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Vorlesung 2

Initiation der Transkription am eukaryotischen Promotor
Termination der Transkription
RNA-Reifung
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Initiation der Transkription in Eukaryoten

Im Zellkern liegen 3 RNA-Polymerasen vor.
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Funktion
RNA-Polymerase I: rRNA-codierende Gene
RNA-Polymerase Il: Protein-codierende Gene

RNA-Polymerase lll: tRNA, 5s rRNA, sn-uRNA,
sncRNA -codierende Gene

Alle euk. RNA-Polymerasen bendtigen
Hilfsfaktoren (Transkriptionsfaktoren) zur
Initiation am Promotor!
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RNA-Polymerasen in Eukaryoten
Die grol3e Untereinheit der RNA-
Polymerase Il hat einen
C-terminalen Fortsatz, der viele AS-
Sequenzwiederholungen aufweist.
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Nur die TATA-Box und das Inr Element sind konserviert.

Position

-34 bis -26 -10 +1 mRNA Start
(A 177 B1712121013 B 458 4513853302011 16131418 ©£635722533321163343533
T 710181622171016 6 49156 622 6207 9 8 910 7 3bistibp 35823IN56870 7768M¢6 768
G 171818141020302332 11 0000 823231.1626" 89579366611 310331345
C 16201613151 9 814 6 0 0 3 0 1 2101122221016 5546866 75M0M1M81384 2685
5 +1

A A 9 bis17 bp ‘

Consensus- 6~ GTATA A =06==0 = . Py = = =PYA PYPY PYPYPY
Sequenz ¥ L
-10-Regionin TATAAT
bakteriellen ’
Promotoren - 14 bis -1
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

|dentifizierung weiterer Promotorelemente durch Promotor-mapping
Ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt +1

Schrittweise Deletion/Mutation des Promotors

[ K )I_’ e gfp >

-170 ssl3076 +103

v

Green-Fluorescence-Proteir

Quantitative Messung

der Promotoraktivitat mittels
Reportergenexpression

z.B. Gfp-Fluoreszenz an intakten Zellen
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Weitere Elemente sind genspezifisch — experimenteller Nachweis notwendig.
GC- und CCAAT-Boxen gehoren haufig zum Grundpromotor.

0 19 Q0 w» LN ] w ) 40 n o “ ‘“! Ll

Wethg Sy (‘KAIW,CCA&A&?UOCC?GCAMCMOCC?GQYO"’¢C-CWN!ACACNCOOOOYMOOAWACAMO"CAOOAC"MATMWWMK'M'OC"KM' 1
Mutaraen  GACCTCACCCT GLAGAGCCACACCCT GO G T GOCCAATC TACACACG GGG AGGGATTACATAGT ICAGGACTTGOGCATAAMAAGGCAGAGCAGGHCAGCIGCTGCTTIACACT 1
GIGTGOLCAATCTACACACGGAGIAGGGATTACATAGTTCAGGACTIGAGCATAAMAGGCAGAGCAGGOCAGC TOCTGETTACACT 0,09
TTGGCCAATC TACACAC GOGATAGGGATTACATAGI ICAGGACT TGGGCATAAAAGGCAGAGCAGGOCAGCTOCTGE TTACACT 01
TOOCCAATLTACACACGOGGTAGOGATTACATAGTICAGGACTICAGCATAAMAGGCAGAGCAGOUCAGCTOCTGE TTACACT 01
GGGATTACATAGTTCAGGACTTGAOCATAAMMAGGCAGAGCAGOOCAGCTOCTGCTTACACT 002
GOAGTIGOGCATAAMAGGCAGAGCAGGUCAGCTIOC TGO TACACT  0.02
CTIGAGCATAAMMAGOCAGAGCAGGOCAGC TOCTIGCTTACACT 0,02
CTIGOLATAAMAGOCAGAOCAGGOCAGC TOC TGO TTACACT 0,02
i AMGOCAGAGCAGGGCAGCTGCTIOCTTACACT  <0,005
[S-Globlngen r GAGCAGOOCAGCTIGCIOETIACACT <0005

CAGCTGOTOOTIACACT  <0,005

aaszzs;:aaé
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Eukaryotische Promotoren sind modular aufgebaut.
Zusatzlich zum Grundpromotor existieren ,upstream” Elemente.

