Genregulation der Genexpression
im menschlichen Genom

Gensequenz von DNA oder RNA, die fur ein Molekil kodiert, das eine Funktion
hat.

Zu den Produkten gehdren: SiRNA, rRNA, miRNA, tRNA, mRNA. Genexpression,
Informationen aus einem Gen werden bei der Synthese funktioneller
Genprodukte verwendet. Molekulare Ebenen Ebene eins:

1-DNA, 2-Transkription

Ebene Zwei - 1-RNA, 2-Translation, 3-RNA

Gemeinsame Motive von Transkriptionsfaktoren

e Zinkfinger ¢ Helix-Loop-Helix (HLH) ¢ Leucin-Reifverschluss (LZ) ¢ HMG-Box
(Gruppe mit hoher Mobilitat) * Gemeinsames Merkmal ¢ Strukturell stabiles
Gerust ¢ Spezifische DNA-Erkennungssequenzen sind korrekt positioniert,
Unterdrickung der Transkription

Zellen besitzen auch negative regulatorische Elemente

Mechanismen: + Bindung an Promotorelemente. <« Blockierung des
Zusammenbaus des Prainitiationskomplexes. ¢ Hemmung der Bindung oder
Funktion von Transkriptionsaktivatoren. ¢ Modifizieren von DNA und ihre
Interaktion mit Nukleosomen. Einige Transkriptionsfaktoren aktivieren einige
Gene und unterdrtcken andere.
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Genexpression
Die Informationen eines Gens werden bei der Synthese von

funktionellen Genprodukten verwendet.

Gen

DNA- oder RNA-Sequenz, die fiir ein Molekiil mit einer
Funktion kodiert.

Das Produkt umfasst:
1-SiRNA

2-rRNA

3-miRNA

4-tRNA

5- mRNA

Abbildung (1): Die Genexpression umfasst Gen und
Produkt.



Molekulare Ebenen
Stufe eins:
1-DNA

2-Transkription

Stufe zwei
1-RNA
2-Ubersetzung

3-RNA

Transkriptions =3 protein
1-Enzym
2-Zellen-Signalisierung
3-Ligand

4-Strukturell



Protein coding region Protein coding region
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Abbildung (2): Strukturgen in einer prokaryotischen Zelle.

MRNA post-transeription
modification

Abbildung (3): Strukturgen in der eukaryontischen Zelle.



Technik zur Messung von DNA und RNA (Genexpression)
1-Transkriptionsebene

A-Microarray
B-RT-qPCR
C-Gel-basierte PCR

2-Translationale Ebene

A-ELISA
B- Enzymaktivitit
C- Western-Blotting-Verfahren

D-Immunofluoreszenz



Genregulierung
Transkriptionsfaktor-Motive

* Transkriptionsfaktoren gehéren zu verschiedenen Klassen,
die sich auf bestimmte Arten von Bindungsdominen oder -

motiven stiitzen.

* Viele enthalten eine A-Helix, die in die Hauptfurche der

DNA eingefligt ist.

* Erkennt die besondere Nukleotidsequenz, die die Rille

auskleidet
* Bindung zwischen aa und DNA
(einschlieBlich des DNA-Riickgrats) iiber:

o Van-der-Waals-Krifte (hydrophobe Krifte)
o lonische Bindungen

o Und Wasserstoftbriicken
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Abbildung (4): Kontrolle der Gen- / mRNA- und

Proteinwirkung.

Doppelhelixstringe bilden das DNA-Riickgrat

Die Rillen sind ungleich groB, eine Rille, die Hauptrille, ist 22
A breit, die andere, die Nebenrille, ist 12 A breit. Die
Verengung der Nebenrille bedeutet, dass die Kanten der Basen

in der Hauptrille besser zugédnglich sind.

Daher stellen Proteine wie Transkriptionsfaktoren, die an

bestimmte Sequenzen in der doppelstringigen DNA binden



konnen, normalerweise Kontakte zu den Seiten der Basen her,

die in der Hauptfurche freiliegen.

Die Haupt- und Nebenfurchen werden immer so benannt, dass
sie die GroBenunterschiede widerspiegeln, die sich ergeben,

wenn die DNA in die normale B-Form zuriickgedreht wird.

Abbildung (5): Doppelhelixstringe bilden das DNA-
Riickgrat.

DNA-bindende Proteine

Sind Proteine, die aus DNA-bindenden Doménen bestechen und
daher eine spezifische oder allgemeine Affinitit entweder fiir
einzel- oder doppelstrangige DNA haben. Sequenzspezifische
DNA-Bindungsproteine interagieren in der Regel mit der
Hauptfurche der B-DNA, da sie mehr funktionelle Gruppen

freilegt, die ein Basenpaar identifizieren.
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Es gibt jedoch einige bekannte DNA-bindende Liganden der
Nebenrille, wie z. B. netropsin Distamycin, Hoechst 33258,

Pentamidin, DAPI und andere.

Kontrolle der Genexpression
Transkriptionsfaktor-Motive

Gemeinsame Motive von Transkriptionsfaktoren

» Finger aus Zink

« Helix-Schleifen-Helix (HLH)

o Leucin-ReiBverschluss (LZ)

o HMG-Box (Hochmobilititsgruppe)

o Gemeinsames Merkmal

o Strukturell stabiler Rahmen

o Spezifische =~ DNA-Erkennungssequenzen sind  korrekt

positioniert

Finger aus Zink

Wie die Struktur in seiner DNA-Bindungsdomine in der Nihe
des Aminoterminus; diese Doméne hat sechs Cys-Reste, die

zwel Zn2 koordinieren.

Das Protein funktioniert als Homodimer (wobei die
Dimerisierung durch Wechselwirkungen zwischen zwei Coiled

Coils vermittelt wird) und bindet an eine palindromische DNA-

11



Sequenz von etwa 17 bp Lange. Zinkfingerdoménen (Znf) sind

relativ kleine Proteinmotive, die mehrere Finger enthalten.

Sie wurden erstmals als DNA-bindendes Motiv im
Transkriptionsfaktor TFIITA identifiziert. Ein Zinkfinger ist ein
kleines strukturelles Proteinmotiv, das sich durch die
Koordination eines oder mehrerer Zinkionen auszeichnet (Zn**
). Der Name Zinkfinger umfasst inzwischen eine Vielzahl

unterschiedlicher Proteinstrukturen.

Stabilisierung des Falzes

* Zn-lon koordiniert ~mit zwei Cysteinen und zwei

Histidinen.

* Jedes enthilt mehrere Zinkfinger-Doménen.

12



(A) Zinc fingers

Abbildung (6): Stabilisieren Sie den Falz.

Cys2His2-Zinkfingermotiv, bestehend aus einer a-Helix und
einem antiparallelen B-Blatt. Das Zinkion (griin) wird von zwei

Histidinresten und zwei Cysteinresten koordiniert.
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Basische Helix-Schleifen-Helix (hHLH)

Ist ein Proteinstrukturmotiv, das eine der groBten Familien
dimerisierender Transkriptionsfaktoren charakterisiert, die diese
Doméne enthalten und dimer sind, wobei jede Helix basische
Aminosdurereste enthélt, die die DNA-Bindung erleichtern. Sie
sollte nicht mit der Helix-Turn-Helix-Doméne verwechselt

werden.
» Zwei a-Helices, getrennt durch eine Schleife

e Oft geht ein Abschnitt mit basischen Aa voraus, die mit

einer spezifischen Nukleotidkette interagieren
e Treten immer als Dimere auf
* Homodimere

e Heterodimere.
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(D) Helix-loop-helix

DNA-binding
helix

© 2000 £5M Press and
Sinauer fissotiates, Inc.

