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Modifikation der mRNASs bei Eukaryoten

Am 5°-Ende wird eine Kappe angefligt

Kappe poly(A)-
(.cap”) Ende
} AUG UAA
m'G Ls : ‘13 = AAAA. A
=NICL - : ‘“nicht-
kodierend  fodierungs- kodierend
sequenz
: N ATA A
m7G Nm N(m) l l '|
l = I\I\' \}\}\\l ”
mM'GPPPN,y, NP PNPAPADA, ---pAgy 3
n:100-200
OH CHi
1 285 N*
1o Ye PR %
H,N"2SN"% Ns o CHz-O—fr—O—fr-O-Fl’-O-CHz 0. Base
K HAY 0O 0 0 “KH HA
H H H H
703 3 2

Pflanzenphysiologie "

PUR

Universitéit Rostock »&



CPSF RNA Pol Il advances

3'-Modifikation der mRNAS bel
Eukaryoten — Poly-A-Synthese

Transcribed pre-mRNA

Fur die Poly-Adenylierung gibt es
Erkennungssequenzen, -AAUAAA-

CPSF and CstF transfer to the
AAUAAA sequence as it is
transcribed.

Die Poly-Adenylierung ist ein
Mehrschrittprozess:
—— Erkennen, Schneiden, Matrizefreie-
/ ap ,%nd cleavage factors RNA-Synthese

Orginal § RNA leave offand Existiert auch in Prokaryoten (Organellen)!

~10 A nucleoctides (nts) added

\ P oo comoge ot Poly-Adenylierung ist nicht universell!
\
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Further A nts added untill there are
50-250 (depending on organism)

PAB acts as a 'molecular ruler' for
poly A tail length.



Spleil3en — Entfernen von Introns aus mMRNASs bei Eukaryoten

Intron/Exon-Ubergange weisen konservierte Sequenzen auf
Neben den hier gezeigten GU-AG-Introns existieren AU-AC-Introns
Warum gibt es Introns? (,Intron early” versus ,Intron late® Hypothesen)

Exon | = Intron =| Exon

I 60-90

220888812 ooEss - = ~ 888 |x

A | e ARt . CCCCCCCCCCC .| A

CAG|GUGAGU - CUGA[ " juuuuuuuuuuNCAG|G

5-Spleif3- Verzweigungs- 3-Spleif3-
stelle stelle stelle
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Spleil3en — Entfernen von Introns aus mMRNASs bei Eukaryoten

Das Spleil3en ist ein 2-Schrittprozel

2'0OH

AG(P)GU

UG(p) GA—————
-
AG[pl=====

ll\ AGE":_:::

hnRNA exon ~ intron )

Donor site Branch site Acceptor site
vor O
Ribonucleoproteing
(snRNPs)

exon

Spliceosome

™' D Mature RNA ‘ RIAlarat

(only exons)
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Spleilsen — Entfernen von Introns aus mMRNAs bei Eukaryoten

Am Spleil3en sind sn-U-RNAs beteliligt, sSnRNAs mit Bindeproteinen falten sich in
eine konservierte Sekundarstruktur, z.B. sn-U1-RNA bindet 5'Intronende,
sn-U2-RNA bindet Verzweigungsstelle, sn-U6-RNA bindet U1 und U2 usw.
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§' splice site  Branch 3' splice site

v site v

[ 5'exon Kell] A Ac BT pre-mRNA

@ Spleif3en —
I f@ iy (%tron Entfernen von

7
(v2) (w2
S ., Introns aus mMRNAs
TS ——s——scEmm (1) % (%) bei Eukaryoten
E complex % ,' \ A 4
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(01) ," . die MRNASs in eine
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Spleil3en — Entfernen von Introns aus mMRNAS bei Eukaryoten

Am Spleil3en sind weitere Spleil3faktoren (z.B. SR-Proteine) beteiligt,
die an so genannte Exon-Spleil3-Enhancer (ESE) binden kénnen.

