
transportiert werden muss. Dies geschieht durch das Membranprotein Carnitin,
indem die Fettsaure reversibel mit dem Carnitin fusioniert. Diese Fusion ist kataly-
siert durch das Enzym Carnitin-Acyltransferase-I und basiert auf der Spaltung des
Thioester unter Riickausbildung des Coenzym-A, sowie die Bildung eines Esters
zwischen der Fettsdure und einer Hydroxylgruppe des Carnitins. In dieser Konstel-
lation kann die Fettsaure durch das Carnitin in das Mitochondrium transportiert
werden, wo die Riickausbildung des Fettsaure-CoA erfolgt (katalysiert durch die
Carnitin-Acyltransferase-11I).

CoA-SH

Carnitine
acyltransferase I

(‘ZH.s

CH;X—:‘\I—CHZ—(“,H—CHE—GOO R
CHj OH —0
Carnitine o HC  Ho " 0 HC " ¢}
T A Y -
R \S/C0A+ H;C’}N‘*\/’ T H;C’/N“\V/x‘\v/ o + HS—CoA
HsC HsC
Acyl CoA Carnitine Acyl carnitine

Abbildung 3.88: Schematische Darstellung des Transports des Fettsdure-CoAs ins
Mitochondrium [13].

Der Transport der Fettsauren in das Mitochondrium stellt dabei den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt der Fettsdureoxidation dar und somit auch den Schritt,
der die meiste Regulation erfihrt. Aulerdem sei noch angemerkt, dass Fettsauren
von kleiner bis mittlerer Lange nicht auf den Transport iiber Carnitin angewiesen
sind.

Im Mitochondrium angekommen findet nun die S-Oxidation statt, die die lange
Fettsdurekette in viele Acetyl-CoA-Einheiten oxidiert und spaltet, die dann ganz
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reguldr in den TCA-Zyklus einfliefen konnen. Dabei wird stets die C,-Cs-Bin-
dung zu einer Doppelbindung oxidiert, indem - katalysiert durch die Acyl-CoA-
Dehydrogenase - eine Hydrideliminierung unter Ausbildung der Doppelbindung
und FADH, durchgefihrt wird. Diese Doppelbindung wird nun stereoselektiv tiber
das Enzym Enoyl-CoA-Hydratase hydriert, sodass sich eine Hydroxylgruppe am
Cpa ausbildet. Diese Hydroxylgruppe wird nun unter Ausbildung von NADH zu
einer Ketogruppe oxidiert, was durch das Enzym [-Hydroxyacyl-CoA-Dehydro-
genase katalysiert wird. Im letzten Schritt kann ein weiteres Coenzym-A iiber
die Vermittlung der Acyl-CoA-Acyltransferase (auch Thiolase genannt) an die-
ser Ketogruppe angreifen und eine Thioesterbindung ausbilden, wobei die C,-Cgs-
Bindung gespalten und somit Acetyl-CoA abgespalten wird. Ubrig bleibt ein Fett-
sdure-CoA-Molekiil, welches um zwei Kohlenstoffatome kleiner ist und eine erneute
[B-Oxidation durchlaufen kann.
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Abbildung 3.89: Reaktionen wéhrend der 5-Oxidation [13].

Das im ersten Schritt entstehende FADH, fliefit dabei direkt in die Atmungskette
ein. Hierfiir existiert eine Kopplung der Acyl-CoA-Dehydrogenase tiber ETF und
einer ETF-Q-Oxidoreduktase, sodass das letztendliche Oxidationsmittel fiir den
ersten Schritt das Coenzym Q (Ubichinon) ist. Durch die Reduktion des Ubichini-
ons ist also auch schon der erste Schritt der 5-Oxidation Teil der Atmungskette und
somit der ATP-Produktion, ohne dass der TCA-Zyklus iiberhaupt mit ins Spiel
kam. Pro oxidierter Bindung kénnen so 1,5 Aquivalente ATP produziert werden.

