Bel Eukaryoten ist die DNA wahrend
der Replikation als Chromatin verpackt
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Proteln

Funktion 1

Literaturlink

DNA-Polymerase o

DNA-Synthese ,lagging
strand"®

DNA-Polymerase 6

DNA-Synthese ,leading
stand*

ORC

Erkennung/Aktivierung Ori:
Assembly of preRC

Cdt

Licensing protein; oncogene

RFC

Clamp loader of PCNA

http://cat.inist.fr/?aModele=afficheN&cpsidt=1
5405201

RPA

Single stranded binding
protein

http://nar.oxfordjournals.org/cgi/content/full/34
/15/4126

MCM

Origin assambly factor;
spater Helikase

http://www-rcf.usc.edu/~forsburg/MCM.html

PCNA (=Cyclin)

Processivity factor of DNA-
Pol delta (stimul. Repl.>10x)

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/dispomim.
€gi?id=176740

RNAse HI

Primerentfernung

http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerend
er.fcgi?artid=84926

FEN1

Jflap endonuclease®;
Entfernung letztes
Primernukleotid und 5*

flanc*

http://cat.inist.fr'?aModele=afficheN&cpsidt=1
189753




Fig. 1. A schematic view of the signaling pathways inhibiting DNA replication. ssSDNA-RPA
intermediates and DSBs arise as a consequence of external insults (irradiation and polymerase
inhibitors) or during normal replication
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Transkription und Replikation, gleichs




Replikation und Transkription, gleiche
Richtung
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Replikation und Transkription

Figure 1. Relative Orientation of Replication and Transcription Affects the .
Subunits Impacted When DNA and RNA Polymerases Collide

leading strand
synthesis

lagging strand
synthesis

lagging strand ‘
3

synthesis 5 - O RNA polymerase

leading strand 5'
o DNA polymerase synthesis 3

'ﬂﬂflﬂ DnaB helicase
@ DnaG primase

#  QOkazaki primer

Replication forks are drawn in the asymmetric dimer configuration for coupled
leading- and lagging-strand DNA synthesis. Thick lines, parental strands of the
DNA duplex; thin lines, newly synthesized DNA. RNA and DNA polymerases move
along the particular DNA strand which serves as the template for their activities in
a 3'-to-5" direction. (A) Replication fork and RNA polymerases moving in the same
direction. The leading-strand DNA polymerase is on the same DNA strand as the
RNA polymerases. (B) Replication fork and RNA polymerases moving in opposite
directions. The leading-strand DNA polymerase and the RNA polymerases are on
opposite DNA strands. The DnaB helicase, moving in a 5'-to-3’' direction, is on the
same strand as the RNA polymerases.
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Fehler bel der Replikation

....und ihre Reparatur



Tautomeric Forms of the Bases
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5 FEN1/RTH1

Reparatur
Vvon '
Replikations- e
DNA Helicase
fehlern
FEN1=

flap structure specific protein 1




Replikation
der Telomere




Speziell gebaute Chromosomen-Enden (Telomere)
sowie eigens daflr vorgesehene Replikationsenzyme
(Telomerase) sorgen daftr, dass die Verluste kompensiert werden

e die Telomer-DNA der meisten
Tiere und Pflanzen enthalt
kurze, tandem-repetitive
Sequenzen

z. B. (TTAGGG), beim Menschen

(Ausnahme: Dipteren wie Drosophila,
sowie wenige Pflanzenarten)



Die Telomerase verlangert den tberhangenden 3-Strang

— — Matrizenstrang ]

synthetisierter

l unfertiger neu
Folgestrang

3 R s e 5" Telomerase fugt
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holungssequenzen an

zusatzliche Wieder-
1 den Matrizenstrang

DNA Synthese vervolténdlgt vom
lDNA-REPARATUR RNA-Primer aus den Folgestrang

repliziertes Chromosomenende




Replication of the lagging strand of a linear
chromosome encounters a problem at the 3' end
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Replikation linearer Virus-Genome

Beispiel Adenovirus

55K proteln
5 @ 31
< 5'
55K protein
3
>
55K protein
3"
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,Stationare” Replikation

