Neurowissenschaften

Was macht unser Gehirn so einzigartig?
Welche Funktionen werden wie ausgetibt?
Wie entsteht das Gehirn?

Welche Zelltypen gibt es?

Warum sind Neurone postmitotisch?

Wie verdrahtet sich das Gehirn?

Was ist Gedachtnis?

Wie wird Verhalten gesteuert?

Wie wird Individualitat gesteuert?

Neurowissenschaften

Was macht unser Gehirn so einzigartig?
Welche Funktionen werden wie ausgelibt?
Wie entsteht das Gehirn?

Welche Zelltypen gibt es?

Warum sind Neurone postmitotisch?

Wie verdrahtet sich das Gehirn?

Was ist Gedachtnis?

Wie wird Verhalten gesteuert?

Wie wird Individualitat gesteuert?

Mensch

11
Zahl der Zellen: 10

Was muss man machen?
Manipulation einzelner Nervenzellen.
Messen von Aktivitat und Verhalten.



Einfuhrung in die Molekulargenetik

Folien -> unsere homepage, Passwort: Drosophila
JKlassische Genetik“ Was ist ein Gen, Mutation,

Rekombination Cre/Lox FRT/FLP Anwendung
Transgene Organismen

Chromosomen Aufbau und Modifikationen
Transkription Regulation, Methoden

Splicing Beispiele

RNAIi/CRISPR Mechanismen, Anwendungen

Translation Mechanismus, Regulation
Signalkaskaden Notch, RTK, Wnt, Hh, TGFR

Nervensystementwicklung
von Drosophila

Einfuhrung in die Molekulargenetik

Biicher:

Knippers Molekulargenetik (49,95 €)
Janning/Knust Genetik (39,95 €)

Alberts et al., Molecular Biology of the Cell (82,50 €)

Squire et al., Fundamental Neuroscience (80,00 €)



Gene kontrollieren den Phanotyp

Hypertrichose
Um Gene zu ,sehen” brauchen wir Mutationen !

Mutagene Stoffe wirken direkt oder indirekt

0
©© ”—*C‘ﬁ”

Ethylmethansulfonat (EMS)

@N C—NH,

3,4 Benzpyren

0
. 7 N O
0
& 0—CH, Methyl-nitroharnstoff
Aflatoxin B, Methyl-nitrosourea (MNU)
Ethyl-nitrosourea (ENU)
UV Licht ===) Rontgen-Strahlung  ===)

Thymindimere Chromosomale Abberationen



EMS induziert G ->A Austausche

H,C—CH
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| Replikation l
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Wild-type DNA Wild-type DNA
| Replikation

C->T Mutation nach (spontaner)
Desaminierung von Cytosin

r\lle 0
|
g
_CZ1°CH o i
0 > SR
H Desaminierung H
Cytosine (C) Uracil (U)
:> Reparatur zu Thymidin
RNA editing

Antiviral wirkende Enzymaktivitat !



Weitere Moglichkeiten der Mutagenese

Transposons, mobile DNA
TALEN, CRISPR

Gene targeting -> homologe Rekombination

Detektion von Mutationen:

Sequenzanalyse

Cost per Human Genome

$100,000,000
$10,000,000
Moore’s Law
$1,000,000
$100,000

$10,000

$1,000

$100
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022



Restriktionsenzyme

|
5-GAATTC-3' EcoRl

e 06 Restriction Enzyme Sites.
File: BRCA2 gene.seq

12 sses3s7l | |
13 sseseart | |
14 swal | | (I | | (I (. |

#  Enzyme site #Cuts_Positions & Fragment Sizes

2149 57165 6874 64039 3373 67412 4490 71902 13600 85502 4
13719 13720 39926 53646 32455

18634 18635 4544 23179 2372 25551 17288 42839 16604 59443

5654 65097 2296 67393 16724 84117 198

8 sanDl  GGAGWCCC 2
8

10 SexAl  AACCWGGT 9 12038 12039 3330 15369 24074 39443 1225 40668 12749 53417
1
2
7

9 sapl GCTCTTC(1/4)

4955 58372 2556 60928 8451 69379 681 70060 16041

11 seft GCCCAGGGC 566 567 85534

12 55¢8387 CCTGCAAGG 22236 22237 47858 70095 16006

13 5586471 AGAGWCCT 1555 1556 5299 6855 23011 29866 664 30530 30 30560
26605 57165 6874 64039 22062

14 Swal  ATTTAAAAT 14 4557 4558 6397 10955 6397 17352 3095 20447 6044 26491

5059 31550 7129 38679 10681 49360 2093 51453 4476 55929 4
9535 65464 3992 69456 6008 75464 7948 83412 2689
Search: Entire Sequence (Linear) Restriction Enzyme Database: 7&up.enz

Abwehrsystem von Prokaryoten. Typ I- Typ IV Restriktionsenzyme.
Restriktionsenzyme sind In der Molekulargenetik werden Typ || Enzyme
Endonukleasen. Schutz der verwendet. Erkennungssequenz 4-6 (8) bp
endogenen DNA durch Homing Endonukleasen: I-Sce |
Methylasen. Erkennungssequenz: 18 bp (1 / 7x10'9)

TALEN (Transcription Activator-
Like Effector Nuclease)

TAL (transcription activator-like) Effektoren sind Proteine
die von Xanthomonas Bakterien sezerniert werden um
pflanzliche Wirtszellen zu infizieren. TAL Proteine binden in
den Pflanzenzellen Promotoren und aktivieren die
Transkription.

TAL Effektoren erkennen die
DNA durch eine ca 34
Aminosauren grof3e
Proteindoméane in der nur
zwei Aminosauren die
Bindungsspezifitat
vermitteln.




Herstellung eines Proteins mit einer
definierten DNA Bindungssequenz

: &
xueg r.rn.c

< cph
ﬁ / A Effector
13

34aa repeat modules dorai i =
TTTATTCCCTGACC

c
a ™M *’L HD =

12 b -I;TPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHC

N Variable Diresidues

<
g4

1
34

Golden Gate cloning

o i il s i Restriction Enzyme Bsa |

SRR o

P o e T S ( \J Cuttingsite  Recognition site

In-R1 In-R2 In-R3 In-R4 In-R5 Ex-R1
5’{GGTCTCNNNNNN NNNNNN|GAGACC-3’
3’-CCAGAGNNNNNK NNNNNNICTCTGG-5"

R iti it Cutti it
Stage 2 | Procedure Steps 10-15 ecognitionsite utting site N

Transcription
complex
;romoter region %iz — Activate transcription g

BsmBI BsmBl BsmBI  BsmBl BsmBl BsmBlI

BsmBl _ BsmBI BsmBI BsmBI BsmBI BsmBI
| D

Bsal

Stage 3 | Procedure Steps 16-17

Gene of interest
3 5
TALE-TF

Nucleolytic target site <—141020bp—s

_ Fokl 3
Fokl 5
Right TALEN

Generate double-strand break

Left TALEN




CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats)

Foreign |

DNA
,,,,, E——
Acquisition Target PAM
e i * —\CRISPRIcc
Bacterial = . '
tracrRNA  cas9 cas crANA crRNA crRNA

genes

o / = ="
tracrRNA, trRNA Primary transcript

crRNA y J -
J— Jra—

biogenesis

Interference (==
! —iA(-EB
Foreign Cleavage
DNAGC

CRISPR associated (Cas)

—

— SP6orT3 MS  zCas9  Ns—

crRNA:tracrRNA
- c A chimeric gRNA

A-U
l 2 U-A

— 17 . gRNA

N

20-bp target sequence = IIJCls‘vZI%.?AA

57 —(I;QI;II;II;II}II;II:II:II;II}II}II;II:II:II}II}II}II\III\'IGU—AUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUU G A
3 -genome—--CCNNNNNNNNNNNNNNNANNNNCC---genome-S !
5’ -genome---GGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGG---genome-3’

