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Vorlesung 8

Regulation der Genexpression bei Eukaryoten

Posttranskriptionale Kontrolle
Alternatives Splicen
Regulatorische RNAs

Proteinsynthese, 2. genetischer Code
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Regulation der Transkription bei Eukaryoten

DNasel-hypersensitive Bereiche sind Ergebnis von Chromatin-Remodeling
Dabel sind v.a. Histon-(De)Acetylierungen beteiligt

Histon-Deacetylasen l Histan-acetyl- Transferasen (HAT)
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Tab. 13.3 Einige Histon-Acetyl-Transferasen in
den Kernen menschlicher Zellen [aus 3]

Enzym Komplex Speafitit/funktion
p300JCRP - Acetyllerung der vier Core-
(5. 300 Histone

Acetylicrung von Transknp-

tonsfaktoren, z. B, p53
SCRIJACTR - Acetylierung der Histone
(. 385) H3 und H4
PCAF - Acetylierung von Histon H3
(S.370) und Transkriptionsfaktoren
hGONSL STAGA  Acetybierung von Hston H3
TERKC - Acetyhierung der Histone
(S. 359) H2A, H3 und H4
hTAF, 250 THID Acetylivrung der (freien)
(S, 343) Histone H3

und Hd sowie Transkrip-

tionsfaktoren
Elp3 Flanga-  Acetylierung der vier

tor Care-Histone

Funktion bei der Elangation
der Transkription
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Regulation der Transkription bei Eukaryoten
Vielfaltige Histonmodifizierungen sind maglich
Rot — Acetylierungen, Blau — Phosphorylierungen, Gelb — Methylierungen,
Auch andere Modifizierungen sind maoglich!

Entsteht so ein epigenetischer Code??
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of the epigenetic code
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DNA methylation

[ Methyl marks added to certain
DNA bases repress gene activity,

Histone tails
"\\ \ Histone modification
A combination of different
melecules can attach to the ‘tails’
of proteins called histones, These
alter the activity of the DNA
wrapped around them,

Histones

%

Chromosome

The two main components
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Ebenen der Genregulation bei Eukaryoten
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

pra-mRNA wird wahrend der Transkription im Zellkern modifiziert

DNA

Bildung des
3-Endes und
Polyadenylierung TmeG

AAA — -~ TmeG
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

pra-mRNA kann alternativ gespleil3t werden

Intron Exan Intron
102104 Nucleotide  ca. 2000t o 103 - 10° Nucleptide
I " | 1
_ U1snRNA U2snRNP  UlsaRNP UZsnRNP U TsnRNP
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e e alternative 3‘ Spleistellen
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Entfernen von einem Exon
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Regulation der Genexpression bei Eukaryoten

Typen von alternativem Spleif3en

Cassette Exon

Mutually Exclusive
Exons

Intron Retention

Alternative 5'
or 3' Splice Sites

Alternative Promoters

Alternative Splicing
and Polyadenlyation
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

pra-mRNA kann alternativ gespleil3t werden
z.B. Haupt-Myelin-Protein im Gehirn
(Mensch hat bis zu 25.000 Proteine/Peptide im Gehirn, Maus weniger)

Abb,14.17  Spleifen von MAP-pra-mRNA.
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Regulation der Genexpression bei

Eukaryoten

z.B. Tropononin-T im Muskel

Calcitonin
N-terminak Peptide +  Caerminale Pepticle
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Intensity

Intensity
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Regulation der Genexpression bei
Eukaryoten

reife mMRNA wird in das Cytoplasma exportiert
Komplex mit speziellen Ribonucleoproteinen

.y‘v::tg
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Zellkern @ O [Ra ’
& : GIP

!
— R f.;____. — = @Ry~ - cytoplasmic filaments
o SRR ; = cytoplasmic ring
| \ : ,

lumenal spoke ring

) N "E‘,' 4 & : nuclear ring

Cytoplasma e GOP ‘

| R P : £\ y

| '\4\\.. 4 e nuclear basket

[ WO “
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""® [ = &1{3’\—&’3 ) © THE BIG PORE: A and B are stereoviews of the

Dictyostelium nuclear pore structure from the cytoplasmic
side and the nuclear side, respectively. C shows a cutaway
view of the pore with dimensions indicated and the central
plug/transporter removed. (From M. Beck et al.,

Science, 306:1387-90, 2004.)



Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Struktur der reifen mRNA im Cytoplasma
Vergleich mit bakterieller mMRNA
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Abbauwege fur mRNAs, Halbwertszeit
PolyA-Schwanz und Kappe schutzen vor Abbau
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Stabilitat der mRNA in der Zelle

iInstabile (min) und stabile (h) MRNAs
ARE — (AU-rich elements) destabilisiert mMRNAsS
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Stabilitat der mRNA in der Zelle

Stabilitatssequenzen konnen durch Proteine gebunden werden

TR-mRNA
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Stabilitat der mRNA in der Zelle

Eisenregulierte Proteine in Saugetieren werden auf mMRNA-Ebene reguliert

Aconitase dient als Fe-Sensor

IRON STARVATION

ferritin mRNA tran:
Il AAA
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+ translation blocked
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EXCESS IRON

¢ mRNA translated

sferrin receptor mRNA
5
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5
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&
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Stabilitat der mRNA in der Zelle
Koordinierung von DNA-Synthese und Histonmenge durch Destabilisierung von
Histon-mRNA durch freies Histon (&hnlich ribosomale Proteine)
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten
Stabilitat der mRNA in der Zelle — RNA-Interferenz (RNAI)
Petunienexperiment am MPI Kdln
posttranscriptional gene silencing — PTGS, heute siRNA, miIRNA
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Regulation der Genexpression bei Eukaryoten

Durch externe Zugabe kleiner RNAs lassen sich Gene ausschalten!

In 2006, Andrew Fire and Craig C. Mello shared
the Nobel Prize in Physiology or Medicine for

their work on RNA interference in the nematode
worm C. elegans, which they published in 1998.

RNAI has become a valuable research tool, both
in cell culture and in living organisms, because
synthetic dsRNA introduced into cells can
selectively and robustly induce suppression of
specific genes of interest. RNAi may be used for
large-scale screens that systematically shut
down each gene in the cell, which can help
identify the components necessary for a .
particular cellular process or an event such as N
cell division. The pathway is also used as a

practical tool in biotechnology and medicine.
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Kleine RNAs spielen eine regulatorische Rolle!
Ca. 40% des nichtcodierenden Bereiches im humanen Genom ist exprimiert!
Es wurden ca. 8000 microRNAs vorausgesagt!
Darunter sind Primaten- und Gehirn-spezifische microRNAS!

Dicer. _

SiRNA
duplex

% SIRNA unwinding
(RISC activation)

mRNA degradation

Protein acpressio’
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Biospektrum
Oktober 2006

MIRNA — micro RNA

SIRNA — short-interfering
RNA

Drosha — RNaselll
DICER — RNaselll
RNaselll macht 2 bp Uberhange

RISC — RNA induced silencing
complex

Ago — Argonauten Proteine (RNA
Bindung und Endonucleasen)
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Wirkungsweise von kleinen RNAs mit Hilfsproteinen

miRhA

Y

O

miRMAS
siAMA

meG

Ago?

m'G SR AAAAAAA

Spaltung der mANA

A Abb. 3: Lokalisaticn von Argonaut-Proteinen in HEK 203 Zallen. Teilabbildung 1 z=igt die Farbung mit
i anti-A rgenautAntikdrpem. P-bedies sind durch Pfeile g=kenmesichnet. In Teilabbildung 2 sind die Z2 Ik
- w - * -

mG D T AAAAAAA MG TV keme mit DAPI gefarbe.

