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F. H. Crick 1957

Das ,,Zentrale Dogma“ der Molekulargenetik
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Typen von RNA

Zusatzlich zu den ca.
20000 Protein-kodierenden

Genen haben wir > 10.000
RNA-Gene!

non-protein coding!

80-85%

15-20%

KEY

- All organisms

|| Eukaryotes only

Small Small Small micro Long
nuclear nucleolar ~ cytoplasmic ~ RNA noncoding
RNA RNA RNA




Genbegriff

» Mendel: ,Faktor, der fur Merkmal verantwortlich ist”

e Bateson: ,Genetik” (von genetikos, Hervorbringung)
 Johannsen: Begriff des ,Gens”
« Morgan: ,Gen ist chromosomaler Abschnitt”

Ein Gen...

* ist ein funktioneller Abschnitt der DNA, der entweder
ein Protein oder eine RNA kodiert.

« umfasst auch die benachbarten regulatorischen
Abschnitte (Promotor, Enhancer etc.)




Genomkomponenten

Genomweite Repeats, Transposons;
— (z.B Alu-SINES und LINES)

1400 MB
)
Simple Tandem-Repeats ca. 50%
— (syn. Microsatelliten) - repetitive
90 MB
DNA'!

Satelliten-DNA
— (Tandem-Repeats in Centromeren)

160 MB _

Humangenom

3200 MB RNA-kodierende Genregionen 70 % des Genoms?
? MB '

Proteinkodierende o
|
| Proteinkodierende Genregionen Exons (48 MB) Nur 1,5 %!
1200 MB

Introns, UTR, Promoter
1152 MB

MB = Mega-Basenpaare = 1 Mio Bp



Moderne Erweiterungen des
.<Zentralen Dogmas*“

DNA replication
(DNA -> DNA)
DNA Polymerase
DOOTO@DA DNA

‘ . . cx RNA replication
reverse -~ transcription (RNA-> RNA)
transcription (DNA -> RNA)

i | 1)
Rev.Transcriftase RNA.Polymerase K\ ‘

/ AN A (+) Sense RNA (-) Sense RNA pf T T INupfTT M1,
‘l TN

translation RNA Dependent
(RNA -> Protein) RNA Polymerase
Ribosomes

O-0-0-0-0-0-0 Prrotein

wikipedia



RNA: Vom Gen zur Funktion

A
-

Francm Coon. Aes Ran, Lonie Doget JD Wann Ao Ao Aws Bon. Cananage Vs
Wiateon 0 Camonage sewvy Ped ANA O Tes

...to solve the riddle of the RNA structure and to understand how it builds proteins!“

http://putthison.com/post/1619375965/via-wikipedia-and-andy-the-idea-of-james
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The discovery of messenger RNA (mRNA) by Sydney Brenner
(1927-), Francis Crick (1916-), Frangois Jacob (1920-)
and Jacques Monod (1910 - 1976)

Hello, I'm Sydney Brenner. With my colleagues, Francois Jacob and Matthew
Meselson, | showed that rRNA was not the template for building proteins.

There was a third type of RNA — an unstable intermediate — that carries the
DNA message to the ribosome.

We did this by using phage-infected bacteria. We started by Also lautet ein
growing bacteria in "heavy" isotopes of carbon and nitrogen BeschluB,
to radiolabel all of the bacterial RNA and proteins. daB der Mensch

T 'was lesen mufl!

"heavy‘l

www.dnaftb.org



Transkription

Transkriptionsauge

" 17nt ' ATP CTP
RNA- GTP UTP
Polymerase PP,

DNA > b 3 >
NREY.

.
Transkriptions-
5 richtung

RNA-Transkript

8-9 Nt im
Hybrid-Bereich

Die RNA-Polymerase addiert Ribonukleotide in 5° > 3 * —Richtung.

Sie braucht keinen Primer. 0
Munk




Transkription

« Transkription startet dennoch nicht uberall, sondern an
definierten Stellen im Genom (Promotor).

 RNA-Pols konnen in kurzer Folge ein Gen transkribieren.

Viele RNA-
Pol hinter-
einander

Genanfang

Genende

DNA-HeIix Entstehende
(zu dUnn, um gesehen zu werden; RNAS

man sieht die RNA-Polymerasen)




RNA-Polymerase

* Enzym-Komplex aus

RNA-Polymerase  2KuVes Zentrum (mit Mg™) mehreren Untereinheiten

P 7 ! o Bindungstasche far
: . DNA-Doppelhelix . . ‘
L » Kein ,proof reading '!

Macht alle 104-10° Nt einen

b RNADNA. Fehleinbau. Egal...
Hybridhelix

 ca. 60-80 Nt pro sec
s (viel langsamer als Replikation)
')RNA g - ,eingebaute” Helicase-Funktion
' Bindungstasche far » Unterstutzt Re-Hybridisierung der
A *  neugebildete RNA DNA-Strange & Iost RNA von der

DNA-Matrize ab

Munk



Aktives Zentrum

| z \
o H //P<—o
Metallion A @ o o\
o) O .4
—P o
ASp\C/ @ o} |
/o
O
Metallion B - p
O\ /O O{ 5

Asp cl;

Watson

RNA Pol hat (ebenso wie die hier
im Bild gezeigte DNA Pol)

Mg++ lonen im aktiven
Zentrum.

lon A schwacht OH-Bindung
und erhoht nukleophile
Reaktivitat des O-Atoms.

lon B neutralisiert z. T.
die negative Ladung des
PPIi.



Transkription & Gen-Anordnung

Transkriptionsauge

Nichtmatrizenstrang I I ATP CTP

Plus-/Sense-Strang RNA- GTP UTP

codierender Strang Polymerase ,

_ PP;
, 3’

DNA g - 3 o

Matrizenstrang Transkriptions-

Minus-/Antisense-Strang 5 richtung

codogener Strang RNA-Transkript

template



Transkription & Genanordnung

~GEN"

>

5° GACTGAGACATGGGAGCATAGACAGAT 3
|| 5tagacaucecaGenyacagal sl mRNA
3° CTGACTCTGTACCCTCGTATCTGTCTA 5

. ! 1

5 -aufwarts” ,3"-abwarts”

Konvention: Gen-Darstellung durch Schreiben derjenigen Sequenz,
die der mRNA entspricht! (,Sense-Strang®)

Pfeil gibt immer die transkriptionelle Orientierung an.



Gene & Transkription

» Beide Strange der DNA bei Pro-und Eukaryoten
konnen transkribiert werden.

Chromosome4 Ausschnitt aus Hefe-Genom

YPD1
HXT15 LRG1 HO13
(@rn 1248 R 244 = =3 2 oo 7|
|||||| P — T T T T T T T Pr— T T T T T e —— T T T T T T
M6 <M Ay <TIEZATTIEY <ZSATEEN 29 N\
GYPr 0ST4 PP 2sB1 GCSst coc13
L
- 2R ) [ R | |2 2000 218> DI
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr —
Poce + hooooon] < Y 28 cmro s R 7 R s e R ] I

,Watson ‘-
_~ Strang

™ ,Crick ‘-
Strang

» Gene konnen uberlappen!

