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Regulation der Transkription beil Prokaryoten
4. Regulatorproteine Repressoren/Aktivatoren

z.B. Modell zur Repression des lac Operons am Operator(en)
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten
4. Regulatorproteine Repressoren/Aktivatoren
Das lac Operon in E. coli unterliegt zusatzlich einer positiven Kontrolle!
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Regulation der
Transkription bel
Prokaryoten

6. regulatorische
RNA

z.B. Regulation von ompF
durch micF, non-coding
RNA (klassisch als
antisense bezeichnet) die
von einem separaten Gen
kodiert ist und mit der Ziel-
RNA (hier ompF mRNA)
wechselwirkt.
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Regulation der Transkription
bei Prokaryoten

6. regulatorische RNA

Wirkungsweise von regulatorischen
RNAs

Instabilitat und Abbau der dsRNA
Termination der Transkription durch
dsRNA
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Regulation der Transkription bel Prokaryoten
6. antisense RNA — RNA wird von einem geninternen Promotor in
Gegenrichtung zur normalen mRNA abgelesen — 100erte Beispiele

Klnstlich erzeugte antisense RNA wird (wurde) haufig zur Kontrolle
eines Zielgens genutzt werden (heute siRNA-Technik)
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Environmental stress response involves non-coding RNAs

Example E. coli ~80 ncRNAs known:

(a) (b) (c) (d)
Stress  Fe++ limitation ~ Oxidative siress Low temperature  Glucose-P
Fur OxyR Promoter SgrR
derepression activation activation activation
sRNA RyhB OxyS DsrA SgrS
Tlarget  poyy binding RpoS RpoS Glucose
mRNAs proteins FhiA transporter
Outcome Reduced Fe++ Reduced Increased Reduced glucose
requirement oxidative protection from entry and
damage low temperatures phosphorylation
RyhB matches
9  GRAGRCOCTCGOIGRFARCCUGARRGICACG 38 OxyS match
-3 gcgéﬂé;alclig-mltwét-lémnlainlac _30 18 -COUUUAACCCOUTGAAGTCR- (45) - GUGRACCUTITECEGATCTCCRGGRTC- 106
sdh 48 ﬁﬁé&é%ul‘aéﬂ-cl?j-ammcuéuuuclrunliuétl}éégwcu- -18
38 GROEDTECTCRC AT IOCRGIRITIR OO &l
NIV N RN NI )
[Gottesman, S. (2005) Trends in Genetics 21, 399-404 ]
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

6. NnCRNAS

Non-coding RNASs, haufig in intergenen Bereichen
Definierte Sekundarstruktur erlaubt negative aber auch positive
Kontrolle der mRNA Stabilitat, Translation bzw. Transkription

Box H/ACA E

OxyS snoRNA

K .
¥ target
5 8
w target
. B
RNA polymerase

5 i : 5

6S RNA tmRNA
-
Sequence conuenvakn

Ribosome

Gisela Storz (2002)
An Expanding Universe of Noncoding RNAs ;
Science 296, 1260-1263 45SRNA"J 72 PUR
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

6. NncCRNASs sind haufiger als gedacht in Bakterien

Total RNA
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten - 6. ncRNAS

Synechocystis 6803 kodiert genau so viele regulatorische RNAs wie mRNAs!

Occurrence of 3213 promoters along alinear plot of the Synechocystis 6803 genome
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7. Riboswitch

Repression/Aktivierung auf RNA-Ebene bei Bakterien und Eukaryoten!

1)

2)

Definition: Riboswitches sind strukturelle Doméanen innerhalb des 5 -UTR einiger

MRNAs, die als Metabolit-abh&ngige genetische Kontrollelemente agieren.

Zwei wichtige Funktionen:

Bildung von hochselektiven Bindestellen (Aptamer) flr das Target-Molekll ohne die

Hilfe von Proteinen

Bindung des Target-Molekdls fuhrt zu allosterischer Reorganisation der RNA-Sekundar-

[Tertiar-Struktur der 5°-UTR, was eine Veranderung der Genexpression hervorruft

Riboswitch sequence ety : VAEAN
Gcnc ) *‘".‘ 'T,'((v‘ /‘J’ '.‘ .XM—#

TR T /'.w | (z‘ A
. K ."";-/ UL M Protein 0

e product
‘ Riboswitch RNA

‘ Active
. Protein-coding state 7;

P Sequence ’\\“

state u
Target
chemical

.‘;onc‘o ing S . /,’
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7. Riboswitch

Riboswitches zeigen allosterische Effekte inklusive kooperative und
antikooperative Effekte!

Allosternic site |

Allosteric site |l
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Inactive protein

Preorganized allosteric site || A

Ligand-induced

Active protein
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7. Riboswitch

Riboswitches wirken auf verschiedenen Ebenen!