23-bp PAM

@
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1

b
OG)CIG;)G)OC:
QOAOPFQQQ Y

3'-CUAGG G

GCF.G{II’CD:I’OO
PPPCC Q@



Die Moglichkeiten der Genetik

G. Mendel

Gene
Mutationen,
Allele

Kreuzungsgenetik

Rezessiv

Dominant

Ungekoppelte Allele
} B

Gametes

First filial generation, F,
All offspring are R/rand Yiy
and the two dominant traits
are expressed
' N
Possible gametes @ @ o @

BV 82X rrY rry
Possible combinations in Ry RR | RR | Rir Rir
second filial generation, 4 YY | Yy | YW | Y

2

Each gametic type AR | RR | Rr | RA
crossed with each RY N
other type iy vy 144 vy 9 -3 .3 . 1
Plants are obtained in
the following 9:3:3:1 Y Rir | Rir r o
ratio: 9 round and yellow, . YY | Yy | YV | YW
3 round and green,
3 wrinkled and yellow, Rir | Rir i i
and 1 wrinkled and Y vy vy Yiy iy
green




1 2 s

w e @ di® o C Gekoppelte Allele

Neemal (M) 12 Mottied () Red (R) Yellow (1) Normal {F) 28 Fasciated () Groan-base || Uniform fruit
(v (%)

N . w8 l
fEﬁ_:;«_ ol % A O auf einem Chromosom
y . Yedlow (W) White (wf) y S i

B I~
m.., T Harless (h) ( *'-‘
3

W‘ .9 Fy o gl v w eeen WETden gemeinsam
d_Y e e e o vererbt, es sei denn,
ool e, R g[fﬂ}" TR es tritt Rekombination

Wioolly N’Jmsal rwol
(Wo/wo) 30 L]

Resistance Suscaptibilty to (efp2) Polenlale 82 I\

Yelow =kin (Y) Clea: skin (y) Susceplibilty Resstance © a u f
\ ’@1 0 leal mold leaf mokd from
toleat mold -y leat mcm from Ya

(Ctp2)
l (Cisc) Stering Caslhe = ' \ -
Normal (Ne) % Necrotic (ne) IH‘C‘J % ’*\ J’E‘f\

% 8 - [/ a 4 Purple stem Anthocyann
N Nanwilty (W) 38 Wilty (w) (AN :oe,eu

o > A )

Simple Compound

inflor, (5} inflor, (5)

; Noemal (V1) s Nipple-tip (1)
g AT 4
Spread Compact
6 dwarf dwart
1s 1B ‘9 } (Dm) 10 modier (dm)
; ;
Ml e ot

Few locules Mary locules Vs _‘»

Non hewa Baaked (6X) Gyt leaf {C) /7N Potato leat ()

Le) (e} Im-mm e /—\ 9"" pruning (sp)  Green (L) | Lutescent{f) “Brosd B Narrow
(8p) cotylodons cotyledons
2r (Nc) (ne)

Resistanoe| B8l [Suscoptibility o
1o saaf mokd ~__s leal mold from

{Clp1) I[’L\'m‘\}abs L2l u?
" o | e
Notmal (Bu) = Busy (bu) Normal (8) ~ Broad (b)
12
Genetische Karte der Tomate .-~ -
N{v;;ml l‘-hnyut.ulyx
c) (mc)

Genetische Kartierung durch
Rekombination

cu_ e 3 cu_ e”
e X
cu” e iL cu e’

Progeny

Phenotype Genotype Total
From @ From &
Parental: curled wings, dark body cu”- e cu e 389

normal wings, normal body cu* e® cu” e~ 414

Recombinant: curled wings, normal body cu” e* cu” e~ 104
normal wings, dark body cu*e” cu” e~ 93

1000

Genetischer > Rekombinanten X 100
Abstand ~ > Rekombinanten + > Parentalgenotyp

104 + 93 :
—1000 X100 =19,7 centimorgan (cM)



Erst Cross Over dann Strangtausch

a

!

Rekombination

Homologe Rekombination
Rekombination zwischen identischen DNA
Sequenzen (in trans, zwei Chromosomen).
In der Meiose aber auch in der Mitose.....

lllegitime Rekombination
Rekombination ohne Sequenzibereinstimmung
Kurze Sequenzidentitditen Rekombinase

Rekombination in Cis und Trans mdglich



Rekombination wahrend der Mitose,
X-Ray\ wo wirkt ein Gen?

B

.

mitotische .

Rekombination _._o_::

Proliferation l ﬂ

Um in einem heterozygoten
Tier einen Teil homozygot zu
machen verwendet man die
Mitotische Rekombination.

Twin spots; Zwillingsfleck

Diese sogenannte klonale
Analyse hilft Fragen nach der
Zellautonomie einer
Genfunktion zu klaren.

Nachteil: Geringe Frequenz

Wie bekommt man mehr Klone?

RekombinasK

T
I

. N

isische (s \

R ;

Proliferation @

0]0J0]|0/0]0]0]|0/0[0]|0|0|0[0JO|0|0[0]|0[0[0|0|0]|0|0

Der Einsatz einer
Rekombinase und der
entsprechenden
Zielsequenzen flhrt zu
einer sehr hohen
Klonausbeute

Flp (Hefe) -> FRT

Cre (Phage) -> LoxP.

Minute Technik



Rekombinationssysteme

1) Rekombination des Hefe 2u Plasmids

50-100 Kopien / Saccharomyces cerevisiae Zelle

6.318 bp groB; kodiert 4 Proteine,

darunter die sequenzspezifische Rekombinase FLP, die
eine 14 bp lange FRT Rekombinationssequenz erkennt.

FLPase

FRT-Sequenz

Rekombinationssysteme

1) Rekombination des Hefe 2u Plasmids

Die sequenzspezifische Rekombinase FLP induziert einen
DNA Strangbruch (Rekombination) und bewirkt die
Integration des Plasmids.

Die Integration ins Chromosom ist reversibel.

FLPase

) —

FRT-Sequenz u Plasmid




Rekombinationssysteme

1) Rekombination des Hefe 2y Plasmids

Wenn die FRT-Sequenzen in Tandem angeordnet sind
kommt es zu einer Deletion des 2y Plasmids.

Wenn die FRT-Sequenzen invertiert vorliegen, wird der
eingeschlossene DNA Bereich umgedreht.

+ FLPase

FRT-Sequenz

Rekombinationssysteme

1) Rekombination des Hefe 2u Plasmids

Wenn die FRT-Sequenzen in Tandem angeordnet sind
kommt es zu einer Deletion des 2y Plasmids.

Wenn die FRT-Sequenzen invertiert vorliegen, wird der
eingeschlossene DNA Bereich umgedreht.

FLPase

FRT-Sequenz



Rekombinationssysteme

2) Rekombination bei Prokaryoten
Integration temperenter Phagen z.B. Lambda

Integrase vom int Gen kodiert, ben6tigt den integration host factor
(IHF), der aus zwei Proteinen zusammengesetzt ist. Erkennt die
attP und attB sites. Offnung des DNA Doppelstrangs tiber eine 3
Phosphodiesterbindung an einem Tyr-Rest.

