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Im Bereich von Genen sind die beiden Strange
der DNA nicht funktionell aquivalent, weil nur
einer der beiden Strange transkribiert, d.h. in
RNA Ubersetzt wird.

Der Strang, der als Matritze der RNA-Synthese
dient, heisst Template Strang = antisense strand
= - (minus) strand.

Der zweite Strang, dessen Sequenz mit der der
RNA Ubereinstimmt, heisst kodierender Strang
(coding strand) = sense strand = + (plus) strand.

Die RNA wird 5" — 3' synthetisiert und daher von
einem 3' — %' laufenden DNA-Strang abgelesen.
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RNA-Polymerasen

0=P—0—CH
Chemisch erfolgt die RNA-Synthese wie die DNA-Synthese: T
Die OH-Gruppe am C-Atom 3 der Ribose O OH
(bzw. Desoxyribose) greift die Bindung zwischen a- und AN
B-Phosphat eines Nukleotid-Triphosphats an, das nun in D R i LT
einer Kondensationsreaktion angehangt wird. Y s o
Im Unterschied zu DNA-Polymerasen benotigen RNA- OH oK
Polymerasen keinen Primer.
Bakterien haben nur eine RNA-Polymerase, Eukaryonten }\,,P
drei: | macht rRNA, Il macht hnRNA und Ill macht tRNA.
RNA-Polymerasen haben im Gegensatz zu DNA-Poly- —0—cH,
merasen keine "proofreading" 3'— 5' Exonuklease Aktivitat. i“j}
@ 1 N|chlmattzenstrang U—-E—UD—HCHq_
euverd illung /'_ {codlerenderSra g]| P' I E ././ 0 53
DNA \ Y \\ 4’ PNA OH OH

5 RNA - DNA - Hybri d| Matrzenst rani gl

i © both figures Loffler/Petrides:

Biochemie und Pathobiochemie

Transkriptionsrichtung ————»



Initiation

Die Initiation der Transkription geschieht am Promotor (engl. Promoter), der die
Initiation an dieser spezifischen Stelle erlaubt. Die RNA Synthese beginnt weiter 5'
als die codierende Sequenz des eigentlichen Gens, so dall am 5'-Ende der RNA
zunachst nicht codierende Bereiche liegen.

Der Promotor ist ein DNA-Abschnitt mit Bindungsstellen fur die
Transkriptionsmaschinerie, also RNA Polymerase plus weitere Proteine.

Im Bereich des Promotors liegen Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren. Deren
Aufgabe ist die Regulation der Transkription: Nur wenn die richtigen
Transkriptionsfaktoren im Promotorbereich gebunden sind, kann das Gen abgelesen
werden.

Weiter entfernt liegende DNA-Bereiche konnen ebenfalls Transkriptionsfaktoren
binden, die Transkription fordern (Enhancer) oder unterdricken (Suppressor). Die
Aktivitat der Transkriptionsfaktoren wird reguliert, oft Uber Signalwege von
verschiedenen Rezeptoren.

"Housekeeping"-Gene konnen ziemlich gleichmassig transkribiert werden, weil sie auf
einem konstanten Niveau benotigt werden. Beispiele sind Aktin und GAPDH.



Promotorelemente

T P clement T 135 Rogion|_Spacer |10 Region| Spacer | RNAstart |
Promotorelemente liegen 5' und S "
3' vom Transkriptionsstart, Bej E. s [ DNMATTRTITINAMNNNITIA T Yo [TIMEL N
coli erfolgt RNA-Polymerase- rmB P1 [ AGAAAATTATTITAAATTTCCT [N[GTGTCA| Nio [ TATAAT] N, [TATIIT
Bindung zwischen -70 und +30 o I, [
Ca. 10 bp aufwarts vom Start |
liegt eine konservierte Region S -
mit dem Konsensus TATAAT o [rroatal me [mamar] w, [&
(TATA-BOX) araBaD  DCEGRCGE] N, e N, O
Ca. 35 bp aufwarts liegt eine
weitere konservierte Region mit Promotoren von E. coli Genen
dem Konsensus TTGACA © Nelson/Cox: Lehninger Principles of Biochemistry

Noch weiter aufwarts liegt bei
hoch exprimierten Genen eine

AT-reiche Sequenz (UP-Box). A.<.:htungl: Allg dies"e Elemente
: " konnen in Einzelfallen auch fehlen.
Die Sequenz und Position der

Promotorelemente bestimmt wie Es gibt durchaus Promotoren z.B.
"stark" ein Promotor ist. ohne TATA-Box.