108



3.12 Fettsaure-Katabolismus

3.12.5 Regulation

Wie immer findet die Regulation des Metabolismus tiber die Kontrolle der En-
zymaktivitit statt. Im Falle der Fettsdureoxidation wére das die Acyl-CoA-Dehy-
drogenase, welche direkt an die Atmungskette in den Mitochondrien und den dort
herrschenden Elektronenfluss gekoppelt ist. Die f-Hydroxyacyl-CoA-Dehydroge-
nase wird durch hohes Vorkommen von NADH gehemmt, was ja ein Zeichen dafiir
ist, dass momentan noch geniigend Energie aus anderen metabolischen Pfaden ge-
liefert wird. Analog wird die Thiolase durch hohe Konzentrationen von Acetyl-
CoA, also ihrem Hauptprodukt, gehemmt.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Beférderung in das Mitochondrium
iiber das Carnitin unterliegt ebenfalls einer Regulierung: Der Vorgang wird durch
Malonyl-CoA gehemmt, was ein Intermediat in der korpereigenen Fettsduresyn-
these ist. Somit wird verhindert, dass der Korper Fettsauren aufwendig syntheti-
siert, nur um sie gleich danach wieder zu verbrennen. Die Fettsduresynthese ist
ihrerseits wieder durch den Blutzuckerlevel reguliert (hoher Blutzuckerlevel ak-
tiviert Fettsauresynthese), sodass die Fettsdureoxidation indirekt ebenfalls durch
den Blutzuckerspiegel reguliert wird.

3.12.6 Oxidation ungesattigter Fettsauren

Die Oxidation von ungeséattigten Fettsduren erfolgt zunéachst ganz analog zu der
gesittigter Fettsauren, bis die bereits in der Fettsdure vorkommende Doppelbin-
dung “im Weg” ist. Bei Fettsauren, die ihre Doppelbindung an einem ungeraden
Kohlenstoffatom haben (Cj, Cs, etc.) kann die Doppelbindung zwischen dem C,
und Cj (C, und Cg) nicht regulir ausgebildet werden, da das Cy bereits sp’-hybri-
disiert ist. Um aber die folgende C-C-Bindungsspaltung durchfiihren zu koénnen,
muss eine (2E)-Doppelbindung vorhanden sein. Deswegen wird die (3Z)-Doppel-
bindung (funktioniert aber auch mit einer (3E)) durch das Enzym cis-A3-Enoyl-
CoA-Isomerase in eine (2E)-Doppelbindung isomerisiert, wonach die Oxidation in
gewohnter Weise fortgesetzt werden kann.

Bei “geraden Doppelbindungen” kann zwar die (2E)-Doppelbindung ausgebildet
werden, aber die zusétzliche (4Z)-Doppelbindung (wie sie in der Fettsdure vor-
kommt) sorgt dafiir, dass die Enoyl-CoA-Hydratase nicht ansetzen kann und somit
die notwendige Hydrierung der (2E)-Doppelbindung nicht stattfinden kann. Des-
wegen werden die beiden konjugierten Doppelbindungen durch eine 2,4-Dienoyl-
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CoA-Reduktase zu einer (3E)-Doppelbindung reduziert, welche dann wieder durch
die cis-A3-Enoyl-CoA-Isomerase in die benétigte (2E)-Doppelbindung isomerisiert
werden kann.

3.12.7 Oxidation von Fettsauren mit ungerader Kettenliange

Hat die Fettsdure eine ungerade Anzahl an Kohlenstoffatomen, so resultiert das
zwangslaufig in einem Endprodukt mit einer Kettenléinge von 3 statt der gewohn-
ten 2. Dieses Propionyl-CoA gilt es nun sinnvoll zu verarbeiten. Diese sinnvolle
Verarbeitung sieht so aus, dass das Propionyl-CoA in Succinyl-CoA umgewandelt
wird und so direkt in den TCA-Zyklus eingefiigt werden kann.

HCOg

Q ATP o}
HsC J\ CoA oA c )J\ CoA
3 ~c e / / \C S/
Hy
Propionyl CoA p-Methylmalonyl CoA L- Methyimalonyl CoA Succinyl CoA

Abbildung 3.90: Schrittweise Reaktion von Propionyl-CoA zu Succinyl-CoA [13].
Die Enzyme fiir die Reaktionen sind Propionyl-CoA-Carboxyla-
se, Methylmalonyl-CoA-Epimerase und Methylmalonyl-CoA-Mu-
tase.

