Expressionskontrolle in Eukaryonten

Warum muss Genexpression kontrolliert werden?

1.

Gewebsspezifische Kontrolle

nicht jedes Genprodukt ist in allen Zellen erforderlich

manche Genprodukte werden ausschliesslich von hochdifferenzierten
Zellen produziert oder benétigt

. Zeitliche Kontrolle

manche Genprodukte werden nur zu einem bestimmten Zeitpunkt der
Entwicklung benétigt (on/off-System)

unterschiedliche Anforderungen zu unterschiedlichen
Entwicklunszeitpunkten
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Regulation der Genexpression durch

Unterschiedliche Transkriptionseffizienz




INITIATION DER TRANSKRIPTION
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GENAKTIVIERUNG DURCH
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Kombinatorischer Effekt:

Reqgulatorische Sequenzen eines eukaryontischen Gens

genregulatorische Sequenzen
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HORMONINDUZIERTE TRANSKRIPTION

Glucocorticoide:

Steroidhoromone z.B. Cortisol

Cortisol wird in Hungerperioden oder bei intensiver kirperlicher Tdtigkeit
freigesetzt und aktiviert Gene, die die Umsetzung von Aminosduren in Glucc
bewirken (u.A. in der Leber).

Cortisol bindet an den Glucocorticoidrezeptor, der Hormon-Rezeptorkomple>
bindet an die Promotoren von Zielgenen und aktiviert deren Transkription

gluc ocorticoid - qlucacorticoid
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Wirkung von Steroidhormonen
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Allgemeine Transkriptionsfaktoren

« fir jede Transkription notwendig

 binden entweder direkt an die DN~ (zum Beispiel die TATA-Box), oder an Polymerase
oder an andere Proteine des Initiationskomplexes.

e sind ubiquitar in allen Zellen

» haben an der Genreqgulation meist keinen Anteil.

spezifische Transkriptionsfaktoren

 vermitteln der Polymerase, welches Gen aktiviert oder reprimiert werden soll.
* sind zellspezifisch

 binden an spezifische DNA Sequenzen (cis-Element oder Enhancer)

» nur dann kann Polymerase binden und das Gen wird exprimiert.



http://de.wikipedia.org/wiki/Gen
http://de.wikipedia.org/wiki/Genexpression
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/TATA-Box
http://de.wikipedia.org/wiki/Ubiquit%C3%A4r
http://de.wikipedia.org/wiki/Genregulation

Enhancer

Regulationselemente auBerhalb von Promotoren

oft Tausende von Basenpaaren vom Promotor entfernt
vor oder hinter dem offenen Leserahmen

Enhancer kénnen auch in Intronen vorkommen

spezifische Transkriptionsfaktoren kdnnen an
bestimmte Enhancer (und/oder Promotoren) binden

gewebe- oder zellspezifische Expression
entwicklungsspezifische Expression



Aufbau eines Gens

Upstream 5° Transcriptional unit Downstream 3
flanking region flanking region
Promoter region Exons
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=Enhancer region= = CCAAT box== TATA box == ==Enhancer regions
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5" non-coding  Introns 3" non-coding
sequence sequence

(Klug & Cummings 19397)



Transkriptionsfaktoren konnen weit (= 1000 bp) vom
Transkriptionsstart entfernt
an Enhancer-Sequenzen auf der DNA binden

Liganden-induzierbarer
Transkriptionsaktivator




ein typischer T.-Faktor besitzt
mindestens drei Domdnen

eine DNA-Bindedomdne
Bindung an eine spezifische DNA-Sequenz
transaktivierende Domdne

Kontaktaufnahme mit allgemeinen Transkriptionsfaktoren
oder Histon-Acetyl-Transferase

Signal-Empfangsdomdne = Ligandbindende Doméne

eine Stelle im Molekiil, die als Empfangsort fiir Signale
dient; z.B. ein Threonin- oder Serin-Rest der
phosphoryliert wird oder an die ein Ligand (z.B. Hormon) binden kann
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Posttranskriptionale Modifikation