* Es gibt Hinwelse darauf, dass nicht das
Replisom, sondern die DNA sich bel der
Replikation beweqt:

~die Fabrik steht fest und das Flielshand
bewegt sich”
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Genstruktur der Eukaryoten

Abhangig von der Genklasse:

1. RNA Poll - Gene: 18S, 5,85, 28S rRNA
2. RNA Pol Il — Gene: alle mRNAs

3. RNA Pol lll = Gene: tRNAs, 5S rRNA, einige
SNRNAS




Eukaryotische RNA-
Polymerasen

Eigenschaften der kerncodierten und im Kern aktiven
DNS-abhangigen RNS Polymerasen

Transkriptions-
produkt

Vorstufen der
rRNS

Vorstufen der
MRNS

5S rRNS, und
Vorstufen der
tRNS

Lokalisierung
Im Kern

Nukleolus

Nukleoplasma

Nukleoplasm
a

nach R. WOLLGIEN, 1982




Die verschiedenen RNA-
Polymerasen unterscheiden sich:

« Hemmbarkeit durch Actinomycin
Pol | sehr stark; Pol ll/lll schwacher
« Hemmbarkeit durch alpha-Amanitin

Pol | nicht; Pol Il sehr stark: Pol Ill
schwach



Hemmung der Polymerasen durch
alpha-Amanitin

100 a Q.

% Maximal activity
S
|

o L ] I I I | I
0% 104 10 10" 10 1w' 107 10°
ce-amanitin (pg/mil)



RNA-Polymerase | Gene:

Eukaryotic 185 588 285
rRNA genes
(DMA)

Tra nscriptiun'l' RHA polymerase |

rRNA
precursor
(Primary transcript)

Mature

RNA
'l' 'l' processing
rRENAs T

185 5558S 285




RNA Polymerase | Promotor
und Initiationskomplex

I Class | Preinitiation Complex

= upstream control element

RNA Polymerase | Gene
haben einen 5 aufwarts Promotor



RNA-Polymerase | Gene

Promotor 5 stromaufwarts

Primartranskript enthalt 18S, 5,8S und 28S
rRNA sowie ,spacer‘ RNA

Gene iImmer repetitiv vorhanden

Gene In Gruppen (,cluster®) tandemartig
angeordnet (I. d. Regel ,head to tail®)

nur bei manchen Organismen: ,Amplifikation*

( = zusatzliche, extrachromosomale Genkopien
In speziellen Geweben)



RNA Polymerase Il Gene
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RNA — Polymerase Il Gene

5-"stromaufwarts Promotor (oft TATA-Box bei -25)
Intron — Exon — Struktur (i. d. Regel)

Primartranskript (,hnRNA“) enthalt 5"UTR, alle
Exons und Introns, 3 - UTR

Transkriptionsstart +1, = ,Cap-Site*

An Intron/Exongrenzen ,consensus splice
sites” (Exon/ GT..Intron..AG/Exon)

Polyadenylierungssignal
Termination oft ungenau definiert
Requlation durch ,Enhancer”



RNA Pol Il Promotorelemente
Sequenz:Position:Funktion

Name Sequenz Position Funktion

TATA-Box |TATAAA -25 bis -30 | Definiert

Hogness- Transkript-

Box startpunkt

CAT-Box GGCCAAT |-60 bis -80 |Polymerase-

C Bindung via
CBP

GC-Box GGGCG Variabel Definiert
und RNA-PoO|
mehrfach

Bindungstell

1 _ " _ A N7

[a




Promotor Elemente RNA-Pol Il

Downstream
element element

Enhancer
oder Silencer



RNA Polymerase |l Promotor

RNA Polymerase || Promoter
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RNA Polymerase || Promotor
Beispiel Serumalbumin Gens

MNF-1 C/EBP APF  APF TFID RNMNA Polymerasell

Dimer
Held bogether byra

lewcine ¥

Serum albumin gene

| Fedumes rarachphot |

CAAT box region TATA box
ogether the regulatory proteine etroalste taveonpbon m Imer call 1,000 tmee greater than ofher body relle.