Phage A ."',;:—":::'_: 2
j_af:le- P 243 bp
E. coli e | atB. 25hbp
Y
Ny -_
=n><'-=
Integration l T Excision
Integrated =a_rﬂ. _E&R gl 100 bp
prophage atR: 168 bp
Step 1: BP Reaction
m NSER
4 \ D) 156'\“\ ¥ 7 0(,()
Fragment Donor Entry Byproduct
L vector — clone + . rrE—

Step 2: LR Reaction

& \NSERT S R ccdB o R \NSERT 5
O 5 & $
g O & D & D Ty

Entry Destination Expression
clone + vector — clone + Byproduct



MultiSite Gateway

PCR fragments

pDONR Vectors

\\ .
attL5 attL4 LR reaction

attL1 attR5

Destination Vector

attB1 attB5 attB4 attB3 attB2

Expression Clone

Rekombinationssysteme

2) Rekombination bei Prokaryoten

Invertasen: Anderung des Phanotyps durch Inversion eines
DNA Fragmentes. Bis auf Cre und FLP Enzyme bendtigen
diese Enzyme supercoil DNA zur Bindung.

z.B. Invertase Hin bei Salmonella (oder Gin Page Mu).




Rekombinationssysteme

2) Rekombination bei Prokaryoten

Invertasen: Anderung des Phénotyps durch Inversion eines
DNA Fragmentes. Bis auf Cre und FLP Enzyme bendtigen
diese Enzyme supercoil DNA zur Bindung.

z.B. Invertase Hin bei Salmonella (oder Gin Page Mu).

[ AR [ H2 rhi o e

Rekombinationssysteme

Phage P1
i Aufldésung der rolling cricle
o oA Replikationsstruktur durch
monomer| Cre Rekombinase die an die
loxP site bindet.

-~

Cre

P1 monomer

(D



Mechanismus der Cre Rekombinase

& < & “ &
b 3 o 8 b 3
s \ \A s/ A /
Tyr 2 Tyr
.ll j
\__ Ty' 3 ! :

&
il HO on e gy
= Tyr f e Tyr™
o /
o
Tyr ‘:‘,/\ Tve
> N 5 \ | P
‘a‘_; / 2 - b’S / 3 8-
Synapse Cre-DNA Holliday-type
intermediate | mtermedlate

= > Cleaving subunit —7 -

i’ \

Recombinant Cre-DNA
DNAs intermediate Il

L Y
ra

- Y -y 3
5. 7,/ Cleaving subunit S oy =

10.5 nm I

Wie bekommt man mehr Klone?
RekombinasK

[-“—:]-“—:J m’u’m 33:" Der Einsatz einer
' Rekombinase und der
mitotische eptsprechenden
Rekombination Zielsequenzen fuhrt zu
einer sehr hohen
»/\ Klonausbeute
-—°:[-—°:I-—°- secomn s e Flp (Hefe) -> FRT

Cre (Phage) -> LoxP.
Proliferation ﬂ

OOOOOOlOOOOOOOOOOlOOOOOOOOO

Minute Technik




Sequenzspezifische, mitotische
Rekombination in Drosophila

Telomer Centromer Telomer

&—O—
FRT-Sequenz

mutation g Flipase (FLP)

' so—

Wahrend der Mitose kommt es zur Verdopplung der Chromatiden.
AnschlieBend kann FLP eine mitotische Rekombination induzieren.

Dominanter
Zellmarker

Das FRT/FLP System in Drosophila

a Genotype: w eye-FLP; FRT Plw*] /FRT*

expressing

Die Verwendung
der Minute-
Technik erlaubt
die Erzeugung
groBer mutanter
Klone.

expressing

MDD




Das FRT/FLP System, Beispiele

Mitotische Rekombination:
MARCM Technik

MARCM: Mosaic analysis with a repressible cell marker

Ermdglicht die spezifische Markierung der mutanten Zellklone mit Hilfe
von Gal4/Gal80

Gal4 ist ein Transkriptionsfaktor aus der Hefe

Gal80 ist ein Inhibitor dieses Transkriptionsfktors



Mitotische Rekombination:
MARCM Technik

a
‘!iii%%%%%%%iii%%il’ ‘!iii%%%%%%llliigil"

Labeled cell:
GAL4-dependent expression of GFP
in the absence of GAL80

Unlabeled cell:
GAL4-dependent expression of GFP
repressed by GAL80

Mitosis

G2

Labeled
homozygous
mutant
daughter
cell

[GAL4]
[UAS]

XFLP
»

> (Ao
Unlabeled
Unlabeled Unlabeled Unlabeled homozygous
heterozygous cell after cell after wild-type
parental cell DNA replication recombination daughter
cell

Mitotische Rekombination: MARCM
Technik

In der F1 kann die phanotypische
Konsequenz einer Mutation in
Zellklonen untersucht werden.




Knockout (KO) Strategie durch homologe
Rekombination in ES-Zellen

neor tkHSV

Gene X Positive und negative Selektion der ES-Zellen
replacement
vector N v oo O O @ (C— Nonrecombinant cells
Disrupted gene X ® O o
© 0 _ O @— Recombinants with
® gene-targeted insertion
® O
M Recombinants X .
with random Trea; ywth neomycin
_EEE;D;EE-:}_ insertion {positive selection)
X X v
T I+ e_©,
e e
Gene X Other genes @) ®
® e
Gene-targeted Random : s
insertion insertion Treat with ganciclovir
J (negative selection)
v v 7
ITITHNCTH J1 IT W1 CTHT W o)
Mutation in gene X No mutation in gene X o) © OO
Cells are resistant to Cells are resistant to O
neomycin and neomycin but sensitive @)
ganciclovir to ganciclovir

O\&Q ERECET NS, Der Weg zur KO

2087 early embryo

] Maus

urgically transfer embryo into
seudopregnant mouse

s
T W

4

J' Die richtigen Genotypen
' IV .
e &I miissen durch PCR
x’;:f:—_ e ,-4”‘";5 f;—g L"‘b . .
Homozygous o= = - (Schwanzspitze) bestimmt

white progeny Chimeric progeny

werden.

Black progeny develop from germ-line
cells derived from ES cells and are
heterozygous for disrupted gene X



Rekombination in Cis bei der konditionalen
Geninaktivierung

LoxP Mouse Cre Mouse

(KT\ZB g/:'\
P

WWHEHIHEETHHETww- w1 — W

Exon1 \ Exon2 \ Exon3 Cell-type-specific cre
LoxP LoxP promoter
All cells carry endogenous gene X All cells carry cre transgene
with LoxP sites flanking exon2 mouse is heterozygous for
ﬂ gene X knockout
LoxP-Cre mouse: all cells carry one copy of loxP-modified
gene X, one copy of gene X knockout, and cre genes
B J_\
B
Cells not expressing Cre Cre-expressing cell
A g g T g g
1 2 3 1 X, 2
Gene function is norma I Cro’.. —
protein

Die Keimbahntransformation bei Drosophila
Uber Transposon-Integration und illegitime
Rekombination

N

| . .
T Das P-Element kodiert eine

(? Mikroinjektion P- Transposase, die an einem

@/ Element Vektor 31 bp langen terminalen

inverted repeat angreift.