Upstream TATA mENA

pr-:rmat-:r clr:m-:nls b-:[:x ll'l! tation
WIW@MO‘?‘

L 30 bp !
I 100 bp l
CCAAT
GGGGCGG
GCCACACCC
ATGCAAAT

CCAAT MRNA

GC box box

.
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Die TATA-Box wird von TBP erkannt und gebunden.
TBP = TATA-Binde-Protein, Bestandteil von TFIID
TBP induziert eine DNA-Verbiegung.

. Py
RSSO
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TATA box start of transcription

i —
(A} | — g TFIID
TBP

(B) ——(JTFIIA
_‘_H
(e TFIIB

(C) TFIIF__other factors
TFIE @ @
TFIHED Ca
RNA polymerase ||

TRANSCRIPTION

Initiation der Transkription in
Eukaryoten - RNAPII

Eine Reihe von universellen TF helfen der
RNAPII gemeinsam mit TFIID an den
Grundpromotor zu binden.

Tab, 12,3 Allgemeine Transkriptionsfaktoren

Bezechnung  Untercinheiten

Mol Gew, (kDa)  Funktion

THID

TFHIB
TEHF
TFIE
TAIH

169

TAfs

1

bis ru 12

3

SN N -

hierzu gehoren:

38

15250

12,19, 35

35

30, 74
34,57
35-89

2EET

Erkenaen der TATA-Box

Bindung van TAFS

Erkennen von TATA-freien Promotoren

verschiedene regulatodsche Funktionen
Stabilisicrung der THID-Bindung
Entfernen)Neutralisieren von negativen Faktoren
findung der RNA-Polymerase 1l

Heranlithren der RNA-Polymerase Il an den Promotor 7
Heranfihren von TFIIH, Regulation der enzymatischen Aktivititen von THM|
DNA-Helikase: Entwindung der Promotor-Sequenz

Protein-Kinase: Phosphorylierung der carbaxyterminalen Dosmine von
RNA-Polymerase Il

3.5"DNA-Helkase (XPB)
5'-3-ONA-Helkase (XPD)
cyclinabhingige Protein-Kinase (COK7)
Cycln H
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TFIID).
Your Favorite
Signal Transduction
Pathway Co-A ctivators Elongation Factors
Co-Repressors Splicing Factors

Processing Factors
Preinitiation Complex {f- ™
_,.-r—'-'_“____ SR
: S
Activators

/,// RNA Polymerase IT ™.

S-methyl -
Cytosine -
DN Acetylation

Phosphorylation \

Methylation
" o000 O
Alternate GTF's and TAF's

Cartoon figure depicting the assembly of certain transcription factors on the promoter of a eukaryotic gene.

Initiation der Transkription in
Eukaryoten - RNAPII

TBP — TATA-Binde-Protein — ist mit
weiteren Proteinen assoziiert die als
TAFs = TBP-Assoziierte-Faktoren
bezeichnet werden (Komplex ist
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Ubergang der RNAPII von der Initiation in die Elongation

ColC CTD binding HIV-1 TAR
element  sequence element

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII
TATA-Box-freie Promotoren werden an GC-Boxen durch den

TF SP1 sequenzspezifisch erkannt und initiiert

TATA-binding
TAFs protein

spl ENA polymerase II
and basal factors
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPI

rRNA-codierende Gene sind an bestimmten Stellen des Chromosoms geclustert.
RNAPI-spezifische Promotoren haben zwei charakteristische DNA-Elemente.
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. S Promotoc-Element
-150 110 <40 oAl -io
210 ‘" “ 10
GGAGATAGGTACTGACACGC
uss
L
UCE
‘-_/
prosimales
_~ (core) Element
»

Initiation der Transkription in
Eukaryoten — RNAPI

Modell zur Initiation an
RNAPI-spezifische Promotoren
UBF und SL1 binden als TF
SL1 enthalt TBP
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tRNA sowie 5s rRNA codierende Gene
haben geninterne Promotorelemente

Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPIII

r_--b
SSRNA-Gen
Klasse 1 T SN BB
“l BoxA BoxC  *120
= .
Klasse 2 NN . i T
«] BoxA Box B
r—--’
Klasse 3 T 1 USsnRNA G
TAIA «1
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPIII

Modell der Initiation an RNAPIII-spezif. Promotoren
von tRNA und 5s rRNA Genen
TFIII-B enthalt TBP!