Abbildung (7): Basische Helix-Schleifen-Helix (hHLH).
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Leucin-Reiflverschluss-Motiv

Leucine alle sieben aa entlang einer a-Helix. Alle Leucine

weisen in die gleiche Richtung. Zwei a-Helices konnen sich

zusammenschlieBen und eine Spirale bilden. Basis-Aa auf der

gegeniiberliegenden Seite der Spulen

(C) Leucine zipper

Leucine

side chain Leucine

zipper
J domain

DNA-binding
helix

Abbildung (8): Leucin-Reiflverschluss-Motiv
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Das bZIP

Die Domine ist 60 bis 80 Aminosduren lang und besteht aus
einer hoch konservierten DNA-bindenden Basisregion und einer
vielfiltigeren Leuzin-Reiverschluss-Dimerisierungsregion.
Der Leuzin-Reiverschluss ist ein hdufiges dreidimensionales
Strukturmotiv in Proteinen und heifit so, weil Leuzine alle

sieben Aminoséduren in der Dimerisierungsdoméine vorkommen.

Die Lokalisierung der Leucine ist entscheidend fiir die DNA-
Bindung an die Proteine. Leucin-Zipper kommen sowohl in
eukaryotischen als auch in prokaryotischen regulatorischen
Proteinen vor, sind aber hauptsdchlich ein Merkmal von
Eukaryoten. Sie konnen. auch einfach als ZIPs bezeichnet
werden, und ZIP-dhnliche Motive wurden auch in anderen
Proteinen als Transkriptionsfaktoren gefunden und werden als
eines der allgemeinen Proteinmodule fiir Protein-Protein-

Interaktionen angesehen.

Das bZIP interagiert mit der DNA iiber seine

N-terminal, wo die Lysine und Arginine lokalisiert sind; diese
basischen Reste interagieren in der Hauptfurche der DNA und
bilden sequenzspezifische Wechselwirkungen. Der Leucin-
Reifverschluss befindet sich im C-terminalen Bereich des bZIP

17



und bildet eine amphipathische Alpha-Helix. Der Mechanismus
der Transkriptionsregulation durch bZIP-Proteine ist eingehend
untersucht worden. Die meisten bZIP-Proteine zeigen eine hohe
Bindungsaffinitit fiir die ACGT-Motive, zu denen CACGTG
(G-Box), GACGTC (C-Box), TACGTA (A-Box), AACGTT (T-
Box) und ein GCN4-Motiv, namlich TGA(G/C)TCA, gehoren.
Eine kleine Anzahl von bZIP-Faktoren wie OsOBF1 kann auch
palindromische Sequenzen erkennen. Die anderen, darunter
LIP19, OsZIP-2a und OsZIP-2b, binden jedoch nicht an DNA-
Sequenzen.  Stattdessen  bilden  diese = bZIP-Proteine
Heterodimere mit anderen bZ1Ps, um die

Transkriptionsaktivititen zu regulieren.

Hochmobilititsgruppe (HMG)

Wie funktionieren die Transaktivatoren in der

Ferne?
Die Antwort

Die DNA wird in Schleifen gelegt, so dass die verschiedenen
Proteinkomplexe  direkt interagieren  konnen. Die
Schleifenbildung wird durch bestimmte Nicht-Histon-Proteine
gefordert, die im Chromatin reichlich vorhanden sind und
unspezifisch an die DNA binden. Diese HMG-Proteine (High
Mobility Group) spielen eine wichtige strukturelle Rolle bei der

18



Umgestaltung des Chromatins und der

Transkriptionsaktivierung.

DNA-bindende Transaktivatoren haben eine
modulare Struktur
DNA-bindende Transaktivatoren haben in der Regel eine

bestimmte Strukturdoméne fiir die spezifische DNA-Bindung
und eine oder mehrere zusétzliche: Domédnen fiir die
Transkriptionsaktivierung oder fiir-die Interaktion mit anderen
regulatorischen Proteinen. Die Interaktion zwischen zwei
regulatorischen Proteinen, wird héufig durch Doménen
vermittelt, die Leucin-Zipper oder Helix-Loop-Helix-Motive
enthalten, drei verschiedene Arten von Strukturdoménen, die bei
der Aktivierung durch DNA-bindende Transaktivatoren
verwendet werden: Gal4p, Spl und CTF1.

19
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Abbildung (9): DNA-bindende Transaktivatoren haben eine

modulare Struktur.

Diese zusitzlichen regulatorischen Sequenzen werden in
hoheren Eukaryonten iiblicherweise als Enhancer und in der

Hefe als Upstream Activator Sequences (UAS) bezeichnet.

Ein typischer Enhancer kann sich Hunderte oder sogar
Tausende von Basenpaaren stromaufwédrts von  der
Transkriptionsstartstelle befinden oder sogar stromabwirts,
innerhalb des Gens selbst. Die erfolgreiche Bindung des aktiven
RNA-Polymerase-II-Holoenzyms an einen seiner Promotoren

erfordert in der Regel die Wirkung von drei anderen Proteinen:

(1) Basale Transkriptionsfaktoren, die an jedem Pol-II-

Promotor benotigt werden.
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(2) DNA-bindende Transaktivatoren, die an Enhancer oder UAS
(Upstream Activator Sequences) binden und die Transkription

erleichtern.

(3) Ko-Aktivatoren

DNA-bindende Transaktivatoren
Die Anforderungen an Transaktivatoren variieren stark von

einem Promotor zum anderen. Von einigen Transaktivatoren ist
bekannt, dass sie die Transkription an Hunderten von
Promotoren erleichtern, wihrend andere spezifisch flir einige

wenige Promotoren sind.

Viele Transaktivatoren reagieren empfindlich auf die Bindung
von Signalmolekiilen und sind in der Lage, die Transkription als
Reaktion auf eine verdnderte zelluldre Umgebung zu aktivieren
oder zu deaktivieren. Einige Enhancer, die von DNA-bindenden
Transaktivatoren gebunden werden, sind recht weit von der

TATA-Box des Promotors entfernt

Enhancer und Schalldimpfer
Verbessernde Maflnahmen

* Aktivierung der Transkription

21



Die Expression von Genen wird auch durch weiter
entfernte DNA-Elemente, so genannte Enhancer,

reguliert.

Sie konnen experimentell verschoben werden, ohne ihre
Fahigkeit zur Verstirkung der Genexpression zu

beeintrachtigen.

Kann 1000 oder 10000 Basenpaare stromaufwirts oder

stromabwirts des Gens liegen.
Wie?

In unmittelbarer Ndhe des Gens kann die DNA Schleifen
bilden.

Promotoren und Enhancer, die durch Sequenzen, so

genannte Isolatoren, von anderen Genen abgegrenzt sind.

Die Bindung eines Transkriptionsfaktors an einen
Enhancer erhoht die Transkriptionsrate

Diese Hochregulierung kann das 10- bis 1.000-fache
betragen.

Die Bindung eines Transkriptionsfaktors an einen Silencer
senkt die Transkriptionsrate

Dies wird als Down-Regulierung bezeichnet.

Viele Antwortelemente sind orientierungsunabhéngig oder

bidirektional

22



* Sie konnen in Vorwirts- oder Riickwirtsrichtung
funktionieren.

* Die meisten Response-Elemente befinden sich innerhalb
weniger hundert Nukleotide stromaufwiérts des Promotors

* Einige sind jedoch an verschiedenen anderen Standorten
zu finden

* Mehrere tausend Nukleotide entfernt

* Stromabwdérts vom Promotor

* Sogar innerhalb von Introns!

TFIID und Vermittler

. Die meisten regulatorischen Transkriptionsfaktoren binden
nicht direkt an die RNA-Polymerase
. Zwei hidufige Proteinkomplexe, die die Wirkungen von

regulatorischen Transkriptionsfaktoren vermitteln, sind:
1. TFIID

2. Vermittler

23



Vermittler

Ein weiterer wichtiger Co-Aktivator besteht aus 20 oder mehr
Polypeptiden in einem Proteinkomplex namens Mediator; die 20
Kernpolypeptide sind von Pilzen bis zum Menschen hoch
konserviert. Mediator bindet sich eng an die carboxylterminale
Doméne (CTD) der grofiten Untereinheit von Pol II. Der
Mediator-Komplex ist sowohl fiir die basale als auch fiir die
regulierte Transkription an den von Pol II genutzten Promotoren
erforderlich und stimuliert auch die Phosphorylierung der CTD
durch TFIIH. An einigen Promotoren sind sowohl Mediator als
auch TFIID erforderlich. Wie bei TFIID interagieren auch
einige DNA-bindende Transaktivatoren mit einer oder mehreren
Komponenten des  Mediator-Komplexes.  Co-Aktivator-
Komplexe wirken an oder in der Ndhe der TATA-Box des

Promotors.

