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Worin unterscheiden sich die Gene bzw.

die Genprodukte von Eukaryoten und Prokaryoten?

Prokaryoten

Eukaryoten

Keine Introns (i. d. Regel)

Exon-Intron-Struktur (. d.
Regel)

Gene in Operons

Keine Operons*

MRNA polycistronisch

MRNA monocistronisch*

Nur eine RNA-Polymerase

3(4) RNA-Polymerasen

Shine-Dalgarno Sequenz

Capping

Keine Polyadenylierung

Polyadenylierung (i. d. Regel)

Transkription + Translation
simultan

Transkription +Translation
zeitl. u. raumlich getrennt

Kein Chromatin

Gene in Chromatin

* Ausnahme mikroRNAS




Transkription der Gene im Zellkern(ZK) als
Primartranskripte (hnRNA), Prozessierung der
RNA im ZK, reife mRNA und Translation im

Cytoplasma

hnRNA: heterogene nukledre RNA
mRNA: messenger RNA

Cytoplasma

/K

hnRNA bOOO(



Genstruktur der Eukaryoten

je nach Genklasse ist die Struktur verschieden:

WihE

4.

RNA Pol | — Gene fur 18S, 5,8S, 28S rRNA
RNA Pol Il — Gene fur alle mRNASs

RNA Pol lll — Gene fur tRNAs, 5S rRNA, einige
SNRNAS

RNA Pol IV mi/sIRNAS



RNA-Polymerase I-Gene sind
tandem-repetitiv organisiert




Elektronenmiskropische Darstellung
der rDNA-Transkription durch RNA-Pol |
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RNA-Polymerase | Gene:

Eukaryotic 185 588 285
rRNA genes
(DNA)

Transcription 'l' RHA polymerase |

rRNA
precursor
(Primary transcript)

Mature

RNA
't 'l processing
rRNAs —

185 5,8S 285




RNA-Polymerase | Gene

Promotor 5 stromaufwarts

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

Gene immer repetitiv vorhanden

Gene in Gruppen (,cluster®) tandemartig
angeordnet (i. d. Regel ,head to tail)

nur bei manchen Organismen:

,Gen-Amplifikation®( = zusatzliche,
extrachromosomale Genkopien in speziellen
Geweben)



RNA Polymerase |l Gene

TATAAA

TAA
TGA
-100 -25 +1 ATG GT AG TAG AATAAA
A
—_—————,—,—_——e—,—™—™— DNA
primgr-
transkript ermination?
UAA
G™  AUG UGA  AAUAAA
UAG
Poly A
mRNA

UTR = ,untranslatierte Region” © xs



RNA — Polymerase Il Gene

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

Primartranskript (,nnRNA") 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
Regulation 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 GGCCAATC |-60 bis -80 |Polymerase-
Bindung via
CBP
GC-Box GGGCG Variabel und Definiert RNA-
mehrfach Pol
-1 bis -167

Bindungstelle




Regulierte und unregulierte Gene

,Luxusgene” und ,Haushaltsgene”



Promotor Elemente RNA-Pol Il

—25 +1

Upstrea | TATA I Downstream
element element
UCE: DPE:

upstream control element
b downstream promotor element



Beispiele fur eukaryotische Promotoren

I >

Bglobin

SY40, early

[ 1 >

thymidine kinase

BN 1 1 >

histone H2E

-120 -100 -80 -6 -4 -20 +1 +20
TATA box = GC box =
(TATAAAA) (GGGCGG)
CAAT box = Octamer =
(GGCCAATCT) (ATTTGCAT)




a ARC: activator recruited cofactor
CRSP/ARC SWI/SNF CRSP: Cofactor required for SP1 activation
PBAF SWI/SNF: sucrose non fermenting factor

TAFs PBAF: Polybromo- and BRG1 (603254)-associated factor

Many genes
RNA A
polymerase Il A
Enhancer Coding

TAFs: TBP-associated factors
Tissue-specific

gene
. RNA
VWAV polymerase I |
Gonad-specific :
Sntiartoas Core promoter Coding
c Aus Nature 424, 147 - 151 (10 July 2003); Transcription regulation and animal
A ! diversity MICHAEL LEVINE* AND ROBERT TJIAN*t
\ 7

DRE: DNA replication related element

DR peplication WSTF: Williams Syndrome Transcription Factor

- ' I a RNA ge TRF: TBP-related factor
WM ‘— WAWN 3 polymerase I |
Enhancer Coding

Core promoter



An der Aktivierung von Pol II-Genen beteiligte
Komplexe

Funktion= Chromatin-remodelling

_The multiprotein Mediator complex is a coactivator required for transcriptional SAGA:Spt-Ada-GenS-Acetyltransferase
activation of
RNA polymerase II transcribed genes by DNA binding transcription factors. SRB: Suppressor of RNA-Polymerasell



http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/68701.html
http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gg/66807.html