Die transkribierte RNA-Molekiile sind noch nicht funktionstlchtig

> RNA Reifung



RNA Prozessierung

Tarmination reglon

Promoter Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 {no distinct end)
| |
gene

transcription, 5’ capping

cleavage signal

primary transcript
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5 triphosphate
cap

3 cleavage, i
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Femethyl-Gppp e— — AAAALAAAA(N)

splicing
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mature mEMNA, ready to be transported to the cytoplasm and translated
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RNA wird prozessiert

Spleilien
Capping Polyadenylierung
2} AAAAAAAAAAAAAD, 3
c U

Editing



Das 5-Ende von eukaryontischen mRNAs
(a) Illa-ﬂ'rrl gmup
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3 Schritte der Capping Reaktion:

Eine Phosphohydrolase entfernt das
gamma phosphate vom 5'-Ende des
wachsenden hnRNA-Transkripts

Guanylyl transferase katalysiert die
Kondensation von GTP mit dem 5'
Ende. Dadurch entsteht eine 5'-5'
triphosphate Verbindung.
Pyrophosphat wird freigesetzt.

Guanosinnucleotid wird methyliert:
guanine-7-methyl transferase. S-
adenosyl-methionine ist Donor!.

end of RHA

5 triphosphatase
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S-adenosyl- Y gransferase
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Das 5-Ende von eukaryontischen mRNAs
(a) Methyl group
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RNA wird prozessiert

Spleilzen
Capping Polyadenylierung
A AAAAAAAAAAAAAA 3
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Editing



Das 3'-Ende von eukaryontischen mRNAs

RMNA polymerase

FANN AN ”mmm

AAUAAA 7 o Cleavage by

ribonuclease

& -E?Q poly-A polymerase
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Die Polyadenylierungsstelle

ikannenan  AAUAAA- 16 Nucleotice--EAUUCACCUCHEENGUGBUNGEGEC UCU

Cwalbumin Gen

v
(Huhn) AAUAAA--12 Nucleotide--EAAACAC HlIlIcACHEGEACUABUBIEA A

Amylase Gen

v
(Maus) AAUAAA --16 Nucleotide--EAAUAABBBIGC AUUUCCHGEICEBUEATC

Polyadeny- Polyadeny-
llerungs- lierungs-
signal stelle

Stromabwarts-
sequenzen



Pre-mRNA Foly-A site
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Pre-mRNA
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Polyadenylierung erfordert
die Beteiligung von mehreren
Proteinen

R 3 AALIAA S =3
' Poly{A) addition site Pre-mR.N.:.
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Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor (CPSF) bindet an
AAUAAA.

Endonucleasen (CFI and CFII)
spalten RNA Transkript mit Hilfe von

cleavage stimulatory factor (CstF)

Poly(A)-polymerase (PAP) hdngt 200-
250 Adenosine dran




Das 3'-Ende von eukaryontischen mRNAs
RMNA polymerase

ribonuclease
T {
AALIAAA 3
& -@Q poly-A polymerase
l adds A's onto 3" end
AAUAAA AAABARAA A 3
| |
G e poly-A tail

Funktion der
Polyadenylierung:

Erhéhte
mEMNA-Stabilitat

verstarkte
Translationseffizienz

Spleilien des
letzten Exons




Prozessierung viraler oder zellularer mRNA

$ Transcription, capping
¢ Transcription

g Exonl | Intron _____Exon2 | > pre-mRNA

Endonucleolytic cleavage;
ly(A) addition

Nucleus

Some viral mRNAs
5[ I AA(A)AGH 3'

Translation i /

Protein 5

# Translation
Protein
Degradation

© Flint et al. Molecular Virology



RNA wird prozessiert

Spleilzen

Capping
5I

Polyadenylierung

AAAARAAAAAAAAA 3

c u

Editing



Spleifden der pra-mRNA

« RNA-Splellden:
Introns werden entfernt
Exons werden zusammengefugt

« Wird durch das Spleildosom katalysiert
(RNA + Protein)

« Der Spleilmechanismus muss sehr
genau sein, damit das Leseraster bel

der Translation gewahrt bleibt.