Einige der sich W
entwickelnden
Fliegen tragen das

’ Transgen in ihrer
Keimbahn

-

Drosophila



Die Keimbahntransformation bei Drosophila
Uber Transposon-Integration und illegitime

Rekombination
G
|
el Mikroinjektion —>
loxP H3x-P3H RFP ubo1 HloxP
y DUAST attP o) Lo P FP {wbon HoPHERED
Vektor
X 2 3 4
0 A0 5 22A n 10209
6E 5
35
Genom tragt nun 20C £>¢
eine attP landing s1c 86D
site sen 88A
94D

Drosophila

Die Keimbahntransformation bei Drosophila
Uber Transposon-Integration und illegitime

N Rekombination
|
sl Mikroinjektion PUASTatS
é/ pUAST attB Vektor white_J[loxP}[UAS-MCs-svao]fattB

X e

~<HioxP| 3xP3-ReP loxP|REBH>_~
\/

attR *

attL
A~ <Hioxe{3xP3-RFP loxP|l] J-+{ white Jfloxp][uas-mcs-svaol[ TRH> .
Drosophila




Keimbahntransformation

C
Objekttrager @
mit auf- =
geklebten L
Embryonen c

Gene sind auf den Chromosomen in
Kopplungsgruppen angeordnet

Mensch ca. 30.000 Gene

Drosophila ca. 13.000 Gene
C. elegans ca. 19.000 Gene



Interphasenchromosomen liegen geordnet im
Kern vor

https://youtu.be/cJSpWCIgb7k,
https://www.youtube.com/watch?v=Pl44J jA--2k

Verpackung der DNA

Short region of
DNA double helix

Wie bringe ich
s no o I etwa 2m DNA in

einen Kern mit
einem g10um ?

30-nm chromatin
Qre of packed
nudgosomes

Section of 2 Boa
chromosome in an Y
extended form

' ¥ 0, Euchromatin

Condensed section Hete rOCh romati n
of chromosome konstﬂu“ves
fakultatives

Entire mitotic
chromosome



https://youtu.be/cJSpWClqb7k
https://www.youtube.com/watch?v=Pl44JjA--2k

Primer
.5'.—3'

Sequenzierung nach Sanger

3

5'e=——CTA
5' o= CTAA

o
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w

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE

5'e—CT
5' o===CTAAGCT 5'e=—=CTAAGC

Template-Strang

Polymerase + dNTPs

+ddCTPs

5" o=—C

>
=
(]
(]
w

WO = > B 0O —Hw
Sequenzrichtung

5

+ddGTPs
5'e=——CTAAG
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T
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32 i ED
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\
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(\/v Man AW A A AAAANAAAAA AW
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\CAGCAROAAGTACT THTT TATT T TARK

50 £ ED) ED 5 .
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B Rrtach
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TN M S Vo ’/\\\/;!\(”m/w 00000 eV

o o "

o 550 ) o)
TGGTGAANAAT TAGTGAACAGAGG GTCTCAGAGATGCTAAACT TATGACT TATAAT TAACAAGATGT TATAGT TCTAG ACAT TT TTGATAT

’)(\\c[\ e ok oionee a0~ esonienaciononod ™~ oo

lllumina Sequenzierung

2. ATTACH DNA TO SURFACE

Rendomly fragment genomic DNA
and Bgste sdapters to both ends of the
Fagments.

4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE
STRANDED

Bind single-stranded fragments randomiy to
the inside surface of the flow cell channels.

5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED
MOLECULES

3. BRIDGE AMPLIFICATION

Add unisbeled nudeotides and enzyme to
initiste solid-phase bridge smphification.

6. COMPLETE AMPLIFICATION

. Die DNA-Chip-Technologie der Firma lllumina
verwendet kleine Silica-Kigelchen. Jedes
Kigelchen hat einen Durchmesser von 3
Mikrometern und trdgt mehr als 100 000 kurze
DNA-Strange.

. Im unteren Bild ist eines der Silica-Kigelchen
so stark vergrofert, dass man die DNA-
Strange, die es tragt, als weilRen Flaum

erkennen kann.

The enzyme incorporates nudeotides to
buid double-stranded bridges on the solid-
phase substrate.

Densturation leaves single-stranded
templates anchored to the substrate.

Several million dense dusters of double-

stranded DNA are generated in each channel

of the flow cell.


http://www.ngfn-2.ngfn.de/www.illumina.com

lllumina Sequenzierung

7. DETERMINE FIRST BASE 8. IMAGE FIRST BASE 9. DETERMINE SECOND BASE

Mit der lllumina Technik werden kurze ca. 50-100
Basen Sequenzen bestimmt. Mehere 100 Millionen

Jreads® werden pro Lauf Uber Nacht generiert.

® Das menschliche Genom hat ca 3 Milliarden
G
® Basenpaare.
Man kann z.B. auch nur die mRNA sequenzieren...

First chemistry cyde: toinitiate the first After laser excitation, capture the image of

oopaing cpdl, sadall far Il rewnila | it radeance e 600 ditar o 840

terminators, primers and DNA polymerase flow d the identity of the first base

i o S R ot ok o

10. IMAGE SECOND CHEMISTRY CYCLE

CE READS OVER MULTIPLE 12. ALIGN DATA

a 3"-blocked reversible terminators AT
{Fluor}
N 0
FEm HN lllumina/Solexa
fluor) 1
o
NH
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o
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Joeral
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0. HN 2
3 |
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n, collect the image data
ity of the second

the
base for each duster.

Pac-Bio Sequenzierung

.E ,’3; g Mit der PacBio: Single

\ S

polymerase

£™ molecule real time

sequencing (SMRT)

r »
V 4
- 3
G T A G C C
8
8
§ Method Read length Accuracy [Reads per run |Time per run |Cost per
= 1million bases
(in US$)
Sanger 400-900 bp 99.9% N/A 20 minutes to |$ 2400
3 hours
454 700 bp 99.9% 1 million 24 hours $ 10
Illumina 50-300 bp 99.9% Up to 6 billion |1to 11 days |$0.05-$ 0.15
ABI/ SOLiD (35- 50 bp 99.9% 1.2-1.4 billion |1-2 weeks $0.13
SMRT 10,000 bp to 85.0% 50,000 per 30 minutes to |$0.13 - $ 0.60
(PacBio) 15,000 bp SMRT cell 4 hours




Topologisch assoziierte Domanen: TAD

Chromosome Territory Topologically Associating Domain
(TAD)
A/ 1
s | |
/

Differentiated Cells Stem Cells

\
'

§&

“»

Chromatin Architectural Proteins
(CTCF, Mediator, Cohesin)

J
Enhan(
Pluripotency Factors
©  Polycomb Group Proteins C.ene Expression

Promoter

Promotevfnhan(er
Long-range Contact

Verpackung der DNA

digest crosslinked ligation reverse
ch omal crosslinking

’

- /
i \ ) cK

Chromosome confirmation capture 3C

High-throughput sequencing on 3C Hi-C
Chromosome conformation capture-on-chip 4C
Chromosome conformation capture carbon copy 5C

ChlP-loop 3C und ChlP-seq
ChIA-PET (chromatin interaction analysis by paired-end tag) Hi-C
und ChIP-seq



Verpackung der DNA

crosslink digest crosslinked

ligation reverse
chromatin chromatin , crosslinking
o
T ™ N o
—_— > - —_— e —
N-.J-o_ 1
= - \\
Y
\~~ 77
3c 4c 5C Hi-C ChiP-loop ChIA-PET

— - - —r ®
= | | S5 e

T pn — x addition of
ligation on adapters and

~r ligation on the
the beads beads
—

(semi-)quantitative
PCR i

figation and
* kgation * PCR

/ * enrichment “
= =
reverse reverse
2 PR : crosslinking crossEnking
4

— e
g g B
+ digestion
— \] ¥ SR
micoanay or sequencing * adaptors (S
— o and PCR semi quantative PCR =—
* — * adapters and
[ PCR
mecroanmay o &
or sequencing * CT —
sequencing sequencing
one vs all many vs many allvs all one vs one all vs all
High

Contacts

Low

Hi-C Karte der Drosophila Chromosomen mit einer Auflésung von 100kb



Verpackung der DNA

Aufbau der Nucleosomen
Histon-Oktamer 2x (H2A, H2B, H3, H4)

Sehr stark konserviert.
Erbse Kuh 2/102 AS des
H4 sind unterschiedlich.

