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RNA-Prozessierung
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RNA-Prozessierung

Hyperphosphorylierung von Ser in Heptapeptid-
Wiederholungen der CTD von RNA Pol Il flhrt zu:

1) Stimulierung der Elongation
2) Bindung der Capping Enzyme
3) Bindung von PolyA-Polymerase

4) Rekrutierung von Spleissfaktoren (snRNPs und SR-
Proteine)



Mechanismus der Transkriptions-
aktivierung durch das HIV Tat-Protein
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Bunyavirus NSs-Protein hemmt die zellulare Genexpression
durch Blockade der Phosphorylierung von Ser 2 der CTD
von Pol

Bunyaviren (Minus-Strang RNA-Viren) schalten die zellulare Genexpression ab und
hemmen die Produktion von Interferon (3. Dies wird durch das virale Protein NSs
vermittelt.

NSs Expression fiihrt zu Hemmung der o m wt  deiNSs
Phosphorylierung von Ser 2 der CTD von Pol Il
und damit zur Hemmung der zellularen
Transkriptions-Elongation. Virale Transkription

(im Zellkern) wird nicht beeinflusst. 2 | qt® — 2o
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Prozessierung viraler oder zellularer mRNA
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Capping von mRNA

Funktion:

» Schutz vor Exonuklease

» Erkennung des 5‘Exons durch Spliceosome

» Erkennung der mRNA durch Translationsfaktoren

Mechanismen:
Zellulares Capping Enzym:
1) 5" Triphosphatase
2) Guanylyl-Transferase
Viele Viren nutzen zellulare Capping Funktion
(nukleare Replikation)

Virale Enzyme (z.B. Vaccinia-, Alpha-, Rhabdo-,
Reoviren) in RNA Pol enthalten oder interagieren
mit RNA Pol

,cap snatching‘ (Influenza-, Bunyaviren)



Cap snatching (Influenza)
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Schneiden und Polyadenylierung von
MRNA bei Vertebraten
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Vaccinia-Virus kodierte Enzyme prozessieren
das 5° und das 3‘Ende der viralen mRNASs
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Virale Polyadenylierungsmechanismen

Mechanismus
Wahrend der mRNA-Synthese

Wiederholtes Kopieren von OligoU
Sequenzen im Template

Kopieren einer PolyU Sequenz im

Template

Prozessierung der transkribierten
MRNA gefolgt von Polyadenylierung

Polyadenylierung nach Transkriptions-
Termination

Enzym

Viral

Viral

Zellular

Viral

Viren

Rhabdo, Paramyxo,
Orthomyxo

Picorna, Toga

Papova, Adeno, Herpes,
Retro, Hepadna

Pox



Prozessierung viraler oder zellularer mRNA
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Splicing-Signale und Mechanismus der
Splicing-Reaktion
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Konstitutives Splicing

Alternatives Splicing

Sa 5b 3:a 3:b
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Retroviren produzieren alle unterschiedlichen
MRNASs durch differentielles Spleissen

Retroviren kodieren in der Regel nur ein
Priméartranskript = genomische RNA

Alle mMRNAs werden durch differentielles
Spleissen produziert

Intron-tragende RNAs werden exportiert
(spez. Transportmechanismus)

Im Falle von HIV gibt es mehr als 20
verschiedene mRNA-Spezies

Frihe und spate Genexpression erfolgt
durch differentiell gespleisste mMRNAS
(frih: komplett; spat: inkomplett gespleisst)

unspliced

Partially
spliced

Completely
spliced

Spleissmuster von HIV-1
Northern Blot infizierter Zellen



Spleiss-Muster von HIV
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Major late’ Transkripte von Adenovirus:
|. Alternative Polyadenylierung
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,Major late’ Transkripte von Adenovirus:
ll. Alternatives Splicing
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Regulation von alternativem Spleissen bel
Influenzaviren

Die M1 mRNA von Influenzavirus wird differentiell gespleisst:
ungespleisst: M1 Protein (Matrix)
gespleisst: M2 Protein (lonenkanal)
alternativ gespleisst: M3 mRNA (kein funktionelles
Protein)

Alternatives Spleissen fuhrt zu M3-Produktion in der friihen
und M2-Produktion in der spaten Phase der Virusreplikation



Splicing-Regulation der M1 mRNA von Influenza A

Infected cells at early time

+ Other spliceosome components
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Splicing

Genetische Okonomie:
ein Primartranskript, mehrere Proteine

Regulation:
Umschalten der Proteinexpression in
verschiedenen Phasen der Virusreplikation
durch differentielles Spleissen

Problem:

Exportmechanismus fur ungespleisste RNA wird
bendstigt



Export aus dem Zellkern

Inkomplett prozessierte RNA (mit ungespleissten Introns) wird
normal erwei se nicht aus dem Kern exportiert

Bel manchen Viren (z.B. Retro- Herpesviren) werden sowohl
ungespleisste als auch gespleisste RNA zur Trandlation genutzt

Viren haben Exportmechanismen fur inkomplett prozessierte RNA |
evolviert bzw. adaptiert



Regulation des Kernexports von HIV-1
MRNASs durch das Rev-Protein
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Crm1list ein zentraler Faktor flr den Kernexport von RNA
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Virale RNA Elemente vermitteln
Kernexport ungespleisster RNA

Virale Elemente + virale Faktoren

HIV: Rev Responsive Element + Rev
Crm1l abhangiger Kernexport

Virale RNA Elemente + zellulare Faktoren

MPMV: Constitutive Transport Element
Tap-abhéangiger Kernexport

HBV: Posttranscriptional Regulatory Element

RSV: Direct Repeat
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RNA-Kernexport erfordert Exportfaktoren und Helikasen

@'__""-"—.-. -

Cellular mRNA HIV-1 mRMNA

Kernexport von mRNA erfordert neben den Exportfaktoren eine zelluléare
Helikase zum ,,remodelling*: Dbp5 (dead box Helikase)

Kernexport von HIV RNA ist unabhangig von Dbp5, aber benétigt eine
andere Helikase der gleichen Familie (dead box): DDX3

Cullen, Nature 2005



Export viraler mMRNA Uber den zellularen mRNA -
Exportweg

Callular mHMAS

1. Rekrutierung von l

UAPS56 zu mRNA
Beteiligt am Splicing
Bindet bevorzugt an
Intron-haltige mMRNA

TAP

Mucleus

Cytoplasm

NPC™
2. UAP56 bindet an ALY oder alternativen Faktor

3. Dieser Adapter rekrutiert das TAP-Nxt Heterodimer T
4. TAP vermittelt Kernexport (Ran-unabhangig)

Cullen, TIBS 2003



Kernexport von Herpesvirus-mRNA

Frihe Proteine von Herpes simplex virus (HSV) werden gespleif3t und wie
zellulare mRNA exportiert und translatiert.

Das frihe Protein ICP27 ist multifunktionell und essentiell flr Virusreplikation
und virale Genexpression

ICP27 inhibiert Wirtszell-Genexpression durch Blockieren des Splicing

ICP27 bindet selektiv an etwa 80 HSV mRNASs und aktiviert deren
Kernexport

ICP27 bindet direkt an das zellulare Protein ALY
—— Rekrutierung der zellularen mRNA-Export-Maschinerie



Rekrutierung der mRNA Export-
Maschinerie durch virale Faktoren
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