* Transkribierter Genomanteil vermutlich > 70%!
Protein-kodierender Anteil nur ca. 1,5 %!

nature
g
/®®

Sedd Mot

DECODING
THE BLUEPRINT

MARSS
ANCIENT OCEAN
Polar wander
votves se eregms
THEDEPTIES OF

Unbarstaning the.
et emetion

i

Mowt

il

The ENCOOE pilot maps.
human gencene function

14.6.2007



der GroRRzehe
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> Anatomie der Gene



5 RNA-Polymerasen in Eukaryoten !

* RNA Pol | rRNA (18S - 5,8S - 28S rRNA)
« RNA Pol Il MRNA, shRNA, miIRNA
* RNA Pol tRNA, 5S rRNA, 7SL RNA

U6 sn RNA, shoRNA, miRNA
* RNA Pol IV nur in Pflanzen (siRNA)
« POLRMT RNA Pol fur TK der mtDNA



RNA-Pol: Zielstruktur fur Antibiotika!

Bindet an B-UE
der bakt. RNA Pol und

L-MethyIvTIin L-MTthyIvaIin verhindert Promoter-
Hemmt TK in Sarkolsin Sarklosi" Freigabe. Gegen
Pro- u. Eukaryoten L-Prcl)lin L-Prcl)lin Gram+/- und Mykobakt.
durch Interkalation pValin  p-Valin

O—L-Threonin L-Threonin—0O

I I
c=0 C=0
Ny NH,
0 0
CH; CH;

Actinomycin D Rifampicin
A B
o
HOH,C—CH
H;C—?H
Hrl"_cH_CO_NH_CIH_CO_NH_CHz_CO Hochtox. fir RNA Pol II
o? H,C OH TH CH bei Eukaryoten. Wird in
r—— : HO CH N | z CH_éH_CZHS Leber transportiert und
] | | H | hemmt dort Proteinbio-
" o’ o H N CH, co b
- synthese.
o | Vorsicht! 0C—CH—NH—CO—CH—NH—CO—CH,—NH Y
@5 '8 Knollenblatterpilz H,—CO—NH,
f ¥ a-Amanitin

=




RNA Pol |
(rRNA-Gene)



Ribosomen = rRNA plus Proteine

http://slideplayer.org/slide/661296/



Organisation der rRNA-Gene (,,rDNA")

In Interphase: in Metaphase:

Interphasé-ZeIIkern Nukleolus < > NOR—
" *Transkription der rDNA-Gene — ' .
*Prozessierung der rRNA
*Reifung der Ribosomen
21
22
fiach EM:Sprefiung:. .7 "< 1 el
LT P rDNA-Gene sind
tandem-repetitiv

organisiert

(dhneln also z. B.
Satelliten-DNA im Zentromer)



Organisation der rRNA-Gene

Spreitung > Elektronenmikroskop

a
18S 585 28S rRNA
P e
ETS ITS1 ITS2
p Promoter
I Initiation der TK
t  Termination der TK

ITS internal transcribed spacer 1, 2
ETS external transcribed spacer

_ Direction of transcription ——

Nascent
pre-rRNA
molecules

Nuc‘lec‘il’ar‘
DNA

BRI Sty

 Transcription

* = veraltet. Heute

. Intergenic Spacer



RNA Pol I-Promoterstruktur der rDNA

185 5,85 285 IGS 185 5,85 285
——  HH } —— H H —
TK-Einheit

TK-Einheit

rinr

T Enhancer Enhancer
TK-Terminator

« 18S-5,8S5-28S Transkriptionseinheit ist tandem-repetitiv
» Geneinheiten sind durch intergenic spacer (IGS) getrennt

 Promoter-Elemente: sp spacer promoter
st spacer terminator

upe upstream promoter element
rinr ribosomales Initiator-Element




Ein Transkript fur mehrere Genprodukte:

Stochiometrische Verhaltnisse...




RNA Pol |l
(tRNA-Gene)



Struktur von RNA Pol llI-Genen

+1 "
Typ 1 —3 -
(TIA_TIA) L > Block A Block C T 5S rRNA (120 nt)
TK-Einheit / Gen
+1
Typ 2 (] el BB i
(T‘E’A) | BIL——',k SlodkB & T tRNA (70-95 nt)

TK-Einheit / Gen

Typ 3 ——/
( DSE ' LI;S_E-r TATA |___>) U6 sn RNA

» Achtung: intragenischer Promoter!

* TATA-Box bel Typ 1,2 optional



RNA Pol |l

(Protein-
kodierende Gene)



1977:
Mosaik-Struktur in
eukaryotischen Gene

R-Loop Analyse:
...DNA schmelzen
...mit RNA hybidisieren
...Im EM anschauen

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993

Richard J. Roberts, Phillip A. Sharp
? : 1 ? . dl . 5| ? Z L kb The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993
Nobel Prize Award Ceremony
A B C D E F G Richard J. Roberts
L 1 2 3 4 5 6 7 Phillip A. Sharp
—+ —a—8 i - DNA
4 185 51 129 18 143 156 1043

. B . ) orae mRNA
/ , // poly A

mRNA Richard J. Roberts  Phillip A. Sharp
poly A

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993 was awarded jointly to Richard J

Roberts and Phillip A. Sharp "for their discoveries of split genes"



Introns werden aus mRNA herausgespleif’t

Start of transcription

__ Intron 1 Intron 2

Gene:

Exon 1 | Exon 2 Exo.n“

Transcription

Primary transcript: i : &
Exon 2

Splicing

Mature transcript:

Exn 1 Exon 2 Exon3

Def. ,,Exon”“: Sequenz in reifer mMRNA vorhanden!



Struktur von RNA Pol lI-Genen

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Enhancer Promoter Intron 1 Intron 2 PAS
=75 -30
— 5

CAAT TATA % [
Start 57 Stop \
3 ‘'UTR

Primar-Transkript (hn RNA)

.___I_"‘-‘.,S' i;olyA 3

Cap CoDing Sequence

5UTR




Definitionen

« Exons sind Teil der reifen mRNA (E. sind nicht immer
protein-kodierend!)

* Introns werden aus Primartranskript (hnnRNA) gespleilit.
* Introns beginnen mit GT und enden mit AG (,GT-AG-Regel”)
* hnRNA = (langen)heterogene nukleare RNA

« 573" UTR =5" bzw. 3 ° liegende nicht-translatierte Regionen
der reifen mRNA (konnen auch eigene Exons sein!)

« Enhancer bestimmen v.a. Spezifitat der Transkription
. ,+1% = Transkriptionsstart (= erste transkribierte Nt-Position)

* PAS = Polyadenylierungssignal. Ca. 20 Nt abwarts des PAS
wird die mRNA geschnitten und polyadenyliert.