Untereinheiten der RNA-Polymerase |l- Komplexe




Die Kontrollregion beil Eukaryoten
kann sehr komplex sein

a s ;z
Silencer rov TATA [ anm:mmmv[; PNOPDINDPD

+1

Core promoter

b Distal
P

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

Silencer
Wirkungsweise wie negativer Enhancer,
setzt Genaktivitat herab



Promoters and enhancers

Basal factors

Enhancer DNA .V |
E—
Low-level
transcription
occurs with only
basal factor bound

to DNA
Basal factors
4 L ——  ——> When basal
en basa
| — > factor and
™ activator are
\ g_ % bound to DNA,
——Ebh ONA ~ rate of
\ transcription
ctlvator" increases.

protem/



Typische Aktivatorproteine sind DNA-
Bindeproteine mit mehreren Doméanen

DNA-Bindung Protein-Bindung Liganden-Bind. Aktivierung

 DNA-binde-Doméane

* Dimerisierungsdomane
 Aktivatordomane
 Liganden-binde-Doméane



Hormon induzierte Genaktivitat
Beispiel fur Genaktivierung durch externe Signale

Glucocorticoid €

Hsp90/Hsp70
FKBP52

GRE: Glucocorticoid-Response-Element



Hormon induzierte Genaktivitat
Beispiel fir Genaktivierung durch externe Signale
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Schema der eukaryotischen
Genregulation (,loop“-Modell)

enhancer

/ elements\

specific ™=

~ —— transcription g~ 2
f} : factors \

W&é’*z&( gy

DNA pre- R (R RO R PRI S RNA
loop initiation—
% complex

S bl B e
| TATA box-binding b\

= prolein ' initiation
‘\kw —rw ) box site



Vergleich Prokaryoten - Eukaryoten

activator protein

RNA polymerase

start of
transcription

| IL J

gene promoter
regulatory
sequence

BACTERIA

’
|
\

\

gene
regulatory
sequence

: ]

activator protein

general transcription
factors

RNA polymerase

y TATA box [

| | start of
promoter transcription

EUCARYOTES



Chromatin und Genaktivitat

Euchromatin




Inaktives / Aktives Chromatin

Compact Extended

nontranscribed transcribed

form . form
Nucleosome

histone \ g
et > proteins ¥ .7 @
H2B' H4 H4' QQA?
H28) H3"

H2§ He% &

4

—SH groups nonreactive —SH groups reactive



A.
Locus control region

Boundary Regulatory
element Enha}ncer pronl'noter Gelne MI;\R
| | [ [ b = |
Matrix Enhancer —4000 -500 —40 +50 Boundary
attachment Core element
region (MAR) promoter

B. Enhanceosome
Nucleosome .

Chromatin
Remodeling

Pol Il Preinitiation Complex

FIGURE 1.1. (A) Model of typical gene and components involved in gene activation and inactiva-
tion. (B) Acitvation of a gene and assembly of the Pol Il preinitiation complex. (Redrawn, with per-
mission, from Carey 1998 [copyright Cell Press].)



Remodellierung der Chromatinstruktur ‘

wahrend der Transkription




transcription-related

ATPase
Remodelers




Nach der Transkription:
Jposttranskriptionelle” Modifikationen
typisch fur eukaryotische mRNA:
,Capping"®, ,Splicing”, Polyadenylierung,

5‘1 31
AL UAG IRARAAAAAARA
, OH
Codirg sequences \

R with introns removed | 1
5 methylated cap by splicing %' Foly [A] tail



,capping” der mRNA
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Funktion der Cap-Struktur

ernoht 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 AAUAAA)

2. Anfligen von ca. 100-250 Adenin-Nukleotiden



,Polyadenylierung":
Trimmen der mMRNA und Anhangen
von mehreren Adeninnukleotiden

L e
l Cut
[ + I
l Polyadenylate l Degrade

I A EEENEBN



Poly(

.

site
GU/U element
R

D —

AAUAAA
S

Die |
Polyadenylierung

wird von einem

Enzymkomplex

aus mehreren
Enzymen erledigt




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

crp

N

Figure 2. Schematic representation of the polyadenylation machinery. The majority of the components of the mammalian and yeast
polyadenylation complexes are conserved, including all currently known factors that function in the transcription connection. For
simplicity, only the mammalian nomenclature is depicted; the yeast names of factors that have important roles in the events described
here are also indicated. [Note that although an apparent human homolog of Ssu72 exists, it has not yet been characterized function-
ally). ¢, documented protein—protein interactions that help link transcription and 3’ processing (see text). Polyadenylation signal
sequences (upstream AAUAAA, CA cleavage site consensus, and downstream G/U-rich region) are boxed. CPSF, cleavage-polyade-
nylation specificity factor; CstF, cleavage stimulation factor; CFI and CFII, cleavage factors I and II, respectively; PAP, polylAl
polymerase.