N-terminale Bereiche sind
drauBen!

146 bp DNA,
variabler Spacer 20-55 bp

H1 verbindet
Nukleosomen

Histonvarianten mit besonderer Funktion: CENP-A
(Centromer), macroH2A (Inaktivierung des X-Chromosoms)




Modifizierung von Histonen fiihrt zur Offnung
oder Kondensation des Chromatins

Acetylierung fuhrt zur Aktivierung A
C

@ :% - Ac
Ac

Histon-Acetyltransferase (HAT) Aktivierung
Histon-Methyliransferase (HMT) Repression/Aktivierung
Histon-Deacetylase (HDAC) Repression
Phosphorylierung, Ubiquitinierung

Der Histon-Code

s UDbiquityl
15\ st s Methyl

s A e y: s Phosphoryl



Der Histon-Code

Acetylation ( i

(D) [HZAj

Deacetylatior) !

Esal

y

Methylation C
A J \ 2 J

]@:methylation

Hda1 [JHoM1]
_Hos2
L1 T 1 |
_Rpd3

=

GRECH

y
OO~
A

Unterschiedliche Regionen des
Chromosoms haben unterschiedliche
Histon-Codes

Telomeric heterochromatin

WA

* Unacetylated
* Unmethylated

Centromeric chromatin

W

* CenH3-containing nucleosomes
* H3K56 hyperacetylated

HAST domain
Promoter Coding region

* H3/H2B hypoacetylated (ORFs)
* H3 hypoacetylated (IGRs)

'
= i
el ‘
Seeal !
Jrs Y
- 1
1
L

P \
LTS - \ .-
m— - \ =
o s \ P
S - \ -
N ’

HZAD e / f
c Fromoter Coding region 5 Active euchromatic gene Repressed euchromatic gene
Mw Promoter Coding region Promoter Coding region
 Htz1-containing nucleosomes » Hyperacetylated ﬁw
. P_lyperacetyla(ed atall o ng methyylated

S"e:‘e"cep‘ H;KSZ (ORFs) * H3K36 methylated * Hypoacetylated,
* H3 hypoacetylated (IGRs) * H3K79 methylated hypomethylated (ORFs)

* H4K16 deacetylated * Acetylated, hypomethylated (IGRs)

Spezifische Antikérper gegen modifizierte Histone,
Chromatin Immunoprecipitation, microarrays



Weitergabe von methylierten bzw.
acetylierten Nucleosomen

K9 Me Me
| |

Inactive chromatin Boundary element Active chromatin

Acetylase
DC— <
| | | |

Inactive chromatin Boundary element Active chromatin

n HP1+SuVar
>
..\ . Methylation of

adjacent nucleosome

Newly sythesized
nucleosomes

Parental
Me nucleosomes

Histon Modifikationen
Induktion der Heterochromatisierung

Repetitive —
DNA — @ @ @ @ @ I @

Methylgrp. am H3 K9
Transkription; . yiar

RNA Doppelstrang +— "

@] O

Dicer/RNAI = HP1 Bindung
Histonmethyltransferase Q W@



Drei verschiedene Chromatin — assoziierte
Proteine ,Reader, Writer und Eraser”

Reader
“ ®

Reader

\/

Chromatin
remodelling

FUnf prinzipiell verschiedene
Chromatinarten in Drosophila

GREEN N
HP1

H3K36me

RED %S
Active L\;}{'\ Brahma

BLUE Voo crromain
Polycomb olse

9 EE
BLACK A
Repressive 3". X

Filion et al. Cell 2010



Histon Modifikationen
am Promotor

Acetylierte Histone

Q- Q-0

r'anskr'lp’ruonsfak‘ror

Rekrutiert HAT SWI/SNF:
Chromatin
@%—@-@-@-@-@ remodeling
complex, 12 UE

SWI/SNF (SWItch/Sucrose NonFermentable)

Modell der SWI/SNF Funktion

Body
“ _)
Arp ‘ Recruitment p4 ATP
SHIERE. S hydrolysis
ATPase SHL2
oy Acidic patch

—
ADP release
ATP binding

-~/
-

AL

Translocating




Struktur des SWI/SNF Komplexes

c Exit DNA
A0 (upstream) 45 _ ™
< {RFX }

Front view

Positionierung der Nucleosomen
ChIP-Seq




Ein typisches Gen

o— e
7 7

I Promoter *\ *\ /

Enhancer \\ \ /
Exon Intron
Transkription Initiation 5° cap

Elongation  splicing
Termination 3 ° polyA

Ein typisches Gen
aber eRNA!

OFF

Enhancer - Promoterl Gene

ON

Enhancer - Promoterl Gene




Funktionen der eRNASs

a Stabilization of enhancer—promoter looping and establishment
of chromatin accessibility

Cis Trans

Chromosome 1
Chromosome 1
Promoter

Promoter eRNA

(_Promoter | ANA ™ Conesin
@, Enhancer

Chromosome 2

eRNA
AN

RNA Polymerasen (Eukaryoten) -

co-Amanitin

Im Nucleolus aktiv

RNA Polymerase | rRNA (28S-, 18S- und 5,8S)

RNA Polymerase |l proteinkodierende Gene ++++
Gene fur:

RNA Polymerase |l 5S-rRNA, tRNAs +

und andere "kleine" RNAs

RNAP Il ist ein groRer Proteinkomplex aus 12 Untereinheiten.

RNAP Il kann den Promoter der Zielgene nicht erkennen!



Cofaktoren der RNA Polymerase Il

General transcription factors GTF

Bildung des Preinitiationskomplexes
DNA, RNAP Il und 5 GTFs

Cofaktoren der RNA Polymerase |l

General transcription factors GTF

Bildung des Prainitiationskomplexes
DNA, RNAP Il und 5 GTFs

Start ist Bindung von TBP des TFIID Komplexes an die

I'BP

TATA Box.

DNA kann ,geknickt” werden.



Cofaktoren der RNA Polymerase Il

General transcription factors GTF

Bildung des Preinitiationskomplexes
DNA, RNAP Il und 5 GTFs

Start ist Bindung von TBP des TFIID Komplexes an die
TATA Box.

Rekrutierung von TBIIB

Unphosphorylierte RNAP Il, TFIIF, TFIIE und TFIIH

Aufbau der GTFs

TFIID = TBP plus 10 TBP-associated proteins (TAFs)
TFIIB = 1 Protein
TFI F = Heterotetramer, 2 groBe (TFIl Fa)
und 2 kleine (TFIl Fb) SU
TFIIE = Heterotetramer ahnlich zu TFIlI F
TFIIH = gréBter GTF, 9 Untereinheiten,

MW entspricht RNAP I
Enzymatische Aktivitat (2 Helikasen, 1 Kinase)



Initiation der Transkription durch Polymerase Il

Zunachst wird schrittweise ein Initiationskomplex aufgebaut:

Das TATA-Bindeprotein (TBP) bindet an die TATA-Box

TFIID bestenht aus TBP und den
TBP-assoziierten Faktoren (TAFs)

TAFs
TFIID

TATA-Box +1 Position

TFIIB kommt hinzu

TATA-Box



Assoziation weiterer TFlls:
- TFIIF
- TFIIF rekrutiert schlieBBlich die RNAP I

Der CTD ist nicht phosphoryliert

CTD

TATA-Box

Zuletzt bindet ein Komplex aus TFIIE und TFIIH

CTD

TATA-Box



TFIIH hat DNA-Helicase Aktivitat,
die die DNA des Promotors entwindet.
Es bildet sich ein offener Initiationskomplex

CTD

TATA-Box

TFIIH hat eine Protein-Kinase Aktivitat:

Phosphorylierung des C-Terminus
der RNA-Polymerase (CTD)

CTD Die Lange des CTD Kkorreliert mit
der Komplexitat des Genoms:

Hefe 26; Drosophila 43; Mensch

52

TATA-Box



TFIIH hat eine Protein-Kinase Aktivitat:

Phosphorylierung des C-Terminus
der RNA-Polymerase (CTD)

Die Lange des CTD korreliert mit
der Komplexitat des Genoms:
Hefe 26; Drosophila 43; Mensch
52 Heptapeptid Einheiten.