Transkription & Chromatin

RNAPII

H2A+H2B-Dimer

Schritt 1

g - / Histone: [JH2A [ H28 [ H3 [ H4

H2A*H2B-Dimer

Schritt 2

Abbildung 12.22: Modell fiir die von FACT unterstiitzte Transkription nucleosomaler DNA. Wie im Text beschrieben wird, kann der
Faktor FACT, der hier als Heterodimer aus Spt16 und SSRP1 dargestellt ist, die Histon-Kerne von Nucleosomen vor der transkribierenden RNA-
Polymerase Il (teilweise) zerlegen (Schritt 1) und hinter der Polymerase (RNAPII) wieder zusammensetzen (Schritt 2). Dabei entfernt FACT vor
der Polymerase jeweils ein H2A®H2B-Dimer und fiigt hinter der Polymerase wieder ein H2A®¢H2B-Dimer hinzu. Ein weiterer Faktor namens Spt6

bindet an Histon H3 und unterstiitzt vermutlich die Regeneration des Histon-Kerns.
Watson



TK-gekoppelte Reparatur der DNA!

Gestoppte RNA Pol |l
detektiert DNA-Schaden
und rekrutiert Proteine
der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur.

RNA-Polymerase

Cockayne-Syndrom

» autosom. rezess.
Nucleotidexzisions- K, * selten
reparatur-Proteine Progerie

/ * Lebenserwartung

@ 6-12 J.
TTTTIT0 I ’
RHITITT

I

5’

=
= =y

=T
e ey
==
= =y
= =y




Watson

Promoter eines RNA Pol lI-Gens

TFIIB  TBP TFIID TFIID TFIID TFIID
—
_3I7 -32 -31 —2|6 . —12 +T‘r +f3 +1|1 +1|6 +2|1 +2|8 +30\ 4}32 -0}34
BRE | TATA /L) Inr ) PDCES) JDCE ) )DPE_]DBCE,) )
], AJ . Al ! AJ L L4 5 \
CC,TCC CTTC CTGT A . "AGC
TrANaTT GGpCaTG

Abbildung 12.14: Sequenzelemente des RNA-Polymerase-lI-Kernpromotors. Die Abbildung zeigt die Positionen der verschiedenen DNA-
Sequenzelemente, die im Pol-1I-Kernpromotor vorkommen, relativ zum Transkriptionsstartpunkt. Die Position des Startpunkts ist durch den An-
fang des rechtwinkligen Pfeils iber der DNA gekennzeichnet. Folgende Elemente, die im Text naher beschrieben werden, treten als Bestandteil
des Kernpromotors auf: BRE (fiir engl. B recognition element, TFIIB-Erkennungselement); TATA (TATA-Box); Inr (Initiator); DPE (Downstream-
Promotorelement); DCE (Downstream-Kernelement; engl. downstream core element). Ein weiteres Promotorelement namens MTE (fiir engl. mo-
tif ten element), das im Text beschrieben wird, in der Abbildung aber nicht dargestellt ist, liegt unmittelbar stromaufwarts vom DPE. AuBerdem
sind in der Abbildung die Konsensussequenzen der einzelnen Elemente angegeben, die auf die gleiche Weise bestimmt wurden, die fiir den Fall
der bakteriellen Promotorelemente in Box 12.1 beschrieben wurde. Uber den einzelnen Promotorelementen in der DNA sind dariiber hinaus die
allgemeinen Transkriptionsfaktoren genannt, durch welche die jeweiligen Elemente erkannt werden.

« Eukaryotische Promoter bestehen aus konservierten kurzen
Sequenzabschnitten, sog. ,Boxen”.

* An die ,Boxen” binden Proteine, die die Transkription
regulieren (, Transkriptionsfaktoren®).



mrererer RNA Pol - Initiation
durch ,,basale”
Transkriptionsfaktoren

« TBP/TFIID-Bindung an TATA-Box
* TFIIF rekrutiert RNA Pol I

* TFIIH-Bindung:
- wirkt als Helikase (ATP-Verbrauch!)

- hangt als Kinase Phosphatgruppen
an C-Terminale Domane der RNA Pol |l

> RNA Pol Il beginnt TK
> die meisten TFs verschwinden
t___ UTP, ATP > TBP initiert weitere TK-Runde

CTP, GTP

TRANSKRIPTION BEGINNT



INTERNATIONAL WEEKLY JOURRSIRISCIENCE

Volume 365 No. 68446 7 October 1993

Das TATA-Box-
W IS Bindeprotein TBP

¢ w -~ & e 'v
£ L o
’0'- Re, ™ LA

e tion start'}. here

« TBP ist UE von TFIID

* TBP induziert Biegung der DNA
> partielle Entwindung

* A:T-Basenpaare erleichtern
Biegung

» TBP bindet in der kleinen Grube
sequenzspezifisch

« TBP wird von allen 3 RNA Pol ‘s
benotigt!




Genregulation in Eukaryoten:
z.B. auf Transkriptionsebene

Gen
L. RNA

Promoter-
Boxen”

o o

wtrans®“ Transkriptions-Faktor(ologie)

,,CIS"—— .

Enhancer

e ,.basale” TK-Faktoren, in variabler Kombination in vielen Promotern

» Zell/Gewebe-spezifische TK-Faktoren, induzierbare Faktoren
(siehe VL Genregulation)



DNA-protein

Wo uberall binden
Regulatorproteine
im ganzen Genom?

DNA with

|
\
|I ]
\thim) pmy
G

,,ChIP-Seq*

Chromatin-
Immunoprazipitation &

Sequenzierung
G@I/if RERIIIEMAERIIEED

SGRte
AEerrggr

}mé Tr
@ pb s

tag distribution



Was passiert mit dem Chromatin
wahrend der Transkription?

RNA\PII /'

H2A+H2B-Dimer

Schritt 1

g / Histone: [1H2A [lH28 [ H3 [ H4

H2A+H2B-Dimer

Schritt 2

Abbildung 12.22: Modell fiir die von FACT unterstiitzte Transkription nucleosomaler DNA. Wie im Text beschrieben wird, kann der
Faktor FACT, der hier als Heterodimer aus Spt16 und SSRP1 dargestellt ist, die Histon-Kerne von Nucleosomen vor der transkribierenden RNA-
Polymerase Il (teilweise) zerlegen (Schritt 1) und hinter der Polymerase (RNAPII) wieder zusammensetzen (Schritt 2). Dabei entfernt FACT vor
der Polymerase jeweils ein H2A®H2B-Dimer und fiigt hinter der Polymerase wieder ein H2A®H2B-Dimer hinzu. Ein weiterer Faktor namens Spt6

bindet an Histon H3 und unterstiitzt vermutlich die Regeneration des Histon-Kerns.
Watson



Alles hangt miteinander zusammen...

TK-gekoppelte Reparatur der DNA!

Gestoppte RNA Pol |l
detektiert DNA-Schaden
und rekrutiert Proteine
der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur (vL dazu 2019).