‘ Transkriptionstaktoren

= Bakterielle RNA-Polymerasen konnen alleine an S
Promotoren binden, eukaryontische bendtigen dafur
zusatzlich Transkriptionsfaktoren. p—

= Der Komplex aus Pol Il und den assoziierten TF wird l/
RNA Polymerase Il Holoenzym genannt. _@LE
= Pol I und Pol lll interagieren mit anderen TF und sind WA I
etwas einfacher reguliert.

= Transkriptionsaktivatoren und -suppressoren binden
an entfernte DNA-sites, interagieren aber mit dem
Holoenzym.
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Flongation und Termination

Zur Elongation wird Pol [l am C-Terminus
S/T-phosphoryliert. Dort liegt ein repetitives
Heptapeptid vor (YSPTSPS) dessen
Phosphorylierung bewirkt, daf sich Pol |l von
der Initiationsstelle ablost.

Bei Beginn der Elongation dissoziieren auch
die meisten TF ab.

Die Terminationsstelle wird durch ein Stop-
Codon definiert, aber zusatzlich tauchen
palindrome Sequenzen auf, die Ausbildung
von Haarnadelstrukturen zulassen. An diese
Strukturen konnen Terminationsfaktoren
binden.

Der Terminationsmechanismus von Pol Il ist
noch nicht genau aufgeklart. Fur Bakterien
sind die Faktoren p und t bekannt.
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RNA-Modifikationen 1

Das primare RNA-Transkript wird bei Eukaryonten auf drei 0 S8
Arten modifiziert: /li >
Anheften einer Kopfgruppe (Cap) am 5'-Ende. H, NJ“‘
Verkirzung des 3'-Endes und Anhangen eines Poly-A- 0o, | i .4
Endes. 0=p—0-
Herausschneiden nicht codierender Sequenzen (Splicing). f'g OH OH
Durch diese Veranderungen entsteht aus der hnRNA s
(heavy nuclear oder heterogeneous nuclear RNA) die OZE_O_ Base
MRNA (messenger RNA). Y . 2'-Methyl-
2 .0 ribosid
>
Cap: Es wird ans 5'-Nukleotid 7-Methly-GTP angehangt ~ o-p——0 oo
und haufig werden auf die folgenden Nukleotide
Methylgruppen von S-Adenosyl-Methionin Gbertragen. 0—cH, o | 2'-Methyl-
Diese Veranderungen schitzen das 5'-Ende vor Abbau 3 Q e
0 OCH

und bewirken Transport der reifen RNA aus dem Kernins 7"
Cytoplasma. Das 7-Methyl-GTP wird auch fur die |
Lokalisierung am Ribosom benaotigt.
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RNA-Modifikationen 2

Fast alle eukaryontischen (aber nicht
bakteriellen) Gene enthalten Introns:
Nicht codierende Sequenzen die aus
dem primaren Transkript entfernt
werden mussen.

Die codierenden Sequenzen heissen
Exons.

Das Entfernen der Introns nennt man
Splicing. Verantworlich sind snRNPs
(enthalten snRNAs).

Das 3'-Ende wird verkirzt bis zu
einem Polyadenylierungssignal. Dort
bindet dann eine Polyadenylat-
polymerase, die den poly-A-Tail
anhangt.

Poly A schutzt das 3' Ende vor Abbau

und definiert ihr Alter fUr den spateren
Abbau.

T — : DNA
o primdres
5'P — & — e s — 3 OH Transkript
mRNA
- Anheftung der Kopfgruppe
- Entfernung nichtcodierender
Sequenzen am 3'-0OH-Ende
- Anheftung von Poly—-A
-@ppp:]‘i“:‘ BRI — AAAAA...A —3'0H
e - Entfernung der Introns
ow— - VerspleiBen der Exons
(Gppp-r= = — AAAA....A—30H mRNA
codierende
Sequenz
- Transport ins Cytosol
- Translation
e Protein
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Initiation der Translation

Transkription startet nicht am 5'-Ende der mRNA, das ja wegen des Cap ohnehin
nicht ablesbar ist.

Der Translationsstart wird von dem Codon AUG markiert (Met bzw. Start) oder bei
Bakterien selten auch von einem GUG (Val) Codon.

5' von diesem Start-Codon liegt eine Purin-reiche Sequenz von etwa 10 bp, die
Shine-Dalgarno-Sequenz. Sie definiert das nachfolgende AUG als Start-Codon.

Bei Eukaryonten gibt es keine Shine-Dalgarno-Sequenz, sondern es wird das erste
AUG von 5'-Ende her verwendet.