Die Carboxylierung erfolgt dabei in einem analogen Mechanismus zur Pyruvatcar-
boxylase, die Oxaloacetat aus Pyruvat synthetisiert (siche Abb. [3.61]). Propionyl-
CoA-Carboxylase tragt ebenfalls eine Biotin-Gruppe, die fiir den Mechanismus von
Noten ist.

Durch die Carboxylierung des Propionyl-CoA entsteht D-Methylmalonyl-CoA, wel-
ches im néchsten Schritt in seine L-Form isomerisiert werden muss. Dies geschieht
tiber die Keto-Enol-Tautomerie, bei der die D/L-Form im planaren sp-Zustand
aufgehoben ist und somit bei der Neuausbildung des Stereozentrums eine Inver-
sion der Konfiguration moglich ist. Katalysiert wird diese Umwandlung von einer
Methylmalonyl-CoA-Epimerase.

Im letzten Schritt in der Synthese von Succinyl-CoA muss nun die verthioesterte
Carboxylgruppe endstandig platziert werden. Sie muss also gewissermafien seine
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Platz mit dem Wasserstoffatom der benachbarten CH;-Gruppe tauschen. Es han-
delt sich also um eine Anderung der Konstitution des Molekiils. Katalysiert wird
die Reaktion durch eine Methylmalonyl-CoA-Mutase, welche allerdings auf das
Coenzym B, angewiesen ist.

H H H H o
P commmeBu g b b o
kg o mmmien gy o
O/ \S-COA h O/ \S-COA
L-Methylmalonyl-CoA Suceinyl-CoA

Abbildung 3.91: Reaktion von L-Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA [13].

Fir den Mechanismus dieser Reaktion ist das Coenzym B, von zentraler Bedeu-
tung: Es besitzt ein von fiinf Stickstoffatomen koordiniertes Co®" (quadratische
Bipyramide, bei der 5 der 6 Ecken Stickstoffatome sind), welches zusétzlich an
einen CHy-Rest (von einem Desoxyadenosin) gebunden ist. Diese Co-C-Bindung
ist relativ schwach, sodass die homolytische Bindungsspaltung im Gleichgewicht
zu zwei Radikalen fiihrt.

Das Desoxyadenosin abstrahiert dann von dem L-Methylmalonyl-CoA ein Wasser-
stoff von der CH3-Gruppe. Nun findet eine intramolekulare Umlagerung statt, bei
der die Thio-Carboxylgruppe mit dem freien Elektron den Platz tauscht. Triebkraft
fiir diese Umlagerung ist, dass das dadurch entstehende Radikal durch die Konju-
gation mit CO, -System stabiler ist. Im letzten Schritt wird der zuvor abstrahierte
Wasserstoff wieder auf das Substrat iibertragen, sodass das gewiinschte Succinyl-
CoA entsteht. AuBlerdem verbinden sich wieder beide Einheiten des Coenzym Bi,,
sodass es keine freien Radikale mehr gibt.
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Abbildung 3.92: Halb schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus des
Coenzym B,y ||
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Abbildung 3.93: Schrittweise Umwandlung des Methylmalonyl-CoAs zu Succinyl-

CoA .

3.12.8 [-Oxidation in den Peroxosomen

Bei den Peroxosomen handelt es sich um Zellorganellen mit einer einfachen Mem-
bran, die sich wahrscheinlich aus dem endoplasmatischen Retikulum heraus ent-
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3.12 Fettsaure-Katabolismus

wickelt haben. Thre Aufgabe in Tieren ist die Oxidation sehr langkettiger oder
verzweigter Fettsauren. In Pflanzen tragen sie den Hauptteil der Fettsaureoxidati-
on. Dariiber hinaus sorgen sie auch fiir eine zellulare Entgiftung, da sie das Enzym
Katalase in sich tragen, welches Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff dis-
proportionieren kann.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der Oxidation in den Mitochondrien und
in den Peroxosomen ist die Tatsache, dass die Elektronen in den Peroxosomen
von der Flavoprotein-Reduktase direkt auf den Sauerstoff iibertragen werden, was
zu der Bildung von H,0O, fithrt. Dieses wird jedoch sehr schnell von der Katalase
disproportioniert und somit unschadlich gemacht.