Cross intron

ESE Function Model

/si t_: | | SRm160 ?4\

U2AF 65 3
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Selbstspleilden — Entfernen von Introns aus rRNA bei Eukaryoten

Pra rRNA aus Tetrahymena reift durch Selbstspleif3en!
Am Selbstspleil3en ist zusatzlich zur RNA nur Guanidin betelligt.
Der Hilfsfaktor koordiniert die Sekundarstruktur und schneidet am 5°-Ende
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Spleil3en

Vergleich von Selbstspleil}en und der Reaktion im ,Spliceosom”

Selbst-SpleiBen Nucleare mRNA imSpleiR-osom
Gruppe - | - Reaktion Gruppe-ll- Reaktion

sn-RNP -Partikel
#»~im Spleil} -osom
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Trans-Spleil3en

Verbinden von RNA Molektlen separater Gene (trans)!
Bei Trypanosomen tragen alle mRNAs gleiche 5'-Enden,
die posttranskriptional angeftigt werden.

Bei Caenorhabditis elegans werden durch trans-Spleil3en
polygene mRNAs prozessiert.

cis splicing
yAL LA, A, (A,
| {— e = - -
trans splicing t t t f
— — — —
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(= Spliced Leader) ] A)n
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Inteine — Proteine die sich nach Spleil3en aktivieren!

RNA-Editieren

Definition: Beim RNA-Editieren wird die kodierende Sequenz der RNA
so verandert, dass ein anderes oder ein funktionales Protein entsteht.
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RNA-Editieren

Meist wird U in C umgewandelt bzw. zusatzliche Basen eingeflgt, es kann
aber auch zur Umwandlung von A in | kommen (z.B. Gen flr UE-B des
Glutamat-Rezeptors)
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Abb.14.22 Editian: Oberfithren von Adenosin R o D . o= —
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RNA-Bindedomdne (dsRBD) und eine katalytische
Domiane Fir die Deaminierung von Adenin [nach
8,231
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RNA-Editieren

In Mitochondrien von Trypanosomen wird vielfach U in mRNAs (z.B. in das
Cyt.-Gen) eingeflugt.
Dabei helfen so genannte ,guide” (g) RNAs

Amine acil sequence ancodad

Lys ¥al Gl Asn  Leu ¥al «+————— ingene
I Ser " G]y T, Glu . i Lys . YL AAAGTAGAGAACCTGOEGTAGG...Y DIDNA
AuGuuuCGuuGuAGAuuuuuAuuAuuuuuuuuAuuA * Transcription )
. ¥ LLAAAGUAGAGAACCUGGU AGG... ¥ Pre-odited RNA
MerPhe Arg Cys Arg Phe Leuleu Phe Pheleu Leu
FL.UUAUDAUCUAAUD AUAUGGAUL A AU ALU... 5 Guade RINA
[ L X ] +
G]H Glu Gly Arg Gly LYS 5’....ﬂ|n.-5|..-l.E|L!.-l.l|3.ﬂ|\. E|+#|n+.ﬁ|.I:|E|I_!E|E|L|I.-'-|\.E|E| 4 {pre-edited ANA
. spread ot o show aligrment)
CAGGAGGGCCGUGGAUAAG § dicing
GIn Glu Gly Arg Glyv STOP LLAMAGUAGAUUGUAUACCUGGEU AGG... 3 Edited BNA
o =y

*Tramlatiun of edited RNA

oo Cr—Ge the protein

Pflanzenmitochondrien — alternativer genetischer Code? — nicht auf mRNA-Ebene!
Arg-Codon CGG = Trp?

Trp-Codon UGG

Serin-Codon UCG = Leu?
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Regulation der Transkription — bel Prokaryoten

Wichtigste Regulationsebene ist Initiation der Transkription

Stimmt weitgehend bei Bakterien — Transkription direkt mit Translation
gekoppelt

Bei Eukaryoten auch so bisher dargestellt — evtl. fraglich!

Gemessen wird haufig die ,,Steady State“-Menge der mRNA!!