5 UTR " thiM (THZ Kinase) " JUTR | Translation Control
Hih:::ltnh TPP-induced alteration of 5" UTR
. \ secondary structure saquesters
E. coli 5 —"—AGGEGC — LG the Shine-Dalgamo (S0 sequence)
‘ sD and prevents ribosome binding.
TPP
| 5 UTR i tenA (thiamine operon) " JUTR . Transcriptional Control
TPP-induced alteration of 5' UTR
i \ sacondary structure allows form-
B. subtilis 5 ALG ation of a lerminator hairpin, thus
‘ terminator inducas transeription termination,
| 5 UTR "thlammi biosynthetic gnne“ IFUTR | Splicing Control?
TPP binding doma:n i located in
F. axv- . thie firg! intron of a putative thiaming
y &' = auacoc -"— A LI blasynhetc gene. TEP binding
sporum 5' ‘ 3_' might control splicing of pre-mRNAS.
splice splice
site site
5'UTR thiamine biosynthetic gene 3 UTR Processing/Stability
T i 1 1 Control?
TPP binding domain s located
immediately adjacent to the polyh
P. secunda 5§ AUG

IET

tail of a putative thiamine biosyn-
thetic gane. TPP binding might

control mRNA processing or stability.
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Regulation der Transkription beil Prokaryoten

8. Attenuation

z.B. Regulation des trp-Operons in E. coli

Structure of the frp Operon

"N

repressor mRNA

‘ ' High levels
repressor
trp
A

tryptophan
synthesis

trpR IPl °| trpL I trpE

trpD trpC trpB trpA
Attenuator
element
Low levels
of tryptophan of tryptophan
|
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Regulation der Transkription bel Prokaryoten

8. Attenuation
z.B. Regulation des trp-Operons in E. coli

Prodein Sothrariatsynelas: Indoighytesin- Tryptophansyniedas:
Spane BKatie Aate
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Regulation der Transkription beil Prokaryoten
8. Attenuation

Die RNA des Leader-Peptids kann mehrere Sekundarstrukturen einnehmen.

U A

G C

G C
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gTeglons 3&4 ALTERNATIVE STRUCTURES ARE POSSIBLE ‘ Regions 2 & 3 pair;
pair to form the Region 2 is complementary to 1 & 3 | terminator region
terminator hairpin | l Region 3 is complementary to 2 and 4 _is single-stranded

Die Translationsgeschwindigkeit bestimmt, welche Paarung entstehen kann.
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Ribosome o Leader mRNA

N 2 \
1 3
/ i Formation of this
stem and loop results

Leader region is in the termination

completely of transcription
translated
A. High tryptophan level
2 z Transcription
Ribosome is stalled 9 —> " continues

at trp codons 3

B. Low tryptophan level

Regulation der
Transkription bel
Prokaryoten

8. Attenuation

Attenuation beruht auf dem
gleichzeitigen Ablauf von
Transkription und Translation

Eine Form der
Terminationskontrolle!
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Regulation der Transkription bel Prokaryoten

8. Attenuation

Attenuation ist nicht auf das trp-Operon beschrankt.
Bel anderen AS-Operons z.T. einzige Regulation.

Tab.4.10 Leit-Peptid-Sequenzen einiger Aminosaure-Operons des
E. col-Genoms.

Operon
his met thr arg val gin phe lys his his his his his
his his pro asp
v met thr ala leu leu arg val ile ser leu val val ile
ser val val val ile ile ile pro pro cys gly ala ala
leu gly arg gly lys ala
leu met thr his ile val arg phe ile gly leu leu leu leu
asn ala ser ser leu arg gly arg arg val ser gly
ile gln his
pheA met lys his ile pro phe phe phe ala phe phe
phe thr phe pro
thr met lys arg ile ser thr thr ile thr thr thr ile thr ’ 3
je thr thr gly asn gly ala gly renphysiologie "
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

8. Attenuation

Attenuation durch Ausbildung einer Terminationsschleife beim his-Operon
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

9. Antitermination
Antitermination hilft beim Steuern der Lysogenie des Phagen Lambda.

xig cm@ ) q_l‘.',l‘,_FL I
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Tmi!aw,m WTLW N antitermination
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Antitermination ist auch bei der rRNA Synthese in E. coli (S10) beteiligt. rostock



Regulation der Transkription bei Prokaryoten

10. Genumlagerung

z.B. Phasenwechsel der Flagellinsynthese (H1 oder H2?)
bel Salmonella thyphimurium

H2 flagdlin

o 0O : ]
5 H2 rhi .O.“_

No expression of H1

H1 flagdlin

No expression of H2 or repressor

2 L
L
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

10. Genumlagerung
Modell der Rekombination

hix (L) Enhancer hix (R)
S Ce— ] sm— 7 YT {—
\‘/
Fis
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W siversitit Rostock »&