Co-Aktivator-Protein-Komplexe
Die meisten Transkriptionen erfordern die Anwesenheit

zusitzlicher Proteinkomplexe. Einige wichtige regulatorische
Proteinkomplexe, die mit Pol II interagieren, sind sowohl
genetisch als auch biochemisch definiert worden. Diese Co-
Aktivator-Komplexe fungieren als Vermittler zwischen den

DNA-bindenden Transaktivatoren und dem Pol-II-Komplex.

24



Der am besten charakterisierte Co-Aktivator ist der
Transkriptionsfaktor TFIID. In Eukaryoten ist TFIID ein groBer
Komplex, der TBP und zehn oder mehr TBP-assoziierte
Faktoren (TAFs) umfasst. Einige TAFs @hneln Histonen und
spielen moglicherweise eine Rolle bei der Verdrangung von
Nukleosomen wihrend der Aktivierung der Transkription.
Viele DNA-bindende Transaktivatoren helfen bei der Initiierung
der Transkription, indem sie mit einem oder mehreren TAFs
interagieren. Das Erfordernis von TAFs zur Initiierung der
Transkription kann von einem Gen zum anderen sehr
unterschiedlich sein. Einige Promotoren benétigen TFIID,
andere nicht, und wieder andere benétigen nur Untergruppen der

TAF-Untereinheiten von TFIID.

Agenemaltranscnpton
factor thatbindstothe
TATA box

Recruits RNA polymerase
tothe core promoter

Transcnptional activator Transcriptional repressor
recruits TEHD to the core inhibits TFIID binding to the
promoterandloractivatesits core promoteror inhibits its
function function
Thus, transcription will be Thus, transcription will be

a) Requlatory transcription factors and TFIID
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Transcriptional activator stimulates  « Transcriptionalrepressorinhibits =
the function of mediator the function of mediator

This enables RNA polto forma  « Transcriptionisrepressed =
preinitiation complex

It then proceeds to the_elqngation
0 0

Abbildung (10): Co-Aktivator-Protein-Komplexe.

Regulierung der regulatorischen
Transkriptionsfaktoren
Es gibt drei géngige Moglichkeiten, wie die Funktion von

regulatorischen Transkriptionsfaktoren beeintrachtigt werden

kann:
1. Bindung eines Effektormolekiils.
2. Protein-Protein-Wechselwirkungen.

3. Kovalente Modifikation.
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Abbildung (11): Regulierung ¢ der regulatorischen

Transkriptionsfaktoren.

Wirkung des Transkriptionsfaktors
Ein Transkriptionsfaktor, der an einen Enhancer gebunden ist,

kann tiber die folgenden Mechanismen wirken:

1. Rekrutierung allgemeiner Transkriptionsfaktoren und der

DNA-Polymerase II an den Kernpromotor.

2. Stabilisierung der Transkriptionsmaschinerie, die sich im

Kernpromotor befindet.

3. Uber einen Vermittler, einen so genannten Co-Aktivator.
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Co-Aktivatoren sind grole Komplexe mit 15 bis 20
Untereinheiten. Binden nicht direkt an die DNA. Interagieren

mit einer Reihe von Transkriptionsfaktoren.
Struktur der Transkriptionsfaktoren

* Enthilt verschiedene Bereiche, die die verschiedenen

Funktionen vermitteln, mindestens zwei Bereiche
* DNA-Bindungsdoméne
* Aktivierungsbereich
* Bilden hiufig Dimere
* Beispiel
* Glucocorticoid-Rezeptor
* Bindet DNA am Glucocorticoid-Response-Element (GRE)

* Ligandenbindende Domine/DNA-bindende

Doméne/Aktivierungsdoméne
Transkriptionsfaktor-Bindungselement

* GRE

* Ein Palindrom

» Zweifache Natur ist wichtig

» Paare von GR-Polypeptiden binden sich an die DNA und

bilden Dimere
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¢ 5-AGAACAnnnTGTTCT-3'

¢ 3-TCTTGTnnnnACAAGA-5

Unterdriickung der Transkription

Die Zellen verfiigen auch tiiber negative regulatorische

Elemente
Mechanismen:

« Bindung an Promotorelemente.

» Blockierung des Aufbaus des Priinitiationskomplexes.

o Hemmung der Bindung - oder  Funktion  von
Transkriptionsaktivatoren.

o Modifizierung der DNA und ihre Interaktion mit

Nukleosomen.

Einige Transkriptionsfaktoren aktivieren bestimmte Gene und

unterdriicken andere.

Mechanismen der Transkriptionsunterdriickung
* Bindung an Promotorelemente

* Blockierung des Aufbaus des Priinitiationskomplexes.

29
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Abbildung (12): Mechanismen der
Transkriptionsunterdriickung.
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Hemmung der Bindung oder Funktion von
Transkriptionsaktivatoren

Activator

Abbildung (13): Hemmung der Bindung oder Funktion von

Transkriptionsaktivatoren.
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Unterdriickung der Transkription
* DNA-Methylierung

Methylgruppen kénnen an Cytosin (C5-Position) gebunden

sein

Methyltransferasen

Methylgruppen bilden eine Markierung

Bei Sdugetieren immer Teil einer symmetrischen Abfolge
Konzentriert in CG-reichen Doménen

Haufig in Promotorregionen
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Methylierung der Promotor-DNA korreliert stark mit

der Genunterdriickung

Cytosine

3

5-Methylcytosine )
0O 1

N

| ©2000 A Press ad
Seues Assoeiates, L.

Abbildung (14): Die Methylierung der Promotor-DNA

korreliert stark mit der Genunterdriickung.
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DNA-Methylierung

e Hilt ein Gen im inaktiven Zustand, anstatt eine

Genunterdriickung einzuleiten - Beispiel:

* Die Inaktivierung von Genen eines X-Chromosoms bei

weiblichen Saugetieren erfolgt vor einer Methylierungswelle

* Verdnderungen des DNA-Methylierungsgrads im Laufe des

Lebens

* Frithe Zygote - die meisten Methylierungsmarkierungen

entfernt
* Implantation - eine neue Welle der Methylierung erfolgt

»  Wichtiges Beispiel - Genomic Imprinting.

Genomische Prigung

* Bestimmte Gene sind wihrend der frithen Entwicklung

aktiv oder inaktiv

* Je nachdem, ob es sich um viterliche oder miitterliche

Gene handelt

e 7. B. - IGF-2 ist nur in den Genen des minnlichen

Elternteils aktiv

* Das Gen wird je nach elterlicher Herkunft geprdgt
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» Sidugetiergenom hat > 100 gepragte Gene in Clustern
* Geprégt durch selektive Methylierung eines der Allele
* Genomische Prigung.

* Im frihen Embryo wirken sich die Wellen der
Demethylierung und der neuen Methylierung nicht auf die

Methylierung der gepriagten Gene aus.

Somit sind dieselben Allele von der Zygote bis zum

Erwachsenenstadium des Individuums betroffen.

Chromatinstruktur und Transkription

Die DNA ist nicht nackt, sondern um Histonkomplexe

gewickelt und bildet Nukleosomen.

Wie sind Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen in der
Lage, mit DNA zu interagieren, die eng mit Histonen verbunden

1st?

o Offenbar hemmt die Nukleosomenstruktur die Initiierung der
Transkription.

o Die Initilerung der Transkription erfordert den
Zusammenschluss grofler Komplexe, und Nukleosomen

blockieren den Zusammenschluss am Kernpromotor.
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Die Regulierung der Genexpression
2. Kontrolle auf Transkriptionsebene

Nachdenken iiber Genregulation

Das Leben des Menschen beginnt mit einer einzigen Zelle; die
gesamte genetische Information, die fiir die Entwicklung eines
Erwachsenen erforderlich ist, befindet sich in unserem Genom.
Embryonale Zellen durchlaufen eine Differenzierung, um
spezifische Zelltypen wie Muskel-, Nerven- und Blutzellen
hervorzubringen. Die verschiedenen Zelltypen sind das Ergebnis
einer unterschiedlichen Genexpression, -die fiir die Erhaltung
aller Zelltypen erforderlich ist. Bestimmte Proteine konnen nur
in bestimmten Zelltypen nachgewiesen werden. Wie wird die
Genexpression reguliert? Die‘Regulierung der Genexpression ist

sehr komplex und wird ‘derzeit nur oberflachlich verstanden.