Exon/Intron Uberginge sind oft konserviert

o' exon intron 3 exon
Es I T ] T
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| N | i
5' splice site branch site 3’ splice site

|— 30 - 50 nt |

Fast alle Introns fangen mit ,, GU “ an und héren mit , AG “ auf



Die SpleiR-Reaktion besteht aus zwei Schritten

3 exon intron 3 exon
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Splicing-Signale und Mechanismus der
Splicing-Reaktion
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€ Flint et al. Moleoular Virology
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The Lariat Intron “Branch Point” (Closeup)

i intron
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Komponenten des SpleiBapparates

ca. 150 Proteine “ut ﬂ

U6
5 RNA Molekule (snRNA) snRNPs

small nuclear RiboNuclear Proteins

5' exon intron 1?' exon
e |
S*MGUEAIEU ......... '.A iiiiiiiii [H“ﬂ]ﬂﬂma'

| : | | |
5' splice site branch site 3 splice site




Das SpleiBosom setzt sich am Intron zusammen
w branch-point binding protein
’ amon 1 7 Iﬁ'l:l % d ( ﬁ . &xon 2 &

e U2 Auxillary Factor
5 *U‘

U2A 35




Die SpleiRreaktion im Uberblick
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SelbstspleiRende Introns

a pre-mRNA spliceosome b group Il self-splicing ¢ group | self-splicing

Wf;_ 5'-:\\% g el

| ]

//_\ 5 -Oiﬁ'h\
5 I OH 3~ A T ;——_?
Gf
(\__/: WL /

_ _i:\

q+
”5/

RNA kann RNA spleilsen

Nicht alle Introns werden von Spliceosomen entfernt: bei niederen Eukaryoten
und den mitochondrialen Genen von Pilzen kommt auch Selbst-Spleil3en vor,
d.h. die RNA selbst hat hier enzymatische Aktivitat (Ribozym).



Alternatives SpleilRen

spliced mRNA R splicing
O troponin T A
primary

RNA 5

transcript

spliced mRNA 5'N splicing
B troponin T

Das Muskelproteingen Troponin T



B-tropomyosin alternate splicing

/\

B 7

11

#

* Non-muscle cells skip exons 7 and 10

+ Skeletal muscle cells splice in exons 7 and
10, skipping exon 6




alternatives Spleiflen

RNA wird auf verschiedene Arten gespleifit

- alternative Auswahl von 5” - und 3" -Spleistellen

- Uberspringen von Exons oder Introns
* dadurch kann ein Gen fir verschiedene Proteine kodieren
* kann zell- oder gewebespezifisch erfolgen

* Schdtzungen gehen z.B. fir Sduger in Einzelfdllen davon aus, dass
mehr als tausend Proteine von einem Gen durch alternatives
Spleifen gebildet werden



Regulation des alternativen SpleiRens
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splicing site +
repressor site
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transcript
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5 e 2 spliced RNA

Exonic splicing silencers

Intronic splicing silencers

Exonic splicing enhancers

Intronic splicing enhancers



Beim Splicing konnen Fehler unterlaufen

(&) Conserved splice donors (SD) and splice acceptor SA)

—

B)

Activation of cryptic splice site

Activation of eryptic splice acceptar in intron 1




Fehler bei der Wahl der SpleiBstellen

a exon skipping b pseudo splice-site selection
exon 1 2
b L
Pre- 5 o e m—3 5 S — 3
mMRNA T
‘pseudo”
“incorrect” splice site

mRNA £ D 5' .



