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EinfUhrung in die Molekularbiologie
Prof. Dr. Martin Hagemann

Vorlesung 1

Struktur der beteiligten Makromolekdle
RNA-Polymerasen
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DNA-Struktur
Die DNA ist aus 4 Desoxy-Nucleotiden aufgebaut,
die definiert paaren kdnnen

ADENINE-THYMINE BASE PAIR

Adenine Thymine
At K
N 'S ol
t)—H 2
' 9
'o-olt-o-oc, ‘O-il’-O—CHx o
9 e C-1" of
deoxyribose
OH OH
Desoxyadenosin: Desoxythymidin-
Wt_ wm C-1' of 7
dAamP aTMP deoxyribose
o H\N,H GUANINE-CYTOSINE BASE PAIR
H\N ’N ,ﬁ" Guanine ( Cytosine
o e—H i ;
e N P o B PR
0 H ? ;
0-P—0—C; O-FI’-O-CH:
0 0
OH OH - C-1" of
Desoxyguanosin- Desoxycytidin- deoxyribose
monophosphat. monophosphat,
aoMme dCMP

C-1" of

deoxyribose

Pflanzenphysiologie "

PUR

Universitéit Rostock »&



DNA-Struktur
Aus der Priméarstruktur der Basenfolge entsteht eine
definierte Sekundarstruktur — die o-Helix |

Watson und Crick 1952/53
Auflosung der DNA-Struktur
Doppelhelix-Modell

Watson and Crick (From Wikipedia, the free encyclopedia)

James D. Watson and Francis Crick were the two co-discoverers of the
structure of DNA in 1953. They used x-ray diffraction data collected by
Rosalind Franklin and proposed the double helix or spiral staircase structure of
the DNA molecule. Their article, Molecular Structure of Nucleic Acids: A
Structure for Deoxyribose Nucleic Acid, is celebrated for its treatment of the B
form of DNA (B-DNA), and as the source of Watson-Crick base pairing of
nucleotides. They were, with Maurice Wilkins, awarded the Nobel Prize in
Physiology or Medicine in 1962. Pflanzenphysiologie
Apparently, as they walked into the Eagle pub in Cambridge, Crick announced, _P L' R ]
"We have found the secret of life." Universitat Rostock
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Genomseqguenzierung ist heute eine Industrie

Bis heute (04/2014) wurden Genome von 18850 (3004 finished) Organismen (329
Archaea, 17615 Bacteria, 906 Eukaryoten) sequenziert, 22500 Projekte laufen!

http://www.genomesonline.org/

Synechocysts
sp. PCC6803

3573470 bp

http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase/
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DNA-Struktur
Neben der a-Helix kann die DNA auch andere
Strukturen ausbilden — auch in vivo vorliegend?

GAATTCCCAAAAATGTCAAAAAATAGGCAAAAAATGCCAAAAATCCC




RNA-Struktur
In der RNA sind Ribonucleotide in einem
Einzelstrang verknUpft — Primarstruktur ist Basenfolge
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RNA-Struktur
Uber Strang-interne Basenpaarungen
entsteht eine definierte Sekundarstruktur, z.B. 16s rRNA E. coli
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Protein-Struktur
Proteine sind aus Aminosauren aufgebaut
Aminosauren gehoren funktionellen Gruppen an

HYDROPHILIC AMINO ACIDS
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Protein-Struktur
Proteine sind aus Aminosauren aufgebaut
Aminosauren gehoren funktionellen Gruppen an
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Protein-Struktur
Die Aminosauren sind durch Peptidbindung verknUpft
Die Aminosauresequenz bildet die Primarstruktur
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Protein-Struktur
Die Primarstruktur faltet sich spontan zur
Sekundarstruktur — z.B. a-Helix
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Protein-Struktur
Die Primastruktur faltet sich spontan zur
Sekundarstruktur — z.B. B-Faltblatt