RNA-Polymerase

Cockayne-Syndrom

» autosom. rezess.
Nucleotidexzisions- K, * selten
reparatur-Proteine Progerie

* Lebenserwartung

m 6-12 J.
,@% :

0
by 11

|
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Prozessierung der mRNA in Eukaryoten

« Anhangen eines CAP am 5 ‘Ende
* Heraus-Spleilden der Introns
« Anhangen eines poly A-Schwanzes am 3 ‘Ende

 nachtragliche Korrektur der mRNA-Sequenz
(,RNA editing”)

grobe
zeitliche
Abfolge

alles noch
wahrend

| Transkription

im Zellkern



Prozessierung der mRNA in Eukaryoten

Capping-
Enzym Komponenten der Polyadenylierungs-
SpleifRmaschinerie und Spaltungsfaktoren

Die RNA Pol Il koordiniert die Prozessierung der mRNA

Watson



Cap am 5 Ende eukaryotischer mRNA

0 ?Hs/
HN Ni\
AN | / & CH —O—E—O——E—O—?F"—O-—CH X
N NN 2 CI)— |O_ (l)_ 20 e Schutz der mRNA
./ (>Genregulation)
O OCH,

°Z17% < Bindung der mRNA
| an das Ribosom

o]
w  bereits im Nukleus

| angehangt durch
Guanylyl-Transferase



Termination der TK und Poly-Adenylierung
am 3 -Ende eukaryotischer mRNA

* eigentliche

/ g # XK\/A\O\T\

AAUAAA

mRNA precursor Termlnatlon
lRNAC'ipping s ist ,inexakt”

//?{\ N ¢ ﬁ\‘ AN /: ;M\\ ’f{ i}\ \ ,
S S &/)\\Mﬁxwxx\ - ° 150_200 A S

AAUAAA

noch im Kern
angehangt

Clipping enzyme

\L Polyadenylation
—=>

WV « Stabilitat der
MRNA
MaannalD (>Genregulation!)

Poly (A) polymerase

5 AAUAAA




Poly-Adenylierung

10-30 nt  ca.20 nt 3/
CA GU

™~

Pre-mRNA 2 AAUAAA

GU-rich sequence

Assembly of the polyadenylation
complex

Cleavage and Polyadenylation

Specificity factor \

AAUAAA

Polyadenylate-binding protein

PABP

Cleavage stimulation

factor
l Polyadenylation

Polyadenylated

mRNA AAUAAA

« PABP ,hilft ° PolyA-Polymerase und stabilisiert ,tail ° (>Genregulation)

» Polyadenylierung ist Teil der TK!
Die C-terminale Domane der RNA Pol Il wird fur Polyadenylierung benotigt.



REVIEW SUMMARY

TRANSCRIPTION

Transcriptional termination in
mammals: Stopping the RNA
polymerase II juggernaut

Nick J. Proudfoot*

BACKGROUND: Genes correspond to single
transcription units, starting from the promater
and ending at the terminator. Terminating
gene transcription is directly coupled to mRNA
processing, which occurs cotranscriptionally.
‘When RNA polymerase II (Pol IT) reaches the
gene end, it first slows down over
the terminator. This is partly because
3'end cleavage and polyadenylation

Pd 1I is then free to restart transcription on
another gene promoter.

ADVANCES: The above process of Pol II
termination appears surprisingly complex,
but provides unanticipated layers of gene

genes generate multiple mRNAS of
Read the full article

different lengths caused by the use

(CPA) complex is recruited onto Pol  at hitp/dx.doi. of alternative poly(A) sites (APA)
1T when poly(A) signals appear in org/101126/ which in tum is dictated by gene
termination. Altemative mRNAs with

the nascent transcript. This nascent
transcript will often invade the DNA
duplex to form an R-loop structure, which in-
duces further polymerase slowdown. During
this time, CPA releases mRNA from chromatin
into eventual ¢ytoplasmic translation. Pd II
continues to transcribe its DNA template after
mRNA release. However, this is short-lived, as
an exonuclease (Xm2) degrades the transcript
from its 5 end. When this molecular torpedo
catches up with Pol II, then conformational
shockwaves are transmitted into its active site,
which releases Pdl II from the DNA template.

Termination

science2ad9926

shorter or longer 3'-untranslated
region (3'UTR) sequences possess different
sequence codes for how long to survive or where
in the cell to translate their proteins. Second,
termination of transcription is employed as a
quality-control mechanism. Transcription errors
occur either becanse the DNA template is
damaged or because the RNA is missynthesized
and induce premature termination before
reaching the gene end. These truncated tran-
scripts are rapidly degraded and, if Pol I be-
comes arrested on the DNA template, then it

is degraded in situ by the proteasome to
allow subsequent rounds of transcription.
Recent studies reveal that cellular stress
such as osmotic or heat shock, as well as viral
infection or cancer-inducing mutations, can
all promote aberrant termination. Under these
varied conditions, many genes fail to termi-
nate transcription. The resulting extensive
readthrough transcription can canse massive
deregulation of downstream gene expression.

OUTLOOK: Many questions remain about
the mechanism and regulation of transcrip-
tional termination. Exactly how degradation
of the transcript by Xrn2 together with CPA
and various helicases promotes Pol 1T termi-
nation remains poorly understood. Structural
changes ocarrring within Pol II to promote this
effect are currently unknown. Their resolu-
tion will need new technology, such as cryo-
electron microscopy.

The regulation of APA to generate mRNA
with different 3'UTRs is similarly poorly under-
stood. Although changes in CPA factor levels or
in the transcription process itself can affect
APA, dominant factors and mechanisms used
in biology to achieve this regulation remain
enigmatic. The easy perturbation of termina-
tion resulting in readthrough transcripts appears
to be at odds with the elaborate mechanisms in
place to stop the Pal II juggemaut. It is evident
that the field of Pol II termination has many
surprises in store for future research into this
fasdnating process. »

The st of author affilations & avaible in fhe full artide online.
*Comesponding author. Email: nichad as proudfoot@path.
ox.ac.uk

Cite this arficle as N. 1. Proudfoot, Science 352, 3ad9926
(2016). DOL 10.1126/sclence. 2ad9926.