Kontrolle der Genexpression

1- Die Synthese eines Proteins erfolgt in einzelnen Schritten

2-Verschiedene Ebenen, auf denen Kontrollmechanismen

funktionieren
3-Transkriptionskontrolle
4-RNA-Verarbeitungskontrolle
5-Ubersetzungskontrolle
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6-Protein-Aktivititskontrolle.

Transkriptionsfaktoren nutzen eine Vielzahl von

Mechanismen zur Regulierung der Genexpression

1- Stabilisierung oder Blockierung der Bindung der RNA-
Polymerase an die DNA.

2-Katalysieren die Acetylierung oder Deacetylierung von

Histonproteinen.

Der Transkriptionsfaktor kann dies entweder direkt tun
oder andere Proteine mit dieser katalytischen Aktivitit
rekrutieren. Viele Transkriptionsfaktoren nutzen den einen
oder den anderen von zwei gegensitzlichen Mechanismen zur

Regulierung der Transkription.

Histon-Acetyltransferase 1 -(HAT)-Aktivitit -
Acetylierung von Histonproteinen, wodurch die
Assoziation von DNA und Histonen geschwicht wird,
was die DNA fiir die Transkription zugidnglicher macht

und SO die Transkription hochreguliert.
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Histon-Deacetylase-2 (HDAC)-Aktivitit - deacetyliert
Histonproteine, wodurch die Verbindung zwischen
DNA und Histonen verstiarkt wird, wodurch die DNA
fiir die Transkription weniger zugénglich wird und die

Transkription herunterreguliert wird.

3-Rekrutierung von Co-Aktivator- oder Corepressor-Proteinen

an den  DNA-Komplex des  Transkriptionsfaktors.

Transkriptionelle Regulierung

Kontrolle der Geschwindigkeit der Gentranskription, z. B.
durch Unterstlitzung oder  Verhinderung der Bindung der
RNA-Polymerase an‘die DNA. Diese Kontrolle ermdoglicht es
der Zelle oder dem Organismus, auf eine Vielzahl von intra-
und extrazelluldiren Signalen zu reagieren und somit eine
Antwort zu geben. Einige Beispiele hierfiir sind die
Produktion von mRNA, die fiir Enzyme kodiert, um sich an
eine verdnderte Nahrungsquelle anzupassen, die Produktion
von Genprodukten, die an zellzyklusspezifischen Aktivitdten
beteiligt sind, und die Produktion von Genprodukten, die fiir
die zelluldre Differenzierung in hoheren Eukaryonten

verantwortlich sind.

38



Kontrolle auf Transkriptionsebene

Die differentielle Gentranskription ist der wichtigste
Mechanismus der selektiven Proteinsynthese. Sie wird von
einer groen Zahl von Proteinen gesteuert, die als

Transkriptionsfaktoren bekannt sind.

Transkriptionsfaktoren (TFs) sind Proteine, die an die

DNA binden und die Genexpression  steuern.

Die  Sequenzen, an die (sie binden, sind
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen (TFBS), die eine

Art von cis-regulatorischer Sequenz sind.

Enhancer oder cis-regulatorische =~ Module/Elemente
(CRM/CRE) sind nicht-kodierende DNA-Sequenzen, die
mehrere Aktivator- und Repressor-Bindungsstellen enthalten.
Enhancer sind zwischen 200 bp und 1 kb lang und kénnen
entweder proximal, 5' stromaufwirts des Promotors oder
innerhalb des ersten Introns des regulierten Gens, oder distal,
in Introns benachbarter Gene oder intergenen Regionen weit

entfernt vom Locus, liegen.
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Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die die Féhigkeit der
RNA-Polymerase zur Transkription eines bestimmten Gens

beeinflussen.

Zwei Funktionsklassen von Transkriptionsfaktoren

Allgemeine Transkriptionsfaktoren

1 - Erforderlich fiir die Bindung von RNA pol an
den Kernpromotor und dessen Ubergang zur

Elongationsphase.

2-Sind fiir die basale Transkription notwendig.

Regulatorische Transkriptionsfaktoren

(spezifisch)

Dienen der Regulierung der Transkriptionsrate von
nahegelegenen Genen. Sie beeinflussen die Fahigkeit von

RNA pol, die Transkription eines bestimmten Gens zu
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beginnen. Faktor Strukturtyp Erkennungssequenz Bindet als
SP1 Zinkfinger 5'-GGGCGG-3' Monomer AP-1 Basischer
ReiBverschluss 5' TGA(G/C)TCA- 3 Dimer.

Einfacher Reiflverschluss
5-ATTGCGCAAT-3'
Hitzeschockfaktor Basisreilverschluss 5'-XGAAX- 3'
Trimer
ATF/CREB Basisreif3verschluss 5'-TGACGTCA-3' Dimer

c-Myc Grundlegende Helix-Schleifen-Helix 5'-CACGTG-3'
Dimer Oct-1 Helix-Turn<Helix 5'-ATGCAAAT-3" Monomer
NF-1 Neuartig 5'-TTGGCXXXXXGCCAA-3'Dimer
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Struktur des Projekttrigers

Die nichstgelegene stromaufwirts gelegene Sequenz, die
TATA-Box, ist das Hauptelement des Promotors des Gens.
Der Bereich von der TATA-Box bis zum Beginn der
Transkription ist der Kernpromotor. Ort des Zusammenbaus
des Pri-Initiationskomplexes. RNA-Polymerase I und

allgemeine Transkriptionsfaktoren

Zwei weitere Promotorsequenzen

1-CAAT-Box
2-GC-Box
mRNA
AAT CGG I } TATAA{ E
-100 -75 =50 =25 +1

Abbildung (15): Zwei weitere Promotorsequenzen.
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Regulatorische Transkriptionsfaktoren erkennen
cis-regulatorische Elemente, die sich in der Nihe

des Kernpromotors befinden

Diese Sequenzen werden als Response-Elemente,
Kontrollelemente oder regulatorische Elemente bezeichnet.
Die Bindung dieser Proteine an diese Elemente beeinflusst
die  Transkription eines zugehorigen Gens. Ein
regulatorisches Protein, das die Transkriptionsrate erhoht,

wird als Aktivator bezeichnet.
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Die Sequenz, die er bindet, wird als Enhancer

bezeichnet

Ein regulatorisches Protein, das die Transkriptionsrate
senkt, wird als Repressor bezeichnet. Die Sequenz, an die es

bindet, wird als Silencer bezeichnet.

Activator
protein

RNA polymerase
and general
transcription

factors

v T ===
Enhancer Core RNA transcription
promoter s increased.

(a) Gene activation

Repressor
protein

R P D DT e
| AR
B e e ,f
Silencer Core
promoter  RNA transcription
is inhibited.

(b) Gene repression

Abbildung (16): Zwei weitere Promotorsequenzen.
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Strukturelle Merkmale von regulatorischen
Transkriptionsfaktoren
Transkriptionsfaktorproteine  enthalten  Regionen, so

genannte Doménen, die spezifische Funktionen haben. Eine
Doméne konnte fiir die DNA-Bindung zustdndig sein. Eine
andere konnte eine Bindungsstelle fiir Effektormolekiile
darstellen. Ein Motiv ist eine Domine oder ein Teil davon,
der in vielen verschiedenen Proteinen eine sehr #hnliche
Struktur aufweist. Motive sind strukturelle
Merkmale und Doménen sind funktionelle Bereiche (die

nicht unbedingt mit der Grof3e zusammenhéngen).