RNA polymerase lll transcribes tRNA, 5S rRNA
and other short, stable RNAs

tRNA gene 58-rRNA gene
|1’ A hoy B hox — C hox

& B

~ TFIIE 208
MAF 1 repressor of RNA ﬁﬁ'”
chy

¥ ‘ palymerase [l transcription
L 4 /1¥ -4
@
¥

targets the initiation factor TFINE

tRNA\ﬁ‘
o .
(NMP, + NTP = (NMP g,y + PP Y. [ tRMNA modifications J )
SIS -
Karyopherinfexportin-mediated
nuclear export pathways

1zenphysiologie
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Initiation der Transkription in Eukaryoten

TBP ist bei der Initiation der Transkription an allen
Promotoren beteiligt.
Jedoch nicht immer bei der primaren Promotorerkennung!
Die Aktivitat der universellen TF ist reguliert!

RNA-Fol | /NA lhl\r:\ ol I

——
o~ -

1

st TFID RS
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Termination der Transkription bei Prokaryoten

Eine perfekte Terminationssequenz sorgt
fur Faktor-unabhéngige Termination

5'---UGUCAAAAAUAAUAAUAACCGGGCAGGCCAUGUCUGCCCGUAUUU--- 3

CCrPCOOOOOCOCO

&
w

5'---UGUCAAAAAUAAU
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FhA pokyneras e transcribes DM A

Termination der
Transkription bel
Prokaryoten

Schwache
Terminationssequenzen
bendtigen
den Faktor Rho u.a.
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Termination der mMRNA-Synthese bel Eukaryoten

Manchmal wie in Prokaryoten, wenn mRNA keinen Poly-A-Schwanz aufweist.
Meist nicht gut definiert. Polyadenylierung spielt eine Rolle.

7-Methylguanin -

Ribosomen -
gebundene RNase

gy gy gy L

Kappe AUG UAA Histon-mRNAs
/ 1 1 g / haben keine
' ‘ -
5] | ; Bsehis o 1 L7 polylA)-Enden
Uuu
U u
CG
CG
CG
GC
—ACCCAAAG CAACCA——3°

tH

endonucleolytische

Schnitte,gefolgt von
exonucleolytischem
Abbau ’
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R
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Reifung von rRNAs bel Prokaryoten

Das Zurechtschneiden wird durch viele RNasen vorgenommen

1 1000 2000 3000 4000 5000 6000

i

1

IHNA

Culs 1 4, NNase 1, 2,9, ANase P; 3,10, fiNase X; 5, RNase E;
6, NNase M16; 7, RNase 'M23": 8, Niase ‘M5’

T, o~

16'S rRNA 23S IRNA
tRNA

bp

DNA
RNA
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Reifung der rRNA bei Eukaryoten

rRNA-codierende Gene wiederholen sich
Eine lange Vorlaufer-RNA wird zunachst hergestellt.

18S 58S 285 Enhancer Enhancer 18S 58S 285
T W e W © T (S B s b b o S T D W
- : 5 5 S - 5
£ skb(praRNA) | B R s S g .2 8Kkb(pra-iRNA) =
% E = A = g = — v E E
3 E as a5 E ©Os =
* E e Ve gy & 2
Maus 185 58S 285 18S 58S 285
=] i 2= = = | I ] — e oW et pee W
5 e : — .
€8 14,5 kb (pra-rRNA) Bk ¢ ‘g 14,5 kb (pra-rRNA) g
E E = 2o E
- 2= S ko
TENENNEN 2 Y R 0 B B s M B
Terminatoren Spacer- Enhancer Terminator
Promotor
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Modifikation der mRNAs bei Eukaryoten

Am 5°-Ende wird eine Kappe angeflgt

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
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CPSF RNA Pol Il advances