Cellular stress: blocks termination

SEECEECECY | |
}--- Exon

Chromatin
modifications aid
Pol Il pausing

by Hannah Mischo]

[

et 8 8 o
5 UTR p---Exon -4

Intron

Mechanism of RNA polymerase Il (Pol Il) termination over the 3’ end of a
protein-coding gene. Two alternative poly(A) signals are shown placed within
a blue background that indicates the terminal region of the gene transcript
ending in the termination region. The inset depicts key players in the termina-
tion mechanism, including the Xrn2 torpedo, SETX helicase, and the CPA com-
plex associated with the nearby Pol Il carboxyl-terminal domain. The released
mature mRNA is shown. Also indicated is the R-oop structure, which induces
Pol Il pausing along with specific chromatin modifications positioned on the
downstream DNA. Celluar stress induces transcriptional readthrough, often in-
vading the downsiream gene as shown by the red background. [Figure created




Export der mRNA ins Cytoplasma

AAAAAAAAA
mRNA zum Transport

Ve
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AAAAAAAAA

Zellkern

Cytosol

Watson

Abbildung 13.32: Transport von mRNAs aus dem Zell-
kern heraus. Der RNA-Export aus dem Zellkern ist ein aktiver
Prozess und nur bestimmte (geeignete) RNAs werden fiir den
Transport ausgewahlt. Um dafiir ausgewahlt zu werden,
muss die RNA die richtigen Proteine gebunden haben. Diese
Proteine machen die RNA unterscheidbar von anderen, die
im Zellkern zurtickbleiben und gegebenenfalls dort abgebaut
werden. Proteine, die etwa Exon:Exon-Grenzen erkennen, zei-
gen an, dass die mRNA richtig gespleiBt ist. Proteine, die an
Introns binden, zeigen dagegen an, dass eine RNA im Zellkern
verbleiben soll. Einmal im Cytoplasma angelangt, dissoziie-
ren einige Proteine ab, andere treten als Zeichen der Transla-
tionsfahigkeit hinzu.




ORE.

P BPIP'\EP

ﬁ/ ’\/\7\/ "v

Vorbereitung
der mRNA fur
die Translation

Uber Proteine wird
die mMRNA zirkularisiert!



Unterschiede? Gemeinsamkeiten?

Prokaryoten  Eukaryoten

Operons O ©
Polycistr. nRNA O O
Introns/ Exons O O
mRNA-cap - o
mRNA-polyA O O
RNA-Polymerasen 1 3 (5)
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Uberblick Genexpression
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Spezialitat bei Eukaryoten:
RNA Splicing & RNA Editing




Gene von Eukaryoten bestehen
aus Exons und Introns

Ein Gen im Human-Genom...

EXONS
| | | |
Gen

Funktionelle Teile von proteinkodierenden Genen sind
als Exons verteilt !

(D Lange 145 Bp; @ 7 Exons pro Gen auf etwa 8 kb)



Intron-Exon-Struktur

menschliches B-Globingen menschliches Faktor VIII-Gen
123

il

it

(o
2000 200,000 Nucleotidpaare

(A)  Nucleotidpaare (B)

* Duchenne-Muskeldystrophie-Gen:

/8 Exons

verteilt uber 2 400 kb

99% des Genbereichs besteht aus Introns
Transkriptionsdauer ca. 20 Std. (> Genregulation)

* Introns haben 95%-Langenanteil an menschlichen Genen



Erkennung von Spleif3stellen

5’-Spleil3stelle _ 3’-Spleilstelle
l Verzweigungsstelle
. | .
stromaufwarts GUAAGU A P G stromabwarts
liegendes Exon - (Py),NCAG liegendes Exon
¢ Intron >
Tabelle 29.3: Basensequenzen von SpleiRpunkten bei Transkripten mit Introns
Genregion Exon Intron Exon
Ovalbumin, Intron 2 UAAGGUGAGC»wwwwww» UUACAGGUUG
Ovalbumin, Intron 3 UCAGGUACAG»m»wwwwww  AUUCAGUCUG
S-Globin, Intron 1 GCAGGUUGGUm™ww »w»w»w»ww»w  CCUUAGGCUG
B-Globin, Intron 2 CAGGGUGAGUmwm wwww CCACAGUCUC
Immunglobulin 44, Intron 1 UCAGGUCAGCwwwww» UUGCAGGGGC
SV40-Virus, frihes T-Antigen UAAGGUAAAUmWmw W wWwwUUUUAGAUUC

,,GU-AG-Regel”



sIntronphasen”

Phase 0 AAG--==—mmmme - CCA
Lys Pro

Phase 1 Ao AGCCA
L ys Pro

Phase 2 AA-—mmmmeem e GCCA
Ly s Pro

Introns konnen proteinkodierende Gene an allen
Kodon-Positionen unterbrechen...



Genes-within-genes are relatively common
features of nuclear genomes, one gene being
contained within an intron of a second gene. An
example in the human genome is the
neurofibromatosis type | gene, which has three
short genes (called OGMP, EVI2A and EVI2B)
within one of its introns. Each of these internal
genes is also split into exons and introns.

Neurofibromatosis type | gene
Intron 27

OGMP EVI28B EVI2ZA

kb |

Recently, it has been discovered that many
snoRNAs, which are involved in chemical

modification of rRNAs (Section 9.4.1), are
specified by genes within introns.

In Eukaryoten:
,Nested Genes"”



Prinzip der SpleiRreaktion

Exon 1 Exon 2
I U " A AG| | ,
|
\LStep1 . l;’
| _— ,Lasso ?2,
G L <Y
EEg—oH CA—AGF | -==P—0—A—O0—P---
2 ‘-5 ‘-Esterbindurig
Step 2
BT . CA—AG —— rasch abgebaut

Spliced exons Intron




Das SpleiBosom...

* besteht aus 150 Proteinen und 5 ,small
nuclear ribo-nukleoproteins * (snRNPs)

« RNA-Anteile der ,Snurps * gehen Basen-
paarung mit den Exon/Introngrenzen ein

U1 SNRP

N
[
—— G T

Ex In

~




Splei Bosom : Abfolge der Ereignisse

('BBP)\ U2AFs5 ((35)
5 A

| K]
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snRNP

‘
- ;
P
snRNPs U4 \
U6

«

5 3

Abbildung 13.8: Schritte der spleiBosom-
vermittelten SpleiBreaktion. Die Zusammen-
lagerung und die Wirkungsweise des SpleiBo-
soms sind dargestellt. Die Details der einzelnen
Schritte finden Sie im Haupttext erldutert. Teile
der SpleiBmaschinerie treten bei jedem der
Schritte hinzu oder verlassen die Szene. Diese
Veranderungen bewirken strukturelle Umlage-
rungen des SpleiBapparates, die fiir den Fortgang
des SpleiBprozesses notwendig sind. Die Be-
zeichnungen der einzelnen Komplexe sind rechts
angegeben. Es gibt Hinweise darauf, dass einige
der hier dargestellten Komponenten nicht genau
in dem in dieser Abbildung angegebenen Schritt
hinzutreten oder die Maschinerie verlassen. Sie
konnen aber weiterhin am Ort vorhanden sein
und zum Beispiel lediglich ihre Assoziation mit
dem Komplex abschwachen, statt vollstandig ab-
zudissoziieren. Es herrscht gegenwartig noch Un-
klarheit iiber die genaue Reihenfolge einiger der
hier schematisch dargestellten Veranderungen.
Dies gilt insbesondere fiir die beiden Schritte,
die Anderungen der U6-Paarungen beinhalten:
wenn diese Komponente an der 5'-SpleiBstelle
von U1 iibernimmt, im Vergleich zur Ubernah-
me der U2-Bindung von U4. Ungeachtet dieser
verbleibenden Unsicherheiten, die durch weitere
Forschungen ausgeraumt werden konnen, sind
die entscheidenden Anteile verschiedener Kom-
ponenten der Maschinerie in den verschiedenen
Stadien des SpleiBvorgangs und das allgemeine
dynamische Wesen des SpleiBosoms hier darge-
stellt.