B-thalassemia use of a cryptic 3'-SS

A
f-globin AUAGGCACUGACUCUCUCUGCCUAULGGUCUAULLUCCCUUAGCU
f-globin 10, foe AUAGGCACUGACUCUCUCUGCCUAUUAGUCUALUUUUCCCUUAGG:
Cryplic Matural

Sequence of 3' SS in first intron of human f3-
globin and in B-thalassemic mutation 110

Lallena et al., 2003 Cell 109, 285-296



RNA wird prozessiert

Spleil3en
Capping Polyadenylierung
AUBA A0 A0, 00,0.8,0,0,0,

c u

Editing



RNA-Edierung

besonderer Prozessierungschritt

*  hierbei werden einzelne Nukleotide in der RMNA verdndert
- entfernt
= hinzugefiigt
- verdndert
* insbesondere mRMNAs betroffen
- seltener rRNA und tRMNA

dadurch dndert sich der Informationsgehalt der RNA gegeniiber
der DNA
* zahlreiche Beispiele bekannt
= Transkripte im Zellkern von Sdugern
= Transkripte von Viren
= Transkripte in Plastiden und Mitochondrien




Apolipoprotein (Apo) B

Das Apolipoprotein (Apo) B ist ein

as £ _ _ Hiill Phospho-
wichtiges Lipoprotein, das fiir den Cholesterln , 4~ bl
Transport von Fetten im Blut bendtigt W 5 \-\ @ f;’ .
wird. NN

s
Dunndarm baut solche Lipoproteine auf schlecht
und gibt auf diese Weise aus der Nahrung l6sliche
aufgenommenes Fett (Chylomicronen) ins Lipide

Blut ab. {IIFEttEII]
Auch die Leber bildet Lipoproteine, um die
Fette (VLDL), die sie hergestellt hat, ans
Blut abzugeben.

Apo- 7
Lipoproteln




Substitution Editing

Apolipoprotein B gene

Codon

¥ 4564
| Codon # 2153 |
Liver Transcription Intestine
Unedited mRNA Unedited mRNA
C A A=Gin
Translation J' gl
UAA=S5TOP

+ Translation
Apolipoprotein B-100 Apolipoprotein B-48
4563 amino acids 2152 amino acids
Function: ransport of Function: absorption of

cholesterol in the blood lipids from the intestine



RNA-Edierung in der mRNA des Gens fiir das Apolipoprotein

in der Leber Translation der Apolipoprotein mRMNA zu einem B-100
Protein

im Dinndarm an Position 2156 erfolgt eine RNA-Edierung C>U
dadurch entsteht ein Stoppcodon

- CAA (Glutamin) = UAA (Stopp)
somit wird im Dinndarm nur ein kiirzeres B-48 Protein gebildet
Vorgang biochemisch gut charakterisiert



RNA Editing durch Desaminierung von Cytidin oder Adenin

NH,

0
cytidine
N"I deaminase N
p " )\)“@
0 N O N
P P
ok NH{ OH | NHg O
N SN H0 e N\H NfLNH
Y = L] -
| Co

Rihose Ribose Ribose

— B _ —

Adenosine Inosine




Folgen der Desaminierung

- Anderung eines Codons
- Einfligen von Spleil-stellen

- Erweiterte Codonerkennung in tRNAs



RNA-Edierung in mRNAs fir KunuIEru‘I‘eine im Gehirn

* mRNAs fur einige Untereinheiten von Glutamat-aktivierten
Tonenkandlen werden ediert

* A-I (Inosin) RNA-Edierung
* Inosin wird wie ein Guaninnukleotid in Kodonen translatiert
* regulative Funktion

* ganz neue Arbeiten zeigen eine reduzierte A>1 RNA-
Edierung in bestimmten Hirntumoren



Glutamatrezeptor

Serotoninrez.