Enhancer
sind cis-regulatorische Kontrollelemente,
die unabhangig von ihrer Orientierung,
Lage oder Distanz zum Gen
die Aktivitat eines Gens steigern konnen

Silencer
Wirkungsweise wie negativer Enhancer,
setzt Genaktivitat herab



Jposttranskriptionelle®
Modifikationen
typisch fur eukaryotische mRNA:

Eukaryotic mRNA
5 .3
ALIG UAG P ﬁAﬁAAAAAMGH
Codi uernces
i\ with iﬁmﬁqrannved \
by splicing -Faly |A] tail

5' methylated cap



~capping"“ der mRNA




Cap-Struktur am 5 -Ende der
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Funktion der Cap-Struktur

erhoht Stabilitat der mRNA
induziert Splicing
fordert Export aus dem Nukleus

vermittelt Bindung der Ribosomen an
MRNA und macht Translation moglich



Poly-Adenylierung am 3 Ende der
MRNA

1. Trimmen des Primartranskripts an
definierter Stelle (23-24 Basen stromabwarts
des Poly A-Signals AAUAA)

2. Anflgen von Adenin-Nukleotiden



,Polyadenylierung*:
Trimmen der mRNA und Anhangen
von mehreren Adeninnukleotiden

e 1]
J Cut
] + I
Polyadenylate l Degrade

I A EEEER



Poly(A) site

MUAM,.L l ,.—J-(—.,GUM Element]

Die |
Polyadenylierung
wird von einem
Enzymkomplex
aus mehreren
Enzymen erledigt

A




Die Polyadenylierung ist ahnlich
komplex wie die Initiation!

Aus: Strange bedfellows: polyadenylation factors at the promoter
Olga Calvol and James L. Manley, GENES & DEVELOPMENT 17:1321-1327 © 2003

Figure 2. Schematic representation of the polyadenylation machinery. The majoricy of the components of the mammalian and yeast
polvadenvlation complexes are conserved, including all currently known factors that funceion in the transcriprion connecton. For
simplicity, cnly the mam malian nomenclature is depiceed, the veast names of factors that have im portane roles in the events described
here are also indicated. (Mote that although an apparent human homolog of Ssu72 exists, it has not vet been characrerized function-
all¥). #, documented protein—protein interactions that help link transcriprion and 3° processing (see text). Polyadenylation signal
sequences (upstieam AAUAAA CA cleavage site consensus, and downscream G/ U-rich region) are boxed. CPSF, cleavage-polyade-
nvlation specificity factor; CstF, cleavage stimulation factor, CFI and CFII cleavage factors I and 10, respectively; PAP, poly Al
polvmerase.



Poly-Adenylierung am 3"Ende
der mRNA

CPSF CPSF=cleavage and polyadenylation specific factor

PAB= PolyA binding protein

5|

Cstf= Cleavage stimulation factor

3 GU-rich —>"GF |,

Figure 1. The Mammalian pre-mRNA 3’ End Processing Complex

Experimentally demonstrated protein:protein interactions are indi-
cated by double-headed arrows. pA indicates tne poly(A) addition
site.



Funktion der Poly-
Adenylierung?

- Stabilitat der mRNA
- Translatierbarkeit



Polymerase Ill — Gene:
tRNAS, 55 rRNA, snRNASs

A -l
Eukaryotic _tHINA 5P tRINA™Y
tRNA genes
(DNA) Transcriptinni, RHA polymerase Il

tRNA 5[:-; | (_; | j 3
precursor ‘!-:fJ_O i
(Primary transcript)

RHase P, 5[

tHHA. nucleotidyl
transferase
5 _ EI 5 - EI
Mature f_)—rFr e FD
tRMAS g

(]
RNAY



RNA Polymerase Ill -Gene
haben interne! Promotoren
d. h. die Promotoren liegen im transkribierten Bereich