S ple i Bosom: Abfolge der Ereignisse
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...eine ambitionierte Aufgabe!

* Introns sind lang (bis zu 800 kb) im Vergleich
zu Exons (150 Bp im Durchschnitt)

» Sequenzen der Intron-Exon-Grenzen erscheinen
kurz und daher nicht besonders spezifisch.




Probleme & Moglichkeiten

* Distanz zwischen Spleif3-Stellen

» Auswahl der korrekten Spleif3stelle

.exon skipping

1 2
— —1 +—

\/\

1

Kryptische
Spleildstelle

\

LeserastelVerschiebung
kann u.U. vorzeitiges
Stop-Kodon produzieren

nicht nur Problem, sondern auch Moglichkeit:
gezieltes ,alternatives SpleiRen” schafft neue Proteine




Alternatives Spleifen

intronl[ exon intron2 exon3 intron3 exond
IAMTHE|/GSRTV[F IRS T|gPBASRTVISECONDQABDECTV[A LT ERNATIVI

/ 1 Gen

IAMTHE FIRSTALTERNATIVE

Alternatives

Spleilden

cxonl  |intronl exon2 intron2 exon intron3 exomnd
QSRTV QPBASRTV - ONDQABDECTV

\ / / 2 Proteine

IAMTHESECONDALTERNATIVE

« > 75 % der menschlichen Gene werden alternativ gespleildt
« oft > 5 Spleil¥¢formen/Gen

(>Genregulation)



Durchschnittliche Anzahl von Introns pro Gen

L. major

G. lamblia

T. vaginalis

P. yoelii

D. discoideum

P. aurelia
T. pseudoonana

S. pombe

P. falciparum
O. sativa

A. thaliana

C. merolae
M. musculus

E. cuniculi
G. theta NM
N. crassa
A. nidulans
A. gambiae

D. melanogaster
C. elegans

C. parvum

S. cerevisiae
C. albicans

B. natans NM
C. briggsae

P. chrysosporium
C. reinhardtii
C. intestinalis
C. neoformans
T. rubripes

H. sapiens

Abbildung 13.2: Anzahl der Introns pro Gen bei verschiedenen Eukaryontenarten. Die durchschnittliche Intronzahl pro Gen ist fiir eine
Auswahl eukaryotischer Arten aufgezeigt. Die rot hervorgehobenen Artnamen zeigen gebrauchliche Modellorganismenarten an (siehe Kapitel
22): die Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae), die Taufliege (Drosophila melanogaster), einen Fadenwurm (Caenorhabditis elegans), die Acker-
schmalwand (Arabidopsis thaliana) sowie die Feldmaus (Mus musculus). Die iibrigen Arten sind Anopheles gambiae (eine Steckmiickenart), Asper-
gillus nidulans (ein Schimmelpilz), Bigelowiella natas Nucleomorph, Caenorhabditis briggsae, Candida albicans (ein humanpathogener Hefepilz),
Chlamydomonas reinhardtii, Ciona intestinalis, Cryptococcus neoformans, Cryptosporidium parvum, Cyanidioschyzon merolae, Dictyostelium dico-
ideum, Encephalitozoon cuniculi, Giardia lamblia, Guillarida theta Nucleomorph, Homo sapiens (Mensch), Leischmania major, Neurospora crassa
(eine Schimmelpilzart), Oryza sativa (Reis), Paramecium aurelia (Pantoffeltierchen), Phaenochaete chrysosporium, Plasmodium falciparum, Plasmo-
dium yoelii, Schizosaccharomyces pombe (Spalthefe), Takifugu rupripes (ein Kugelfisch), Thalassiosira pseudonana und Trichomonas vaginalis.



Weltrekord: Drososphila DSCAM

Exon 4_ Exon 6. Exon 9_ Exon 17
%?\jn:misdche 12A:ternat||verlw 48Alternat|venI 3|3Alternat|veln 2Alter|r_|1at|ven 38 OOO Spll Ce_
pré-mRNA v Moglichkeiten!!
l Zell-Zell-Inter-
mRNA ﬂ IIEII T lll|1_|71IlIlI . .
aktion zwischen
Transmembran- N e rve nze I Ie n '
bereich
rroten {DDDDD D DDD DD »Aufbau neuronaler
| Ig-Wiederholungen "’ Fibronectin- ! g- | SCha Itkrelse?

Doménen Wiederholung

Abbildung 13.19: Die multiplen Exons des Drosophila-Gens Dscam. Das Gen Dscam (oben) ist 61,2 kb lang. Nach Transkription und Splei-
Bung gehen aus ihm eine oder mehrere Varianten einer 7,8 kb langen, 24 Exons enthaltenden mRNA hervor (die Schemazeichnung zeigt eine
allgemeine Form dieser mRNAs). Wie hier dargelegt, gibt es mehrere, sich wechselseitig ausschlieBende Alternativen fiir die Exons 4,6, 9 und 17.
Jede maturierte mRNA enthdlt eine von zwdlf mdglichen Alternativen des Exons 4 (rot), eine von 48 Alternativen des Exons 6 (lila), eine von 33
des Exons 9 (blau) und eine von zwei des Exons 17 (gelb). Die Exons 4, 6 und 9 codieren Teile der drei Ig-Domanen (Immunglobulindomanen),
die in der Abbildung unten in den entsprechenden Farben dargestellt sind. Das Exon 17 codiert die Transmembrandoméane des Proteins. Falls
alle zur Verfiigung stehenden Kombinationen der existierenden Exons zum Zuge kommen, kénnen aus dem Dscam-Gen 38.016 unterschiedliche

Y AsgHd Proteine hervorgehen.



SR-Proteine bewirken korrektes SpleiBen
durch Erkennen von Exons

n n “
Cmemch | SR R SR (,splicing code™)
U2AF g5 Culd @ ) U2AFgs
XYY AG GU YYYY AG i mm-
ESE
Il |
Intron Exon Intron Exon Intron

Abbildung 13.12: SR-Proteine rekrutieren SpleiBosomkomponenten zu 5'- und 3'-SpleiBstellen. Korrekte SpleiBstellen werden von der
SpleiBmaschinerie durch ihre Nahe zu Exons erkannt. SR-Proteine binden an Sequenzen innerhalb eines Exons (an exonische SpleiBenhancer,
ESEs) und rekrutieren von dieser Position aus U2AF und U1snRNP zu stromabwarts gelegenen 5'- und zu stromaufwarts gelegenen 3'-SpleiBstel-

len. Diese Vorgange initiieren den Zusammenbau der SpleiBmaschinerie an den dafiir korrekten Stellen, so dass der SpleiBvorgang, wie friiher
beschrieben, beginnen kann.