Abbau dar Spaliprodukte Entfemung das m'G Caps

S

= AR
Abbau der mRMNA

& Abb. & Schematische Darstzlung der Funktion won miRk&s. miRMA s kinnen sowchl die Staki-
litat ihrer Zisl-mRHAs [, C] als auch deren Translaton (B bezinflussen. m* G, 7-Methy HGuanin;
BARL Poly-A-Sohwarz.
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Wirkungsweise von kleinen RNAs mit Hilfsproteinen
auf RNA-Stabilitat bzw. Translation

s —AAA
—AAA m’G
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Nucleus "G
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Translation repression
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mRNA cleavage
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Wirkungsweise von kleinen RNAs mit Hilfsproteinen
auf Histon-Modifikation, RNA-Editing etc.

RNA-induced Transcription Silencing

dsRNA viral replication precursor miRNA

SIRNA, o e = miRNA

effector complex:

genome \% MRNA .
oNA_ LT TIT RNA 5 "TIT TIT 3¢ Pflanzenphysiologie "
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Regulation der Genexpression beil Eukaryoten

Kleine regulatorische RNAs wurden in allen Genomen gefunden

Table 1. Schemes for detecting small RNAs in genomes

Organism

Search criteria

Comments/Predictions

Confirmed RNAs

Reference

E. coli

E. coli
E. coli

E. coli

M. jannaschi
M. jannaschi

P. furiosus

A fulgidus
Mouse

C. elegans

C. elegans

D. melanogaster
HelLa cells
Mouse

Arabidopsis

1} Conserved sequence
in IG

2} Stem-loops and/or
microarray signal

Conserved structure in IG

1) Orphan promoters,
terminators in IG
regions

2) Conserved sequences

Orphan Promoters
terminators at
distances >45, <350
apart

{G+C)% and CG
dinucleotides

High GC regions

High GC, conserved
sequence
Conscrved structurc in
G
Transcript size
(50-500 nt}
Transcript size
{50-500 nt)
Conservation, stem-loop
structure, in IG
Transcript Size (22 nt),
conserved stem-loop
Transcript size (18-26
nt), 5P, 3' OH
Homology/proximity
Transcript size {19-25 nd)

Transcript size (19-25 nt)

Transcript size (22 nt),
5'-P, 3’OH ends

275 candidates

227 initial candidates:
144 possible sSRNA

tRNAs, rRNAs found

tRNAs, rRNAs found

36/86 in known
classes (snoRNAs)

113/206: snoRNAs

26/201: in genes

40 candidates

38 candidates
Stem-loop precursors

3 found near athers
Stem-loop precursors
for microRNAs
Tissue-specific
expression;
Stem-loop
precursors
MicroRNAs;
Stem-loop
precursors;

2 without stem-loop

16 sRNAs, 6 ORFs/
60 tested

11/49 tested
14/23 tested

7/8 tested novel; 6
others found
previously

19 candidates; none
tested

4/9 tested

4/8 tested

4/17 tested

86 (50 of unknown
function}

201 {57 of unknown
function)

3/40 tested

13/13 tested

55 new microRNAs

16 novel microRNAs

21 novel microRNAs
34 novel microRNAs

16/16 microRNAs;
1/2 others

1

(Wassarman et al. 2001}

(Rivas et al. 2001}
(Argaman et al. 2001}

(Chen et al. 2002)

{Schattner 2002}

(Klein et al. 2002}

{Klein et al. 2002}

{Klein ct al. 2002)

(Tang et al. 2002)
{Huttenhofer ct al. 2001)
{Lee and Ambros 2001)

(Lee and Ambros 20011

(Lau et al. 2001)
(Lagos-Quintana et al. 2001)

{Lagos-Quintana et al. 2001)
(Lagos-Quintana et al. 2002)

(Reinhart et al. 2002)

sequences).

All small RNAs listed here as confirmed were either predicted by the means indicated and then confirmed by Northern blot or were
originally detected as a transcript. Purely computational approaches make significantly larger predictions of possible small RNAs;
some of these predictions have been tested, and those that are confirmed are presented here. Others predicted but not confirmed may
include conserved secondary structure elements in intergenic regions associated with mRNAs {for instance, terminator/antiterminator
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Kleine RNAs gegen Krebs
Gentech meets Nanotechnology

