Biologie (Baden-Wirttemberg) = Abiturpriifung 2024
Uberarbeitet im Stil der neuen Abituraufgaben

Aufgabe I: Proteinstruktur, Neurophysiologie, Evolution

BE
Mit Insektiziden und Thermostift gegen Stechmiicken

Weltweit gibt es mehr als 3 500 Stechmiickenarten, eine davon ist die Siidliche
Hausmiicke (Culex quinquefasciatus)

1 Nennen Sie die in Abbildung 2 dargestellten Strukturebenen des Proteins
Apyrase und die sie jeweils stabilisierenden Wechselwirkungen bzw. Bin-
dungen (M 1). 6

2 Geben Sie eine mogliche Erklédrung fiir die Wirkung des lokalen Erhitzens
auf molekularer Ebene (M 1). 4

3.1 Fertigen Sie eine beschriftete Skizze an (GroBe ca. %2 Seite), die die Er-
regungsiibertragung an einer erregenden Synapse vom Eintreffen eines
Aktionspotenzials bis zur Erregung der nachgeschalteten Zelle darstellt. 8

3.2 Erldutern Sie die an Messstelle F (Abb. 4, M 2) abgeleitete Folge von
Aktionspotenzialen auf molekularer Ebene. Stellen Sie das an Mess-

stelle E abgeleitete Potenzial (M 2) in einem Diagramm dar. 8
3.3 Erldutern Sie anhand der Abbildungen 3 und 4 die Wirkungsweise eines
Thermostifts (M 2). 6
4  Erldutern Sie die Entstehung der Resistenz im Sinne der synthetischen Evo-
lutionstheorie (M 3). 8
40

Aufgaben und Materialien basieren auf den Original-Abituraufgaben des Kultusminis-
teriums Baden-Wiirttemberg
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M1 Mit Thermostift gegen den Juckreiz

Nur die weiblichen Miicken stechen und saugen
Blut. Hat die Miicke (Abb. 1) eine geeignete
Stelle zum Blutsaugen gefunden, sticht sie mit
ihrem Stechriissel in die Haut, injiziert etwas
Speichel und saugt anschlieBend Blut in ihren
Verdauungstrakt. Der Speichel enthélt einen
Cocktail verschiedener lokal betdubender sowie

gerinnungshemmender Proteine, z. B. Apyrase Mw oy

(Abb. 2). Abb. 1: Siidliche Hausmiicke
(Culex quinquefasciatus)
CDC/James Gathany

Abb. 2: Apyrase (Bandermodell)
EMBL-EBI, https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1s18

Durch die Proteine wird eine lokale Entziindungsreaktion ausgelost. Die typischen
Symptome eines Miickenstichs an der Einstichstelle sind daher Juckreiz, Rotung und
Schwellung. Sogenannte Thermostifte lindern den Juckreiz, indem sie die betroffene
Stelle fiir drei bis fiinf Sekunden auf ca. 55 °C erhitzen.
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M2  Neurobiologische Wirkung eines Thermostifts

Kurzfristige Effekte des Thermostifts lassen sich auch neurobiologisch erkldren. Ab-
bildung 3 zeigt schematisch einen solchen Erkldrungsansatz fiir die Wirkungsweise

eines Thermostifts, Abbildung 4 die an verschiedenen Messstellen abgeleiteten Poten-
ziale.
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Abb. 3: Neurobiologische Wirkung eines Thermostifts (schematisch); neuronale Verschaltungen mit
Synapsen S1 bis S3 und Messstellen A bis F

Verdndert nach:

https://journals.plos.org/plosone/article/figure 2id=10.137 1/journal. pone.0022665.g00?, Details
ergdnzt mit Biorender.com; https://app.biorender.com/illustrations/5{f40d2b76e8¢800a82c670c
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Abb. 4: An verschiedenen Messstellen abgeleitete Potenziale
Eigene Darstellung IBBW

M3 Mit Insektiziden gegen Stechmiicken

Zur Bekidmpfung von Stechmiicken werden Insektizide, z. B. Pyrethroide, eingesetzt.
Diese blockieren spannungsgesteuerte Natriumionenkanile in den Nervenzellen der
Insekten. In Lindern mit Pyrethroid-Einsatz werden zunehmend gegen diese Wirk-
stoffe resistente Stechmiicken beobachtet.
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‘ Lésungsvorschilag

1

2

Nennung der dargestellten Strukturebenen und der sie stabilisierenden Wechsel-
wirkungen bzw. Bindungen:

Da die Primarstruktur lediglich die Abfolge der Aminosauren einer
Polypeptidkette und nicht deren raumlichen Aufbau beschreibt, wird hier von
lhnen auch nicht erwartet, dass Sie die Primarstruktur in Abb. 2 ansprechen
oder die Peptidbindungen innerhalb der Primarstruktur nennen.

Strukturebene Bindungen/stabilisierende Wechselwirkungen
Sekundérstruktur Wasserstoffbriicken zwischen C=0- und N—H-Gruppen
(alpha-Helix und des Peptidriickgrats (ohne Beteiligung der Aminoséaure-
beta-Faltblatt) reste)

Tertiarstruktur Disulfidbriicken, ionische Wechselwirkungen, Wasser-

stoffbriicken, LONDON- bzw. VAN-DER-WAALS-Wechsel-
wirkungen (zwischen Aminosaureresten)

Quartéarstruktur Disulfidbriicken, ionische Wechselwirkungen, Wasser-

stoffbriicken, LONDON- bzw. VAN-DER-WAALS-Wechsel-
wirkungen (zwischen Aminoséaureresten)

Mogliche Erklidrung fiir die lindernde Wirkung des lokalen Erhitzens:

In Abbildung 3 ist ein neurobiologischer Erkldrungsansatz gezeigt,
den Sie in Aufgabe 3.3 erlautern sollen, sodass an dieser Stelle eine andere
mogliche Erklarung fir die lindernde Wirkung des lokalen Erhitzens von
lhnen erwartet wird, z. B.:

Hohe Temperaturen (wie hier iiber 55 °C) fiihren dazu, dass durch zunehmende
Molekularbewegungen v. a. schwache Anziehungskrifte wie Wasserstoftbrii-
cken und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Aminosdure(reste)n
eines Proteins aufgehoben werden, wodurch sich die Sekundir- und die Tertiér-
struktur des Proteins verdndert. Die im Speichel der Miicken enthaltenen Pro-
teine konnten durch diese Verdnderung der rdumlichen Struktur (Konfor-
mation) ihre Juckreiz auslosende Wirkung verlieren.