Pflanzenphysiologie "

PUR

Universitidt Rostock »&



DNA-Microarrays

- Pro Gen existieren mehrere Sonden
- Sonden bestehen aus maximal 25 bp

- Arrays sind extrem spezifisch, selbst
Unterschiede von nur einem bp werden
erkannt

Actual strand = 25 base pairs
ight at GeneChip causes tagged DNA fragments that hybridized to glow

- Erlauben genomweite quantitative
Transkriptuntersuchungen

- Transkripte werden in cDNA umgeschrieben,
fragmentiert, markiert, und danach hybridisiert

- Nach Hybridisierung erfolgt Scanning und
Auswertung




Differentielle RNA-Markierung und Auswertung

Doppelspotting
zur Absicherung

keine Expression

von DNA-Microarrays

WT (unstressed) 1. WT (dehydration or cold
treated for 2 hr)
2. 35S:DREB1A transgenic plants
(unstressed)

= -,

mANA mRNA
Label with Label with Cy3

I Mix I
Hybridization
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Figure 1. cDNA Microarray Analysis of Gene Expression under Cold
Stress.

Tubulin als interne
Kontrolle

Ausldschung des
Signals durch gleich
starke Expression in
beiden Zustanden
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Regulation der Transkription beil Prokaryoten
Wichtigste Regulationsstelle der Genexpression!?

1. Promotorsequenz - starke Promotoren ahneln der consensus-Sequenz

Ergebnis einer langen Adaptation (Kurzzeit — Akklimation)
Biotechnologie

-3|5 -1|0 +?
§—TCT TGACA TATAAT CAT 3
3—AGAACTGT ATATTA GTA 5
17+ 10p— —5-70p—|

|_entwunden im offenen _’
-9  Promotor-Komplex +3

TTGACA TATAAT
82 84 78 65 54 45 80 95 45 60 50 96
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

2. ,,stringent — response*, generelle Beeinflussung der Transkriptionsrate
niedermolekularer Faktor beeinflusst RNAP
Generelle Reaktion auf Nahrungs-(AS)-Mangel

ATP AMP
PPP .,stringent factor” PRP=RP
(Guanosin-5- 1 (Guanosin-5'-
triphosphat) triphosphat-3'-
diphosphat)
lz
3
e | = pPPGPp
(Guanosin-5"- (Guanosin-5-diphos -
diphosphat) phat-3-diphosphat)

Pflanzenphysiologie "

PUR

Universitidt Rostock »&



Regulation der Transkription beil Prokaryoten

2. ,,stringent — response*, generelle Beeinflussung der Transkriptionsrate
niedermolekularer Faktor beeinflusst RNAP
Unbeladenene tRNAs am Ribosom dienen als Sensor

Aminoacyl-tRM A is substrate for peptide
Glucose ‘%
| ;
.:'.!-‘aa a

Uncharged j 9 A
o l (@ tRNA (\Cfpf/) ‘ \%_ \‘% ) é ‘ _ %ﬁf

Uncharged tRMA riggers |d||ng

O ) | CodY | == ilvB == BCAAs
y I | HEE % GTP +ATP
X S : u:. ‘
l ' GTP + ATP % + Rels,

ruy pppGpp
RelA)—’l A“%

T Wt
aj\\b I,\ PPPGPP
{ Neben dem Translationsstopp wird die
PPGPP RNA-Polymerase gehemmt und damit
\ _, tRNA and RNA global die Transkription abgebrochen.
1 synthesis

N/ NN N
Pflanzenphysiologie
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

3. Alternative Sigmafaktoren

Sigmafaktor-spezifische Promotorsequenzen charakterisieren Regulons

Tabelle 11.1: E. coli-Sigma-Faktoren erkennen Promotoren mit verschiedenen Consensussequenzen

Gen Masse Verwendung -35-Sequenz Entfernung -10-Sequenz
pob 70 kD alle Gene TTGACA 16-18 bp TATAAT
rpoH 32 kD Hitzeschockgene CCCTTGAA 13-15 bp CCCGATNT
pok 24 kD Hitzeschockgene unbekannt unbekannt unbekannl
rpol 54 kD Stickstofimangelgene CTGGNA 6 bp TTGCA

A 28 kD GeiBelgene CTAAA 15 bp GCCGATAA
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[C RpoN Bacsu