Regulation der Transkription bei Prokaryoten
10. Genumlagerung

z.B. Nitrogenase-(nif)-Gene und Heterocystenbildung bei Cyanobakterien

W Nif-Gene in ,normalen* N,-Fixierern

hif QB A LFM‘/[VSUXNEVK DH J

— T TS f A ———
-+~ - - - -

nif-Gene in vegetativen Zellen ohne N,-Fixierung
orf2,1,3

-+ ] —= +— 55 —w=
//d/LNEKv kb ‘)HUJ kb fc!B oL
17 2%
O e
7/ il

fdxH visA s 21D

nif-Gene in reifen Heterocysten mit N,-Fixierung
orf2,1,3

vegetativen Zellen (klein) und

Heterocysten (grol3), bakterielle //'V/{(N E k¥D HU ’B el S
Zelldifferenzierung!!! ? 7
-+ o

v arcD Pflanzenphysiologie
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Mechanismen der Genregulation in Bakterien
Promotorstruktur (E)
Stringent response
Alternative Sigmafaktoren (E — in Organellen)
Regulatorproteine (Repressoren/Aktivatoren) (E)
Autoregulation (E)
Riboswitches (E)
Antisense RNA (E — RNAI)

Attenuation

© 0 N o O bk~ W D F

Antitermination (E)

10. Genumlagerung (E) .
(E) prinzipiell &hnliche Mechanismen gibt es auch bei Eukaryoten Pﬁa;’ij”g"g’e

Universitidt Rostock »&



DNA-Bindedomaéanen

Helix-Turn-Helix-Domane/Motif
Eine Bindehelix legt sich in die grof3e Furche der DNA.

Helix-turn-helix motif of protein Major groove of DNA A perfect fit

sequence forms g
aturn
— . ; < ¢ ‘;'-"';.\
f > - groove % 2
¥ -y - : - ’ ) ,(.\‘ ‘ - \\

Amino acid
¢ L P

- " .

Xi[ay-n
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DNA-Bindedomaéanen

Helix-Turn-Helix-Domane (Motif)
z.B. in diversen prokaryotischen und eukaryotischen Transkriptionsfaktoren

Interferonrezeptor

lac repressor

trp repressor
Helix-turn-helix motif

Figure 31.3
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company
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DNA-Bindedomaéanen

Helix-Turn-Helix-Domane (Motif)
Die Bindehelix hat definierte Aminosaureseitenketten,
die zur spezifischen Basenerkennung dienen.

Or1/R1-69
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Regulation der
Transkription bel
Prokaryoten

Lac-Repressor in E. coli

Modell zur Bindung des
Repressors Lacl an den

Lac Operator

DNAse - protected

D ()]

TGTGTGGAATTG ACAATTTCACACA
ACACACCTTAA! TGTTAAAGTGTGT

ATGTTA C T
T ACAAT G A

OC mutations

Spezifische AS-Reste
erkennen spezifische Basen im
Operator
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DNA-Bindedomaéanen

Polare AS-Seitenketten der
Bindehelix kdbnnen spezifisch mit
bestimmten Basen udber H* -
Brickenbindungen interagieren.
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DNA-Bindedomanen
Helix-Turn-Helix-Motif
z.B. AS-Reste in weiteren HTH-Proteinen
,Domain-swapping“ zum positiven Nachweis

|
ty
CrotRepressor ‘_ A-Repressor
A NY s \/ \NY '\
} ‘ /h \ j :
CT c
m
TACCTCTG TATCCCTT renphysiologie \
ATGGAGACC ATAGGGAAC UR Ng
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DNA-Bindedoméanen
Zink-Finger-Doméane/Motif

In diversen eukaryotischen aber auch prokaryotischen TF
z.B. SP1 (bindet GC-Boxen) oder TFIIIA

reich an;
ser Ser
Thr Gin  Thr Gln — DNA j

j | Binde-
| | Domine |

N BN W coor

$Te TRSp ufRSp
H F < F H
o & é R L
' K S Zn-
A G R P K fi’,‘lge
l’LR SY@: 0K E @) 0|
w R &«
w P
® © @ © @
TGegef Gekkf" T

7~ \\-..
O o ®
8 )
] o
COOH
Finger 3 N\

Finger 2

A

Fin
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Helix-turn(loop)-helix

DNA-Bindedomanen
Konservierte Doméanen/Moaotife in
diversen eukaryotischen aber auch prokaryotischen TF

Zink-finger

Basic zipper Basic-helix-loop-helix
(A) (B) () (D)
HOOC COOH HOOC COOH
Ligi Leu | Z’u‘_—lu:-:[i ii
Ceul oop'g
C'}'S His ey i “:E;—hxu l!
0 o 1 e F
¥a Hig o+ + .
H}EN E:DDH _-""...‘_-r+ +-'|: r ._+ 4 I‘-.. )
1 +
& ! s "
N\ : § £
i L™ o~
& ) T [ [ a4 !
1/ /e Al { ﬁrfx s seee
Wene P %  §
?ﬂ\’;j/m F"ﬁi"{”ﬁi‘ 0wy .y
i \ i B 31 ; ’ ! | _H 1 !
& Zn 4fe;.- ";', Eﬁi;' oy |
N N M M
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Protein-Dimerisierungsdomane
Leucin-Zipper

In diversen eukaryotischen aber auch prokaryotischen TF zur
Dimerisierung der Proteine (Homo- und Heterodimere) durch
hydrophobe Wechselwirkung!

a
The Leucine Zipper

5 10 15 20 25 30
HMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVGER ©.

gabcdefgabcde fgabcdefgabcde fgabcd

Original concept More correct
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