{2} Halix-lum-holix motd

{b) Halix-%o0p-hekx motf

The recognition helix recognizes and makes
contact witha base sequencealongthe major
groove of DNA
Hydrogen bonding betweenan a-helixand
nucleotide bagses is one way a transcription
factor can bind to DNA
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Composedof one a-helix Two a-helices
and two B-sheets held intertwineddue to
togetherby a zinc (Zn++ leucine motifs

Alternating le
in both prof
u

r

() Losssiens Zippar motd

&) Zine fiewgar mei Homodimers are formed by
two identical transcription
factors;
Heterodimers areformed b

Note: Helix-loop-helix motifs
can also mediate protein

Abbildung (17): Strukturelle Merkmale von regulatorischen

Transkriptionsfaktoren.
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Transkriptionsfaktor-Motive

Transkriptionsfaktoren gehdren zu mehreren Klassen, die
sich auf bestimmte Arten von Bindungsdoménen oder -
motiven stiitzen. Viele enthalten eine A-Helix, die in die
Hauptfurche der DNA eingefiigt ist. Erkennen die besondere
Nukleotidsequenz, die die Furche auskleidet. Bindung
zwischen aa und DNA (einschlieBlich des DNA-Riickgrats)

iber:
1- Van-der-Waals-Krifte (hydrophobe Krifte)
2- Jonische Bindungen

3 Und Wasserstoftbriicken.

Kontrolle der Genexpression
1-Transkriptionsfaktor-Motive
2-Gemeinsame Transkriptionsfaktormotive
3-Zink-Finger

4-Helix-Schleifen-Helix (HLH)

Das Motiv ist durch zwei a-Helices gekennzeichnet, die
durch eine Schleife verbunden sind. Im Allgemeinen sind

Transkriptionsfaktoren, die diese Doméne enthalten, dimer,
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wobei jeweils eine Helix basische Aminosdurereste enthilt,

die die DNA-Bindung erleichtern.

1-Leucin-ReiB3verschluss (ILZ)
2-HMG-Box

3-Gemeinsames Merkmal
4-Strukturell stabiler Rahmen

5-spezifische DNA-Erkennungssequenzen sind korrekt

positioniert.

DNA-Bindungsmotive
1-Zink-Finger
2-Leucin-Reifverschliisse
3-Helix-Dreh-Helix

4-Helix-Schleifen-Helix
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Finger aus Zink

Zinkfingerdoménen (Znf) sind relativ kleine Proteinmotive,
die mehrere Finger enthalten. Sie wurden erstmals als DNA-
bindendes Motiv im Transkriptionsfaktor TFIIIA identifiziert.
Ein Zinkfinger ist ein kleines strukturelles Proteinmotiv, das
sich durch die Koordination eines oder mehrerer Zinkionen
(Zn" ) auszeichnet, wobei der Name Zinkfinger mittlerweile

eine Vielzahl unterschiedlicher Proteinstrukturen umfasst.

Struktur der Transkriptionsfaktoren

Enthilt verschiedene Dominen, “die die verschiedenen
Funktionen vermitteln, mindestens zwei Dominen, DNA-
Bindungsdomine,  Aktivierungsdomine, bildet héufig
Dimere. Beispiel Glucocorticoid-Rezeptor, bindet DNA am
Glucocorticoid-Response-Element (GRE), Ligandenbindende

Doméne / DNA-bindende Doméne / Aktivierungsdoméne.
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Transkriptionsfaktor-Bindungselement
5'-AGAACAnnnTGTTCT-3'
3-TCTTGTnnnnACAAGA-5

1-A Palindrom

2-Die doppelte Natur ist wichtig

3-Paare von GR-Polypeptiden binden sich an DNA und
bilden Dimere

Unterdriickung der Transkription

Die Zellen verfiigen auch iiber negative regulatorische

Elemente. Mechanismen:
1-Bindung an Promotorelemente.

2-Blockierung des Zusammenbaus des Préiinitiationskomplexes.

3-Hemmung der Bindung oder Funktion von
Transkriptionsaktivatoren. 4-Modifizierung der DNA und ihrer

Interaktion mit Nukleosomen.

5 - Einige Transkriptionsfaktoren aktivieren einige Gene und

unterdriicken andere.
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Mechanismen der Transkriptionsunterdriickung
1-Bindung an Promotorelemente

2-Blockierung des Zusammenbaus des
Prédinitiationskomplexes

(B)

Repression
domain
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Hemmung der Bindung oder  Funktion  von
Transkriptionsaktivatoren.

Abbildung (21): Mechanismen der
Transkriptionsunterdriickung
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Unterdriickung der Transkription
DNA-Methylierung. Methylgruppen kénnen an Cytosin (C5-

Position) angehdngt werden. Methyltransferasen. Methylgruppen
bilden eine Markierung. Bei Sédugetieren immer Teil einer
symmetrischen Sequenz. Konzentriert in CG-reichen Doménen.
Oft in Promotorregionen. Methylierung der Promotor-DNA steht

in enger Beziehung zur Genunterdriickung.

Cytosine

I © 2000 ASM Press and
Ine

Abbildung (22): Unterdriickung der Transkription
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DNA-Methylierung

Hilt ein Gen 1m inaktiven Zustand, anstatt eine
Genunterdriickung einzuleiten - Beispiel:

I-Inaktivierung von Genen eines X-Chromosoms bei
weiblichen Sdugetieren erfolgt vor einer Methylierungswelle.

2 - Verdanderungen der DNA-Methylierungswerte im Laufe
des Lebens. 3 - Frithe Zygote - die meisten
Methylierungsmarken sind entfernt.

4-Implantation - eine neue Welle der Methylierung tritt auf.
5-Wichtiges Beispiel - Genomisches Imprinting.

Genomische Prigung

Bestimmte Gene sind wihrend der frithen Entwicklung aktiv

oder inaktiv.

Je nachdem, ob es sich um viterliche oder miitterliche Gene

handelt.

z. B. - IGF-2 ist nur in dem Gen des ménnlichen Elternteils
aktiv. Das Gen wird entsprechend der elterlichen Herkunft
geprdgt. Das Saugetiergenom hat > 100 geprigte
Gene in Clustern. Geprigt durch selektive Methylierung

eines der Allele.
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Genomische Prigung

Im frithen Embryo wirken sich die Wellen der
Demethylierung und der neuen Methylierung nicht auf die

Methylierung der geprigten Gene aus.

Somit sind dieselben Allele von der Zygote bis zum

Erwachsenenstadium des Individuums betroffen.

Chromatinstruktur und Transkription

Die DNA ist nicht nackt, sondern um Histonkomplexe

gewickelt und bildet Nukleosomen.

Wie sind Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen in
der Lage, mit DNA zu interagieren, die eng mit Histonen

verbunden ist?

Offenbar hemmt die Nukleosomenstruktur die Initiierung

der Transkription.

Die Initilerung der Transkription erfordert den

Zusammenschluss groer Komplexe, und Nukleosomen
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blockieren den Zusammenschluss am Kernpromotor.

=)

Coactivator

Activator

Aceiylated histonoes
Activer chraomatin

Coroproesson

Roprosson

Deacotylated histonos
Tnactive chromatin

H2A C-term H3K79 @ G

Histone glaobular

DEO00
b3
A

Activation

HoN —L—_‘;- 9 ——Ser 10— Lys 14 ———

Repression Hl?_l'gne

Abbildung (24): Kontrolle der Acetylierung, Deacytylierung.
Zentrale Histonmodifikationen, azyliertes Lysin (ack),
methyliertes Arginin (meR), methyliertes Lysin (mek),
phosphoryliertes Serin (ps) und ubiquitiires Lysin (uk).
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Steroidhormone und regulierende
Transkriptionsfaktoren
Regulatorische Transkriptionsfaktoren, die auf

Steroidhormone reagieren, werden als Steroidrezeptoren
bezeichnet. Das Hormon bindet sich tatsdchlich an den Faktor.
Die Wirkung eines Steroidhormons besteht letztlich darin, die
Gentranskription zu beeinflussen. Steroidhormone werden von
endokrinen Driisen produziert. Sie werden in den Blutkreislauf
ausgeschieden. Dann werden sie von den Zellen aufgenommen.
Zellen reagieren auf Steroidhormone auf unterschiedliche
Weise. Glucocorticoide. Sie beeinflussen den
Néhrstoffstoffwechsel in den meisten Zellen. Sie fordern die
Glukoseverwertung,  die Fettmobilisierung und  den
Proteinabbau. Gonadokortikoide. Dazu gehdren Ostrogen und

Testosteron. Sie beeinflussen das Wachstum und die Funktion

der Keimdriisen.
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Heat shock protein Heat shock
proteinsleave
when hormone

Glucocorticoid
ResponseElements
Thesefunctionas

enhancers

Abbildung (25): Steroidhormone und regulierende

Transkriptionsfaktoren.