Transcribed pre-mRNA

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

/ aP s Pe% and cleavage factors
\ @ CstF and cleavage factors

Original 3' RNA cleaved off and
~10 A nucleoctides (nts) added

@ pgditional PAB

/
\

\J

Further A nts added untill there are
50-250 (depending on organism)

AAUAAA 35nts AAAAAAAAAAAA AAAA AAAA AAA

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

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

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

Die Poly-Adenylierung ist ein
Mehrschrittprozess:
Erkennen, Schneiden, Matrizefreie-
RNA-Synthese

Poly-Adenylierung ist nicht universell!
Existiert auch in Prokaryoten!
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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 betelligt, 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.

L—u( CALUCALIAS

¥ “Hl‘!‘!‘:
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P— l SPLICING

' mRNA

Spleil3en —
Entfernen von
Introns aus MRNAS
bel Eukaryoten

Fur das Spleil3en wird
das ,Spliceosom*
schrittweise
zusammengebaut, um
die mRNAs in eine
sterisch-definierte
Position zu biegen.
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Spleil3en — Entfernen von Introns aus mMRNAS bei Eukaryoten

Am Spleil3en sind weitere Spleil3faktoren betelligt,
die an so genannte Exon-Spleil3-Enhancer binden konnen

Intron Loon o
107 10* Nucleotide '0.-200M 107 < 10" Nucleotide
r - — |
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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

gie

ck »=




Trans-Spleil3en

Verbinden von RNA Molektlen seperater 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
— — — —
SL RNA
(= Spliced Leader) ] A)n
——(A),
nEm(A)
] (A)n gie

I WJ I\
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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 3
ntron

Abb.14.22 Cdition: Uberfithren von Adenosin
nach Inosin durch ADAR. Das Enzym ADAR hat
zwer funktionefle Domdnen, eine Doppelstrarg:
RNA-Bindedomane (dsRBD) und eine katalytische
Domane Kir die Deaminierung von Adenin [nach
8.23]

5

RNA-Editieren

Meist wird U in C umgewandelt bzw.
zusatzliche Basen eingefugt, es
kann aber auch zur Umwandlung
von A in | kommen (z.B. Gen fur
UE-B des Glutamat-Rezeptors)

b =
N 0‘*'*'\}_5 H, H-'."H"‘.
/"ﬂ fend ™\ @My H
n=( )‘~2/_4 N-—M—Nh i
o S P
Gvu: Widin adenin Undin o N H
GU- ,wobble™- Basenpaar AU-Standard - Basenpaar Cytosin I
A »
U mam F}_érn-n e
Inesin Cytosin Inesin Aderin ! .
0000 PN - Entee Uracil __ |
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RNA-Editieren

In Mitochondrien von Trypanosomen wird vielfach U in mRNAs (z.B. in das
Cyt.-Gen) eingefugt.
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 . L AAAGTAGAGAACCTGGET AGG...Y DNA
AuGuuuCGuuGuAGAuuuuuAuuAuuuuuuuuAuuA * Transcription )
. ¥ LLAAAGUAGAGAACCUGGU AGG... ¥ Pre-odited RNA
MerPhe Arg Cys Arg Phe Leuleu Phe Pheleu Leu
Fo.lvADAUCUAALALDAUGGALAAU AU, Gukde RINA
G]H Glu Gly Arg Gly LYS s 5’....ﬂ|n.-5|..-l.E|L!.-l.l|3.ﬂ|\. +E|+a5|n+.-5|.IZ|E|I_!E|E|L|I.-'-|\.E|E| 4 {pre-edited ANA
CAGGAGGGCCGUGGAU G * Editing spreadouttoshowallgnment]
P AAMACUAGAUUGUALDACCUGGU AGG... Y Edied ENA
Gln Glu Gly Arg Gly STOP

*Tramlatiun of edited RNA

oo Cr—Ge the protein

Pflanzenmitochondrien — alternativer genetischer Code?

Arg-Codon CGG = Trp?

Trp-Codon UGG

Serin-Codon UCG = Leu? ,
) Pflanzenphysiologie

Leu-Codon UUG PUR
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