I RNA Polymerase lll Promoter

25 rfH A

tRMNA

F L O FN

RN OL 5



Splicing (Spleif3en)
wichtiger Teil der RNA-Prozessierung; die

Intronabschschnitte werden aus dem Primartranskript

entfernt
Start of transcription

| Intron 1 Intron 2
Gene: [— | M

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Transcription

W

Intron 1 Intron E

Primary transcript: L |

Exon 1 Exon 2 E:-:c-n 3

Splicing

Mature transcript: -

E:u'.can 1 Exon 2 Exon 3




Je nach Spleildmechanismus
werden vier verschiedene Gruppen
von Introns unterschieden:

 {RNA Introns

« Autokatalytische Introns Gruppe |
e Autokatalytische Introns Gruppe Il
 hn-/mRNA Introns



pre-tRNA splicing
Pre-tRNA

NN ewon ] Eon |9
. . . endonuclease ase B wien ]
tRNA Splicing; ™ == b=
— ZWGI ﬂ}:}) HO\ |3'end

- ' (P)ppG (GTP)
Stufenprozess ° ° Kgp-mm
ZOH ppG (GDP)
C?'clic Phospho- ]
1. Herausschneiden e ®\5, ioroe D
des Introns durch ) r}gg
Endonuklease Ligase  Zou

5»»:@;—&)x
2. Verknipfen der \ o /C@wmp,
Exons durch RNA- wﬁ\y |

ng ase Phosphuias;i

Mature tRNA 2 2 "
5' end o

7 ;:.,\ ] 3' end

5!




Autokatalytisches Splicing
Ribozyme

Beim autokatalytischen Spleil3en sorgt die Intron-
RNA selbst (autokatalytisch) daftr, dass die RNA an
den Intron-Exon-Grenzen geschnitten und die beiden
Exon-Enden (3"-Ende von Exon n mit dem 5" -Ende
von Exon m) Uber eine Phosphodiesterbindung
verknupft werden. Well die RNA bei diesem Prozess
wie ein Enzym katalytisch aktiv ist, werden diese
RNAs auch als Ribozyme bezeichnet




Ribozym-
Struktur

Entdecker der Ribozyme
Th. R. Cech
Nobelpreis 1980




Autokatalytisches Spleil3en der Gruppe I Introns
bel Pra-rRNA von Tetrahymena

Intron

Exon 1 Exon 2
5’_1.1{;1& Gpil 3
GOH

Intron

_ A -~
Exon 1 Gp ? Exon 2

5 T UOH s 'l 13

SN T

Exan 1 Exon 2 Intron

_;,D + GpAWAASAANARAAW GOIH




Mechanismus der autokatalytisch
spleiRenden Gruppe | Introns

| |
U I N G I N
OH oH

I I
| |

Ap p pN——2~ p
| |

5 exon I intron I 3 exon
oOH
(GTP, GDP or GMP
ppp OoH ¢anbeused in ¥itro)
p
nucleophilic
attack |
u G | N
OH oH
|
|
Ap | p | PN pNp p p
| |
5 exXon I intron I 3" exon
|




Autokatalytisches Splicing Gruppe |l

o' splice branch point 3" splice
dﬂnnr site acceptur 5|te
G I A
DH
I
I |
Ap p p ——PAp p
I I
5' eXon I intron I 3" exon
| |
=
N
o =8
nucleophili - |
attack | |
G |JG G | A
OH -oH OH OH
|
I
Apy| p| PV SNALN D
I
S exon I intron I 3 exon
| |



ITIRKINA=OPICIISCIN
an der ,,Consensus Splice Site”

IGU...A..AG/
 OH
\J
EENGIPGU m—— A e AGD |
Step 1 $
T p
Cg -5l
p
- OH A — AGp
"n..h P

Ty &
~ - -

lStEp 2 i \
[ - + A =——AG —OH




Beim Spleil3en
bildet sich ein
JLariat” im
heraus
gelosten Intron
tber eine 2°-5
Phospho-
diesterbindung

O
}O\
a,_‘l
"3 ,
\P/§A3\p, 5‘C3’ e



Am Spleilden
von mMRNAs
sind
Spliceosome
N
mit
ZSN(U)RPS*
beteiligt

"Splicing” der mRNA

1S snRNP

5! Snlice- 3 Bplice-Ende
aplice-Ende T U2 snRNP fF
/
Exan | | Exon?
| Intran / ~ Ausschnitt aus der
3 A ' mRNA
\ U4/UA snRNP