Ebenso konnten fiir die Erregungsentstehung und -leitung notwendige Proteine
im Gewebe der gestochenen Person (z. B. Rezeptorproteine fiir Entziindungs-
mediatoren, Ionenkanile freier Nervenendigungen in der Haut) durch die loka-
le Hitzeeinwirkung zeitweise so verdndert werden, dass kein oder nur ein ab-
geschwichtes Signal zum Jucken das Gehirn erreicht und ein Kratzen auslost.
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e Im Zuge der Entziindungsreaktion ausgeschiittete Botenstoffe (z. B. Histamin)
konnten durch die Hitze in ihrer chemischen Struktur so veréindert oder in ge-
ringerem Umfang ausgeschiittet werden, dass sie kein Signal zum Jucken mehr
auslosen.

i[5 Nur eine mogliche Erklarung der lindernden Wirkung durch lokales
Erhitzen wird erwartet.

3.1 Schematische Skizze der Erregungsiibertragung an einer erregenden Synapse:

Beachten Sie, dass Sie eine Skizze einer erregenden Synapse
zeichnen sollen, aus der der molekulare Ablauf der Erregungsubertragung

z. B. durch Pfeile und geeignete Symbole hervorgeht. Da nur der Ablauf vom
Eintreffen des Aktionspotenzials bis zur Erregung der postsynaptischen Zelle
dargestellt werden soll, ist das Skizzieren des Transmitter-Recyclings (Spal-
tung, Aufnahme ins Endknépfchen, Resynthese und Speicherung) nicht

erforderlich.
Aktionspotenzial
\ Axon-Endknépfchen
Calcium- synaptisches
lonenkanal Bléaschen (Vesikel)
(spannungs- mit Transmitter
gesteuert)
prasynaptische
Membran
Rezeptor
Ak——— Transmitter
synaptischer Spalt Na*
p?stsynaptische Membran
postsynaptische — Natrium- u
Zelle lonenkanal EPSP

3.2 Erliuterung der an Messstelle F abgeleiteten Folge von Aktionspotenzialen:

Fur die Lésung der Aufgabe genugt die isolierte Analyse der Dia-
gramme der Messstellen C, D und F (alle untereinander abgebildet) unter
Bertiicksichtigung der in Abb. 3 dargestellten synaptischen Verschaltung (S1,
S3) auf das Soma des afferenten Neurons, das die Information Gber den
Miuckenstich zum Gehirn fihrt.
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An Messstelle F lassen sich in einem Zeitraum von 10 ms zwei Aktionspotenziale
ableiten. Da die drei Aktionspotenziale des Interneurons (vgl. Diagramm Mess-
stelle C) zur gleichen Zeit wie die Aktionspotenziale 1, 3 und 5 der Sinneszelle I
(siehe Diagramm Messstelle D) postsynaptische Potenziale im Soma des affe-
renten Neurons bewirken, die summiert nicht zu einem Aktionspotenzial fithren
und da es bei alleiniger Aktivitit der Synapse S1 (bei ca. 4 und 6,5 ms) offenbar
zu einer iiberschwelligen Depolarisation und damit zu einer leicht verzogerten
Auslosung der beiden an Messstelle F abgeleiteten Aktionspotenziale kommt,
muss es sich bei der Synapse des Interneurons (S3), um eine hemmende Synapse
handeln.

Die (geringe) Aktionspotenzial-Frequenz an Messstelle F ldsst sich somit als Ver-
rechnung (rdumliche Summation) der postsynaptischen Potenziale der erregen-
den Synapse S1, die zur Offnung von (ligandengesteuerten) Na*-Ionenkanilen
und einem damit einhergehenden Nat-Ioneneinstrom (Depolarisation/EPSP)
fiihrt, und der hemmenden Synapse S3, die zu einer (ligandengesteuerten) Off-
nung von Cl™- bzw. K*-Tonenkanilen und einem damit einhergehenden Cl~-Io-
neneinstrom bzw. K*-Tonenausstrom (Hyperpolarisation/IPSP) fiihrt, erkldren.
Das zeitgleiche Auftreten von EPSP und IPSP fiihrt zu keiner bzw. einer nur unter-
schwelligen Depolarisation, die am Axonhiigel kein Aktionspotenzial auslost.

Darstellung des an Messstelle E abgeleiteten Potenzials:

Beachten Sie, dass sich die Messstelle E am Soma befindet. An der
Membran des Somas kénnen sich nur postsynaptische Potenziale (PSPs)
mit unterschiedlich hoher Amplitude bilden, aber keine Aktionspotenziale.
Diese werden erst am Axonhiigel aufgrund einer hohen Dichte an span-
nungsabhangigen Natriumionenkanalen ausgelést und fortgeleitet (vgl. Dia-
gramm Messstelle F). Bei intrazellulérer Ableitung an Messstelle E (wovon
Sie aufgrund der Diagramme von Messstelle A bis F ausgehen kdnnen),
kommt es zu einem postsynaptischen Potenzialverlauf mit zweimaliger Uber-
schreitung des Schwellenwerts zeitlich jeweils kurz vor den beiden im Dia-
gramm der Messstelle F dargestellten Aktionspotenzialen:

Messstelle E

Schwellenpotenzial

Membranpotenzial [mV]

T T T T T T T T T T
Zeit [ms]
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3.3 Erliduterung der neurobiologischen Wirkungsweise eines Thermostifts:

Da es sich bei Abb. 3 um ein komplexes Schema neuronaler Ver-
schaltung handelt, sollten Sie sich zunachst Gber die dargestellten Struktu-
ren klar werden. Abgebildet sind zwei Sinneszellen (I & Il) mit freien Nerven-
endigungen in der Haut und synaptischer Verschaltung im Rickenmark auf
(afferente) Neurone, die zum Gehirn fihren. Sinneszelle Il schaltet dabei
noch Uber eine zweite Synapse (S2b) auf ein Interneuron im Rickenmark,
das seinerseits Uber die Synapse S3 auf das Soma des afferenten Neurons
einwirkt, das die Information Uber den Miickenstich an das Gehirn weiterleitet.