« SR = Serin und Arginin-reiche Proteine
« binden an purinreiche ,exonic splicing enhancer” (ESE)

* interagieren mit SNURPS und anderen nicht-Snurp-Proteinen

Watson




Korrektes SpleiRen durch
sterische Hinderung

-
-
-
-
-
—~

-

(c)
‘):—942— i) e Ao A W
= = vorgange durch sterische Hinderung. (a) Diese Ansicht zeigt die

=7(a) o 1 I 2 3 M 4 alternativen SpleiBmaglichkeiten. (b) Die Bindung des U1-snRNPs

an die 5'-SpleiBstelle des zweiten Introns schlieBt eine Bindung von

U2-snRNP an den Verzweigungspunkt desselben Introns aus (fiir die

gleichzeitige Bindung beider Makromolekiilkomplexe ist nicht geni-

gend Platz vorhanden); die Bindung von U2 an das nachstgelegene

Intron fiithrt zum Ausschluss von Exon 3. (c) Hier verhindert die Bin-

dung von U2-snRNP an den Verzweigungspunkt des zweiten Introns

die Bindung von U1 an die 5'-SpleiBstelle desselben Introns. In diesem

Watson Fall fiihrt die Bindung von U1 an die 5'-SpleiBstelle des ersten Introns
zum Ausschluss von Exon 2.



Zur Sicherheit, falls Spleilden schief geht...

Nonsense-mediated RNA decay

NMD effective NMD ineffective
UPF2

ribosome

AAAA
3'UTR

SURF
complex

Figure 1. EJC-dependent nonsense-mediated decay (NMD) [4]. After splicing, exonic-junction complexes (E1CS) remain 20-24 nucleotides
upstream of every exon junction. These EJCs are then bound by UPF2, one of the core proteins of NMD. When the first ribosome translates the mRNA,
it displaces the EICs. However, if the ribosome encounters a premature stop codon and stalls, it forms a complex with a downstseam EJXC, mediated
by UPF2 and another complex called SURF. {The SURF complex is named after its constituent proteins [5]) This complex then initiates mRNA decay.
Because E)C-dependent NMD requires a downsteam EJC, it is only effective in the coding regions upstream of the last EXC (indicated in blue). it
cannot detect any premature stop codons downstream of the last EJC {indicated in red). Note that an alternative, less potent mode of NMD takes
place in the absence of the EXC [6].

d0i10.1371/journal pgen 10022569001



Splicing & Erkrankung

» ca. 50 % aller Mutationen in Exons verandern das Spleilen!

* Auch sog. ,stille Mutationen® kdnnen so drastische
Auswirkungen haben.

* Bsp. porphobilinogen desaminase-Gen (PBGD) > Ham-Mangel
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| |
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\i

CAT(EATGCT@CA% gtacacttgaccagggaagccacatggtgaca
N
M

A authentic Splice Site
C cryptic Splice Site

Roca X et al. Nucl. Acids Res. 2003;31:6321-6333




,...dile Medizin ist der beste
Lehrmeister der (Molekular-)
Biologie.”

Lehrbuch: Watson et al. Molekularbiologie



ufklarung des Splei

R-Mechanismus
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Struktur eines
,Gruppe |“-Introns
aus den rRNA-
Genen des Einzellers
Tetrahymena.

‘«ri @ The Nobel Prize in Chemistry 1989
“al¥ Sidney Altman, Thomas R. Cech

The Hobel Prize in Chemistry 1539

Tho}nas R. Ceéh

Sidney Altman

The Nobel Prize in Che
Thomas R

mistry 1989 w

Cech "for their discovery of

as awarded jointly to Sidney A

calalytic properties of RNA"



SpleiBen ohne SpleiRosom:

,SelbstspleiBende Introns”

* Gruppe |

» Gruppe |

* Gruppe llI

- pra-rRNA im Kern eukaryot. Einzeller
- Organellen-mRNAs und -rRNAs
- wenige bakt. RNAs (z. B. Phage T4!)

- Organellen-RNAs in Pflanzen u. Pilzen
- wenige bakt. RNAs

- Organellen-RNAs
- kurzer als Gruppe Il, jedoch ahnlicher
Mechanismus

 unterschieden nach typischer Faltungsstruktur
sowie nach Spleil3-Mechanismus!




Evolution der SpleiR-Mechanismen

,.self-splicing“ ,.self-splicing“ — ,,spleiBosomal
(a) Group | — (b) Group Il (c) Nuclear mRNA

freles
Guanosin!
o SpleiRosom
Exon 1 1
xon 1 Pe_.- oy
( p Exon2 p<_ P

HO I OH



Der ,,Kaiser” @

zum Thema Evolution:

,o0krates, Platon und diese Leute haben sich schon vor
2000 Jahren Gedanken gemacht, da sind wir noch auf den
Baumen gehockt und haben uns vor den Wildschweinen
gefurchtet.

Seitdem haben sich nur ganz wenige weiterentwickelt.”



Evolution der Exon-Intronstruktur
eukaryotischer Gene

* ,,|ntl"0ns-early“ (= ,exon theory of genesu)

> Introns leiten sich aus Struktur des Ur-Genoms ab,
Prokaryoten haben Introns weitgehend verloren

* ,,Introns-late” (,insertional introns)

> Introns sind bewegliche Elemente und haben sich wahrend
der Eukaryotenevolution in zuvor intronlose Gene integriert




Woher kommt die Exon-Intron-Struktur evolutionar gesehen?

,Exon theory of genes” i i

Short genes

8 l/\ Bl Y
il i | {
© o ©

genome
L
o

& Multisubunit protein

l « Exons = ,alte Minigene”
Multidomain, single
$5° swbunicprotei * Introns = ,alte Intergen-
T Introns reglonen“
Al
i B = B N =

Single discontinuous gene



Vorteil der Exon-Intron-Struktur

Finger modules

Fibronectin — — - - e - -

Kringle structure

plasminogen — 17— i I -

activator I
f

- - 48— ——- - - Epidermal growth factor

Growth-factor domains

Plasminogen

Evolution des TPA-Gens durch
Exon-Shuffling

 Exons kodieren manchmal
distinkte Proteinmodule

« Rekombination in Introns
hat wahrend der Evolution
»exon-shuffling” ermdglicht






Circular RNAs (circRNA)

s'—IE— 2 1 3 — 4 —3
¢A B
qd 1 2 3 4 — AAAAAAAAAAA
[ 2 4  — AAAAAAAAAAA
qd 1 4  — AAAAAAAAAAA \ 4
—
2 3 2 3 4

A normales Spleilden > lineare mMRNA
B ,backsplicing’ > circRNA




d0i:10.1038/nature11928

Circular RNAs are a large class of animal
RNAs with regulatory potency

Sebastian Memczak'*, Marvin Jens'*, Antigoni Elefsinioti'*, Francesca Torti'*, Janna Krucger“’. Agnieszka Rybakl, Luisa Maier,
Sebastian D. Mackowiak', Lea H. Gregersen®, Mathias Munschauer®, Alexander Loewer®, Ulrike Ziebold', Markus Landthaler”,
Christine Kocks', Ferdinand le Noble” & Nikolaus Rajewsky’