Der Nachteil dieser Methode liegt in dem Verlust eines Aquivalents FADH, pro
Acetyl-CoA. Dafiir werden Fettsduren sehr schnell umgesetzt. Diese Oxidation
zerlegt Fettsduren aber hochstens bis zu Octanyl-CoA, welche dann in den Mito-
chondrien weiter oxidiert werden konnen. Somit dienen die Peroxosomen als “Hex-
ler”, der zu grofle Fettsduren soweit verkleinert, dass sie in den Mitochondrien
verarbeitet werden konnen.

3.12.9 w-Oxidation

Die w-Oxidation findet im endoplasmatischen Retikulum statt und beginnt die
Oxidation nicht wie bei die 8-Oxidation am Cg, sondern am C,,, also dem Ketten-
ende. Die endstidndige Methylgruppe wird dabei zunachst hydroxyliert und diese
Hydroxylgruppe sukzessive zu einer Aldehyd- und letztendlich einer Carboxygrup-
pe oxidiert. Somit wurde also aus der Fettsdure eine Disdure hergestellt, die nun
auf beiden Seiten mit einem Coenzym A verestert werden kann und so dann in die
[£-Oxidation in den Mitochondrien eintreten.

Nach erfolgter 5-Oxidation bleibt entweder Succinat tibrig, welches im TCA-Zyklus
Anwendung findet oder aber Adipinséure.

3.12.10 Ketonkorper

Ketonkorper werden konnen in den Mitochondrien der Leber hergestellt werden
und als “Glucose-Ersatz” als Brennstoff fir periphere Gewebe (z.B. Herz und Ge-
hirn) dienen. Dies ist besonders wéhrend des Fastens oder des Verhungerns von
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Noéten, wenn der Korper keine Glucose mehr zur Verfiigung hat. Da Gewebe wie
das Gehirn sich aber nicht von Fettsduren versorgen koénnen, muss ihnen ein an-
derer Brennstoff zur Verfiigung gestellt werden.

Ketonkorper stellen eine transportable Form von Acetyl-CoA dar, die in den ent-
sprechenden Zellen wieder zu Acetyl-CoA konvertiert und im TCA-Zyklus “ver-
brannt” werden.

Prinzipiell kann der Korper auch aus Oxaloacetat tiber die sogenannte Gluconeo-
genese selbst Glucose produzieren, aber das Oxaloacetat kann nicht aus Acetyl-
CoA gewonnen werden, die aus der Fettsdureoxidation stammen. Somit kann das
Oxaloacetat als Teil des TCA-Zyklus erhalten bleiben und das in Form von Ke-
tonkorpern “geschickte” Acetyl-CoA verwerten.

Bei der Synthese werden zunéchst zwei Einheiten Acetyl-CoA miteinander ver-
kntipft, was genau die Umkehrung der [-Oxidation darstellt, wobei ein Coen-
zym A zuriickgewonnen wird. Katalysiert wird diese C-C-Bindungsreaktion von
einer Thiolase. Das in diesem Schritt synthetisierte Acetoacetyl-CoA wird nun von
der HMG-CoA-Synthase eine, weiteren Acetyl-CoA kondensiert, was S-Hydroxy-
p-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) liefert. Triebkraft fiir diese Reaktion ist die
Hydrolyse des Thioesters. Eine HMG-CoA-Lyase spaltet nun wieder ein Aquiva-
lent Acetyl-CoA ab, was zur Bildung von Acetoacetat fiihrt, welches dann entweder
iiber eine Decarboxylierung zu Aceton oder tiber eine reversibel Dehydrogenierung
zu D-fB-Hydroxybutarat umgewandelt werden kann. Diese beiden Stoffe erfiillen
dann die eingangs erwahnte Funktion der Ketonkorper, indem der Prozess wieder
umgekehrt wird und somit zwei Aquivalente Acetyl-CoA liefern. Diese Umwand-
lung kostet den Organismus 1 Aquivalent ATP (oder GTP).
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Abbildung 3.94: Synthese der Ketonkérper [13].