Wirken auf eng benachbarte Stellen der Haut parallel ein thermischer Reiz und ein
Miickenstich ein, so wird Sinneszelle I durch den Stich und Sinneszelle II durch
die Einwirkung des Thermostifts erregt. Die Erregung von Sinneszelle I wird
tiber die Synapse S2a im Riickenmark auf ein (afferentes) Folgeneuron verschal-
tet, das die Erregung zum Gehirn weiterleitet, wodurch es dort zu einer Schmerz-
wahrnehmung kommt. Gleichzeitig wird an der Synapse S2b die Erregung auf ein
(Inter-)Neuron im Riickenmark mit hemmender Synapse S3 iibertragen. Durch
raumliche Summation der iiber die Synapse S1 vermittelten erregenden post-
synaptischen Potenziale mit den iiber die Synapse S3 ausgelosten hemmenden
postsynaptischen Potenziale kommt es zu einer Verminderung der Aktions-
potenzialfrequenz, die zum Gehirn geleitet wird und damit zu einer verminderten
(bzw. keiner) Wahrnehmung des durch den Miickenstich hervorgerufenen Ju-
ckens.

4 Erliduterung der Entstehung pyrethroid-resistenter Stechmiicken:

W& Gerichtete Veranderungen innerhalb einer Population lassen sich im
Sinne der Synthetischen Evolutionstheorie mithilfe der Begriffe Mutation,
Rekombination, Selektion und Allelfrequenz erklaren.

Auszugehen ist von einer genetischen Variabilitit innerhalb einer Stechmiicken-
Population, die durch Mutation und Rekombination (Neukombination des Erb-
guts bei der sexuellen Fortpflanzung) bedingt ist. Durch Mutation(en) im Gen fiir
den spannungsgesteuerten Nat-Ionenkanal traten Individuen innerhalb der Popu-
lation auf, bei denen Phyrethroide weniger gut oder gar nicht an spannungsge-
steuerte Natriumionenkanile binden und diese blockieren konnten. Die betroffe-
nen Tiere hatten einen Selektionsvorteil, da sie den Insektizid-Einsatz iiberlebten
und somit einen hoheren Fortpflanzungserfolg, d. h. mehr ebenfalls phyrethroid-
unempfindliche Nachkommen (hohere reproduktive Fitness) hatten. Somit stieg
von Generation zu Generation die Frequenz der Allele fiir phyrethroid-unemp-
findliche Na*-Tonenkanile im Genpool der Miicken-Population an. Dies fiihrte in
Lindern, die dieses Insektizid immer wieder iiber einen lingeren Zeitraum an-
wandten zu Stechmiicken, die gegen den Einsatz von Phyrethroiden resistent sind
(transformierende Selektion).
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Biologie (Baden-Wirttemberg) = Abiturpriifung 2024
Uberarbeitet im Stil der neuen Abituraufgaben

Aufgabe II: Enzymatik, Molekulargenetik, Plasmidtechnik, Genregulation

BE
Ohne Enzyme kein Kiise

Zur Kiseherstellung versetzt man in einem ersten Arbeitsschritt Milch mit einem
enzymhaltigen Extrakt (Lab). Dies fiihrt zum Verklumpen von Milcheiweifien — es
entsteht Késebruch, der gepresst und gesalzen wird und zu Kése heranreift.

1.1 Benennen Sie die in Abbildung 2 mit den Ziffern 1 bis 8 versehenen Struk-
turen (M 1). 4

1.2 Stellen Sie die Schritte der Bildung und des Transports des Pro-Chymosins
ausgehend vom Gen bis zur Exocytose in Form eines Verlaufsschemas dar.
Ordnen Sie in Threr Darstellung den Schritten die jeweiligen Zellstrukturen
zu (M 1). 8

2  Stellen Sie unter Verwendung von Abb. 3 die Produkte nach Einwirken
des Chymosins dar (M 2). 4

3.1 Nennen Sie die grundlegenden Schritte der Plasmidtechnik zur Herstel-
lung einer Kultur gentechnisch verdnderter Bakterien. 4

3.2 Begriinden Sie, welche der in den Abbildungen 4a bzw. 4b genannten
Restriktionsenzyme fiir die Herstellung eines geeigneten rekombinanten
Plasmids verwendet werden konnen und welche nicht (M 3). 6

4.1 Stellen Sie anhand beschrifteter Schemazeichnungen dar, wie Laktose die
Expression des modifizierten Gens im steuerbaren Plasmid auslost (M 4). 8

4.2 Begriinden Sie, dass zur Produktion des wirksamen Chymosins durch eine
Kultur transgener Bakterien ein steuerbares Plasmid eingesetzt werden
sollte (M2, M 4). 6

Aufgaben und Materialien basieren auf den Original-Abituraufgaben des Kultusminis-
teriums Baden-Wiirttemberg
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M1 Zellen des Labmagens produzieren Pro-Chymosin

Lab enthilt das Enzym Chymosin, eine Protease, welche in
Schleimhautzellen (Abb. 2) des Labmagens von Kilbern
gebildet wird. Das zugehorige Pro-Chymosin-Gen codiert fiir
eine Vorstufe (Pro-Chymosin) des Chymosins. Durch
Exocytose gelangt das Pro-Chymosin in das saure Milieu des
Magens und wird dort durch Abspaltung eines Teiles der
Aminoséurekette in das wirksame Enzym Chymosin
umgewandelt.

)

~—~—

Kélbermagen-
Lab

Abb. 1: Lab

Abb. 2: Schleimhautzelle des Labmagens (schematisch)

Verdndert nach https://www.poja-collection-microscopic-anatomy.com/411---poja-139942917.html
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M2  Enzymatische Wirkung von Chymosin

Chymosin ist eine Protease. Sie katalysiert spezifisch die hydrolytische Spaltung von
Peptidbindungen zwischen den Aminosduren Phenylalanin (Phe) und Methionin
(Met).

Im Kilbermagen wird durch die katalytische Wirkung des Chymosins der polare Teil
der Muttermilcheiweifle (Aminosduren 106-169), welcher die Wasserloslichkeit der
Milcheiweille ermoglicht, abgetrennt. Dies fiihrt zur Verklumpung und somit zu einer
besseren Verdaubarkeit der Milcheiweif3e. Abbildung 3 zeigt einen molekularen Aus-
schnitt aus der Polypeptidkette des Milcheiweif3es.