Funktion der Poly-
Adenylierung?

- Stabilitat der mRNA
- Translatierbarkeit



,2oplicing”/Spleilden

* Intronabschnitte werden aus dem
Primartranskript entfernt

 Die Exons werden miteinander zur
Jfunktionsfahigen® RNA verbunden

 funktionsfahig” kann aber auch bedeuten,
dass ein nicht funktionsfahiges Protein
gebildet wird



RNA Polymerase |l Gene

TATAAA

TAA
TGA
-100 -25 +1 ATG GT AG TAG AATAAA
A
—_—————,—,—_——e—,—™—™— DNA
primgr-
transkript ermination?
UAA
G™  AUG UGA  AAUAAA
UAG
Poly A
mRNA

© ERS



Je nach Spleidmechanismus
werden vier verschiedene Gruppen
von Introns unterschieden:

* tRNA Introns

» Autokatalytische Introns Gruppe |
 Autokatalytische Introns Gruppe Il
* hn-/mRNA Introns



pre-tRNA splicing
Pre-tRNA

B
RNA endonuclease (RNase) b—)_

2!‘

tRNA Splicing: ... . Zon
= zwei Stufenprozess P o

5 5 (P)ppG (GTP)
GTP-kinase
" ppG (GDP)

. . =OH
1. Herausschneiden Cydic Phospho- ON 1
des Introns durch | - lfﬁﬂg@“
A
RNA- Endonuklease Lgase
nguse Z0H

5*@1 |
2. Verknupfen der i
Exons durch DNA- \ 2 Zon /<®i‘f::‘:;
Ligase nga 2\ '

Mature tRNA 2 2

5’ end -L:g;}\ ) 3 end

T




Autokatalytisches Splicing/
Ribozyme

Beim autokatalytischen Spleiflen sorgt die Intron-

RNA selbst (autokatalytisch) dafiir, 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)
liber eine Phosphodiester-bindung verkniipft werden. Weil
die RNA be1 diesem Prozess wie ein Enzym katalytisch
aktiv 1st, werden diese RNAs auch als Ribozyme
bezeichnet



Ribozym-
Struktur

Entdecker der Ribozyme
Th. R. Cech; Sydney Altman
Nobelpreis 1989

V DS
D0 >/

=)

DCO>0

CUCUGCUAAAUAGC, G
U




Autokatalytisches Spleiien der Gruppe I Introns
bei Pra-rRNA von Tetrahymena

Intron

Exon 1 Exon 2
5" N L A Gl ¥
A\
GOH

Intron

Exon 1 Exon 2 Intron
+ GpAnAMAAAAAAAYA GOH




Mechanismus der autokatalytisch
spleil3enden Gruppe | Introns

| |
U I N G I N
OoH OoH

| I
| |

ap | p | TPN—2C p
| |

5 exon I intron I 3 exon
OoH
(GTP, GDP or GMP
PPP oH <an beused in ¥ilro)
p
nucleophilic
attack |
G | N
OH OoH
|
I
Ap.| p | PN pNp p p
| |
5 exXon I intron I 3" exon
|




Autokatalytisches Splicing Gruppe |l

dunur site acceptnr 5|te
G I A
OH
|
| |
Ap p p ——PAp p
| |
5 exon I intron I 3" exon
| |
[=H
N
= =8
nucleophilic - |
attack | |
G |G G | A
0 OH OH OH
|
|
Ap.| p | PY Ap_ e P
I |
5 exon I intron I 3 exon
| |



MRNA-Spleil3en
an der ,Consensus Splice Site” /GU...A..AG/

g OH
Y
e CIpGU e A e AG| |
Step 1 3
T P
L
| .
p
e el A = AGD
“. L J.dl.
lStep 2




Beim Spleil3en

bildet sich ein

,Lariat"(Lasso)
Im heraus-

gelosten Intron
uber eine

2 -5 -Phospho-

diesterbindung



Am Spleif3en
von mMRNAs
sind
Spliceosome
N
mit
SON(U)RPS”
beteiligt

/
Exon 1
SI

"oplicing” der mRNA

5 Splice- ' aplice-Ende
Splice-Ende o U2 snRNP f)

mMRNA

/
i
{ Exon?z
Intran E/‘;d / i 5 Ausschnitt aus der
K g

U4/UG snENP
U3 snENP

U4/U8 snRMP

U5 snENP

3 aplice-Ende-spaltung
und Yverbindng der
+ i i beiden Exon-Stcke
gxon 1 BxON 2 7
S I T e
D

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



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



58S

|

5 = GV

Zeitliche Abfolge
der Vorgiange
am Spliceosom

Nur fur
Interessierte!!!