TATA-Box

Polymerase || Modell

__ Polll

Region of TFIIF
binding

;& .TBP

~ _ DNA helix

T TFIB

Nobel-Preise: (1959, 2006)

Kornberg Familie:

Arthur Kornberg (1959)

DNA Polymerase

E&%ng::g?arge(zlp 06) Tom Kornberg: Entwicklungsbiologe
Ken Kornberg: Architekt



Enhancer steuern die raumliche und
zeitliche Expresssion von Genen

Enhancer —
A= -
Promoter
—>
A
—>
E— >

Enhancer stimulieren die Transkription von einem Promoter
unabhdngig von ihrer Position und Orientierung.
Sie binden Transkriptionsfaktoren. Silencer

Transkriptionsfaktoren

bZip Proteine



Anatomie eines Transkriptionsfaktors

N e

DNA-Bindungsdomane

bHLH; Zn-Finger; Homoedomane
ETS-Domane

Interaktionsdomane

mit Polymerase (Aktivierung, Repression),
Histon Modifikatoren

Regulatorische Domane

Dimerisierungsdomane

Transkriptionsfaktoren

Reinigung der Transkriptionsfaktoren Gber Chromatographie
(sequenzspezifische DNA-Affinitatschromatographie). 5% aller
Proteine sind TFs!

Klassifizierung der Transkriptionsfaktoren erfolgt Gber ihre DNA
bindende Domane.

Man unterscheidet zwischen aktivierenden und reprimierenden
TFs.

Repression ist in der Regel indirekt und erfolgt Gber eine
Modulation des Chromatins -> HDACs

BTB/POZ Domane, Engrailed Domane, WRPW -> Groucho
Krippel associated box (KRAB).



Beispielgruppen
* Homeodomanen Proteine (Segmentierung) HTH

* bHLH Proteine (neurale Kompetenz,
Spezifizierung)

* ETS Domanen Proteine (RTK-Signalkaskaden)
winged Helix Proteine

» Zink-Finger Proteine 3 Untergruppen
C2H2 haufigster TF (ca.1000) Monomer;

C4 Zinkfinger 100 TFs z.B. (Hetero)Dimer
Steroidrezeptoren

C6 Zinkfinger z.B. Gal4, Homdimer

* STAT (Signal transducer and activator of transcription) z.B.
Interferon-Antwort

* Leucin Zipper Proteine (bZip)

* Membran-gebundene TFs (z.B. Notch).

Saulenchromatographische Verfahren zur
Reinigung von Transkriptionsfaktoren

(a)

Cell f'_‘\ /_\ /\
extract {\7 {1/ |
T A
«
la
’
A} Sequence-specific
o q P
=" DNA-affinity
S : column
\ | L
1 0 I
o U l
N 2
B
lon-exchange Purified
and other types site 1 cognate

of columns protein



Wie finde ich die DNA-Bindungssequenz?
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
oder Band shift assay
Fracton ON1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 14 16 18 20 22

Wie finde ich die DNA-Bindungssequenz?
Friher: Der .foot print”

(b)
MNEO FT1 6 7 8 9 1011121314151618 20 22  Fraction

253 1 L g!:
:giiii c-saifii-it
Eifpapfazamdiences
Iitresgosennnnn 27

Mégliche
UL UL Ll e

p



Wie finde ich die DNA-Bindungssequenz?
PCR-select

Oligonukleotide mit bekannter
—NNNNN____ flankierender Sequenz und

NNNNN IKI¢ :
+ zufdlliger mittlerer Sequenz

D DNA-bindendes Protein
m Nur eines der vielen Oligos bindet

ACTGTT ——
NNNNN
NNNNN NNNNN
NNNNN
NNNNN NNNNN

NNNNN

NNNNN

Wie finde ich die DNA-Bindungssequenz?
PCR-select

+ Antikérper, die spezifisch
den Transkriptionsfaktor
binden. Immunprdzipitation.

Nur eines der vielen Oligos bindet

A\
-

ACTGTT ——
NNNNN
NNNNN NNNNN
NNNNN
NNNNN NNNNN

NNNNN

NNNNN



Wie finde ich die DNA-Bindungssequenz?
PCR-select

PCR, um die Target Sequenzen zu

— amplifizieren.
ACTGTT ———

Klonieren der DNA Fragmente.

Sequenzanalyse.

Zielsequenz!

Modelle zur Wirkung von
Transkriptionsfaktoren

Die Interaktion mit dem Promotor erfolgt indirekt

Aktivator Repressor

Mediator

TATA



Interaktion Mediator - RNA PII

Head

Downstream

Middle

Der Mediator-Komplex (>30 UE)

Med2
Med3

Tail Med14 (Rgri)
Med15 (Gali1)

Med16 (Sind)

RNAPII

Med8

Med11
Med17 (Srbd)
Med18 (Srb5)
Med19 (Rox3)
Med20 (Stb2)

Med22 (Srb6) Med1

Med4

Med5 (Nut1)

Med7

Med9

Med10

Med21 (Srb7)
ed31 (Soht)

Middle




Mediator—PIC
(active)

H3K27ac = /&=
/

2] A
Mediator-PIC
(active)

Partial PIC

Die C-terminale Domane der Pol Il koordiniert
Transkription und Processing

o Vor der Inititation der Transkription

ist CTD nicht phosphoryliert und ist
. )
L A

e )
\ -

mit den Initiationskomplex
m" assoziiert

Die C-terminale Domane der Pol Il
(CTD) tragt 52 Einheiten (Mensch)
der Konsensussequenz

Y S P TSP S die phosphoryliert
wird.

Promoter clearance,

5‘Cap

RNAPII

Nascent RNA

Processivitat RNA Pol Il: 50-90 Nukleotide / Sekunde



Capping

Cap: 7-Methylguanosin uber eine 5'-5'-Triphosphat-Bricke

A B

Cap structure
(m7GpppN)

RNA capping

pppN-RNA
triphosphate

(ppP) 5"end RTPase

cﬁ; r 1T 1 PiA/

H v
e o 0 o0 base oRA
@70'—1}—0- -0-P-0—CH, P
0 0 O GTP

OHOH ) GTase
_ i PP &y
(0] Gp-ppN-RNA
AdoMet
| | | | ) MTase
AdoHcy

v
m7GpppN-RNA

5'-Ende der mRNA
Cap

Checkpoint Modell der Cap Bildung

RNAPII initiates transcription
0 and is phosphorylated on e NELF
" serine 5 of its CTD by TFIIH . (
or Qe RNAPII
' Al — A DSIF binds to ANAPII soon
e 5 ﬂ after initiation and recruits NELF.
. .05 % ;)’JJ & NELF arrests RNAPII,
5 \

CTD of
RNAPII % I
*4
“a (3}
* §' end of nascent
transcript
DSIF
V/
e
The repressive action of 2
NELF is neutralized and 5
RNAPII resumes elongation. )23

serine 5-modified CTD and DSIF.