, H ¢ O H ‘O ,
unpolarer Teil | ] 1 _ | I polarer Teil
des Proteins [...— N—C—C— N—C—C— | des Proteins

(AS 1-104) - / | (AS 107-169)

H—C—H HH—?—H
H—?—H

ISl

I
H—(I3—H

H
Phe (105) Met (106)

Abb. 3: Molekularer Ausschnitt der Polypeptidkette des MilcheiweiBes
Eigene Darstellung IBBW

M3 Gentechnische Herstellung von Pro-Chymosin

In der industriellen Kédseproduktion wird gentechnisch hergestelltes Pro-Chymosin ge-
nutzt. Dazu werden z. B. Bakterien der Art Escherichia coli (E. coli) gentechnisch so
verandert, dass sie Pro-Chymosin im groen Maf3stab produzieren knnen. Die Abbil-
dungen 4aund 4b zeigen den Aufbau des dafiir verwendeten DNA-Fragments mit dem
Pro-Chymosin-Gen und des Plasmids mit den jeweiligen Schnittstellen fiir verschie-
dene Restriktionsenzyme.

| | Pro-Chymosin-Gen | | | Abb. 4a: Aufbau des

: ] ] DNA-Fragments
BamHI  EcoRI Hindlll .
Transkriptionsrichtung Eigene Darstellung

IBBW
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Antibiotikum-
_Resistenzgen 1

Transkriptions-
richtung

Antibiotikum- -
Resistenzgen 2

Schnittstellen verschiedener Restriktionsenzyme

M4 Induktion der Genexpression durch Laktose

Abb. 4b: Plasmid
(schematische Dar-
stellung)

Eigene Darstellung
IBBW

Um auf die Aktivierung des Pro-
Chymosins durch Siure verzichten
zu konnen, wire alternativ auch eine
direkte Herstellung des wirksamen
Chymosins unter Verwendung eines
entsprechend modifizierten Gens
denkbar. In diesem Fall wiirde ein
steuerbares Plasmid (Abb. 5)
eingesetzt werden, welches zusitz-
lich den lac-Promotor mit lac-Ope-
rator sowie das entsprechende
Regulatorgen aufweist.

Durch Zugabe von Laktose kann

modifiziertes Gen

richtung

’ .ac—Operator
Transk;w

lac-Promotor

Regulator-
gen

dadurch die Genexpression des
modifizierten Gens induziert wer-
den.

Abb. 5: Steuerbares Plasmid
Eigene Darstellung IBBW
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‘ Lésungsvorschilag

1.1

1.2

Benennung der bezifferten Strukturen:

Auch wenn in lhrem Kursstufenunterricht elektronenmikroskopische
Bilder von Eucyten wahrscheinlich nicht explizit behandelt wurden, missen
Sie dennoch damit rechnen, dass Grundkenntnisse Uber den Bau von Zellen
als elementare Voraussetzungen abgepruft werden kénnen.

Zellkern oder Karyoplasma

Kernpore

raues endoplasmatisches Reticulum
Mitochondrium

Dictyosom oder Golgi-Apparat/-Zisterne
Vesikel

Cytoplasma

Zellmembran

01NN AW~

Darstellung des Zusammenwirkens der Zellorganellen bei der Bildung und dem
Transport des Pro-Chymosins aus der Zelle als Verlaufsschema:

Zellkern Cytoplasma
i reife mRNA im Cyto-
Pro-Chymosin-Gen — plasma gelangt an
(DTA) raues ER/Ribosomen
Transkription Translation
(RNA-Polymerase)
Protein Pro-Chymosin
pra-n|1RNA Transport in Vesikeln
Prozessierung
(SpleilBen, Anfiigung Dictyosom/
5'-Cap-Struktur und Golgi-Apparat
Poly-A-Schwanz am
3"-Ende) Posttranslationale
Modifikationen
reife TRNA Transport in Vesikeln
Kernpore ¢
Cytoplasmamembran
I— I
Exocytose
extrazellularer l
Raum Pro-Chymosin
im Labmagen
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Der Operator ,darstellen” erméglicht Ihnen im Allgemeinen eine
breite Palette der Strukturierung von Zusammenhangen (z. B. Zeichnung,
Skizze, Tabelle, FlieBdiagramm). Hier sollen Sie ein Verlaufsdiagramm mit
eindeutig definiertem Anfang (Pro-Chymosin-Gen) und Ende (Exocytose des
Pro-Chymosin-Proteins in den Labmagen) anfertigen. Weitergehende grafi-
sche Ausfertigungen (z. B. einzelner beteiligter Zellorganellen) sind nicht ge-
fordert und wiirden Sie nur Zeit kosten.

2 Darstellung der Produkte nach Einwirkung von Chymosin:

1l[<i» Beachten Sie, dass nur die Darstellung der Produkte der Enzym-
reaktion nicht die Verdeutlichung des gesamten Vorgangs der Hydrolyse
(d. h. Spaltung der Peptidbindung unter Reaktion mit Wasser) gefordert ist.

oo e
‘e Proteins ~—N—C—C—|OFgH [HE-N—¢—C— doa Protains
H—C—H HH—C—H
H—é—H
Isll
H—é—H
L
Phe (105) Met (106)

3.1 Nennung der grundlegenden Schritte der Plasmidtechnik:

I

II

Isolierung (bzw. synthetische Herstellung) des gewiinschten Fremdgens (in

der Regel bereits prozessierte/gespleiite mRNA, die mittels reverser Tran-
skriptase in cDNA umgeschrieben wird) sowie geeigneter Plasmide aus

Bakterien.

Herstellung eines rekombinanten Plasmids, das das Fremdgen enthilt (Schnei-

den mit Restriktionsenzymen und Rekombination mit Ligase).

IIT Ubertragung des rekombinanten Plasmids auf Bakterien (Transformation).

IV Selektion der transgenen Bakterien (d. h. der Bakterien, die ein rekombinantes

Plasmid aufgenommen haben).
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3.2 Begriindung der (Nicht-)Verwendbarkeit der abgebildeten Restriktionsenzyme

4.1

zur Herstellung eines geeigneten rekombinanten Plasmids.