Das CREB-Protein
Das CREB-Protein ist -ein weiterer regulatorischer
Transkriptionsfaktor, der, in lebenden Zellen wirkt.
CREB istiein Akronym fiir cAMP response
element binding. Das CREB-Protein wird als Reaktion auf
Zellsignalmolekiile aktiviert, die einen Anstieg von Camp
verursachen.  Zyklisches ~ Adenosinmonophosphat.  Das
CREB-Protein erkennt ein Response-Element mit der
Konsenssequenz 5'-TGACGTCA-3'.  Dieses Element wird

als cAMP-Reaktionselement (CRE) bezeichnet.
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Extracelifar

signaling Plasma
molecds  mambrane

0 receptor v
- v /
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neurotransmitter,

growth factor, efc

Phosphoryiated CREB
binds to DNA and
stimulates transcription

Unphosphorylated
CREB can bindto

DNA, but cannot s -
activate RNA pol The activity of the CREB protein

Abbildung (26): Das CREB-Protein

Regulierung der Genexpression

Umfasst ein breites Spektrum von Mechanismen, die von den
Zellen genutzt werden, um die Produktion bestimmter
Genprodukte (Proteine oder RNA) zu erhdhen oder zu
verringern, und wird informell als Genregulation bezeichnet.

Praktisch jeder Schritt der Genexpression kann moduliert
werden, von der Transkriptionsinitiierung tiber die RNA-
Prozessierung bis hin zur posttranslationalen Modifikation eines
Proteins.

Oft kontrolliert ein Genregulator einen anderen und so weiter
in einem genregulatorischen Netzwerk.
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Die erste
Die Entdeckung eines Genregulationssystems wird allgemein
als die Identifizierung des lac-Operons im Jahr 1961

angesehen, das von

Francois Jacob und Jacques Monod, wonach einige am
Laktosestoffwechsel beteiligte Enzyme von E. coli nur in
Gegenwart von Laktose und in Abwesenheit von Glukose

exprimiert werden.

Die Genexpression in Bakterien wird durch das Operon-
Modell gesteuert

Die Bedeutung der genetischen Regulierung wird durch die

Verleihung der Nobelpreise in diesen Disziplinen deutlich.

1. Jacob und Monod erhielten 1965 den Nobelpreis fiir die
Entdeckung der prokaryotischen Regulation.

2. 2006 Chemie: Roger Kornberg, Studien zur

eukaryotischen Genregulation;

2006 Medizin: Andrew Fire, Craig Mello entdecken die
RNA-Interferenz
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Genexpression
Der Prozess, bei dem die Information eines Gens in die

Strukturen und Funktionen einer Zelle umgewandelt wird,
indem ein biologisch funktionsfihiges Molekiil aus Protein oder

RNA (Genprodukt) hergestellt wird.

Es wird davon ausgegangen, dass es an verschiedenen Stellen

der Sequenz, die zur Proteinsynthese fiihrt, kontrolliert wird.

Abbildung (27): Regulierte Genexpression bei
verschiedenen Genen in verschiedenen Stadien.
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In mehrzelligen Organismen steuert die Genregulation

Zelldifferenzierung und Morphogenese im Embryo, die zur
Entstehung verschiedener Zelltypen mit unterschiedlichen
Genexpressionsprofilen aus derselben Genomsequenz fiithren.
Dies erklart, wie die Evolution auf molekularer Ebene
tatsdchlich funktioniert, und steht im Mittelpunkt der
Wissenschaft der evolutiondren Entwicklungsbiologie ("evo-
devo"). Das auslosende Ereignis, das zu einer Verdnderung der
Genexpression fiihrt, ist die Aktivierung oder Deaktivierung von
Rezeptoren.

Die eukaryotische Genexpression wird in vielen Phasen
reguliert

* Alle Organismen miissen regulieren, welche Gene zu
einem bestimmten Zeitpunkt exprimiert werden.

* In mehrzelligen Organismen ist die Regulierung der
Genexpression flirdie Zellspezialisierung unerlésslich
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Genexpression
1. Ridumlich :
Nicht jedes Genprodukt wird in jedem Zelltyp bendtigt
2. Zeitlich :

Unterschiedliche Gene werden zu unterschiedlichen
Zeiten exprimiert:

¢ Umweltreize
e Hormone

* Besonders bei der Entwicklung von Geweben und
Organen zu beobachten

Réumliche und zeitliche Beispiele

* Réumliche
* Tubulin in Pflanzen
* Mikrotubuli an vielen Orten zu finden
e TUAI- Pollenk6rner; TUB1-Wurzeln

» Zeitliche
* Globin-Gene
* Tetramer (dann Him-Gruppe hinzufiigen)
* Einige im Embryo, Fétus und nach der Geburt

* Pseudogene - dupliziertes Gen mit Endsignal
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Im Weltraum:

Jeder farbige Streifen in diesem Fliegenembryo zeigt die
Expression eines anderen Gens oder einer anderen Gruppe von
Genen. Die rdaumliche Regulierung dieser Gene ermoglicht die
Aufteilung des Embryos in verschiedene Regionen, aus denen

sich der Kopf, die inneren Organe, der Bauch usw. entwickeln.

In Hiille und Fiille:

Beachten Sie, wie das Gen, dessen Expression blau dargestellt
ist, innerhalb seiner Expressionsdomine von starker (fetter
Pfeil) zu schwacher (diinner Pfeil). Expression variiert. Diese
Unterschiede in der Stdrke der Genexpression haben wichtige

funktionelle Konsequenzen.

g
&

Kr'; kni’©

Chlyde et al. {2003). Nafune 426:8435-853

Abbildung (28): Genexpression

Die Genregulierung ist nicht nur wihrend der Entwicklung

wichtig, sondern auch bei der Vermittlung gemeinsamer
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Variationen zwischen Individuen, bei Krankheiten

Geburtsfehlern und in der Evolution.

Importance of gene regulation

—= behavior
commonvariation | pattern

chromosome
inactivation

metabolism

und

pathology (mutation)

Abbildung (29): Bedeutung von Genregulation, Evolution,

gemeinsamer Variation, Chromosomeninaktivierung,

Stoffwechsel, Pathologie (Mutation) und Verhalten.
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Genkontrolle
In einem vielzelligen Organismus gibt es viele verschiedene

Zelltypen (weie Blutkorperchen, Neuronen, Epithelzellen).

2. Jeder Zelltyp entsteht durch die selektive Expression einer

Untergruppe von Genen im Genom.

3. In vielen Féllen kann das genetische Programm, das eine
Zelle fur einen Dbestimmten Zelltyp pridestiniert, so
umprogrammiert werden, dass sie zu einem anderen Zelltyp

wird.

4. Viele biochemische Prozesse sind allen Zelltypen gemeinsam,
so dass die meisten Gene in allen Zelltypen exprimiert werden,

z. B. Enzyme des glykolytischen Stoffwechsels, Aktin.

5. Andere biochemische Prozesse sind spezifisch fiir bestimmte

Zellen, z. B. das Hdmoglobin in den roten Blutkérperchen.

6. In vielen Fillen werden diese gewebespezifischen Gene in
einem oder wenigen Zelltypen stark und in anderen tiberhaupt

nicht exprimiert.
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Zellulire Differenzierung bei hoheren Eukaryoten
1. Jede Saugetierzelle enthidlt denselben vollstindigen Satz an

Genom, unabhéngig davon, aus welchem Gewebe oder Organ
sie stammt (zwei Kopien, auBBer haploide Zellen). Der Zellkern
enthilt alle notwendigen Informationen, die in der DNA kodiert

sind, um die Bildung eines ganzen Organismus zu steuern.

2. Die verschiedenen Arten von Sdugetierzellen exprimieren
jedoch sehr unterschiedliche Proteine, obwohl jede Zelle die

gleiche Anzahl von Genen besitzt.

