EinfUhrung in die Molekularbiologie
Prof. Dr. Martin Hagemann

Vorlesung 3

Spleilden von RNA
RNA Editieren
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Regulation der Transkription bei 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)
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Spleil3en — Entfernen von Introns aus mMRNASs bei Eukaryoten

Das Spleil3en ist ein 2-Schrittprozel
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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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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 (basal)!
Am Selbstspleil3en ist zusatzlich zur RNA nur Guanidin betelligt.
Der Hilfsfaktor koordiniert die Sekundarstruktur und schneidet am 5°-Ende

Pflanzenphysiologie "

PUR

Universitéit Rostock »&




Spleil3en

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

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

sn-RNP -Partikel
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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
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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)
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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 . 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
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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
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DNA-Bindedomanen — Zink Finger
TATA-Box freie Promotoren enthalten vor allem GC-Boxen.
GC-Boxen werden von SP1 gebunden (+TFll-1)

SP1 ist ein Zinkfingerprotein, das dann TFII-D bindet

Domane versus Motif
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DNA-Bindedomanen — Zink Finger

Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPIII
TFIII-A, bindet sequenzspezifisch an BoxC in 5s rRNA Gen,
DNA-Erkennung durch 9 Zinkfingermotive
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DNA-Bindedomanen - Helix-Turn-Helix
Binde- und Stabilisierungshelix verbunden durch ,turn®

Biotin-Repressor
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DNA-Bindedomanen - Helix-Turn-Helix

Eine Bindehelix legt sich in die grof3e Furche der DNA
z.B. Lac-Repressor Lacl, Cro-Repressor des Phagen Lambda

Bindi ingsbereich -
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DNA-Bindedomanen

Polare AS-Seitenketten der
Bindehelix kbnnen spezifisch mit
bestimmten Basen Uber H* -
Brickenbindungen interagieren.
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DNA-Bindedomaéanen

Helix-Turn-Helix-Motif
z.B. AS-Reste in der Bindehelix von Sigmafaktoren

o™ Position 400 397
¢* Position 199 196
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DNA-Bindedomanen
Helix-Turn-Helix-Motif
z.B. AS-Reste in weiteren HTH-Proteinen
,Domain-swapping“ zum positiven Nachweis

<G

Helix 3

CroA

Repressor

TACCTCTG TATCCCTT
ATGGAGACC

ATAGGGAAC

renphysiologie \ '
GIn-Ser-Gly-Val-Gly-Ala-Leu-Phe

Gln-serAlatleasnLysAlate PR
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Proteindomanen bei Transkriptionsfaktoren

Leucin-Zipper

Ein Proteinmotif zur Dimerisierung von Proteinen und nicht zur DNA-Bindung!

z.B. C-terminale Domane von Lacl u.v.a.m.
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Entstehung von DANN-Bindedomanen nach
Protein-Protein-Interaktion - B-Zip

z.B. der TF CREB interagiert mit anderen
Transkriptionsfaktoren tGber einen Leu-Zipper und es
entsteht eine gemeinsame, basische DNA-Bindedoméane
B-Zip-Motif (basic-zipper)

RIKAERKR umumasxcnmmmusnittxvulxsourt ASTAS LEREQVAQEXKQKVLSH junD(AS 262-325)
ARKREVRLMENR EAARECRRKKXEYVEKCHENRVAVEENONK TR I EELKARXKDLYCHKSD CRES (AS 283-341)
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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!!
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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)
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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 bei Prokaryoten

1. Promotorsequenz — starke Promotoren ahneln der consensus-Sequenz

Ergebnis einer langen Adaptation (Kurzzeit — Akklimation)
Biotechnologie

-3|5 -1|0 +?
5§ —TCT TGACA TATAAT CAT ¥
3—AGAACTGT ATATTA GTA 5
17 10p— - 5-7bp—]

|_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)
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Regulation der Transkription beil Prokaryoten

2. ,,stringent — response*, generelle Beeinflussung der Transkriptionsrate
niedermolekularer Faktor beeinflusst RNAP
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten

3. Alternative Sigmafaktoren

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

Gen Masse Verwendung -35-Sequenz Entfernung -10-Sequenz
poD 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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RpoE Ecoli
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CarQ I\/vavn
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extra cytoplasmatic regulated
factors - ECF
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RpoDI Synco 7942
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RpoDI (slr0653) Syncy 6803

RpoDI Micae
SigA Syncc 7002
SigA Anasp 7120
RpoD Myxxa
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M\JIQR Myvctu

group 1
primary sigma factors

SigB Synco 7002
SigD Synco 7002

SigH Nospu
SigB Anasp 7120

SigE Synco 7002

— RpaoDIl Micae

RpoDlli éynco 7942

SigC Anasp 7120
RpaD (sll1689) Syncy 6803
SigC Synco 7002

RpoD (sll0306) Syncy 6803

RpoDIIl Synco 7942 (F) group 2

RpoDIV Synco 7942 (F) like sigma factors
— RpoD (sll0184) Syncy 6803

—E RpoS Ralso
RpoS Ecoli

SiaS Psecae

group 2
stationary phase sigma factors

I—[ RpoH Ecoli
RpoH Alcxy

LE SigB Myxxa
RpoH Stiau
an{‘ Stiau

group 3
heat-induced sigma factors

SigF Bacsu
SigF Bacli
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SigG Cloab