(a) Antiparallel (b) Parallel

Top view
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Protein-Struktur

Eine definierte raumliche Anordnung der Sekundarstrukturen
fahrt zur Tertiarstruktur — haufig Protein-vermittelt

Side view
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Protein-Struktur
Eine definierte raumliche Anordnung der Sekundarstrukturen
fahrt zur Tertiarstruktur — haufig Protein-vermittelt
Zusammenlagerung mehrerer Molekdule fuhrt zur Quartarstruktur

Glutamine Synthetase

lnsulln

Hemoglobin

Immunoglobulin
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DNA molecule

Lipid bilayer
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Ablauf der Transkription — Biosynthese von RNA
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Genexpression — Realisierung der Information in der DNA

DNA codogener Strang
5' (Matrizenstrang)
3' codierender Strang

(Sinnstrang)
5?
HEREER .
3
RNA \
5' Transkriptionsblase

Sowohl bei den Eukaryoten als auch bei den Prokaryoten drlickt sich die genetische
Information in Form von Proteinen oder funktioneller RNA wie der Transfer-RNA, der ri-
bosomalen RNA oder der interferierenden RNA aus. In allen Fallen wird die DNA wahrend
der Transkription in RNA umgeschrieben. Die RNA-Information wird anschlieBend durch
den Translationsvorgang in Proteine umgesetzt.

RNA-Typ

Zellulare Funktion

messenger-RNA (mRNA) Informationsmolekiil zur Proteinsynthese

Transfer-RNA (tRNA)

Transport von Aminosauren zur Synthese der mRNA

ribosomale RNA (rRNA) - strukturelle Funktion in den Ribosomen,

- an der Bildung von Peptidbindungen wahrend der Translation beteiligt
- beteiligt an der korrekten Bindung der Ribosomen an die Startcodons wahrend
der Translation

kleine Kern-RNA (sn-RNA) alternatives Spleien bei den Eukaryoten

interferierende RNA (iRNA und miRNA) | Kontrolle der Genexpression bei den Eukaryoten

Wichtigste RNA-Vertreter und ihre Funktionen




Biochemie der Synthese von RNA an DNA
Katalysiert durch DNA-abhangige RNA-Polymerase
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RNA-Polymerase in Prokaryoten (Bacteria)

Das Enzym aus Escherichia coli gilt als Standard.
Die 4 Untereinheiten sind flr spezifische Funktionen verantwortlich.

Genprodukt Funigion
Zus3mmenday des Enzyms
W0A 2 r-\ntarsinhent Erkennung des Promotors
(jewetis £0 &0) bingat bestiminie Alsvatoren
o8  [-Unsareinkes
(15510) Core Enzym

peC  f-Unterainhes
(160 XD)

+ cUE- Holo Enzym

000 o-Untereinhest
(32-90 kD)

Pflanzenphysiologie "

— PUR

DN& — Promotor
Universitit Rostock »&




RNA-Polymerase in Prokaryoten

Die RNA-Polymerase erkennt einen ,consensus” Promotor in E. coli.

i .
5—TCT TGACA TATAAT CAT ¥

J—AGAACTGT ATATTA GTA )

—s1bp—|  —5-700—

I_ entwunden im offenen J
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82 84 78 65 54 45 80 95 45 60 50 96
-35-Sequénz -10-Sequenz Startpunkt
| Vol
’Moxm\ hi ! ul"“’ ” umuu ‘.‘ codierender Strang
Bin(hm: ::: mll-r;’mnemse

$o0d s 4 44 4 o
W0 o L A sa A i YN SOB MO & o A 2T A Fa

Malrizensirang
oy PRI R [

A4 RNA-Polymerase schila)
vor Modifikation

| Mutationen zerstiren oder -
vermindem die Promoloraktivitat die meisten Kontaklpunkle liegen auf einer Seite der DNA (auf dem: ¢ adierenden Strang)
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RNA-Polymerase in Prokaryoten

Von der Kristallstruktur abgeleitetes Strukturmodell

Downstream DNA

Upstream DNA



RNA-Polymerase in Prokaryoten

Die Bindung der RNA-Polymerase induziert eine Biegung der DNA, die die
Formierung eines ,offenen® Komplexes unterstitzt.

o™region4 ~ ©'°region3 Core e Lol
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RNA-Polymerasen in Eukaryoten

Im Zellkern liegen 3 RNA-Polymerasen vor.
Die grof3en Untereinheiten sind sich sehr ahnlich (konserviert) — homolog!

