- LS
-3},‘,3 .. :
i J ol Ay
P
J et Yy
-~ ‘“hr".‘:,
. &

e

§ N 5
i dal
f 'sg"“;\ s

‘}»ﬁf‘f-ﬁ"
L

polymerases‘*"\
DNA/A:\ ki

Hedlhy




.
®)
5

.
O

Konzepte:

mm=) DNA = mRNA = Protein

mmm) |nitiation — Elongation - Termination

mmm) RNA Prozessierung

mmm) Unterschiede Pro-/Eukaryoten

DNA Nucleus

Transcription
and processing

mRNA ——Cytoplasm

mRNA

\ Growing / 3
amino acid

PROKARYOTE chain EUKARYOTE



1. Aus welchen vier Nukleotiden ist RNA aufgebaut?

Purine ribonucleotides

NH, o

H

Phosphate o N7 {6 N
~ 5| =—Adenine (A) {ag |4 ﬂ\ <— Guanine (G)
: 3 2
N™ N “nNH,
F CHz
'<— Ribose sugar HH
, H g
OH OH OH OH
Adenosine 5'-monophosphate (AMP) Guanosine 5'-monophosphate (GMP)
Pyrimidine ribonucleotides
NH,
‘ <— Cytosine (C) -— Uracil (U)
0

OH OH OH OH
Cytidine 5'-monophosphate (CMP) Uridine 5'-monophosphate (UMP)



2. RNA unterscheidet sich von DNA durch:

A) enthalt Uracil statt Thymin B) ist gewdhnlich doppelstrangig
C) wird im Cytoplasma synthetisiert D) besitzt statt Desoxyribose Ribose-Zucker
E) alle Antworten sind richtig

Cylnsing Cylosine
NH2 HH5
Ha, H"C-f&%\l
i) ]
H"Q‘\,H/ (n] W Nr'c"*q.
f i
Guaning Guaning
i
»{N‘HC! éa“‘u’ {”‘*cf’ ll'%n/
H— -
H II'I H H
Addaning Adening
NEHQ. Base pair NHz
’ {NHL’J ﬁhN EU arle ” {"’L—. | i
— a i
T.—-—" M-"Fé“H ha‘:kﬂo T.-' N"’C‘\H
H
Uracd -
o]
HTA\TJH
H™ Q‘x Hf““a
M
replaces Thymina in RNA RNA D NA o H H

Mitrogenous Nitrogenous s
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3. Ein Wissenschaftler hat folgendes Molekiil isoliert. Stammt es von DNA oder von

RNA? Warum? o
g

'ﬂ“L‘O—G‘[z
Purine ribonucleotides 5 i j

Mh OH OH 0 i
N P N/
~— Adenine (A) @;ﬁ;\ ~— Guanine (G)
N™ N7 “nH,

Phosphate

OH OH
Adenosine 5'-monophosphate (AMP) Guanosine 5'-monophosphate (GMP)

Pyrimidine ribonucleotides
NH,

-— Cytosine (C) -— Uracil (U)

OH OH OH OH
Cytidine 5'-monophosphate (CMP) Uridine 5-monophosphate (UMP)
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4. Folgende Aussagen treffen auf die DNA-Replikation oder Transkription oder auf keine

von beiden zu. Bitte kreuzen Sie an.

Replikation

Transkription

Der neue Strang wird von 5’ nach 3’ synthetisiert.

Der neue Strang wird von 3’ nach 5’ synthetisiert.

Der neue Strang ist identisch zum Template, mit der
Ausnahme, dass Uracil Thymin ersetzt.

Der neue Strang ist komplementir zum Template.

Das Template ist RNA.

Das Produkt ist DNA.

Das Produkt ist RNA.

Ein RNA-Primer wird zum Start der Synthese gebraucht.

Die Synthese des neuen Stranges startet am Promotor.

Der Prozess findet nur in der S-Phase des Zellzyklus statt.




Replikation

Template strands

Fork movement




&rsaresn, DNA
&ur=gps, RNA Antisense(template)

W Promotor / / sense
Strand

Strand / Antisense(template)
< Transcription >

(b)

RNA

DNA
template
strand 5’




Replikation

Transkription

Der neue Strang wird von 5 nach 3’ synthetisiert.

v

v

Der neue Strang wird von 3’ nach 5’ synthetisiert.

Der neue Strang ist identisch zum Template, mit der
Ausnahme, dass Uracil Thymin ersetzt.

Der neue Strang ist komplementdr zum Template.

Das Template ist RNA.

Das Produkt ist DNA.

Das Produkt ist RNA.

Ein RNA-Primer wird zum Start der Synthese gebraucht.

Die Synthese des neuen Stranges startet am Promotor.

Der Prozess findet nur in der S-Phase des Zellzyklus statt.