SigE Bacsu
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group 3
sporulation sigma factors

" RpoF (sIr1564) Syncy 6803

SigB Bacsu
SigF Myctu

group 3
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

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

Pl P1 P4 PS

rpa M-Gen

Abbay «

'
SN MRNA

| <

aul Translation

_ Redert den __J

Abbau

Pis

Sigma-32

. hemmt dhie Bi
Sigma-32 an RNA

RNA-Polymerase

Hitzeschock-Gene

A

Hitzeschock-Protene,

liver Effckt

u.a bna|

]

'\

RNAP +

Transcrlptlon of

Stress Response Genes

Sigma
Factor

Anti-sigma
Factor

\ &
@-

l-
o
w

Stress Inducers
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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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Regulation der Transkription bei Prokaryoten
4. Regulatorproteine Repressoren/Aktivatoren

z.B. Modell zur Regulation des lac Operons

(3-Galactosidase, Lac-Permease, Transacetylase) in E. coli

lac operon
RNA polyr,nerase Operator
Regulatory gene  promoter.\ blocked
, 0 A \ R . 1 2 3 ,
3 —— 5’ Template
i DNA strand
o Repressor Structural genes
Transcription 1 mRNA
5’ 3 X—
Movement
Translation l blocked
@ Transcription
(a) Repressor proceedg
—_—
Regulatgry gene  promoter Operator 2 3

3’ =h [ — 5’ Template
\7 DNA strand
s Repressor
Transcription 1 : mRNA
5" 3 5 mRNA

Translation l

& -®

Repressor Q / Inactivated

repressor

(b) Inducer (allolactose)

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.
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Regulation der Transkription bel Prokaryoten

4. Regulatorproteine Repressoren/Aktivatoren
z.B. Modell zur Regulation des lac Operons in E. coli
Struktur des Lac-Repressorproteins — Lacl
Unter Kontrolle eines schwachen Promotors

) 0 -3 -2 -1 ) 20 u @
GACACCATCGAN TGGEG ﬁf;,,.l} COTTTCOLGOTATOO|CATOATAl CLGCCCGOAAGAGAGT CAAT TCAGGGTGGTGAATGT CAAACCAGTAACG
A L ]
)

PO -
CTGTGGTAGET T IACCEEGT T T GOAMGEGCCATACCIGTACTAT] COCOGGCCTTCTCTCAGT TAAGT CCCACCACTTACA CTTITGGTCATIGE

" 1 PR GGAAGAGACUGAAUU CACGOUCGUAAUCUCAAACCAGUAACG
L A e S o o
|__Abb.5.30 Der Fromotor des loc-Gens, Die wich-

Lacl mit drei Domaéanen:
N-terminal ist die DNA-Bindedoméane
Zentral ist die Induktorbindedoméane

C-terminal ist die Dimerisierungsdomane

4
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Regulation der
Transkription bel
Prokaryoten

4. Regulatorproteine
Repressoren/Aktivatoren
z.B. Modell zur Regulation
des lac Operons in E. coli

Modell zur Bindung des
Repressors Lacl an den

Operator
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Regulation der Transkription beil Prokaryoten

4. Regulatorproteine Repressoren/Aktivatoren
z.B. Modell zur Repression des lac Operons am Operator(en)

relive AfinitaL
- um
W= csvsinswse Roprwisdr
el AAltctcAc(ccntuA(AA!t |
T 1 AAC CTCGCCTA 16 1T T A A
—_——
02 A A LA § CCCAGTAACA C C 012
1T AOANC L €6 ST L AT S 1 TG G
— L | —
x03 CCAGT CC GCAACGCAATT 0,005
GG T A 1€ €6 ¥ 1iG C Gl T A A
| ————————— e —
b o101 @ i
DA | [_l
10ty W2 b 12518p  MObp
dm 4’ 2 2 ’
: "o z Uttt loia
¥ i i
D L1) {) I8
Lac-Repeessor : Permease Transacetylase

<
DONA-Schieie naischen zwel loc-Operatoe-Stellen:

A @NCom putational Biophysics Group
Beckman Institute
givelsity of Illinois at Urbana-Champaign
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Regulation der Transkription bei Prokaryoten
4. Regulatorproteine Repressoren/Aktivatoren

Das lac Operon in E. coli unterliegt zusatzlich einer positiven Kontrolle!

Ende des I-Gens ——}

Glu

Gin Stop =8 —r {2]

- - - v 4 i
CGCAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAAT T AATGIICGAGT
CCTTTCGCGCGTCACTCGCGT TGCGT TAAT T AC

Ser Gly

| S

Bindungsstelle

Operator
cEcESE A T
C C 9 T T

0 20

‘ Promotor 3
AGcGCACCcCcCcAGGCT CTTTATGC TTCCGGC TCG S
TCCoGTGGoGGTCCGA GCAAATACGAAGGC CGAGC ‘\
|—s’o GC-rewch —40 AT-reich—30 —Zo -0 |
I RNA-Polymerase SBindungsstelle =

Begmn

des Z-GCens

GGAAACAGCTATGACCATSG
CCTTTITGTCGATACTGGTAC

fMetr Thr

30
L0

—_—

Met

Bindung des CAP am
Aktivatorelement

Aktiviert durch cAMP
bei Glucosemangel

«Wgﬁg
gll-} b &

e
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