J
J
2
l @ Capping enzymes join the

P e complex via interactions with the
&
ﬁ e P-TEFD is recruited by o
0; the capping enzyme,

P
> NELF phosphorylates serine 2
. of the CTD and DSIF.
B
Q. -
)‘) Il A cap structure is



Der Integrator Komplex reguliert
Transkription und RNA Prozessierung

X sToP -

Mindestens 14
Untereinheiten

Phosphatase module
(INTS5, INTS6, INTS8)

Central backbone
(INTS1, INTS2,
Endonuclease INTS?)
module (INTST1,
INTS9, INTS4)

Komplexitat der Initiation der
Transkription

enhancer

initiating RNApol2



Modiator (§7 13 . q—@— Die phosphorylierte CTD
A ) Seny rekrutiert die Spliceosomen

7a A
a_. S GGU A AG]
5 0,7\ )
(4 o
und ist an der Termination
L ~ der Transkription beteiligt.
S . T%?A r’ A ﬂ'@— CstF cleavage stimulation fa?:tor F
/ CPSF cleavage and
Q ] polyadenylation specificity factor
z AAUAAA 10-30 nt, cleavage
Q " : > Poly-A-Polymerase

% PABP
. Qﬂ D An die naszente RNA
binden Transportproteine die

qut den Export aus dem Kern
o regulieren.

Splicing

Introns = Relikte der RNA Welt; Ribozymaktivitat

Selbstsplicende Introns -> Typ | Einbau eines zusatzlichen
Guanin

-> Typ Il Lariatbildung



Selbstsplicing Typ Il

G A\ —
\/2’@4
A —
G 7
A
G
Lariat

Splicing, was brauchen wir?

GIGU AGIG

GU/AG Regel konserviert von Hefe bis Mensch.

Ca. 1% der Introns AT/AC -> Dann anderes Spliceosome



Splicing, was brauchen wir?

GIGU A=YYYY = AGIG

GU/AG Regel konserviert von Hefe bis Mensch.
Ca. 1% der Introns AT/AC -> Dann anderes Spliceosome

Branchpoint -> Lariat Bildung und Polypyrimidin Element (3’)

Splicing, was brauchen wir?

ESE
Exonic splicing enhancer

LT GlGU == e A = YYYY = AG[G

ISE
Intronic splicing enhancer

GU/AG Regel konserviert von Hefe bis Mensch.

Ca. 1% der Introns AT/AC -> Dann anderes Spliceosome
Branchpoint -> Lariat Bildung und Polypyrimidin Element (3’)
ESE und ISE Elemente. Exon definition Gber ESE.

Introns oft wesentlich gro3er als Exons

Inhibitorische Elemente: ESI und ISI



Splicing, der E Complex

G

U1 SF1 U2AF®>  U2AF3

snRNA: U1

Splicing, der A Complex

U1 U2 U2AF®  U2AF3

snRNA: U1 U2 B Complex: U5 U4/U6 ; hnRNP

snRNP:  “snurps” mit jeweils >10 Proteinen assoziiert
U1-snRNP U2-snRNP usw.

Sm Proteine kommen in allen snurps vor.

Lupus erythematodes, Autoimmunerkrankung




Spliceosome Assembly geschieht Gber
den Exon definition complex

Exon | Intron Exon Il

Censmn— i rw ]

5’ splice site Branch Polypyrimidine 3’ splice site
point  tract

SR Proteine
binden am ESE
und initiieren die
Bildung eines
Spliceosoms

ATP Bxon

U2AF
\ O™
LR

Aufbau der U1-snRNP

Stem |

Sm Proteine, -
7er Ring B+C/



A

Die SR-Proteine binden RNA und sind
wichtige Splicing Co-Faktoren

SR-family proteins

RRM WRRM RS RRM - RNA
ASFISF2 recognition motif
RRM RS
scas — I
SR-related proteins
U2AF8S
binding RS
U2AF3
U2AF38
RS  binding RRM RRM RRM
u2AFes. — I ——HEH—
RRM RS
U1-70K s e
RS
Tra [ ——
RS RRM RS
Tra2 —{ - -
PWI RS Ser  Ser SRP
SRm160 ——( " - —
Ties

Prinzipielle Moglichkeiten des alternativen
Splicings

e g S __ Ba Cassette exons
Bl = Ess 188 e "}

e’ N

“/_// USU UE‘\\\//// Bb Mutually exclus
DscamD—D:Dﬂ

Bc Competing 5’ splice

Erhohung der Anzahl von g
Proteinformen, die von EE_D

einem Gen gener'ier"l' Bd Competing 3 splice
werden kénnen. Sex /ethal[[—Dj

o

Regulatorische Funktion. E:j

Bf Multiple promoters




Beispiel fur Splicing |

Dscam Erhohung der Anzahl von Proteintypen.
Ein Gen > 38.000 Isoformen.

Exon 4 Exon 6 Exon 9 Exon 17
r r m
1 12 1 48 1 33 12
- : I 11 Uy 1o I HE
Genomic DNA. =TI B ] 1
\AA \ / ¥ / \\,_\ /-r"/\\\ /" \ IN\ /A‘\\ e A“ f "‘\ f\ v"‘ ."‘. N 4‘.‘| ‘;.v‘. ANNS
VVV N\ 5 O N vV \V o VVVV VWV VYV VVVVVY

mexa [ TT W T (L TIVEET Tl

Protein ~00N0N0NNO ()_O.-.-_..-_O_.._),__

Wie wird das alternative Splicing
kontrolliert? Erklarungsmodelle

A
Sterische DD
Interferenz m  E% o IR

B
Unterschiedliche é @ ‘@:@ o7
Spliceosomen —_— 4
c

------------------- S T
NMD - "-JL"— ______________ -
B =

Sequenz Interaktion il L
Dscam o PR



Beispiel fur Splicing |l

Sex lethal Splicing als Regulatorische Funktion bei der
Geschlechtsbestimmtung von Drosophila
A X:A

|

Sxl

|

|

Dosage Soma CNS Oogenesis
compensation

Beispiel fur Splicing |l

Sex lethal Splicing als Regulatorische Funktion bei der
Geschlechtsbestimmtung von Drosophila

Sx/ early SXL

d transcript —_

Sx1 jate
Q transcript  SXL

d" transcript —
tra

Q transcript TRA

d transcript  DSXM
] [I2 ] 3 12 ] El [ 6] dsx
Q transcript  DSXF



Sex lethal Il Zahlen der X-Chromosomen

maternal

da

slsA sisB dp
—_— —— -

XX AA

zygotic

h

¢
°rr
yﬂ:@
N\

'3

Sx| ON

zygotic maternal

X AA da

sisA sisB dpn
——— —e,

+

v v

=, A"

Yy o
-

Sx| OFF

Splicing und Krankheiten

A

DMD, Duchenne muscular dystrophy

LA VAN YA .1

Restored reading frame

Premature stop codon
o A | 0 4+ \o2/s0) o0

Quaking (Maus) KH-
Protein, Splicing, Transport,
Stabilitat

LMNA, Hutchinson-Gilford
progeria

C FCMD, Fukuyama congenital
muscular dystrophy

-> Demyelinisierungsdefekt

o PN . e

AON, 0 4O%

Stat3, Cancer

n@y\/n TP T

DMPK, Myotonic dystrophy

F SMN2, Spinal muscular atrophy




Splicing und circulare RNA (circRNA)

-

pre-mRNA 2 T~ R

—E—

Ba‘c/kspllc\ning \
! ( Q

Funktionen der circRNA

A miRNA sponge RBP sponge
P |
%@ @ - RBP,

B U1 snRNP

{EICRNAE %E \/\/—_\@
— I a—

Host gene



mRNA

tRNA

rRNA

Formen der RNA Qualitatskontrolle

Polyadenylierung:

Translationseffizienz kann bis zu 1000fach
unterschiedlich sein, dito gilt fur Halbwertszeit.