U4/l snRHP

U5 snRNP

3 aplice-Ende-spaltung
und “erbindng der
+ 4 1) beiden Exon-Sticke
.-
O

die herausgeschnittene
Intron-Sequenz (Lariat)
wird im Zellkern abgebaut

gxon | gxon 2
N e !

mMRNA-
Ausschnitt



SNRNPs (SNURPS) enthalten
die
snRNAs (sn= ,small nuclear)
U1, U2, U4/6 und U5
(SNRNPs= small nuclear
ribonucleoprotein)



Zeitliche Abfolge
.. der Vo_rgénge
am Spliceosom




Zusammenfassung

H
Exon 1 Pe. .7

(a) Group |

P Exon 2

ﬂ

5

(¢) Nuclear mRNA

(b) Group Il

-

OH

OH

FIGURE 9.42 Summary of three splicing schemes. The major
differences in these mechanisms lie in the first step. The self-splicing
of group | introns (a) is initiated by a guanosine nucleotide that
presumably resides in a pocket in the intron (represented by a
thickened semicircle). This guanosine attacks the phosphate linking
exon | (blue) and the intron (red). In group Il (b), an adenosine
nucleotide that is part of the intron itself plays this initiation role,

resulting in a lariat-shaped intermediate. This adenosine is
represented as adjacent to a pocket similar to the one in group |
introns that harbors the initiating guanosine. Nuclear mRNA
precursors (c) follow a splicing scheme remarkably similar to that
used by group Il introns. The major difference is that nuclear mRNA
splicing requires a spliceosome (purple).



Alternatives oder differenzielles
Splicing erhoht die Zahl der
Proteine

DNA binding Artieation
Pre-mRNA " TN

‘ Alwemative splicing }

mENAs ERN TP T EE D
xTrmulati:-n Translation

Activation

DMA binding DA hinding
Activator Repressor



Alternatives Spleiflden bestimmt bel
Drosophila melanogaster das

Geschlecht
Female P Pre-mRNA Default Male
specific splicing
splicing Sxl
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Neues Thema:
Steuerung der Transkription

* Die Aktivierung von Genen erfolgt durch
Transkriptionsfaktoren (TFs)

 Es gibt basale TFs (immer vorhanden und fur
jede Transkription notwendig) und
spezifische TFs (gewebs-/zellspezifisch;
hormoninduziert; entwicklungsspezifisch etc.)

 Jede Genklasse hat eigene TFs



Die basalen Transkriptionsfaktoren:

e Je nach Genklasse werden die
Transkriptionsfaktoren TF IA, TF IB ...;

TF A, TEIIB ..; TF IlIA etc. bezeichnet

Daneben gibt es eine Relhe anders
benannter Proteine, die die Genaktivitat
steuern und nicht immer Teil des basalen
Transkriptionskomplexes sind (z. B. SP1).



DEI DASdIC | 1dIISKITPUOINSKUITIPIEX
(Prainitiationskomplex) der Pol |l —
Gene:

TFIID. TF HA. TF lIB + Pol lI-TFIF

Prainitiation, stark vereinfacht

DABPolF:

TATA

TATA



RNA Polymerase | Promotor
und Initiationskomplex

I Class | Preinitiation Complex

= upstream control element

RNA Polymerase | Gene
haben einen 5 aufwarts Promotor



Besondere Rolle von TF IID:

 TF IID enthalt als Untereinheit das TBP
(,TATA-Box binding Protein). Das TBP
erkennt die TATA-Box und bindet als
erstes Protein an den Gen-Promotor. Erst
danach erfolgt die Bindung der anderen
TFs und schlieldlich zuletzt die der RNA-
Polymerase Il in Verbindung mit TF IIF.