- Sinale Cell
- —

it osis

= —— T Daua rer Cells ——
= o SEEmsmrmEssT -
- _ Copies of s _—
———— Esnm ressicm -
T = o P e - T
(2o oSns ¢ = b i o s
=3 v P ™ = oF Epithalialio
\\_ Ly k\.\ e _/j,/’ SEeciTic

e e

reurom =2 Emithelial
L=r=

Abbildung (29): Zelluliire Differenzierung bei hoheren

Eukaryonten.
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Zellulire Differenzierung bei hoheren Eukaryoten
3. In addition, the same type of cells can have different patterns of protein

synthesis during different developmental stages, for example the globin genes
[ 3

{ woa zs/t ArGy 8 B

Geoneserers s ——HEH 3 resmosome

o B a § o ¥

Different members of the globin gene family are are transcribed at different stages of
human development
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Abbildung (30): Zellulire Differenzierung bei hoheren
Eukaryonten

Eukaryontische Organismen haben viele Vorteile von der
Regulierung ihrer Gene

. Zum Beispiel

. Sie konnen auf Verdnderungen in der
Nahrstoffverfiigbarkeit reagieren

. Sie konnen auf Umweltbelastungen reagieren

. Bei Pflanzen und Tieren erfordern die Vielzelligkeit und
die komplexere Zellstruktur auch ein viel hoheres Mall an
Genexpression.
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intestines

Abbildung (31): Genregulation und Erniihrungsentwicklung
(Organe, Zelltypen).

Die Genregulierung ist notwendig, um sicherzustellen

1. Expression von Genen in einem genauen Muster wéhrend der

verschiedenen Entwicklungsstadien des Lebenszyklus.

Einige Gene werden nur im Embryonalstadium ausgedriickt,
wihrend andere nur im Erwachsenenalter zum Ausdruck

kommen.
2. Unterschiede zwischen verschiedenen Zelltypen

Dass Nerven- und Muskelzellen so unterschiedlich aussehen,
liegt eher an der Genregulation als an Unterschieden im DNA-

Gehalt.
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REGULATION OF
GENE EXPRESSION

egulatory transcription fact
may activate or inhibit
transcription.
The compaction level of chro
influences transcription.
DNA methylation (usually) inhibits
transcription.

-mRNA

Translation may be regulated by the phosphorylation
of translational initiation factors.

Translation may be regulated by proteins that bind to
the 5" end.

mRNA stability may be influenced by RNA binding
proteins.

Protein

Translation

i F tion and covalent modifications
nodifications regulate protein function.

Functional protein

Abbildung (32): Die Genregulierung ist notwendig, um

sicherzustellen.
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Die Definition der genetischen Regulierung
Im engeren Sinne:

Regulierung der Transkription
In einem weiteren Sinne:

Regulierung der Expression und Funktion von Genprodukten

(RNASs und Proteine).
Warum wird die Expression von Genen reguliert?

1. Nicht alle Proteine werden stdndig bendtigt. Es ist
wirtschaftlich, Proteine nach Bedarf in bedarfsgerechten

Mengen herzustellen.

2. Sie ist fiir die Zelldifferenzierung erforderlich. Obwohl
alle Zellen eines Organismus dieselbe DNA haben,
erfiillen die Zellen'verschiedener Gewebe unterschiedliche
Funktionen und bendtigen unterschiedliche Proteine, um
diese Funktionen zu erfiillen. Einige Gene werden in
verschiedenen Zellen nach unterschiedlichen Mustern an-

und andere abgeschaltet.
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An die Prinzipien der Genexpression verstehen?

Wie in den meisten Bereichen der Wissenschaft gibt es auch

in der wissenschaftlichen Forschung zwei Motivationen:

Die Freude an der Entdeckung oder Anwendung

wissenschaftlicher Ergebnisse in der Praxis.

Nach den neuesten wissenschaftlichen Erkenntnissen
bestimmt die Genexpression und nicht die Genstruktur den

Phénotyp.

Unser Genom ist fast identisch mit dem des Schimpansen,

aber einige wichtige Gene werden anders exprimiert.

Das Verstindnis der genetischen Regulierung wird in der
Medizin der nahen Zukunft von entscheidender Bedeutung sein.
Heutzutage werden DNA- und Proteinchips in groBem Umfang

eingesetzt:
1. Diagnostik.

2. Die Gentherapie wird das einzige Heilmittel fiir

verschiedene Krankheiten sein.

3. Informationen tiber die Genexpression werden auch fiir die

individuelle Gesundheitsfiirsorge von Bedeutung sein.
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Genregulation bei Eukaryoten
- Physiologische Aspekte:

» Tiere miissen viele verschiedene Zelltypen aus einem

einzigen Ei erzeugen (Zeit und Raum).
» Verschiedene Zellen sind in unterschiedlichen

Gewebe/Organe und  exprimieren unterschiedliche

Proteine.

- Strukturelle Aspekte:

The language of regulation

FEukaryotic Hegulator)} elements’

A —.
Promoters

Control elements: proximal,
distal

Binding sites for unction- ) Bound by:
WATBOlL S e = enhancers, transcriptio

repressors (or factors (called
SUPPressors) activators or
SUppressors)

Abbildung (34): Genregulation bei Eukaryoten.
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Verordnung
Bei Eukaryoten gibt es aufgrund der komplexen Organellen

mehr Regulierungsmoglichkeiten als bei Prokaryoten.

Abbildung (35): Regulierung in prokaryotischen Zellen.
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Die Regulierung der Genexpression
1. Kontrolle auf genomischer Ebene

Es handelt sich um ein Silencing oder eine Expression in

der Chromatinstruktur oder auf DNA-Ebene.

2. Kontrolle auf Transkriptionsebene

- Schaltet die Genexpression ein oder aus

- Wichtigster Kontrollpunkt fiir die meisten Gene

3. mRNA-Verarbeitung und Kontrolle des
Nukleartransports

- Kontrolle dariiber, wie das primdre RNA-Transkript

gespleift oder verarbeitet wird

- Einige RNAs _werden selektiv ins Zytoplasma

transportiert
4. Kontrolle des Translationsniveaus

- Auswahl der mRNAs, die von den Ribosomen iibersetzt

werden
- Kontrolle der mRNA-Stabilitat
5. Post-Translationale Verarbeitung

- Auf der Ebene des Proteins
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- Kann durch verschiedene Mechanismen wie
Phosphorylierung, Ligandenbindung usw. verdndert

werden.

- Beeinflusst von den Raten des Proteinabbaus oder seiner

subzelluldren Lokalisierung.

I | Gene 1 I | Gene 2 | | Gene 3 | I
RTAN o
E)oon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
anary transcript
PROCE 1 258 l 2 4
LEVEL CO
TRANSLATIONAL-
LEVEL CONTROL
Nascent polypeplides\

Copyright 1999 John Wiley and Sons. inc. All ights reserved.

Abbildung (36): Die Regulierung der Genexpression.

1. Kontrolle auf genomischer Ebene

l. Im gesamten Genom gibt es transkriptionell aktive und

inaktive Regionen.
2. Wie werden diese Regionen kontrolliert?

A. Methylierung von Cytosinresten in der DNA
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B. Histon-Modifikationen

1. Histon-Acetylierung

ii. Histon-Methylierung

C. Chromatin-Umbau

3. Dies sind die Arten der Epigenetik
Was ist Epigenetik?

- Verdnderungen des Phénotyps (Erscheinungsbild) oder der

Genexpression, verursacht durch

« Andere Mechanismen als Anderungen in der zugrunde
liegenden DNA-Sequenz, daher die
« Name epi- (griechisch: iiber; oberhalb) -Genetik.