Fur die Selektion erfolgreich transformierter Bakterien soll hier das
Prinzip der Markerinaktivierung zum Einsatz kommen: In zwei Schritten wer-
den die Bakterien auf Nahrbdden mit jeweils unterschiedlichem Antibiotikum
kultiviert. Dabei werden zunédchst die Bakterien selektiert, die tiberhaupt ein
Plasmid aufgenommen haben (wozu auf diesem ein intaktes Antibiotikum-
Resistenzgen vorliegen muss) und in einem zweiten Schritt die Bakterien mit
einem Plasmid ohne Fremdgen. Aus dem Vergleich der Lage der Kolonien
auf den Nahrbdden lassen sich die Bakterien identifizieren, die ein rekombi-
nantes Plasmid (d. h. eines mit einem durch den Einbau des Fremdgens de-
fekten Antibiotikum-Resistenzgen) aufgenommen haben.

Fiir die Verwendbarkeit von Restriktionsenzymen ist entscheidend, ...

e dass sowohl in dem (Spender-)DNA-Fragment als auch im Plasmid iiberhaupt
entsprechende Schnittstellen vorliegen,

e dass das gewiinschte Fremdgen aus dem DNA-Fragment mit einer Kombi-
nation aus Restriktionsenzymen erfolgreich ausgeschnitten werden kann, und
schlieBlich,

e dass der Einbau des Fremdgens in nur ein Antibiotikum-Resistenzgen erfolgt,
sodass eine erfolgreiche Selektion der transformierten Bakterien moglich ist.

Diese Kiriterien treffen nur fiir die Verwendung der Kombination der beiden Res-
triktionsenzyme HindIII und BamHI zu. Bei jeder Kombination mit EcoRI
wiirde sowohl im Antibiotikum-Resistenzgen 1 als auch im Antibiotikum-Resis-
tenzgen 2 geschnitten, wodurch die Selektion transformierter Bakterien (d. h. Bak-
terien, die ein Plasmid aufgenommen haben) nicht mehr moglich wire. Bei dem
Einsatz einer Kombination mit dem Restriktionsenzym Apal ldge nur eine Schnitt-
stelle im Plasmid, aber nicht im DNA-Fragment vor, sodass das Fremdgen nicht
erfolgreich aus dem DNA-Fragment herausgeschnitten werden konnte.

Schematische Darstellung der laktosegesteuerten Expression des modifizierten
Gens:

a ohne Laktose

lac- lac- modifiziertes
Plasmid- Regulatorgen Promotor  Operator Gen
DNA—|}

-/~ L

Transkription & Translation RNA- y

l Polymerase keine Transkription
& Translation
. bindet
aktiver K\J
Repressor
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b bei Zugabe von Laktose

Plasmid-

Regulatorgen

DNA —

l

S B

Laktose

Transkription & Translation

lac- lac- modifiziertes
Promotor  Operator Gen
H
RNA- ! B
Polymerase z Transkription &
! Translation
1
| l
’l:l Protein
(Chymosin)

inaktiver Repressor

4.2 Begriindung des Einsatzes eines steuerbaren Plasmids fiir die Produktion von

Chymosin:
Aus M 2 geht hervor, dass es sich bei Chymosin um eine Protease handelt, die die
Peptidbindung zwischen den Aminoséduren Phenylalanin (Stelle 105) und Methio-
nin (Stelle 106) von Milcheiweil3 spaltet. Chymosin ist somit eine Endopeptidase.
Unter der Annahme, dass in zahlreichen anderen Eiweiflen der transgenen Bakte-
rien auch Bindungen zwischen Phenylalanin und Methionin bestehen und dass
Chymosin von den Bakterien nicht bzw. nicht unmittelbar ins extrazelluldre Me-
dium geschleust wird, konnte es bei kontinuierlicher, nicht steuerbarer Expression
somit zu einem unspezifischen Eiweilverdau kommen, der die transgenen Bakte-
rien frithzeitig abtotet. Diese konnten sich somit nicht mehr vermehren und das
modifizierte Gen, das fiir Chymosin codiert, klonieren.
Eine gentechnische Gewinnung des wirksamen Chymosins mithilfe von transge-
nen Bakterien erfordert also ein Plasmid, das erst nach ausreichender Vervielfil-
tigung der transgenen Bakterien (in Fermentern) durch Substratzugabe (hier: Lak-
tose) gezielt zur Expression des modifizierten Gens veranlasst werden kann.
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Biologie (Baden-Wirttemberg) = Abiturpriifung 2024
Uberarbeitet im Stil der neuen Abituraufgaben

Aufgabe IlI: Molekulargenetik, Evolution

BE
Mit (neuartigen) Antibiotika gegen Harnwegsinfekte

Uropathogene Bakterien verursachen hiufig Blasenentziindungen und andere Harn-
wegsinfekte.

1 Erstellen Sie eine beschriftete Schemazeichnung des elektronenmikrosko-
pischen Bildes einer Bakterienzelle (Groe ca. Y2 Seite) und nennen Sie
zwei wesentliche Unterschiede gegeniiber eukaryotischen Zellen. 6

2 Beschreiben Sie mithilfe von Abbildung 2 die Transkription in Bakterien-
zellen und geben Sie eine mogliche Erkldrung fiir die antibiotische Wir-
kungsweise des Rifamycins auf molekularer Ebene (M 1). 8

3  Erldutern Sie den Zusammenhang zwischen dem tiberméBigen Einsatz von
Antibiotika und der Entstehung resistenter Bakterienpopulationen (M 2). 6

4  Erldutern Sie, wie der Wirkstoff die Vermehrung der uropathogenen Bak-
terien hemmt, und geben Sie eine mogliche Erkldrung, warum durch den
Wirkstoff menschliche Zellen nicht geschiddigt werden (M 2). 6

5 Begriinden Sie mithilfe von Abbildung 4, dass PNA-Molekiile anstelle
von RNA-Molekiilen als Wirkstoff eingesetzt werden konnen. Geben Sie
eine mogliche Erkldrung fiir die lingere Wirkdauer von PNA-Wirkstoffen
im Vergleich zu RNA-Wirkstoffen (M 3). 6

6 Beschreiben Sie die in Abbildung 6 dargestellten Versuchsergebnisse und
werten Sie diese hinsichtlich der Fragestellung aus. Erldutern Sie dabei
auch die Notwendigkeit der Ansitze 1B und 2B (M 4). 8

Aufgaben und Materialien basieren auf den Original-Abituraufgaben des Kultusminis-
teriums Baden-Wiirttemberg
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M1 Angriffspunkt des Antibiotikums Rifamycin

Zu den uropathogenen Bakterien gehoren unter anderem
Escherichia coli und Enterococcus faecalis (Abb. 1).
Gegen die bakteriellen Erreger wird im Korper eine
Immunantwort ausgelost. Trotz der ablaufenden Immun-
antwort miissen Urogenitalinfektionen hiufig mit
Antibiotika behandelt werden. Abbildung 2 zeigt die
Vorginge der Transkription in Bakterienzellen und die
Angriffsstelle des Antibiotikums Rifamycin.