5' - 3
GAAAUCUGAUGGAACGCUAC

AGCACGAGGE E. coli trpA
UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUUGCA E. coli araB
GGUAACE IAACAACCAUGCGAGUGUUG  E. coli thrA
CAAUUCAGBBUGGUGAAUBUGAAACCAGUA E. coli lacl

MJ;CUUUUUUAUGGUUCGUUCU ¢X174 phage A protein
GAUGAAAUGCAUGUCUAAGACA Qf phage replicase
GGUUUGACCUAUGCGAGCUUUU R17 phage A protein
GEUUGUAUGGAACAACGC A phage cro

| L
Pairs with Pairs with

165 rRNA initiator tRNA © Stryer: Biochemistry
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tRNA

C  Amino acid
=
Fir die Ubersetzung des DNA-Codes in eine ¥
Aminosaureabfolge sind tRNAs verantwortlich .
(transfer RNAs). . e
tRNA bindet ein spezifisches Codon und an einer o e N
anderen Stelle die dazugehdrige Aminosaure. & ':: | : : gy " e - 5
tRNAs enthalten seltene Nukleotide, die durch il B . W
Modifikation entstehen, z.B. @ (Pseudouridin), moss  WR  aean:
| (Inosin), T (Ribothymidin), st HQ T
m1G (1-Methylguanosin). U Aot
Am 3' Terminus wird die Aminos&ure angehangt. - '3

Anticodon

Das Anticodon paart mit dem passenden Codon
der mRNA.

Die 3. Position hat z.T. keine strenge
Basenpaarung mehr. Daduch kbnnen mehrere
Codons von gleichen Anticodon erkannt werden
(Wobble).

Die betreffenden Codons codieren die gleiche
Aminosaure.
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Ribosomen

= Ribosomen sind die Orte
des Proteinbiosynthese
(= Translation).

= Sie bestehen aus rRNA
(ribosomaler RNA) und
Proteinen.

= 70 S Ribosomen gibt es in
Bakterien, Mitochondrien
und Chloroplasten.

Bacterial ribosome Eukaryotic ribosome
708 M, 2.7 x 10° 80S M, 4.2 x 10°

M, 1.8 x 10° M. 2.8 x 108

= 80 S Ribosomen liegen im ;}S;‘i:ub‘;fﬁdes} {120 mucleotides
Cytoplasma vor. ;:’gzuro nucleotides) ?fiJ%ENﬁdcs)
proteins 5.85r
. . (160 nucleotides)
= S: Svedberg-Einheiten, =49 protetns
best'lmmt ngch der ¥ s
Sedimentations-
geschwindigkeit in der
. . M, 0.9 x 108 M, 1.4 x 10°
Ultrazentrifugation. 165 RNA 18S/RNA
(1,540 nucleotides) (1,900 nucleotides)
21 proteins L ~ 33 proteins
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‘ Translation

S0
. . . . L] Met-tRNAMet r"l\‘\“B\ Dessviaiad
= Bakterielle Proteine beginnen in PR - )
der Translation immer mit einem Sy S —Q s
N-Formylmethionin (fMet), Iy &8 QD v
eukaryontische mit Met. In B e e
. N . . ( CEUR. A 0 [ N . B '
beiden Fallen wird aber eine N

spezifische tRNA verwendet.

= Das Ribosom hat 3
Bindungsstellen: Die A oder
Aminoacy! Site, die P oder
Peptidyl Site und die E oder Exit
Site.

= Es gibt spezifische Initiations-
und Elongationsfaktoren, sowie
Release Faktoren die die
Translation beenden, das
Ribosom spalten und das neue
Peptid freisetzen.
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Folding und posttranslationale
Moditikation

Nach der Translation muld das Protein die korrekte
Raumstruktur finden, wobei Hitzschock- und andere
Hilfsproteine die Faltung erleichtern.

Haufig werden das N-terminale Met oder f-Met und ev.
weitere Aminosauren enzymatisch entfernt. Bei 50%
der eukaryontischen Proteine wird an die N-terminale
Aminosaure eine Acetylgruppe angehangt. Auch der
C-Terminus kann modifiziert werden.

Einzelne Aminosauren konnen verandert werden, so
daR seltene Aminosauren im Protein auftauchen.

Bei sezernierten Proteinen wird die Signalsequenz © Panagl/Schweiger: Die Fledermaus.
entfernt, nachdem sie den Transport ins ER vermittelt Die wahre Geschichte einer Operette
hat. Im ER werden ggf. Kohlenhydrate angehangt.

Es konnen Fettsauren angehangt werden oder
prosthetische Gruppen, andere Proteine werden durch
Proteolyse oder Modifikation von Disulfidbrucken
verandert.

Proteinsynthese
ist ganz schon anstrengend