3.13 Pentose-Phosphat-Pfad

Der Pentose-Phosphat-Pfad ist dafiir zustandig NADPH zu synthetisieren, welches
an anderen Stellen im Metabolismus als Reduktionsdquivalent benotigt wird. Es
handelt sich dabei um eine alternative Verarbeitung von Glucose, die dabei nicht
in der Glykolyse (und anschlieBendem TCA-Zyklus) zur ATP-Gewinnung metabo-
lisiert wird, sondern in Glucose-5-Phosphat umgewandelt wird, was NADPH als
“Nebenprodukt” liefert. Die Pentose kann dann als Baustein in DNA, RNA, Enzy-
men, u.A. verwendet werden. Der Pentose-Phosphat-Pfad findet dabei im Cytosol
statt.

Die Verarbeitung der Glucose kann in zwei Schritte unterteilt werden:
1. Oxidative NADPH-Synthese
2. Nicht-oxidative Phase (Zucker-Umwandlung)
Waéhrend der erste Schritt aufgrund der Oxidation irreversibel ist, ist die anschlie-

Bende Umwandlung der entstehenden Zucker (Pentosen in Hexosen und umge-
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kehrt) reversibel.

3.13.1 Warum NADPH?

Die Frage, die sich vielleicht zunédchst stellt ist, warum der Organismus iiberhaupt
NADPH benétigt, wenn er doch schon NADH besitzt. Die zusétzliche Phosphat-
gruppe dndert namlich nichts am RedOx-Potential, dh. es hat keinen RedOx-
Nutzen.

Stattdessen wird die Phosphatgruppe benétigt, um spezifische Interaktionen mit
Enzymen, u.A. zu ermoglichen. Aber das hat sich ja nur deswegen so entwickelt,
weil der Organismus NADPH besitzt. Auflerdem zeigt das Vorhandensein spezieller
Interaktionen an, dass NADPH einen anderen Zweck, als NADH erfiillt.

Tatséchlich ist es so, dass das durchschnittliche Verhaltnis von NAD"/NADH im
Organismus extrem stark auf der Seite des NAD™ liegt (in gut gefiitterten Ratten
ist das Verhaltnis etwa 1:700), wohingegen das Verhéltnis NADP*/NADPH sehr
stark auf Seiten des NADPHs liegt. Dementsprechend ist ersichtlich, dass NAD™ als
Oxidationsmittel (in katabolischen Prozessen) und NADPH als Reduktionsmittel
(in anabolischen Prozessen) verwendet wird.

3.13.2 Oxidative NADPH-Synthese

Ausgangspunkt fiir diesen oxidativen Schritt ist Glucose-6-Phosphat, die im ersten
Schritt zu 6-Phosphoglucono-d-Lacton oxidiert wird, indem die Hydroxylgruppe
am anomeren Kohlenstoffatom zu einer Estergruppe oxidiert wird. Katalysiert wird
diese Reaktion durch eine Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, welche Mg®" als
Cofaktor verwendet. Als Oxidationsmittel dient dabei NADP™, das in diesem Zuge
zu NADPH reduziert wird.

Das Lakton (intramolekularer Ester) wird im néchsten Schritt durch eine Lacto-
nase zu 6-Phosphoglucanat hydrolisiert.

Im letzten Schritt findet eine oxidative Decarboxylierung statt, bei der zunéchst
die Hydroxylgruppe am Cj zu einer Ketogruppe oxidiert wird, wobei ein weite-
res Molekiil NADP" zu NADPH reduziert wird. Als Katalysator dient eine 6-
Phoshphoglucanat-Dehydrogenase. Nach dieser Dehydrogenierung hat sich eine (-
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Ketosaure als Intermediat gebildet, welche dann spontan decarboxyliert und somit
Ribulose-5-Phosphat bildet.

-0

C'Y
CH,0PO32~ CH,0PO32" \ CH-OH
H—C—0H O\C/ ?
H 0 H N/\DP N/\DPH " (‘: NADP* NADPH |
#L\ ‘ AL\ H_|C_OH + CO,
Glucosc 6-phosp 3hatc " lactonase H—C—OH & Phosphogluconate gy
dehydrogenase ‘ dehydrogenase |
H*‘C*OH CH,0P042-
CH,0P052~
Glucose 6-Phosphoglucono- 6-Phospho- Ribulose
6-phosphate d-lactone gluconate 5-phosphate

Abbildung 3.95: Reaktionen wahrend der oxidativen NADPH-Synthese im Pento-
se-Phosphat-Pfad [13].