Abb. 1: Enterococcus faecalis

Janice Haney Carr; CDC/
Pete Wardell

bakterielle 77 Angriffsstelle
RNA-Polymerase i i Rifamycin

Bewegungsrichtung der
RNA-Polymerase

Abb. 2: Transkription in Bakterienzellen und Angriffsstelle des Antibiotikums Rifamycin
Eigene Darstellung IBBW
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M2  RNA-Wirkstoffe — neue Hoffnung gegen resistente Bakterien

Durch den iiberméBigen Einsatz von Antibiotika in verschiedenen Bereichen haben
sich im Laufe der Jahre resistente Bakterienpopulationen gegen viele Antibiotika ge-
bildet. Diese resistenten Bakterien zu bekdmpfen, stellt fiir die medizinische Forschung
eine enorme Herausforderung dar.

Forscherinnen und Forscher der Universitit Wiirzburg haben in Experimenten an uro-
pathogenen Bakterien getestet, ob sich auch RNA-Molekiile als neuartige Antibiotika
gegen Bakterien einsetzen lassen. Im Experiment wurde eine Technik untersucht, wel-
che die Lipidsynthese bei Bakterien unterbinden soll. Im bakteriellen Lipidsynthese-
prozess spielt das Protein ACP eine Schliisselrolle. Abbildung 3 zeigt einen Ausschnitt
der Basenabfolge der mRNA fiir das ACP-Protein sowie den eingesetzten RNA-Wirk-
stoff.

Ausschnitt der mRNA fiir das ACP-Protein:
5'... UAGGAAAUUUAAGAGUAUGAGCACUAUCGAAG ... 3'

RNA-Wirkstoff:
3'UCUCAUACUC 5’

Abb. 3: Basenabfolgen der mRNA und des RNA-Wirkstoffs
Eigene Darstellung IBBW
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M3 PNAs statt RNAs verlingern die Wirkdauer

In einer Weiterentwicklung der Therapie werden anstelle des RNA-Wirkstoffs kiinst-
lich hergestellte Peptide-Nucleic-Acids (PNAs) eingesetzt (Abb. 4). Diese weisen eine
langere Wirkdauer auf.
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Abb. 4: Ausschnitt aus einer RNA und aus einer PNA
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M4 Forschung an ,,Transfermolekiilen fiir PNAs

Um PNAs besser in Bakterienzellen einschleusen
zu konnen, werden sie an zelldurchdringende
Peptide (Cell-Penetrating-Peptide, CPP) gekop-
pelt (Abb. 5). In einer Versuchsreihe wurde die
Wirksamkeit von zwei verschiedenen CPPs
(CPP1 und CPP2) an uropathogenen Bakterien
getestet. Die Bakterien wurden in Fliissigmedium
kultiviert und verschiedene Konzentrationen der
jeweiligen CPP-gekoppelten PNAs bzw. der je-
weiligen CPPs wurden dem Medium hinzugefiigt.
AnschlieBend wurde das Wachstum der Bakterien
untersucht (Abb. 6).

PNA
W

+
lKoppIung

Abb. 5: Kopplung von PNA und CPP

Verdndert nach Popella, L. (2022); in
Nucleic Acids Research 50(11):
S.6435-6452
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Abb. 6: Wachstum der Bakterienkulturen nach Behandlung mit CPP-gekoppelter PNA oder CPP

Quelle: Linda Popella, Jakob Jung, Phuong Thao Do, Regan J Hayward, Lars Barquist, Jorg Vogel:
Comprehensive analysis of PNA-based antisense antibiotics targeting various essential genes in
uropathogenic Escherichia coli. Nucleic Acids Research, Volume 50, Issue 11, 24 June 2022, Pages

6435-6452, hitps://doi.org/10.1093/nar/gkac362
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‘ Lésungsvorschilag

1 Schemazeichnung einer Bakterienzelle:

Neben einem meist zirkuldren Bakterien-Chromosom besitzen alle
Bakterien Zellplasma, eine Zellmembran und Ribosomen (Minimalskizze).
Die meisten Bakterien haben zudem eine Zellwand (Ausnahme z. B. Myco-
und Thermoplasmen) und Plasmide (extrachromosomale kleine, doppel-
stréngige DNA-Molekule). Einige Bakterienarten verfligen tber eine oder
mehrere Flagellen (extrazellulare Proteinfaden) sowie Thylakoide (Einstuil-
pungen der Zellmembran).

Plasmid
Zellplasma

Ribosom
Zellmembran

Bakterien-Chromosom

Thylakoid
Zellwand

Flagellum

Nennung wesentlicher Unterschiede einer Bakterienzelle gegeniiber eukaryoti-
schen Zellen:

ringféormige DNA

kein Zellkern (Bereich um das Bakterienchromosom wird als Kerndquivalent
bezeichnet)

keine membranbegrenzten Organellen (z. B. Mitochondrien, Golgi-Apparat,
ER)

weitere Unterschiede:

70S-Ribosomen
Zellwand (falls vorhanden) aus Murein bzw. Pseudomurein
Flagellen (falls vorhanden) als extrazelluldre Proteinfiden

WE# Nur die Nennung von zwei wesentlichen Unterschieden ist verlangt.
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Beschreibung der bakteriellen Transkription:

Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit empfiehlt es sich, diesen
komplexen Vorgang in die drei Abschnitte Initiation (Start), Elongation
(Verlangerung des RNA-Strangs) und Termination (Beendigung der
Transkription) zu gliedern:

e Initiation: Die bakterielle RNA-Polymerase gleitet am DNA-Doppelstrang
entlang. Sie erkennt die Startsequenz der Transkription (Promotor) und bindet
an diese, entspiralisiert einen kurzen Abschnitt der DNA-Doppelhelix und be-
ginnt durch Losen der Wasserstoffbriicken zwischen den Basenpaaren den
DNA-Doppelstrang in zwei komplementére Einzelstringe zu trennen.