3° AGG ACT GCT ACG ATG GCT 5°

Transkription

5 TCC TGA CGA TGC TAC CGA 3°

3+ AGG ACT GCT AGS ATG 8T 5-

5 UCC UGA CGA UGC UAC CGA 3°

Replikat

template

kodierender Strang/
non-template

nicht-kodierender Strang/
template

MRNA




Replikation

Transkription

Der neue Strang wird von 5’ nach 3’ synthetisiert.

v

v

Der neue Strang wird von 3’ nach 5’ synthetisiert.

Der neue Strang ist identisch zum Template, mit der
Ausnahme, dass Uracil Thymin ersetzt.

Der neue Strang ist komplementdr zum Template.

Das Template 1st RNA.

Das Produkt ist DNA.

Das Produkt ist RNA.

Ein RNA-Primer wird zum Start der Synthese gebraucht.

Die Synthese des neuen Stranges startet am Promotor.

Der Prozess findet nur in der S-Phase des Zellzyklus statt.




Replikation

Transkription

Der neue Strang wird von 5’ nach 3’ synthetisiert.

v

v

Der neue Strang wird von 3’ nach 5’ synthetisiert.

Der neue Strang ist identisch zum Template, mit der
Ausnahme, dass Uracil Thymin ersetzt.

Der neue Strang ist komplementdr zum Template.

Das Template 1st RNA.

Das Produkt ist DNA.

Das Produkt ist RNA.

Ein RNA-Primer wird zum Start der Synthese gebraucht.

Die Synthese des neuen Stranges startet am Promotor.

Der Prozess findet nur in der S-Phase des Zellzyklus statt.




Replikation

1. Primase synthesizes short RNA oligonucleotides (primer)
copied from DNA.

3’ A'A"
X 3
RNA primer

5“

5!

3}

Transkription
Gene
5' UTR
AUG Transcription
(a) 5 \NANNNN\N\NS
Promoter Coding sequence of gene
+1 Iy
ATG

(b) Strong E.coli promoters

tyrtRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG* * CGTCATTTGATATGATGC*GCCCCBCTTCCCGATAAGGG
rrn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA * TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCEGTTGAGACGACAACG

rrn X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA *GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn (DXE); CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA+* - GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACETCGCGACAGTGAGC
rrnE1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG:* *GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn A1 TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG* AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA

rrn A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG:* - CGGGAAGGCGTATTATGC-ACACCECGCGCCGCTGAGAA
4] —pe



Der neue Strang wird von 5’ nach 3’ synthetisiert.

Der neue Strang wird von 3’ nach 5’ synthetisiert.

Der neue Strang ist identisch zum Template, mit der
Ausnahme, dass Uracil Thymin ersetzt.

Der neue Strang ist komplementir zum Template.

AN

Das Template ist RNA.

Das Produkt ist DNA.

AN

Das Produkt ist RNA.

Ein RNA-Primer wird zum Start der Synthese gebraucht.

Die Synthese des neuen Stranges startet am Promotor.

Der Prozess findet nur in der S-Phase des Zellzyklus statt.
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cell o o
Stages of the cell cycle
M = mitosis

S =DNA synthesis
G =gap




Replikation

Transkription

Der neue Strang wird von 5’ nach 3’ synthetisiert.

v

v

Der neue Strang wird von 3’ nach 5’ synthetisiert.

Der neue Strang ist identisch zum Template, mit der
Ausnahme, dass Uracil Thymin ersetzt.

Der neue Strang ist komplementir zum Template.

Das Template ist RNA.

Das Produkt ist DNA.

Das Produkt ist RNA.

Ein RNA-Primer wird zum Start der Synthese gebraucht.

Die Synthese des neuen Stranges startet am Promotor.

Der Prozess findet nur in der S-Phase des Zellzyklus statt.
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5. Die folgende Sequenz stammt aus einer mRNA. Schreiben Sie die Sequenz der doppel-

strangigen DNA, von der diese mRNA stammt. Markieren Sie beide Strange mit

Jkodierend”, ,nicht-kodierend”, ,template” und , non-template”.

5 TCC TGA CGA TGC TAC CGA 3°

3+ AGG ACT GCT AGS ATG 8T -

5 UCC UGA CGA UGC UAC CGA 3°

kodierender Strang/

non-template

nicht-kodierender Strang/

template

MRNA




6. Beschreiben Sie die Initiation der Transkription bei E. coli. Verwenden Sie die Begriffe
_Core-Enzym*“, Sigma-Faktor, -10 und —35-Region.

(a) RNA polymerase binding (b) Initiation
fo promoter @

Laa 4

5 I
Gene
5" UTR
AUG Transcription
(a) RAVAVAVAV VAV, VI
Promoter Coding sequence of gene
+1 Iy
ATG

(b) Strong E.coli promoters

tyrtRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG:+* * CGTCATTTGATATGATGC+*GCCCCGEGCTTCCCGATAAGGG
rrn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA: TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCEGTTGAGACGACAACG

rrn X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn (DXE); CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA *GAGGAAAGCGTAATATAC*GCCACETCGCGACAGTGAGC
rrnET CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrn Al TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG*  AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA

rrn A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG: * CGGGAAGGCGTATTATGC*ACACCECGCGCCGCTGAGAA

+1 —
Consensus sequences 15-17 bp
. TTGACAT TATAAT
for most E. coli promoters I? ?