Eukarya Archaea Bacteria phagen/Viren
Saccharomyces cerevisiae Pyrococcus furiosus  E. coli
RNA Pol.1 RNA Pol. Il RNA Pol. lll
<@lRPBT —
<@HPAIS0
<NECTR s>  RNA-Pol. aus 2 UE!
<_RPBZ >
<EPAT < RPCi28 >
<_TpoB >
<__rpoAl
<_RPC82 >
<_RPA49
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Initiation der Transkription in Eukaryoten

Im Zellkern liegen 3 RNA-Polymerasen vor.

E. colicore Eukaryotic
RNA polymerase RNA polymerases
(BB )

| Il L]
O (0] [F] [5)

~CTD

@@ <> - <D |

EmRQ<cee® Om

DpE(<cee
om(<cee

+5 +4 +7 }

S

~ subunits

p' and
f-like subunits

ce-like

subunits

Common

Additional
enzyme-specific
subunits

Funktion
RNA-Polymerase I: rRNA-codierende Gene
RNA-Polymerase Il: Protein-codierende Gene

RNA-Polymerase lll: tRNA, 55 rRNA, sn-uRNA,
sncRNA-codierende Gene

Alle euk. RNA-Polymerasen bendtigen
Hilfsfaktoren (Transkriptionsfaktoren) zur
Initiation am Promotor!
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21
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26
27

Human
RNAPII-CTD
YSPTSPA 28 YSPTSPS
YEPRSPGG 29 YSPTSPS
YTPCSPS 30 YSPTSPS
YSPTSPS 31 YSPSSPR
YSPTSPS 32 YTPQSPT
YSPTSPN 33 YTPSSPS
YSPTSPS 34 YSPSSPS
YSPTSPS 35 YSPTSPK
YSPTSPS 36 YTPTSPS
YSPTSPS 37 YSPSSPE
YSPTSPS 38 YTPTSPK
YSPTSPS 39 YSPTSPK
YSPTSPS 40 YSPTSPK
YSPTSPS 41 YSPTSPT
YSPTSPS 42 YSPTTPK
YSPTSPS 43 YSPTSPT
YSPTSPS 44 YSPTSPV
YSPTSPS 45 YTPTSPK
YSPTSPS 46 YSPTSPT
YSPTSPS 47 YSPTSPK
YSPTSPS 48 YSPTSPT