Kalium-Kanal

GluREG EHTZC-R Skt .1
I
I
53
~ mtracallubar
QR Ly 1

Intracelular

A-D
O C
T1
currant Opinion In Meumabkalogy
CAG/CIG

Glutamin / Arginin = Q /R
sauer / basisch




Die tRNA Sequenz wird an vielen Stellen editiert

} CCA
(nucleotidyl transferase)

—

Discriminator nt.

dinydoruridine synthase D17 m'AS8  m'A methyltransferase

g
[

\ pseudouridylase

o _OMe M%G26 54, 55: TW  m°U methyltransferase

46, MG G methyltransferase
2°0 methyltransferase e

2-OMe -
bl 7. BA37. miG, etec m'G methyltransferase

adenosine deaminase 34. | etc



Beispiele von RNA editing

Ulrganism Transenipi Eifiect of editing Funciional consequence Helerences
Sire-apeetfe
Mammals GiluR-B Q—-R Decreases Ca®™ jon perme- [ 12.41.42]
abalit
R=G Mu-thflmu gating kimeties  [1242.43]
Gk R—-0G Usknews [12.42.43]
Gilul -Dy R =G Unknown [1242.43]
GluR -5 Q—R Unknown [1242.44]
GluR -6 Q—-R Increases Ca®™ jon perme- [12,42.44]
abilay
1-W Muodulates Ca®™ jon permee-  [12.42.44]
ability
Y—-cC Uinknown [1242.44]
5-HT2cR Il = VN =5 Decrease G-protein cou-  [12.45]
pling efficiency
I=MMN-=-D Unknown [1245]
N-—=G Unknown [1245]
ADARZ MNew 3" splice site Gemerites an isofomm ex-  [17,54]
pressed at low levels
Divasophila melanogaster  Voltage-activated Ma® 3x) - R. 2K - R Y — Unknown [3%.46]
channel {para) CM-=V¥YN-DN-=S5
2 silemt changes
Voltnge-goted Cu?* channel  3xM — 5,5 ~ G.1 - M. 5 Unknown [39.47.48]
subunit Dmcal A (cac) =G M- VN—=5N-—
DR -G
Gilwtamate-gated =% K—-RN-=51 Udksown [39.49]
Cl- ehannel (Gl o) silemt change
DADAR 5-G Alfects activity orsubstrate  [19]
apecificity (7)
Hepatitis delts viros (HDV)  Antigenomic RNA STOPF - W Ennbles switch from wepli- [12.55.56 58]
calion 1o packaging
Eukaryotes 1R AN A = 1 @ position 37 (3  Increases tanslation effi- [11,15,16,101]
adjpcent to the apticodon)  clency amd fidelity (7)
Eukaryotes tRMAs (T o1 8) A — 1 at position 34 (wob-  Increases tanslation offi- [11.15.16,101]
ble base of the anticodon)  ciency and fidelity and al-
lows multiple codon decod-
ing by the same tRNA (7)
Prokaryotes 1RMNANME
Hyperediting
Drosophila melanogasier  4Frnp Multiple aa changes, 1 in-  Unknown [6263]
tronic nf change
Lofigo poali (squad) K chanmel (sqivl) Y—-Cil—-v Affect ates of channel clo-  [64]
sure and slow inactivation
Multiple otber aa changes  Unknown
Caenorhabuditis elegans UTRs Mulnuple m changes Affect mamslanon, RNA  [77]
atability or -export (7)
Homio sapiens Haematopoictic cell phos-  Mulliple as changes, 1 in-  Might kead to symbesis of s [65]
phatase (FTPNG) tronic nf change non-functional protein
Measles virus Negative-strand  genomic  Multiple ot and aa changes  Prevent poimal viral pro-  [12.72]
ENA tein synthesis, kading to a
switch from lytic o persis-
tent infection
Pelyoma virus Early-strand transcripts Multnple aa changes Prevent early-strand tran- [1273]

seripl expont, leading 1o a
awiich from eady to lake
phase of viral infection




Transkription und RNA Prozessierung sind gekoppelt

Einige Eckdaten:

« Capping erfolgt, wenn die RNA erst 20 — 40 nt lang ist

* RNA Pol synthetisiert 1000 - 1500 nt/min

* snNRNP wird an die 3° Spleilistelle rekrutiert 48 sec nach deren Synthese
+ Intron-Verlust 3 min nach Rekrutierung der snRNPs

Pol Il initiation . .Elongation . . ... .. .. .. .. .. ... .Termination
BNA: & ciie Capping . . . . . .Splicing . . . . Polyadenylation . .