¢ Elongation: Freie RNA-Nucleotide lagern sich komplementér an den codoge-
nen Strang an und werden durch die RNA-Polymerase zu einem mRNA-Ein-
zelstrang verkniipft. Die RNA-Polymerase bewegt sich weiter entlang des
DNA-Doppelstrangs und das wachsende RNA-Molekiil 16st sich von seiner
DNA-Matrize ab und ragt zunehmend aus der RNA-Polymerase heraus. Die
zuvor getrennten DNA-Einzelstringe verbinden sich beim Austritt aus der
RNA-Polymerase wieder zum Doppelstrang.

e Termination: Erreicht die RNA-Polymerase eine spezifische Nucleotidse-
quenz auf der DNA (Terminationssequenz), wird sowohl die DNA als auch die
mRNA freigesetzt.

Mogliche Erkliarung fiir die antibiotische Wirkungsweise von Rifamycin:

Prinzipiell bieten alle drei oben genannten Ebenen der Transkription

Ansatzpunkte fiir Medikamente. Fir Ihre Erklarung sind jedoch folgende

Aspekte zu berlcksichtigen:

¢ Die in Abb. 2 markierte Angriffsstelle von Rifamycin grenzt mégliche Erkla-
rungen auf den Vorgang der Elongation ein.

¢ Antibiotika setzen spezifisch an bakteriellen Strukturen/Mechanismen an,
die so bei tierischen Zellen nicht vorkommen. Wirkungsweisen, die
gleichermaBen die Elongation in menschlichen Zellen stéren wiirden (z. B.
durch Blockade der komplementaren Anlagerung freier RNA-Nucleotide an
den codogenen Strang oder durch eine Fehlpaarung), kénnen somit nicht
als mégliche Erklarung herangezogen werden.

Rifamycin blockiert das katalytische Zentrum der bakteriellen RNA-Polymera-
se, sodass keine Verkniipfung der RNA-Nucleotide erfolgen kann. Hierdurch wird
die mRNA-Synthese gestort bzw. es bildet sich gar keine funktionsfihige mRNA.
Die Synthese lebensnotwendiger Proteine der Bakterien kommt zum Erliegen,
was zum Zelltod fiihrt (bakterizide Wirkung).
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Erlduterung der Entstehung resistenter Bakterienpopulationen durch {ibermafi-
gen Antibiotika-Einsatz:

WZ&®» Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten resistenter Bakterien-
populationen und einem UberméaBigen Antibiotika-Einsatz lasst sich im We-
sentlichen durch das Zusammenwirken von Mutation und Selektion erklaren.

Durch Mutationen (z. B. durch duBlere Einfliisse oder im Zuge der bakteriellen
Replikation) oder Konjugation (d. h. Ubertragung von DNA zwischen Bakterien
tiber eine temporire Cytoplasmabriicke) entstehen in Bakterienpopulationen im-
mer wieder zufillig Bakterien, die resistent gegen ein bestimmtes Antibiotikum
sind. In einer antibiotika-freien Umgebung stellt dies fiir die resistenten Bakterien
jedoch keinen Selektionsvorteil dar. Nur in Anwesenheit von Antibiotika haben
resistente Bakterien einen Selektionsvorteil gegeniiber nicht resistenten Bakteri-
en. Nur ihnen ist es unter diesen Bedingungen moglich, sich und damit auch ihre
Resistenzgene zu vermehren. UbermiBiger Antibiotika-Einsatz bewirkt also einen
Selektionsdruck, der zur Entstehung resistenter Bakterienpopulationen fiihrt
(transformierende Selektion).

Erléduterung der Hemmwirkung der RNA-Molekiile auf die bakterielle Vermeh-
rung:

Hierbei handelt es sich um ein Beispiel einer RNA-Interferenz. Auf-
fallig dabei ist, dass die Basenabfolge des RNA-Wirkstoffs zu einer Sequenz
der mRNA flr das ACP-Protein komplementér ist, in der sich eine mégliche
Startstelle der Translation (5' — AUG — 3') befindet.

Aus Ihrem Unterricht ist Ihnen die RNA-Interferenz als natlrliche Steuerung
der Genaktivitét in eukaryotischen Zellen bekannt bzw. als Instrument der
Forschung, um gezielt Gene auszuschalten (,Gen-Knock-down®).

Die Basenabfolge des RNA-Wirkstoffs ist komplementér zu einem Abschnitt der
mRNA fiir das ACP-Protein und kann somit an diese Sequenz komplementir bin-
den (siehe folgende Abb.; nicht erforderlich).

5'... UAGGAAAUUUAAGAGUT[GAGCACUAUCGAAG ... 3'
3' UCUCAUACUC &'

Hierdurch kommt es partiell zu einem RNA-RNA-Doppelstrang. Je nach Start-
stelle der Translation fiir das ACP-Protein auf der mRNA kann sich dadurch ent-
weder der Initiationskomplex (aus kleiner ribosomaler Untereinheit, einzelstrin-
giger mRNA und Initiator-tRNA) nicht ausbilden, wodurch auch keine Transla-
tion der mRNA in eine Aminosduresequenz erfolgen kann, oder die Elongation
(Verldngerung der Aminoséurekette) stoppt an dieser Stelle, da der doppelstrén-
gige RNA-Abschnitt nicht durch das Ribosom gefiihrt werden kann. In beiden
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Fidllen kann kein funktionsfihiges oder nur ein eingeschrinkt funktionierendes
ACP-Protein gebildet werden. Infolgedessen konnen die uropathogenen Bakterien
entweder keine oder nur vermindert lebensnotwendige Lipide (z. B. fiir die Cyto-
plasmamembran) mehr synthetisieren, was zu einem Stopp bzw. zu einer Hem-
mung des Bakterienwachstums (bakteriostatische Wirkung) fiihrt.

Mogliche Erklidrung, warum menschliche Zellen nicht geschiadigt werden:
ACP ist ein Protein, das ausschlieBlich bei Bakterien, nicht aber in menschlichen
Zellen vorkommt. Eine zu dem RNA-Wirkstoff komplementire Sequenz ist bei
reifen mRNA-Molekiilen des Menschen folglich nicht vorhanden, sodass mensch-
liche Zellen nicht durch den neuartigen RNA-Wirkstoff geschiadigt werden.