TATA-Box binding protein (TBP)




TBP (TATA-box binding protein)

TBP bindet Im Gegensatz zu den meisten DNA-
bindenden Proteinen in der  kleinen Grube* der
DNA

TBP krimmt die DNA durch die Bindung und
verursacht so einen scharfen ,Knick*

TBP vermittelt die Bindung weiterer TFs an den
Promotor

TBP ist auch bel Genen ohne TATA-Box am
Prainitiationskomplex beteiligt, und zwar auch
bei Pol I- und Pol IlI-Genen



Sattel-Struktur des TBP auf der
DNA

TBP saddle structure




Polymerase lll, = o
Préinitiation/ |~
Initiation —

TBP (b) \ TFIIB

(d) I Transcription

TFHIB 7
___"‘_,_.-/




Prainitiation bel Genen

a) mit TATA-Box B) mit Initiatorregion «  ¢) mit GC-Box




usammen-
fassung:
Prainitiations
-komplexe
der
verschiedene
n
Genklassen

CLASS |
rRNA

UCE Core

CLASS i
Gl

GC boxes INITIATOR

CLASS Ill
VA,

TFIIB

Box A Box B



gene regulatory sequences

spacer DNA

general transcription
factors

gene regulatory
proteins

RNA polymerase

TATA box L
| | start of

promoter transcription

|
upstream




Vergleich Prokaryoten - Eukaryoten

activator protein

RNA polymerase

| start of
transcription

| Il |
gene promoter
regulatory
sequence

BACTERIA

’
I
\

N

gene
regulatory
sequence

activator protein

general transcription
factors

RNA polymerase
S TATA box I :
L | start of
promoter transcription
EUCARYOTES



DNA-bindende Proteine:

Die wichtigsten ,Interpreter” des DNA-
Kommando-Codes

Die Vermittler zwischen ankommenden Signalen
und Umsetzung durch die Gene

Jransaktive® Steuerungselemente von Genen
oder ganzen Gengruppen

Globale oder lokale Modifikatoren der
Chromatinstruktur und damit der Genaktivitat




DNA bindende Proteine haben eine DNA-
Bindedomane und binden oft als Dimere

1‘
J | DNA




TATA-Box binding Protein




Bindung ,,grof3e Grube“/kleine Grube

Minor
eroove




Die W|cht|gsten DNA-binde-Proteine




ZinkfingerProteine (ZF)
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Die wichtigsten
DNA-binde-Proteine:
Zinkfinger-Proteine




Die
wichtigste
n
DNA-
binde-
Proteine:
Zinkfinger-
Proteine:
Cys-His-
Typ

CoHy: E/Y=X= (Ci—Xatgm X3 F—Xal —Xa— H -X3-4= H =X

Binds DNA Trans-
Repeats in vitro Acting Organism

TFI11A® 9 + + Xenopus
ADR1B 2 . + yeast

sp1€ 3 -+ | + human

NGF | -AY 3 ‘rat
Kriippel h® 2(+) Drosophi la
Kritopef 4 - Drosophila
Hunchback? 4+2 Drosophila
.Serendipity g s % Drosophila

Drosophfla

Serendipity o, a1t

snal il 4 Drosophila

MkR 1! 7(+) mouse

MKR2I 9(+) mouse

TOFK 13(+) hdmgn

Xfini 6+6+8+ Xenbpus
7+3+5 SN

The two classes of finger proteins are listed With the

general primary structure of each shown.
bold are invariant and potentially coordinate metal,
lntervenlng amino aclid residues.
linker of greater

"X" Indicates

between finger repeat units represents a

Amino acids in

where.
A ll+"

than 8 amino aclds separatlng two groups of repeat unlits,
“(+)" Indlcates data from a partizl codlng sequence, and
"Trans-Acting" denotes demonstrated abillity to
transcriptionally regulate a gene(s).