3.13.3 Nicht-oxidative Phase

In der nicht-oxidativen Phase wird das wahrend der Oxidation entstandene Ribu-
lose-5-Phosphat in andere Zucker umgewandelt. Dabei werden 6 Cs-Zucker in 5
Cg¢-Zucker umgewandelt. Die ganzen Umwandlungen werden dabei von zwei Enzy-
men katalysiert: Eine Transketolase, die Cy-Fragmente von einer Ketose auf eine
Aldose iibertrigt, und eine Transaldolase, die Cs-Fragmente von einer Ketose auf
eine Aldose ubertragt.

Bevor die eben erwahnte Umwandlung beginnen kann, miissen zunachst zwei vor-
gelagerte Gleichgewichte erwédhnt werden, in denen das Ribulose-5-Phosphat iiber
eine Phosphopentose-Epimerase durch eine Eliminierung und Re-Addition von
Wasser in Xylulose-5-Phosphat oder iiber eine Phosphopentose-Isomerase durch
ein Endiol als Zwischenstufe in Ribose-5-Phosphat umgewandelt wird.
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Abbildung 3.96: Isomerisationen des Ribulose-5-Phosphats .
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Abbildung 3.97: Schematische Darstellung der Umwandlungsreaktionen im Rah-
men der nicht-oxidativen Phase .

C,-Transfers: Transketolase

Das Enzym Transketolase transferiert ein C,-Fragment von einer Ketose, deren
Ketogruppe am C, sitzt, auf eine Aldose, wobei das Fragment an die Seite der
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Carbonylgruppe angeheftet wird, was sie zu einer Hydroxylgruppe reduziert. Ein
Beispiel fiir diese Reaktion ist die Reaktion von Xylulose-5-Phosphat (Cs; Ketose)
und Ribose-5-Phosphat (Cs; Aldose) zu Glyceraldehyd-3-Phosphat (Cs; Aldose)
und Sedoheptulose-7-Phosphat (Cy; Ketose).

Ox CH,OH
Oy M b ol
Oy, ~CH20H C
G \ O M HO—C—H
H—C—OH C
HO—C—H \ Transketolase \ H—C—OH
+H—C—0H ————HC—0H +
H—C—OH \ H—C—OH
H—C—OH CH,0P052%"
CH,0PO352 | H—C—OH
CH,0P032"
CH,0PO32"
Xylulose Ribose Glyceraldehyde Sedoheptulose
5-phosphate 5-phosphate 3-phosphate 7-phosphate

Abbildung 3.98: Reaktion von Xylulose-5-Phosphat mit Ribose-5-Phosphat, kata-
lysiert durch eine Transketolase .

Es findet dabei eine Bindungsspaltung in a-Position zur Ketogruppe statt. Die
Transketolase besitzt deshalb einen dhnlichen Aufbau, wie das E;{-Enzym in der
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, katalysiert einen dhnlichen Mechanismus und
ist ebenfalls auf TPP (Thiaminpyrophosphat) angewiesen.
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Abbildung 3.99: Reaktionsmechanismus der Transketolase .
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Cs-Transfers: Transaldolase

Die Transaldolase transferiert Cs-Fragmente von einer Ketose auf eine Aldose. Ein
Beispiel fir diese Reaktion ist die von Glyceraldehyd-3-Phosphat (Cs; Aldose) und
Sedoheptulose-7-Phosphat (Cy; Ketose) zu Fructose-6-Phosphat (Cg; Ketose) und
Erythtrose-4-Phosphat (C, Aldose).

Oy _CH,0H
Os_ _CH,OH
HO—C—H = o} H
Ox M \ Y
o8 H—C—OH HO—C—H \
| \ Transaldolase \ H—C—OH
H—C—OH + H—C—OH H—C—OH + \
H—C—OH
CH,0PO52~ H—C—OH H—C—OH \
CH,0PO3>
CH,0PO32> CH,0PO32>
Glyceraldehyde Sedoheptulose Fructose Erythrose
3-phospk 7-phosp 6-phosphate 4-phosphate

Abbildung 3.100: Reaktion von Glyceraldehyd-3-Phosphat und Sedoheptulose-7-
Phosphat, katalysiert von einer Transaldolase [13].