Begriindung fiir den alternativen Einsatz von PNA- statt RNA-Molekiilen als
Wirkstoff:

PNA-Molekiile weisen einen zu RNA-Molekiilen analogen Aufbau auf: An einem
Riickgrat aus repetitiven Einheiten (RNA: Ribose-Phosphat, negativ geladen;
PNA: iiber Peptidbindungen verkniipfte, ungeladene Monomere) sind Purin-
(Adenin, Guanin) und Pyrimidinbasen (RNA: Uracil, Cytosin; PNA: Thymin, Cy-
tosin) gebunden, die sich komplementér an eine mRNA anlagern und so deren
Translation verhindern bzw. beeintrichtigen konnen.

Mogliche Erklirung fiir die lingere Wirkdauer der PNA-Molekiile:

Zwei Unterschiede fallen beim Vergleich zwischen RNA- und PNA-
Molekulen auf, die jeweils einen Erklarungsansatz fur die langere Wirkdauer
der PNA-Molekule eréffnen: RNA besteht aus einem Zucker-Phosphat-Ruck-
grat, das (negativ) geladen ist, wahrend PNA ein Riickgrat aus ungeladenen,
Uber Peptidbindungen verkniipften Monomeren aufweist.

Der unterschiedliche biochemische Aufbau kénnte ein Ansatzpunkt fir spezi-
fische Enzyme (hier: RNasen) sein. Die ungleiche Ladung kénnte Unter-
schiede in den elektrostatischen Wechselwirkungen zur Folge haben.

e Im Gegensatz zur RNA besitzen die PNA-Molekiile kein Zucker-Phosphat-
Riickgrat und kénnen somit nicht spezifisch durch zelleigene RNasen enzyma-
tisch abgebaut werden, sodass PNA-Molekiile iiber eine lingere Wirkdauer
verfiigen.

e Durch das neutrale Riickgrat der PNA-Molekiile kommt es zu keiner Ladungs-
abstoBung, wenn diese komplementidr mit ihrer (negativ geladenen) Ziel-Se-
quenz auf der mRNA hybridisieren, was den PNA-mRNA-Hybriden eine ho-
here Stabilitidt und damit Wirkdauer als den RNA-mRNA-Hybriden verleiht.

W5 Nur eine mogliche Erklarung ist gefordert.

2024-25



6 Beschreibung der Versuchsergebnisse:

Jedes der vier abgebildeten Diagramme zeigt die Ergebnisse einer
Versuchsreihe (als Zunahme der Bakterienzahl tiber einen Zeitraum von

24 Stunden) aus jeweils drei Versuchsanséatzen. Den Bakterien wurde dabei
volumengleich Wasser oder eine unterschiedlich hohe Konzentration (5 und
10 uM) von CPP-gekoppelten PNAs (1 A und 2 A) bzw. von nicht mit PNA
gekoppelten CPPs (1B und 2 B) hinzugefiigt. Die Versuchsanséatze mit
Wasser dienen jeweils als Kontrollansatz.

o Versuchsreihe 1A: Im Versuchsansatz mit Wasser (Kontrolle) lidsst sich ab

zwei Stunden nach Versuchsbeginn ein steiler Anstieg der Bakterienanzahl
feststellen. Nach sechs Stunden flacht der Anstieg deutlich ab und verléduft an-
ndhernd linear weiter. Nach einem Tag liegt die Bakterienanzahl bei ca. 1,2
relativen Einheiten.
Im Versuchsansatz mit einer 5-mikromolaren Losung PNA-CPP1 steigt die
Bakterienzahl ebenfalls nach zwei Stunden an, aber sehr viel geringer als im
Kontrollansatz. Nach acht Stunden lisst sich ein anndhernd linearer, schwacher
Anstieg der Bakterienzahl bis auf einen Wert von etwas mehr als 0,4 relativen
Einheiten feststellen, was ca. einem Drittel der Bakterienanzahl des Kontroll-
versuchs entspricht. Im Versuchsansatz mit einer 10-mikromolaren Losung ist
gar keine Vermehrung der Bakterien zu beobachten.

e Versuchsreihe 2 A: Fiir den Kontrollansatz mit Wasser ergibt sich das gleiche

Ergebnis wie bei Versuchsreihe 1A.
Bei den Versuchsansitzen mit 5- bzw. 10-mikromolarer Losung PNA-CPP2
ergeben sich dhnliche Kurvenverldufe wie bei dem Kontrollansatz mit Wasser,
wobei die Vermehrung der Bakterien bei dem hoher konzentrierten Ansatz erst
ab sechs Stunden messbar ist und nach 24 Stunden bei 0,8 relativen Einheiten
(d. h. 2/3 der Bakterienanzahl wie im Kontrollversuch) liegt, wihrend bei Zu-
gabe einer S-mikromolaren Losung nach einem Tag ein Wert von 1 relativen
Einheit gemessen werden kann.

¢ Versuchsreihen 1B und 2B: In allen (sechs) Versuchsansétzen ergibt sich ein
mehr oder weniger gleicher Kurvenverlauf, wobei das Bakterienwachstum im
Vergleich zu den Kontrollansitzen bei den 10-mikromolaren Losungen kaum
signifikant geringer ausfillt als bei den 5-mikromolaren.

Auswertung der Versuchsergebnisse hinsichtlich der Fragestellung und Erléaute-
rung der Notwendigkeit der Ansétze 1B und 2B:

Der Operator ,auswerten® erfordert, dass Sie aus Ihren obigen Be-
schreibungen eine Schlussfolgerung hinsichtlich der zu untersuchenden
Fragestellung ziehen, welche der beiden zelldurchdringenden Peptide als
»1ransfermolekul” fir PNAs in die Bakterienzelle besser geeignet ist.
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Um sicherzustellen, dass der vermehrungshemmende Effekt auf die PNAs und
nicht auf die zelldurchdringenden Proteine zuriickzufiihren ist, miissen den Bak-
terien in den Versuchsreihen 1B und 2B nicht-gekoppelte CPPs gleicher Konzen-
tration wie in den Ansétzen 1 A und 2 A hinzugefiigt werden. Da in den Versuchs-
reihen 1B und 2B nur eine geringfiigige, vernachlissigbare Hemmung des Bak-
terienwachstums durch (nicht-gekoppelte) CPPs messbar ist, kann sicher ge-
schlussfolgert werden, dass fiir die vermehrungshemmende Wirkung die PNAs
verantwortlich sind. Die zelldurchdringende Wirkung von CPP1 ist folglich sehr
viel besser als die von CPP2.

Losungen der Aufgaben: Christian Schillinger (Benne)
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