1. siRNA-containing
delivery vectors
(polyplexes) are injected _4

' 4. Internalization

2. Polyplexes
* + travel through
.. bloodstream > 9. mRNA
cleavage

Ve

4 8. Formation of

"~ _'_—" s
.
complex
7. Formation of
activated RISC . .
complex Receptor-binding

3. A portion of aptamer

the polyplexes
reach the target
site (Vo)
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Kleine RNAs fur/gegen Alles
siRNA Synthesis RNA Interference

DNA é
S —> <
=)
mRNA
% degradation
_____ Single /
SiRNA strand x
designed of siRNA -~
Gene to be = \
target specific : 7 =S g —
for gene = 0 g — ,(h \
| target o R aw ‘ p—
_____________ = Y N\ m———
S ~ pr
Q
siRNA is targeted to Within cells, siRNA is directed to a This mRNA is cleaved
a specific gene. This siRNA unwinds targeted mMRNA that is and undergoes
can occur through a and is incorporated known to be involved degradation, thereby
natural process or be into RISC, a stable in a disease pathway. interrupting the d
designed through protein-RNA complex. protein synthesis N
chemical synthesis. of the targeted gene. §
®



Kleine RNAs selber gemacht

| loop EREIES

Genemed

siRNA Expression Vector
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Kleine RNAs — Bakterien kdbnnen das natirlich auch

Box H/ACA
snoRNA
target

target

B
RNA polymerase
5 7\ 5
L th{NAfﬁQ/_j
Ribosome
C
4.5S RNA

5'

G. Storz Science 296, 1260 -1263 (2002) Science !

Published by AAAS AVAAAS




Zusammenfassung posttranskriptionelle Kontrolle

Spielt insbesondere bei Eukaryoten eine sehr wichtige Rolle
Zwei prinzipielle Mechanismen — mRNA Halbwertszeit bzw. Translatierbarkeit
MRNA Halbwertszeit durch Sequenz vorgegeben (auch ,cap“ und Poly-A)

Bindung von Proteinen kann stabilisieren

Kleine regulatorische RNAs (RNAI) stellen eine universelle Ebene der Regulation dar
MiRNAs — extra Gen fir RNA, keine 100% ige Komplementaritat

SIRNA — komplementare antisense RNA oder kinstliche dsRNA

Wirksame kurze ssRNA-Molektle entstehen durch DICER und RISC-Komplexe
Vermutlich mehr Gene flir miRNAs (siRNAS) als proteinkodierende Gene
Beeinflussen die mRNA Stabilitdt oder Translatierbarkeit der mRNA

RNAI kann systemisch sein oder auch tber Speicherformen wirken
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Ebenen der Genregulation bei Eukaryoten

p
Zellkern

e | EEE N

Transkription
+1 I P

W a3
Primartranskript 2 lReifung ’

&mmppp Aiotoee
reife mRNA m’Gppp . A100-250

Kernhtille
Transport

N s

Zytoplasma &
m’Gppp e— A,)_>50 MRNA

Trans\
. lation )
Speicherung ik Degradation
m’Gppp {m A100-250
H,oN /\/ COOH " polypeptid

lModifikation

Kernpore

aktives Protein

© Georg Thieme Verlag - Janning/Knust: Genetik - 1. Aufl. 2004

o

Pflanzenphysiologie

PUR

Universitéit Rostock »&



Proteinbiosynthese

Proteinbiosynthese findet an Polysomen statt
Kopplung von Transkription und Translation bei Prokaryoten
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Proteinbiosynthese

Struktur der tRNA, am 3'-Ende wird die AS gebunden
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Proteinbiosynthese

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen beladen die tRNA in einer 2Schrittreaktion
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Proteinbiosynthese

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen fallen in 2 Klassen, evolutionar unabhangig
2. genetischer Code, 20 Enzyme spezifisch fur je eine AS