Die
wichtigste
n
DNA-
binde-
Proteine:
Zinkfinger-
Proteine
Cys-Cys-
Typ

G kg € Ky G €

'CG:-‘C'-Xz-.C -Xg - C -Xg -C -Xé?_c -Xg- C

et . Finger - Binds DNA  Trans-

Acting Organism

Type In vitro

GALAT el L

(PPRI/ARGRI 1/ -
. LACY/qa-1F)
"Sterojd Hormone - C4+Cs + +
fRegeptor(
" Super family® |
T /

yeast

)

adenovirus

human/rat/
mouse/
chicken

= ol WS 1




Zinkfinger-Motiv




Leucin ,Zipper”




alpha-Helix der Proteine:

alle 7 Aminosauren weist die Helix in die gleiche
Pirhtiinn

5A



Alpha-Helix




Leucin-Zipper







Helix-turn-Helix-Proteln




Helix-turn-Helix-
Proteine




Homeodoman-Protein




Drosophila TF ,engrailed®




DNA-binde-
Proteine:
Basisches
Helix-loop-
Helix-Protein
(bHLH)




Basisches Helix-Loop-Helix

aktives HLH-Homodimer inaktives HLH-Heterndimer

ix-Loop-Helix

DNA




H-Brickenbindungen zwischen
Aminosauren des Proteins und Basen der
DNA Uber die grol3e Grube stellen die
sequenzspezifische Bindung sicher




Interagieren uber die grof3e Grube direkt mit
den Basen der DNA Uber H-




Steroid

Hormone
Genregulatio Protein
n durch Receptor

Steroidhormo
n




Hormon induzierte Genaktivitat
Beispiel fur Genaktivierung durch externe

Cinnala
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Hormon induzierte Genaktivitat

Beispiel fur Genaktivierung durch externe
Signale

Glucocorticoid €




Nuclear Receptors

Palindromic Repeats

Glucocorticoid
Oestrogen
Thyroid

Direct Repeats

6-Cis retinoic acid
All trans retinoic acid
Thyroid hormone

N indicates any nucleotide
R indicates a purine ie. A or G
Y indicates a pyrimidineie. Cor T

RGRACANNNTGTYCY
RGGTCANNNTGACCY
RGGTCA------ TGACCY

AGGTCAN,;AGGTCA
AGGTCAN,AGGTCA
AGGTCAN,AGGTCA



Nuclear Receptors

m I[m]

Binding of hormone

Dissociation from hsp90

Dimerisation

Migration to nucleus

Binding to URE

TATA




Nuclear Receptors

Binding of ligand causes conformational change
allowing transactivation domain to interact with

transcriptional machinery

RGRACANNNTGTYCY = —
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cAMP signalling

G protein-coupled receptor

Ligand binding leads to
release of GTP-associated
G protein

Small GTP-binding proteins

Example: ras — covered in earlier
lecture

Alternate between inactive GDP
and active GTP bound forms




cAMP signalling

adenylate
cyclase

G protein (+GTP) binds to
and activates adenylate
cyclase

Cellular levels of cyclic AMP
Increase




cAMP signalling

adenylate
cyclase

G protein (+GTP) binds to
and activates adenylate
cyclase

Cellular levels of cyclic AMP
Increase




cAMP signalling

adenylate
cyclase

G protein (+GTP) binds to
and activates adenylate
cyclase

Cellular levels of cyclic AMP
Increase




cAMP signalling



Cyclic AMP Response Element Binding
protein

CREB is a member of the bZIP family of
transcription factors

It recognizes the palindromic CRE motif
TGACGTCA

CREB is found associated with the DNA
motif but does not stimulate transcription

until phosphorylated by the catalytic
@ domain of protein kinase A

CREB | CREB

| CRE




CREB binding protein

CBP recognises and binds the
phosphorylated form of CREB

CBP interacts with the basal
transcription complex to mediate the
effects of CREB on gene expression

Co-activator




Kinase Cascades

Active JNK travels to the nucleus and
phosphorylates the bZIP transcription factor
C-JUN

—

C-JUN dimerizes with C-FOS to form the

AP-1 transcription factor
nucleus | o o
AP-1 activates transcription by binding to

the _TGA(C/G)TCA- TPA response
element (TRE) (seen in lecture 1) and
interacting with the basal transcription

complex

RNA pol Il

RS




Chromatin und Genaktivitat

Euchromatin




Aktives
Chromatin ist
nicht in
Nukleosomen
organsisiert




Inaktive / Aktives Chromatin

Compact
nontranscribed
form

Nucleosome

histone
proteins

—SH groups nonreactive

Extended
transcribed
form

gl o 4 5
ol P ~

H2A' HA2

—SH groups reactive