YSPTSPN 49 YSPTSPKGST
YSPTSPN 50 YSPTSPG

YTPTSPS 51 YSPTSPT

YSPTSPS 52 YSLTSPAISPDDSDEEN
YSPTSPN

YTPTSPN

RNA-Polymerasen in Eukaryoten

Saccharomyces cerevisiae
RNAPII-CTD . . :
Die grol3e Untereinheit der RNA-Polymerase Il
1 YSPTSPA .
2 YSPTSPS hat einen
3 YSPTSPS . .
Y Jroe C-terminalen Fortsatz, der viele AS-
6 YSPTSPS . .
7 vsPrsps Sequenzwiederholungen aufweist.
8 YSPTSPS
9 YSPTSPS Co :
il |-'|senaus sequer.we - f1s,?,T4Sf¢S,
11 YSPTSPS Main phosphorylation sites: V.,8,7.T,5.7,8;
12 YSPTSPS Othar phosphorylation sites: Y,5.P T,5,7 &
13 YSPTSPS
14 YSPTSPS
;2 "ngg Possible patterns of Possible patterns of Possible CTD states
17 YSPTSPS CTD-phosphorylation f:TD cia;s-trta_ms
18 YSPTSPS S— Isomerization
;g gmg YSPTSPS
YSPTSPS
;; ﬁm‘ YSPTSPS 6452
23 YSPTSPG YSPTSPS YSPTSPS 2 Human
24 YSPGSPA YSPTSPS YSPTSPS
25 YSPKQDEQKHNENENSR YSPTSPS X YSPTSPS —_— 64"
YSPTSPS YSPTSPS \
YSPTSPS 642%
YSPTSPS 4n Sacharomyces cerevisiae
YSPTSPS
YSPTSPS
YSPTSPS
YSPTSPS
YSPTSPS
YSPTSPS
\_ YSPTSPS /
16"
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Nur die TATA-Box und das Inr Element sind meist konserviert.
Der eukaryotische Grundpromotor tragt Modulcharakter!

Position

-34 bis -26 -10 +1 mRNA Start
(A 177 B1712121013 8 458 £51385330201 16131418 ©£635722533321163343533
T 710181622171016 6 49156 622 6207 9 8 910 7 3bistibp 35823IN56870 7768M¢6 768
G 171818141020302332 11 0000 82329141626 89579366611 310331345
C 16201613151 9 814 6 0 0 3 0 1 2101122221016 5546866 75M0M1M81384 2685
5 +1

A A 9 bis17 bp ‘

Consensus- 6-~GTATA A =-06==0 = . Py = = =PYA PYPY PYPYPY
Sequenz ¥ L
-10-Regionin TAT1AAT
bakteriellen g
Promotoren - 14 bis -1
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

|dentifizierung weiterer Promotorelemente durch Promotor-mapping
Ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt +1

Schrittweise Deletion/Mutation des Promotors

[ K )I_’ e gfp >

-170 ssl3076 +103

v

Green-fluorescence-protein

Quantitative Messung

der Promotoraktivitat mittels
Reportergenexpression

z.B. Gfp-Fluoreszenz an intakten Zellen
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Weitere Elemente sind genspezifisch — experimenteller Nachweis notwendig.
GC- und CCAAT-Boxen gehoren haufig zum Grundpromotor.

W T e,

Motarvon

sNyesssFgnd

~

20 1M

GICATCALCCAGALC TCACCET GEAGAGTICACACCCI GG! (‘"'oCoC(‘.AA?CTACA»ACOOOQYAOQOA_WACAYAGWCAOGAC"(K‘.(.CATMM(KK,A(‘AGCA(.OGCMA'(oC'h("MA( y

00

K L]

GACCICACCET GLAGAGLCACACCCI GGIG Yl(‘:ﬁCt‘MlCTWGG&G!W GATTACATAGTTCAGGACTTCGGCATAAAAGGCAGAGCAGGGUACCTIGCTGOTTACACT
o TG""WA‘“CNCACMGGGF TAGGGATTACATAGTY ICAOGAC"W.CAYMMGGCWAGOOCM 1GCIGCTIACACY

N W

TOOCCAATLTACACACGOGLGOTAGGGATTACATAGTTCAGGACTICAGCATAAAAGOCAGAGCAGGOCAGCTOCTGOTTACACT
OOG*"ACMAG’TCNJONC"GGOCAYWWOOOCMYOCVOC"&CA.‘
JGMWCWTWWWMW'OCfOC"ACQC'
cnmaummwooocmmc'ocnnx'
C"WAIAAMOOCWW TGCTGCTTACACY

= 40

» o0

"l’vﬁCCAA?CYACACACG(}C GIAGGLATTACATAGIICAGGACY 'f&}f;CA’MA&GOCAOAOCAOOOCAOCIO(I((ﬂKM?

o N "