Zusammenfassung
(a) Group | (b) Group Il (c) Nuclear mRNA

H
Exon 1 P..

P Exon2 5 v

-OH B O |

HO



Warum uberhaupt Introns?

Erleichtern die Enstehung komplexer
Genel

(mehrere Minigene = Exons werden zu Makrogene
zusammengepackt)

,Exon shuffling”

(einzelne Exons kodieren fur Proteindomamen )“Module”,
verschiedene Module ergeben zusammen immer wieder neue
Proteine)

Alternatives Spleil3en

(durch Kombination verschiedener Exons auf Ebene der RNA kann
ein Gen flr viele Proteine kodieren)

Transspleilden



Prinzip des alternativen
Spleil3ens

[llustration of Alternative RNA Splicing
Two identical strands of Pre-mRENA:

VARVARV
ANIVANS
Sl

= splice/

. 0 |
_ = Exon

NI = optional intron/exon

[ 1=1Intron

intron removal

* Added to distinguish
optional intron/exons

between




Alternatives oder differenzielles
Spleil3en erhoht die Zahl der Proteine:

aus einem Aktivatorprotein kann sogar ein Repressor

werden!!
DNA-Bindung Ligandenbindung Aktivierung Dimerisierung 'srk;i\é?r:or'
A /\ /\
DNA-Bindung Ligandenbindung Aktivierung Dimerisierung
\/ —

!

DNA-Bindung Ligandenbindung | Dimerisierung @ Repressorprotein



Nur fiir Interessierte!
Alternatives Spleif3en bestimmt bel Drosophila
melanogaster das Geschlecht

Female Formale:: Pre-mRNA Default Male
specific splicing
splicing Sxi
?
(2[R = AAA +—— e 2 — AAA
d
stop
¢ tra
O 5 J¢jAAA 4 [ 3 4] — [ 7 [}=AAA
Q&d"
tra-2 stop
d
AAA 0 o/
1 ]2 [3a]¢4 -— I = ) Abda b 5 el f || —ly ] 2 (3] 5] 6

g \/ AAA AAA



Beim DSCAM-Gen (115 Exons) gibt es bis zu 38.016

verschiedene Spleil3varianten

Alternative Splicing in the Drosophila DSCAM Gene

12

B

Pre-mRNA

Mature mENA

48

A5

1l

2

33

I c

One of 38, 010 possible
alternate splices.

C5

Besteht immer aus 24 Exons,
aber A, B, C, D sind variabel

B31 D2




Genreqgulation durch miRNA

: : miRNA c :

\ 1

Degradation Block Translation




Entstehung der miIRNA

TR DO SO0000 T
Gene

Pri-miRNA |
|
— = |
Pre-miBNA E //’/’
Cytoplasm dsRNA
miRNA* =i AL duplex
dupiex l Unwing l
/ /
il
Asymmetric RISC /7 ™\ Some Y i
assembly TS mRNA 7T
/ RISC \ lﬂlsc
Ribosome \/—_\
[rm— — & e ) . Target
et A A O W mRNA
O RISC  RISC RISC
Translational repression mRNA cleavage

Quelle: http://Iwww.dkfz.de/de/genetics/pages/projekte/funk_tumorgenetik/identifizierung_gene.html



RNA-Editierung

http://dna.kdna.ucla.edu/rna/index.aspx

Apolipoprotein B gene has 29 exons

| AL TEETL

CAA)  Codon 2153 codes for glutamine

X
M Stop-Codon

Editing

W el
4 I

Sogloglogles’ KX X

o 6666
lnmeava ca EW ) =P ApoB100 =P LDL
lle Gin Phe

Editoscme

[{INMEAUA UA U WM | = ApoBA4S == Chylomicron
lle Stop

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



RNA-Editierung

http://dna.kdna.ucla.edu/rna/index.aspx

ApoB mRNA

A 6&‘;66 RS
(lnmEAUA CA UM D) =P ApoB100 =P L DL
lle Gin Phe

Editosome

ACF  (APOBEC-Complexing Factor)

HIIWBAUA U B0 = ADOBAS =i Chylomicron

lle St.op

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



RNA-Editierung

bel ca. 5- 6 % der menschlichen Gene der
Fall

"Nature Biotechnology" (Bd. 22, S. 1001, August 2004)



Vielen Dank fur's Zuhdren und vielleicht ein
Wiedersehen in der Molekulargenetik (Modul 13)
oder in der Gentechnologie (Master Modul 8)
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