Neugebauer, K. M. J Cell Sci 2002;115:3865-3871



Nicht-kodierende RNA Molekule als Regulatioren der Genexpression

Protein-coding and non-protein-coding RNAs

DNA. storage of genetic information
N N N N thegenome

\ ncAMNAs can act as enzymes:
“ribozymes"
ncRMNAs associate with proteins: "RNPs™

RNAtIIIIIIIIIJ

mRBRNAs
non-coding RNAs

Translation into a protain

\ ncRMNAS: regulate gene-expression

; ﬁf no Translation
; ¥
‘i% v g




Non-coding RNAs

ncRNA
fRNA
snmBNA

miRNA

stRNA

( siIRNA
rRINA
snRINA

snoRNA

Non-coding RNA
Functional RNA
Small non-mRNA
MicroRNA

Small temporal RNA

Small interfering RNA
Ribosomal RNA
Small nuclear RNA

Small nucleolar RNA

all RNAs other than mRNA

essentially synonymous with non-coding RNA
essenfially synonymous with small ncRNAs
putative translational regulatory gene family
for example. lin-4 and let-7 in

Caenorhabditis elegans tRNA Transfer RNA

active molecules in RNA interference)

includes spliceosomal RNAs

most known snoRNAs are
involved in rRNA modification 0



RNAI: RNA interference

 SiRNA: short interfering RNAs
* MiIRNA: micro RNA

miRNA biopenesis siRNA biogenesis
IIEII i 1 // 30T KA AT

\
,)

lIII " (TR

Kleine dsRNA Molekule von 20-25nt Lange

4 " common miRNP

S

. - iy ARRARA -2 ___-—--—L',]II-'ﬂJI'llmL.—-_.______
& > 5’_ : L i ___"""‘1-4.1444

ribosome
small RNA-direcled transiational inhibition small ANA-directed miANA clevage



Double- TITTTTTTTTTITTITTTTTTTTTTTTTITITIITTY
stranded RNA  LLLUNNNUULIINLL

w Cne strand
Q dl degraded
RISC m@

Bindsto A

9 Enter nucleus,
mBEMNA it

binds to DA

Inhibition of
ranscription

mRNA w@@lﬂu
Exactly — ee——— e ~ Partly
complementary ‘. complementary

Degradation Imhibition of
of mRMNA, mBMNA ranslaion

Copyright © 2008 Pearson Education, Ine publishing as Benjarmin Curninings

RIST proteins
(including Slicer)

SIRNA: short interfering RNAs

Kleine dsRNA Molekile von 20-25nt Lange,

die durch die Ribonuclease Dicer aus hnRNA

geschnitten werden.

Binden an Proteine: RISC = RNA-induced silencing complex
Abbau eines Strangs

Anderer Strang kann

« an komplementare Sequenzen der mRNA binden —*
Translation inhibiert, oder mMRNA degradiert

« an genomische DNA Sequenzen binden —*>
Inaktivierung von Genen



Zusammenfassung RNA Prozessierungsschritte:

» Hinzufligen von Sequenzen
» &' cap
» 3" PolyA
» Einige nt durch Editing

» Entfernen von Sequenzen
» Splicing von Introns
» Degradation

» Sequenzanderung
» Editing

» Relokation
» Kernexport
» Transport innerhalb des Zytoplasmas
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