0,9
0,5
0,1
0,02
0,02
0,02
0,02

Thymidinkinasegen

/
Anfang der mRNA -

B-Globingen O e adsdchocacaenacas 00%!
CAGCTIGCTOO T IACAC T 0,0001
5'- TCCCACGAGG |GGGCGGGCTG  CGGCAAATCT  CCCGCCAGTC  AGCGGCCGGG
3-AGGGTGCTCC |[CCCGCCCGAC GCCGTTTAGA GGGCGGTCAG TCGCCGGCCC
CAAT - 6C CAAT
5'- CGCTGAT TGG CCCCATGGCG GCGGGGCGGC TCGTGATTGG CCAGCACGCC
3-GCGACTAACC GGGGTACCGC CGCCCCGCCG AGCACTAACC GGTCATGCGG
37 JATA +1
5-GTGGTITAAA GCGGTCGGCG CGCTGAACCA GGGGCTTACT — GCGGGACGGC
- CACCAAATTT CGCCAGCCGC GCGACTTGGT CCCCGAATGA CGCCCTGCCG | ppronon sioiogie
§----ACU GCGGGACGGC
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Eukaryotische Promotoren sind modular aufgebaut.
Zusatzlich zum Grundpromotor existieren ,upstream” Elemente und ,Enhancer”.

Upstream TATA mRNA

promoter clements "T“ = Grundpromotorelemente
WWW Meist TATA und Inr-Element

B N Haufig zusatzlich GC- und

30 bp | CCAAT-Boxen in wechselnder
100 bp Zahl und Orientierung.
CCAAT
GGGGCOGG
GCCACACCC
ATGCAAAT
CCAAT MRNA
GC box box TATA Inr
N~
—11 —4
0 6 30 bpr ologie .
. crremwnepen Y Si0lOgie
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Die TATA-Box wird von TBP im TFIID erkannt und gebunden.
TBP = TATA-Binde-Protein
TBP induziert eine DNA-Verbiegung.
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Initiation der Transkription in

Eukaryoten - RNAPII

TATA box start of transcription

—=

(A} | — g TFID Die RNA-Polymerase ist nicht allein aktiv!
e 't° Eine Reihe von universellen TF helfen der

(B) ——([TFIA RNAPII gemeinsam mit TFIID an den
_‘_‘TWB. Grundpromotor zu binden.

TF”F other factors Bezeichnung  Untervinheiten Mol Gew. (xDa) - Funktion

TFIE @ Q THID TEP 1 18 Erkenaen der TATA-Box
Bindung van TAFS
TFIHED € ' 15-250

JAfs  bis ru 12 Eckennen von TATA leeien Promotaren
verschiedene regulatosische Funktionen

Tab, 12,3 Allgemeine Transkriptionsfaktoren

R N A 0| m THIA 3 12,19, 35 Stabilisicrung der THID-Bindung
p ymerase I Entfernen/Neutralisieren von negativen Faktoren

TFNB 1 35 flindung der RNA-Folymerase 1l

TENE 2 30, 74 Heranlithren der RNA-Polymerase Il an den Promotor

TFIIE 2 34, 57 Heranfiihren von TFIIH, Regulation der enzymatischen Aktivitdten von THIM

TAIH 9 35-89 DNA-Helikase: Entwindung der Promotor-Sequenz
Protein-Kinase: Phosphorylierung der carbaxyterminalen Dosmine von
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Cartoon figure depicting the assembly of certain transcription factors on the promoter of a eukaryotic gene.

Initiation der Transkription In
Eukaryoten - RNAPII

TBP — TATA-Binde-Protein — ist mit
weiteren Proteinen assoziiert die als
TAFs = TBP-Assoziierte-Faktoren
bezeichnet werden (Komplex ist
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII

Ubergang der RNAPII von der Initiation in die Elongation

ColC CTD binding HIV-1 TAR
element  sequence element
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Initiation der Transkription in Eukaryoten - RNAPII
TATA-Box-freie Promotoren werden an GC-Boxen durch den

TF SP1 sequenzspezifisch erkannt und initiiert

TATA-binding
TAFs protein

spl ENA polymerase II
and basal factors
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