Die Bindungsspaltung findet hier also an der g-Position zur Ketogruppe statt.
Dementsprechend handelt es sich bei der Transaldolase um ein Homolog zur Fruc-
tose-1,6-Biphosphat-Aldolase, die wihrend der Glykolyse zum FEinsatz kommt.
Dass auch der katalysierte Mechanismus sehr &hnlich ist, sollte an dieser Stelle
dann nicht weiter verwundern.

Die Transaldolase besitzt jedoch keine prosthetische Gruppe, sondern bildet ei-
ne Schiff’sche Base mit einem Lysin-Rest, die in protonierter Form als reversible
Elektronensenke dient.
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Abbildung 3.101: Reaktionsmechanismus der Transaldolase .

Vergleich: Transaldolase - Transketolase

Der Reaktionsmechanismus der Transaldolase und -ketolase sind sehr dhnlich und

unterscheiden sich im Wesentlichen wie und welches maskierte Carbanion stabili-
siert wird.

H H\ /R
R / H H\d/c
Hs N/+ O.-) ool |I_| 0 .‘-\I
+ ([ c—H
{ L\ fc//OH V&C//C\
| OH
R > e CH,OH

Abbildung 3.102: Vergleich der Stabilisierung durch eine Transketolase (links),
bzw. -aldolase (rechts) ||

Wahrend die Transketolase ein maskiertes Carbanion am Kohlenstoffatom der Ke-
togruppe stabilisiert (zwischen dem positive Nitroniumion und der Ketogruppe
ist ein Kohlenstoffatom dazwischen), stabilisiert die Transaldolase ein maskiertes
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Carbanion in a-Position zur Ketogruppe (Nitroniumion in direkter Nachbarschaft
zur Ketogruppe), was die Bindungsspaltung jeweils in a-, bzw. S-Position ermog-
licht.

3.13.4 Regulation

Der erste Schritt im Pentose-Phosphat-Zyklus, ndmlich die Dehydrogenierung von
Glucose-6-Phosphat, ist im Wesentlichen irreversibel und somit zu regulieren. Er
wird durch NADP™ stimuliert und durch das Vorhandensein von NADPH ge-
hemmt. Es handelt sich also um eine klassische Endprodukthemmung. Auch die
oxidative Phase wird durch den NADPH-Gehalt reguliert, wohingegen die nicht-
oxidative Phase schlicht durch das Vorhandensein oder Nicht-Vorhandensein der
Substrate reguliert wird (typische Regulation von Gleichgewichten).

Dartiber hinaus kann der Pentose-Phosphat-Pfad auch an die konkreten Bediirf-
nisse des Organismus angepasst werden, um die Produkte zu liefern, die der Orga-
nismus momentan bendtigt. Wird beispielsweise NADPH und Ribose-5-Phosphat
bendtigt, so wird der oxidative Teil ausgefiihrt, aber das Ribulose-5-Phosphat nur
noch in Ribose-5-Phosphat umgewandelt, ohne dass der ganze nicht-oxidative Part
ausgefithrt wird, der das Ribose-5-Phosphat wieder weiter umwandeln wiirde.

Wird hingegen nur Ribose-5-Phosphat, aber kein NADPH benétigt, so wird der
oxidative Teil des Pentose-Phosphat-Pfads unterdriickt, sodass die Glucose ganz
normal in der Glykolyse verarbeitet wird. Der nicht-oxidative Teil wird dann ver-
wendet, um Intermediate aus der Glykolyse (Fructose-6-Phosphat und Glyceral-
dehyd-3-Phosphat) zu Ribose-5-Phosphat umzuwandeln.