Circular RNAs (circRNAs) in animals are an enigmatic class of RNA with unknown function. To explore circRNAs
systematically, we sequenced and computationally analysed human, mouse and nematode RNA. We detected
thousands of well-expressed, stable circRNAs, often showing tissue/developmental-stage-specific expression.
Sequence analysis indicated important regulatory functions for circRNAs. We found that a human circRNA, antisense
to the cerebellar degeneration-related protein 1 transcript (CDRlas), is densely bound by microRNA (miRNA) effector
complexes and harbours 63 conserved binding sites for the ancient miRNA miR-7. Further analyses indicated that
CDRlas functions to bind miR-7 in neuronal tissues. Human CDRlas expression in zebrafish impaired midbrain
development, similar to knocking down miR-7, suggesting that CDRlas is a miRNA antagonist with a miRNA-binding
capacity ten times higher than any other known transcript. Together, our data provide evidence that circRNAs form a
large class of post-transcriptional regulators. Numerous circRNAs form by head-to-tail splicing of exons, suggesting
previously unrecognized regulatory potential of coding sequences.

CircRNA: functions and properties of a @
novel potential biomarker for cancer

Shujuan Meng'?", Hecheng Zhou'?*, Ziyang Feng'*, Zihao Xu'?, Ying Tang'?, Peiyao Li* and Minghua Wu”™

Abstract

Circular RNAs, a novel class of endogenous noncoding RNAs, are characterized by their covalently closed loop
structures without a 5'cap or a 3' Poly A tail. Aithough the mechanisms of circular RNAs’ generation and function
are not fully clear, recent research has shown that circular RNAs may function as potential molecular markers for
disease diagnosis and treatment and play an important role in the initiation and progression of human diseases,
especially in tumours. This review summarizes some information about categories, biogenesis, functions at the
molecular level, properties of circular RNAs and the possibility of circular RNAs as biomarkers in cancers.

Keywords: circRNA, Non-coding RNA, microRNA sponge, Tumour, Biomarker







Der Normalfall...
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RNA-Synthese
(Transkription)
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AUG™— Proteinsynthese lSJ%S,
START! (Translation) :
PROTEIN

COOH

Aminosauren

MRNA bildet
die DNA-Sequenz
exakt ab!



RNA editing !

* RNA-Sequenz wird NACH der Transkription verandert !!!!

 Konsequenz: Aminosauresequenz des Proteins lasst
sich nicht mehr aus DNA-Sequenz ableiten

* in hoheren Organismen v.a. zwei Mechanismen:

1. Basen-Austausch durch ortsspezifische
enzymatische Desaminierung von A oder C

2. gezielte Insertion oder Deletion von U
(gesteuert durch ,guide RNASs")

>Genregulation; Proteinvielfalt !



RNA editing !

« in MRNA, tRNA, rRNA, miRNA ...

* in Eukaryoten, Viren, Archaen, Eubakterien
* in Zellkern und Cytoplasma

* in Kerngenom, Mitochondrien und Plastiden

* in Vertebraten eher noch selten, in anderen Fallen
Ist Mehrheit der mRNA-Basen durch pan-editing entstanden!!



RNA editing durch Desaminierung

(@)

NH,

0 I paart auch mit C
Cytidin- (b)
= d i NH
esaminase

)\C | g )‘\U ‘ ADAR
07 >N 07 N > K | | >
P P Adenosine

deaminase

rest rest

§ acting on RNA

* hochspezifisch reguliert
 meist nur in bestimmten Geweben oder Zelltypen
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RNA editing: Desaminierung C>U

« wenige Sauger-Beispiele. Hier: Apolipoprotein B (Lipid-Transport)
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Cholesterintransport in Leber Lipidaufnahme im Darm



RNA editing: Desaminierung A > |

Table 1| The known transcripts that undergo RNA editing and the functional consequence on the encoded protein

Organism Transcript Effects of editing Functional consequence References
Cytosine to uracif
Mammals ApoB Q — STOP Stop codon, generation of ApoB48 isoform 2E3
' N7 R — STOP (truncated protein} 32
Adenine to inosine
Mammals CluR-8B Q—+R Decreased Ca?®* ion permeability 77,80,88
GluR-8 R—=G Increased rate of recovery receptor desensitization 77,80,90
GluR-C R—G Unknown
GiuR-D R—=G Unknown
GliuR-5 Q—=R Unknown 77,80
GIuR-6 Q—R Increased Ca?* ion permeability 77,80
GluR-6 | =V Maodulated Ca?* ion permaeability 77,80
GluR-6 Y —=C Unknown 77.80
5-HT . =V N—=S |-V Reduced G-protein coupling 77.81
S-HT. R [—M Unknown
S-H;'xR N—D Unknown
5-HT,.R N—-G Unknown
Adar2 Intronic nt changed, Generation of isoform 46,86

new splice acceptor sile

GluR Glutamat-Rezeptor

5-HTR Serotonin-Rezeptor Epilepsie

Schizophrenie
Depression |
Amyotrophe Lateralsklerose
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(-1 Abstract

RNA editing by adenosine deamination alters genetic information from the genomic blueprint. When it
recodes mRNAs, it gives organisms the option to express diverse, functionally distinct, protein
isoforms. All eumetazoans, from cnidarians to humans, express RNA editing enzymes. However,
transcriptome-wide screens have only uncovered about 25 transcripts harboring conserved recoding
RNA editing sites in mammals and several hundred recoding sites in Drosophila. These studies on
few established models have led to the general assumption that recoding by RNA editing is extremely
rare. Here we employ a novel bioinformatic approach with extensive validation to show that the squid
Doryteuthis pealeii recodes proteins by RNA editing to an unprecedented extent. We identify 57,108
recoding sites in the nervous system, affecting the majority of the proteins studied. Recoding is tissue-
dependent, and enriched in genes with neuronal and cytoskeletal functions, suggesting it plays an
important role in brain physiology.



RNA editing durch Insertion oder
Deletion von U
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Posttranscriptional chemical modification of RNA bases is a widespread and physiologically relevant regulator of RNA
maturation, stability, and function. While modifications are best characterized in short, noncoding RNAs such as tRNAs,
growing evidence indicates that mRNAs and long noncoding RNAs (IncRNAs) are likewise modified. Here, we apply our high-
throughput annotation of modified ribonucleotides (HAMR) pipeline to identify and classify modifications that affect Watson-
Crick base pairing at three different levels of the Arabidopsis thaliana transcriptome (polyadenylated, small, and degrading
RNAs). We find this type of modifications primarily within uncapped, degrading mRNAs and IncRNAs, suggesting they are the
cause or consequence of RNA turnover. Additionally, modifications within stable mRNAs tend to occur in alternatively spliced
introns, suggesting they regulate splicing. Furthermore, these modifications target mRNAs with coherent functions, including
stress responses. Thus, our comprehensive analysis across multiple RNA classes yields insights into the functions of
covalent RNA modifications in plant transcriptomes.