1 RpoN Rhime

coli

outgroup
sigma 54 factors

Fecl Ecoli

RpoEll (slr1545) Syncy 6803

RpoEl (sll0856) Syncy 6803

SigC Myctu
RpoE Ecoli
AlgU Pseae
SigE Myctu
CarQ I\/vavn

group 3
extra cytoplasmatic regulated
factors - ECF

[ Rpo28 Ecoli

RpoDI Synco 7942

group 3

i factors

RpoDI (slr0653) Syncy 6803

RpoDI Micae
SigA Syncc 7002
SigA Anasp 7120

group 1
primary sigma factors

RpoD Myxxa
Rpo70 Ecoli
RpoD Pseae

——{ MysA Myctu

M\JIQR I\/Iyr‘fll

RpoDIl Synco 7942

SigB Synco 7002

RpoD (sll0306) Syncy 6803

SigD Synco 7002

RpoDIIl Synco 7942 (F) group 2

gP?_P,\gS”ZOlZ) Syncy 6803 non essential primary
igH Nospu . .

RpoDIV Synco 7942 (F) like sigma factors

SigB Anasp 7120

] RpoD (sll0184) Syncy 6803

SigE Synco 7002

SigC Anasp 7120

— RpaoDIl Micae

RpaD (sll1689) Syncy 6803
SigC Synco 7002

—E RpoS Ralso
RpoS Ecoli

SiaS Psecae

group 2
stationary phase sigma factors

I—[ RpoH Ecoli
RpoH Alcxy

LE SigB Myxxa group 3
RpoH Stiau heat-induced sigma factors
an{‘ Stiau
SigF Bacsu
SigF Bacli
SigG Bacsu group 3
SigG Cloab sporulation sigma factors
SigE Bacsu
ngl( Bacsu

[~ RpoF (sIr1564) Syncy 6803

SigB Bacsu group 3
SigF Myctu stress response sigma factors

Regulation der
Transkription bel
Prokaryoten

3. Alternative
Sigmafaktoren
lassen sich in
Gruppen einteilen:

Sig70 versus Sig54

Sig70 Group 1
Sig70 Group 2
Sig70 Group 3 (ECF)
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

3. Alternative Sigmafaktoren
z.B. Regulation der Hitzeschockantwort bei E. coli

Stressproteinsynthese in Synechocystis

-
M - —es st -
Thide ——

3

—

”
-

30°C 43°C 45°C
Kontrolle Hitzeschock
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

3. Alternative Sigmafaktoren
z.B. Modell zur Regulation der Hitzeschockantwort bei E. coli
Hitzeschockgene haben mehrere Promotoren

Hitzeschock stabilisiert mMRNA
Mehr Sig32 (rpoH) konkurriert mit Sig70

AN e moH mRNA
Heat _ stabilised

{:} /" Increased translation
.
- 32

RNA Polymerase

Heat shock-responsive gene

Promoter

Titrationsmodell

Hitzeschock setzt Sig32 vom Chaperon DnaJ

DnaJ Expression hemmt Sig32 erneut

Sigma Anti-sigma
Factor Factor

\&

= D. =
m

ATP
<
RNAP + '

Transcrlptlon of

Stress Response Genes Stress Inducers
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Regulation der Transkription beil Prokaryoten
A —Sigmafaktorkaskade nach N-Mangel
B — Sigmafaktorkaskade nach Losungsmittelstress

A oN regulon STARVATION

\ XY,
UNKNOWN * o° regulon
* core RNAP /9 \ k47

o o “Qo

oN S
rpoS
B CYTOPLASMIC
STRESS STARVATION
oF regulon * ot regulon
EXTRACYTOPLASMIC \ R * /4 \ k * /4 *

STRESS . 5 A O —( D qu oS regulon
,&coreRNAP - f J /4 \‘ /(O\‘\k+/‘

N
: 0 7 07
0E L sl
rpoH hfq gle
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

I In vielen Bakterien wird die Hitzeschockantwort anders als bei E. coli
durch ein Repressorprotein reguliert !
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