Wird nur NADPH benoétigt, so lduft der komplette Pentose-Phosphat-Pfad ab,
der NADPH synthetisiert und die entstehenden Zucker wieder in die Glykolyse
zuriickfithrt, um ATP zu generieren. Wird dieses aber momentan nicht benotigt,
so werden die Zucker wieder in der Gluconeogenese (Umkehrung der Glykolyse)
zu Glucose-6-Phosphat umgewandelt. Dabei wird ein Aquivalent ATP verbraucht,
um Fructose-1,6-Biphosphat zu Fructose-6-Phosphat zu konvertieren.
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Abbildung 3.103: Reaktionen in der Gluconeogenese [13].

3.13.5 NADPH-abhiangige Prozesse
Cytochrom P450-Systeme

Das Cytochrom P450-System ist eine Monooxygenase, die im glatten endoplas-
matischen Retikulum in Leberzellen und im Diinndarm vorkommt. Sie ist zustén-
dig fiir die Katalyse sauerstoffabhangiger Hydroxylationsreaktionen und benotigt
NADPH als Cosubstrat.

Extrem wichtig ist dieses System somit zur Detoxifizierung von lipophilen Mole-
kiilen, die durch die Hydroxylation wasserloslich und somit ausscheidbar gemacht
werden konnen. Dementsprechend ist es nicht weiter tiberraschend, dass es im
menschlichen Korper eine grofie Vielzahl dieser System (tiber 50 Verschiedene)
gibt.

Dartiber hinaus hangt auch die Wirkung von sehr vielen Medikamente und auch
die von Stoffen wie Koffein vom Cytochrom P450-System ab.

Das Prinzip bei einer solchen Entgiftung ist die Insertion eines Sauerstoffatoms in
eine C-H-Bindung, wahrend das Zweite durch das NADPH zu Wasser reduziert
wird. Im katalytischen Zentrum sitzt dabei mal wieder ein Fe*t, das wihrend des
Prozesses zu Fe?t reduziert und wieder zuriick oxidiert wird.
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Abbildung 3.104: Schematische Darstellung des Entgiftungsmechanismus iiber ein
Cytochrom P450-System [13].

Dieser Entgiftungmechanismus ist aber teilweise auch dafiir verantwortlich aus
sonst eher harmlosen Stoffen hochgradig wirksame Kanzerogene zu generieren, was
beispielsweise auf die Bildung von Epoxiden zuriickzufiithren ist. Ein Beispiel fiir
solch einen Fall ist das Aflotoxin By, das durch das Cytochrom P450 kanzerogene
Eigenschaften bekommt.

Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies konnen an verschiedenen Stellen im Metabolismus ent-
stehen und stellen durch ihre hohe Reaktivitit eine grofie Gefahr fiir den Orga-
nismus dar. Dementsprechend ist es von essentieller Bedeutung diese Spezies so
schnell und effektiv wie moglich abzubauen. Dieser Abbau ist, wie noch aufgezeigt
werden wird, ein weiterer NADPH-abhéngiger Prozess.
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Superoxid Das Superoxid O, wird durch das Enzym Superoxid-Dismutase in
elementaren Sauerstoff und Wasserstoffperoxid umgewandelt. Dies geschieht tiber
ein Metall im aktiven Zentrum, welches Mn in Mitochondrien und Zn oder Cu im

Cytosol ist.
O, 0,
‘ O, H,0,
2

H+

Abbildung 3.105: Schematische Darstellung des Mechanismus der Superoxid-Dis-
mutase [13]

Peroxide Reaktive Peroxide Oy werden durch das Enzym Katalase in den Per-
oxosomen zu Wasser und Sauerstoff disproportioniert. Dariiber hinaus spielt auch
das Enzym Glutathionin-Peroxidase eine wichtige Rolle in der Peroxid-Entgiftung.
Glutathionin ist ein relativ starkes Reduktionsmittel, welches in geringen Konzen-
trationen in allen tierischen Zellen vorkommt. Neben der Peroxid-Entgiftung ist
seine Aufgabe die Privention der Oxidation von Cystein-Resten und Fe®*-Ionen
in Enzymen. Um das Glutathionin wieder in seinen reduzierten Zustand zurtick
zu versetzen, wird es mit Hilfe des Enzyms Glutathionin-Reduktase wieder durch
NADPH reduziert.
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Abbildung 3.106: Schematische Darstellung der Detoxifizierung von
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