7. Folgende Liste enthadlt Komponenten, die an der Transkription beteiligt sind. Markieren Sie
jene Komponenten, die nur bei Prokaryoten bzw. nur bei Eukaryoten auftreten:
TATA-Box — Promotor — Sigma-Untereinheit — RNA Polymerase Il — Rho-Faktor

-35 -10 +1
DNA template TTGACA TATAAT
—35 region Pribnow >
box Start of
RNA
Prokaryotic promoter site
ali 2D +1
DNA template GGNCAATCT TATAAA
CAAT box TATA box >
(sometimes present) Start of
RNA

Eukaryotic promoter site



7. TATA-Box — Promotor — Sigma-Untereinheit — RNA Polymerase Il — Rho-Faktor

30 bp
TAITA .
U
Start site

Binding of TBP and TFIID

IEl
RNA polymeraselll
begins elongation




7. TATA-Box — Promotor — Sigma-Untereinheit — RNA Polymerase Il — Rho-Faktor

Prokaryoten

1 RNA-Polymerase
(at, a, B, B, ©)

Eukaryoten

3 RNA-Polymerasen

RNA-Polymerase | rRNA (5,8S, 18S, 28S)
RNA-Polymerase |l MRNA, einige kleine RNAs
RNA-Polymerase lll tRNA, 5S-rRNA, kleine RNAs



. TATA-Box — Promotor — Sigma-Untereinheit — RNA Polymerase Il — Rho-Faktor

ATAACCCCGCTCTTACACATTCCAGCCCTGAAAAAGGGCATCAAATTAAACCACACCTATGGTGT
' rutA . boxB . DU i =4

(a) RNA polymerase

DNA

Uﬁﬁ/

- Rho-Protein (Hexamer) bindet an eine Terminations-
sequenz in der RNA = rut site

- 70-80 Nukleotide winden sich um Rho
‘ \ —> ATPase Aktivitat an
// // /) / \‘_-‘ \ 28 —> Rho entwindet RNA-DNA Hybrid im aktiven
S—— Zentrum der RNA Polymerase € Helicaseaktivitat
— Dissoziation der RNA Poiymerase

(b)

% \ =ADP + P,

K *“ ~=ADP + P,



Alternativer Terminationsmechanismus = Intrinsisch

Termination: intrinsic mechanism
RNA being released

Hairpin loop

5’ -v:v;mq«_num(a!Tcmuuuuumu 3’

RNA transcript



8. Welche drei groRen Modifikationen werden an der mRNA von Eukaryoten vorgeenommen
bevor diese ins Cytoplasma transportiert wird? Welchem Zweck dienen diese

Modifikationen?

(i) 7-methylguanosin Cap mittels Triphosphatbindung am 5-Ende
Funktion:

- schitzt gegen Degradierung
- Bindungsstelle flirs Ribosom

(ii) poly(A) tail am 3’-Ende
150 — 200 bp

Funktion:
- evtl. Degradierungsschutz
- evtl. Transfer der RNA ins Cytoplasma




Carboxyl Tail
Domain

Cotranscriptional processing of RNA

(a) Capping

Transcription
start site

CTD
/ Capping

enzymes

‘ (L
RNA splicing 5

machinery

(c) Cleavage and polyadenylation




Wozu splicen?

C. elegans: A. thaliana: H. sapiens:
- ca. 1000 Zellen - ca. 28000 Gene - ca. 26000 Gene
- ca. 20200 Gene

wenig Splicing > 100.000 Proteine
Alternatives Splicing bei > 70%
der Gene
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TM-5b
TM = Tropomyosin (Actin-binding protein)



Pre-mRNA
GU A AG

Exon 1 \ v / Exon 2
Intron

snRNAs + proteins = l
snRNPs (small
ribonuclear particles)

Spliceosome

Spliceosome

snRNAs interagieren
mit Splice Site

attached to
pre-mRNA

SNRNPs + primary
transcript + co- l
factors =
Spliceosome I
(>100 proteins) Spliced exons

Lariat



Ester Bdg. zwischen 5'-P des
Introns und 3‘-0 von Exonl

ausgetauscht durch Ester-Bdg.

mit 2-O des konservierten A

Ester Bdg. zwischen 5‘-P von
Exon2 und 3‘-0O des Introns

ausgetauscht durch Ester-Bdg.

mit 3-O von Exonl

OH OH

r A &
/ Ribose

HO
EAa

o)

r

5 3
0= =0

(o
I

P
I

—0

I
o— 3

3’ 5 Exon 2

l First transesterification
0 = 3’ oxygen of
exon 1

O = 2’ oxygen of
branch point A

O = 3’ oxygen of
intron

5
0= 3’ Spliced exons
- OH

Excised lariat intron