Klasse | Klasse |l
Spexfitat Untereinheiten®  Spezifitat Untereinbeiten
Argin{u 577 (M) Alanin 875(7)
Cystein 461 (M) Asparagin 467 (D)
Glutam_ins:iurc 471 (M) Asparaginsaure 590 (D)
Glutamin 551 (M) Glycin 303/689 (T, o.f,)
Iso&ef.»cin 934 (M) Histidin 424 (D)
Leum!) 860 (M) Lysin S04 (D}
Methionn 676 (D) Phenylalanin 3271795 (7, a,f3;)
Tyrosin 424 (D) Prolin 572 (D) :
lry!)tl);x‘l.m 334 (D) Serin 430 (D)
Valin 951 (M) Threonin 624 (D)

taptacte Domine Bang oa Bodurg 0s - Oligomer

ATP.ynd Avnosdiro.  RKAMknptee:  BNAAM- blkang

brdungasteim res £00%0ns

e g Kl_asse 1: N-termma}e katalytische Domane,

anipanabelas f-Fattian f-dael Mit Rossman-Schleife

heften AS an 2‘OH-Gruppe im Adenin

; , Klasse 2: drei allg. Sequenzahnl. in kat. Domane,

heften AS an 3‘OH-Gruppe im Adenin
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Proteinbiosynthese

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen der Klasse 1
Kontakt mit tRNA an der kleinen Furche des Akzeptorstamms und im
Anticodonbereich — raumliche Erkennung!

UL-AT2-Hasenpoanng
151 unlerteochen

Nass 1 [Gh-1RNA-Syrhetasg)

foczaptoesiamm lagl in eloer
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Proteinbiosynthese

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen der Klasse 2
Kontakt mit tRNA Uber variable Schleife und der grof3en Furche des
Akzeptorstamms sowie im Anticodonbereich — raumliche Erkennung!

KlEssa 2 Fap-tANA-SYTNea3se]

enetsyang s Ende
ot e i Protein

AFatosdomschist ist wanrogan
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Proteinbiosynthese

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen
machen ein zweistufiges ,proof-reading”
Fehlerrate entspricht der der
Proteinbiosynthese! 1/60.000
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Proteinbiosynthese

Selenocystein — 21. proteinogene Aminosaure
SeH-Gruppe sehr reaktiv, z.B. Formiat-DH, Glutathion Peroxidase
Serin-spezif. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen beladt die tRNA
spezifischer Translationsfaktor ist beteiligt

l:'l.:'i'l '_rH 5|I.'
I'TH; '1;|L- ‘:IZH.:-
H—C—NH,  H—C—NH,  H—C—NH,
LO0OH COHH CO0H
Serin Ser) Cystein (Cys] Srleno-
Cystein [SeC]
O O

H Se/\l)J\Oe @OJ'H/\

®NH;

SeH
@®NH;

A
C
C
G
6—¢ o gan)
=% Basanpaseim
AT | Akzeptoe-Arm
G—-C
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T—A 50
—C—G
g ‘B T ( ( GGl A
cchl_l(wc( Cc.cac.c.,Tc
G . o 1
|L,.cc.tc 2060 A
20 O V) S
0-E-2 6T
- (" 2 (; 4 i C" L’. (', -c',Go
EX IR el
| PR, ASCRENG
‘____-v T g A ‘_." G 7 A
das Anticedon poaart ungewohnlich C¢
mit DG ange variakie”
Schivile
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Proteinbiosynthese

Selenocystein — 21. proteinogene Aminosaure
Serin-spezif. Aminoacyl-tRNA-Synthetasen beladt die tRNA
spezifischer Translationsfaktor ist beteiligt
Secis — selenocystein insertion sequence, von SelB erkannt
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Tertiarstruktur von Ribosomen aus E. coli
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Proteinbiosynthese

Raumliche Darstellung von Ribosmen

E. coli hat bis zu 20.000 Ribosomen, 25 % der TM

kleine Untereinheit . groe Untereinheit | Ribosom

RIS Karbe
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Proteinbiosynthese

Ribosmen enthalten mehrere aktive Zentren, an deren Bildung rRNAs sowie
verschiedene ribosomale Proteine beteiligt sind.
MRNA zwischen den UE, 3 Bindestellen fur tRNAs, Peptidsynthesezentrum, 1
Peptidkanal,

=

Pflanzenphysiologie

PUR

Universitat Rostock >¢

P 4
_-!"tr.'t e |