- Verdnderungen konnen durch Zellteilungen fiir den Rest des
Lebens der Zelle bestehen bleiben und auch mehrere

Generationen iiberdauern.
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Chromatinstruktur
e Die dreidimensionale Packung des Chromatins ist ein

wichtiger Parameter, der die Genexpression beeinflusst

e Chromatin ist eine sehr dynamische Struktur, die zwischen
zwei Konformationen wechseln kann

e Geschlossene Konformation

e Chromatin ist sehr dicht gepackt

e Die Transkription kann schwierig oder unméglich sein

e Offene Form

e Chromatin ist stark erweitert

e Die Transkription kann erfolgen

Regulierung der Chromatinstruktur

Gene innerhalb von stark gepacktem Heterochromatin werden
normalerweise nicht exprimiert. Chemische Verdnderungen an
Histonen und DNA des Chromatins beeinflussen sowohl die

Chromatinstruktur als auch die Genexpression.
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Verinderungen in der Chromatinstruktur
Verdanderungen in  der  Chromatinstruktur ~ konnen

Verdnderungen in der DNA-Struktur und/oder Verdnderungen

in der chromosomalen Verdichtung beinhalten.
Diese Anderungen umfassen:

1. Gen-Amplifikation

2. Gen-Umlagerung

3. DNA-Methylierung

4. Chromatinverdichtung

2 CpG islands

Genomic regions that contain a high

frequency of €G di nucleotides.

CpG, "——C—phosphate—G—" nucleotides on one DNA
sirand and complemeniary C-G base-paring on fwo DNA
strands

Abbildung (38): Verinderungen in der Chromatinstruktur
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CpG-Inseln kommen insbesondere an oder in der Niihe von
Der Transkriptionsstartpunkt von Housekeeping-Genen
Housekeeping-Gen

Ein Gen, das an grundlegenden Funktionen beteiligt ist, wird
fur den Lebensunterhalt der Zelle benétigt. Housekeeping-Gene
werden konstitutiv exprimiert

. Luxus-Gen

Sind diejenigen, die flir spezielle Funktionen kodieren und
(normalerweise) in groffen Mengen in bestimmten Zelltypen
synthetisiert werden.

MBDs bounditoimethylote d M Ep G, recruits: histone

Methylated DNAbound by

prateins (MBDs)

recruitsiadditional proteins

| DR meIIransie e

Abbildung (39): CpG-Inseln kommen vor allem an oder in
der Niihe von.
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Kontrolle auf genomischer Ebene :

(B) Histon-Modifikationen
Histon-Acetylierung

1. Histon-Acetyltransferase (HAT) acetylieren Histonproteine =

Gene transkriptionell aktiv.

Histon-Verinderungen

* Bei der Histonacetylierung werden Acetylgruppen an
positiv geladene Lysine in Histonschwénzen angehéngt.

e Dadurch wird die Chromatinstruktur gelockert und die
Einleitung der Transkription gefordert.

* Das Hinzufigen von  Methylgruppen (Methylierung)
kann Chromatin kondensieren.

* die Anlagerung von Phosphatgruppen (Phosphorylierung)
neben einer methylierten Aminoséure kann das Chromatin

lockern.
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Histone protein

Positively charged tails of
nucleascrmal histone
—  proteins probably interact

with the negatively charged
phosphate groups of ONA.

Positively
charged tail

with DNA and rmay permit
some transcription factors

B Acctylation of 1 the 1ails
weakens their interaction
10 bind to DNA.

18.2 The acetylation of histone
i tin structure

P alters chr
and permits some transcription
factors to bind to DNA.
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Kontrolle auf genomischer Ebene :
(B) Histon-Modifikationen
1-Deacytelasen (HDAC) - entfernt die

2-Acetylgruppe = Gene transkriptionell inaktiv.

Histone Acetylation 11 Histone Deacetylation

Abbildung (41): Histon-Modifikationen durch Deacylasen
(HDAC).
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Chromatin: DNA + Histone
1. Euchromatin = locker gepackte, aktive Gene
ii. Heterochromatin = verdichtete Region, Gene

transkriptionell stumm.

CHROMATIN

histones
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Abbildung (42): Chromatin: DNA + Histon. Euchromatin =
locker gepackt, aktive Gene. Heterochromatin =

kondensierte Region, transkriptionell stille Gene.
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Transcription factors
RErLa polvimerase

Transcriotion t— o Acetyiation
n I i n .
LD L A L
£ - £ - £

and associated
CO-repraessors

© Deacetylation

Tra% e  tare
7555
T O -

Transcriptional silencing

MNature Reviews | Genelics

Abbildung (43): Transkription, Transkriptionsfaktoren und
Deacetylierung im Chromatin.
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Kontrolle auf genomischer Ebene

Zusammenhang zwischen CpG-Methylierung und Histon-

Acetylierungen
1. Silencing aufgrund der Chromatinkompaktierung.

2. Sie storen den Eintritt von Transkriptionsfaktoren.

Kontrolle auf genomischer Ebene :
(B) Histon-Modifikationen
ii. Histon-Methylierung

1. die Anlagerung von Methylgruppen an den Schwanz von

Histonproteinen

2. Aktivierung oder  Unterdriickung, je nachdem, welche

Aminoséduren im Schwanz sind
methyliert.
3. Zur Aktivierung der Transkription:

- Anlagerung von Methyl an Lysin 4 im Schwanz des H3-
Histonproteins (H3K4me3)

- Haufig zu finden bei Promotoren von

transkriptionell aktiven Genen.

(NURF) = Nukleosomen-Umbaufaktor
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4. Zur Unterdriickung der Transkription

- Hinzufiigung von Methyl an Lysin 9 im Schwanz des H3-
Histonproteins (H3K9me3

3
. Initiation/

elongation

=

) \

b
Attenuation/
H3K4me3 repression

Abbildung (44): H3K4me -bindende Proteine.
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Kontrolle auf genomischer Ebene :
(C) Chromatin-Umstrukturierung

Einige Transkriptionsfaktoren und regulatorische Proteine
verdndern die Chromatinstruktur, ohne die chemische Struktur

der Histone direkt zu verdndern.
2. Auch bekannt als: Chromatin-Remodeling-Komplex.

3. Sie binden direkt an bestimmte Stellen der DNA und
positionieren  die  Nukleosomen neu, so dass die

Transkriptionsfaktoren an die Promotoren binden kénnen.

(A} Inactive conformation
TAF binding
site,

Native chromatin cannot be
transcribed; the DNA-
binding sites are inaccessible.

Chromatin-remodeling.
complexes (CRCS) perturb or
reposition nucleosomes, allowing
access to DNA-binding sites.

(B} Recruitment of CRC

Chromatin-remodeling
complex {CRCH

TBF binding

ita

l' RNA polymerase
holoenzyme about 1o join
the ranscription complex.

(D} Active conformation TFID TATA-box-binding
protain (TBP}

Transcriptional
activaror protein
{TAP) binds with its
target site in DNA.

RANA polymerase
holagnzyme

—
Transcriptional [0, b orvits TRID and
Abbildung (45): Chromatin-Umbau
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Kontrolle auf genomischer Ebene :
DNase I Uberempfindlichkeit
Woher wissen wir, ob die Gene transkriptionell aktiv sind?

Die Regionen um die Gene herum reagieren sehr empfindlich
auf die Wirkung von DNase I. Diese Regionen sind bekannt als:

DNase I Hypersensitive Sites.
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T
Transcription
nuclecsome corts hctor
AN AN e
N

C = Control (no DNase I) Region of DNase [
Uw Uninduced + DNase | hypersensitivity
¢ U 1 |l=Induced (Adh transcriptionally
active) + DNase |

Abbildung (46): Kontrolle auf genomischer Ebene. DNase 1
Uberempfindlichkeit.
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Entsteht etwa 1kb stromaufwirts von der
Transkriptionsstartstelle. Dies deutet darauf hin, dass diese

Regionen eine offenere Konfiguration annehmen.

ﬁ Before replication, 1

DNA is fully methylated |

{ at CpG dinucleotides. |
— =

=z
g? @/S—Methyicytosine

DNA

&S ﬁring replication,
S new DNA strands are
@B . synthesized without

methyl groups.

l ﬁAfter replication, each
{ new DNA molecule will
have methylation on

‘(;,:I one strand but not the
__H_ ' other: the DNA is
|

hemimethylated.

@B @
l Methyltransferase
enzyme — e
Y Methyl groups attract 1
— N ' methyltransferase
.- @S — | enzymes, which add

|
] methyl groups to the |
= = — [ unmethylated strand. ...

BB . resulting in fully
_—~  methylated DNA.

— &l

Abbildung (47): Die DNA-Methylierung wird durch die
DNA-Replikation stabil aufrechterhalten.
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