Je langer desto stabiler...

Poly A bindende Proteine Unterschied Kern //
Cytoplasma

Erkennung des Poly-A Schwanzes uber die Struktur.
Poly-A bildet eine Einzelstrang A-Typ Helix.

Deadenylierung im Cytoplasma:

PAN2-PAN3 Komplex und CCR4-NOT Komplex
3'-5' Exonukleasen.

Formen der RNA Qualitatskontrolle

NMD Nonsense-mediated decay (zu frithe Termination der Translation;
Rekrutierung von Upf Proteinen zum Terminationskomplex
Decapping; 5’->3’ Abbau; Endonuklease)

NSD Nonstop decay (Kein Stop Codon;

Ski7p Rekrutierung; 3’->5" Abbau; Endonuklease)

NGD No-Go decay (Starke Translationsverzégerung;

REMD

RTD

Rekrutierung von Hbs1p und Dom34p; Endonuklease; Exonuklease)

Stop-Codon; Entfernung von 3’ UTR bindenden Proteinen)

rapid tRNA decay

NRD  Non functional rRNA decay

Ribosome extension-mediated decay (Translation iiber normales



NMD: Mechanismus der premature stop
codon (PTC) Erkennung bei Saugern

Normale mRNA Defekte mMRNA

|
59
@s

stop codon

translation Der Trigger des NMD ist die Bindung des up-
frameshift protein 1 (UPF1) an UPF-2.

2
mMRNA Abbau
!

Modell des Exon-Junction Komplexes
(EJC)

————-
- ~

|3

EJC core

’~
]
N

Direct binding
important for NMD

22i Possible binding

A Involved in NMD

1. Funktion des EJC beim Transport der mRNA vom Kern in das
Cytoplasma, 2. NMD, 3. Translationskontrolle



Vorbereitung der mRNA fur den Abbau
nonsense mediated mRNA decay (NMD)

CBC: Cap-binding complex

_—
1 Q Q AAAAA
Premature Normal

stop codon stop codon

up-frameshift protein 1 (UPF1)

UPF2, 3b
g %
2 @ I

Protein kinase SMG-1,

- 4

eRF >

EJC Q
3 \% AAAAA

Vorbereitung der mRNA fur den Abbau
nonsense mediated mMRNA decay (NMD)

'
4

{%X_\Phosphorylation

eRF

cad Q AAAAA

Q AAAAA

Q AAAAA




Vorbereitung der mRNA fur den Abbau
nonsense mediated mRNA decay (NMD)

1 B
Normal
stop codon
2 Q AAAAA
SMG5, 7
PP2A: Protein phosphatase 2A
Dephosphorylation
4
Dcp @ ) : N
3 (A} Q AAAAA
i
e ¥
’lll_‘( » Dissociation
4 Jigm ? cadll ® AAA

T
~ ~
A=\ 7

Exosome: 10 SU Komplex mit 3'->5" Exonuklease
Aktivitdt. (Ski7)

Xrnlp 5'->3' Exonuklease. Erfordert uncapped mRNAs



NSD: Nonstop decay

Pab1
mG —F&AA,,
AUG
Ribosome stalls rfb‘:l'::“
at the mRNA 3’end g
mhﬂ
AUG
w— @) - . Ski7 :
capping & ;
pping e \ Exosome binding

—

AUG
6 ‘ Ski7 :

Exosome
5’ — 3’ decay 3+ 5’ decay
P—Mn mh_ﬂ
—t —p AUG ‘—
X1 Ski7 :
Exosome

NGD: No-Go decay

Stable RNA
structure

Pab1
mg —%&AAH
‘ Translational stalling
Pab1

AAAAA,

/ \ Endonucleolytic

cleavage
3’ 5 decay 5= 3’ decay

ma —% < AAAAA

AUG +— — Lt —p
Ski7 : Xrn1
Exosome

[ A®/
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;\re-/erNA % , AN \W ——
Nuclear P | pre-mRNA \ pre-tRNA Processing
degradation - / 1 \ Defects
@~y 7 S !
x ~—_~—""[Processing / Splicing and Polyadenylation ~ ; Processing \ v M
ProcEasg and suPlunit / g /DEf“‘s OlXuO
def Y [ m’GppPRa AN ASSAMA T 6
\ / g~ / } :
| P [ &2 | Adecpigcn
N\ 408 @5 / Release % ' Nuclear \ . /
N\ ‘ from gene | I Retention b i Pt Modification, decay .~
D Export |‘ egradation \ processing,
Aooslerated | *' U | rrappn s A~ aaa | Exportand | *XPort
decay of . / \\ cytoplasmic \
nonfunctional —— degradation A
rRNA x x —~— Export \\ e ,” Degradation
< C.r ‘/\. e NUCLEUS __._\Q__/\ I/ of defective
(ﬁz” AL / Entry into N \ f%;f}f s
~ o s
- © O / translation g\Xf\ \ CCA
( ) / 7 Degradation \ f
m N - 1
\/ﬁv ‘ ERE Function in CCCAAA
FuriotionT / \ translation ~ 4
Huoxiongin ‘ Translation defects triggering mRNA decay \ Gharging
translation / e \/ oFIA binding
J \\ \\\ - it
o \. NN
7 N S
X - ; woum A
¢ UAA_ UAA y UAA_L < UAA SKis
m’Gppp” &3 AN Gy A m’Gppp “SAAA m’Gppp. y
Premature translation N Translation into No termination
termination (NMD) Elongation stall (NGD) 3' UTR (REMD) codon (NSD)

RNA Verteilung

RNA wird zeitlich und raumlich spezifisch exprimiert

RNA wird spezifisch in der Zelle lokalisiert
-> Kompartimentierung



Single cell RNA Sequenzierung

10X Genomics droplet-based protocol

a. 8-Channel Microfluidics Chip Barcoded
cDNA
oil — (00000000 —
Cells + Reagents — | @ @ OIO:O [ N N ) i Break  Amplfy Construct ¢
Beads —| ©00,0,00 00 Emusion CDNA  Library >cauence
OO0 O0OO OO |— GEMOutet —» — . :
gl ST e i g B a5 Sewie © Be i
| l o ° 1 —_— d_ﬂ/
o I
| Q= () o ;
1 ."‘:' — o0 o(b o ® 90 — o > \ Iy(A) CONA
A | Collect ® 1 gq
% s | — e
Barcoded Primer Cells Oil Single Cell 10x MW CDNA
Gel Beads Reagents GEMs Bescoogs e

* Encapsulates up to 48,000 cells in 10 minutes

RNA Verteilung

RNA wird zeitlich und raumlich spezifisch exprimiert

Fluoreszenz-markierte RNA Sonden von 4 Genen

-> in situ hybridisierung



|dentifizierung von regulatorischen

Sequenzen
TATA box
Enhancer Promoter / Enhancer
(distal) i (distal) +  Struktur eines
— Y v typischen Gens
B %
L pl Exon ol
; ~300 bp
o Herstellung eines Transgens mit einer
— H Gal4 — Enhancer Sequenz vor z.B. dem Gal4
Gen. Expression von UAS-gekoppelten
Transgenen

|dentifizierung von regulatorischen
Sequenzen

Ansteuerung einzelner Nervenzellen
im Gehirn von Drosophila Larven.

Verhaltensanalyse!




RNA Verteilung

Nachweis von nascenten Transkripten im Zellkern

Subzellular lokalisierte RNA

RNA wird spezifisch in der Zelle lokalisiert
-> Kompartimentierung, maternale Faktoren

)

nanos




Subzellulare RNA Verteilung hangt von
RNA-Sekundarstrukturen ab

Ash1 mRNA

Subzellulare RNA Verteilung hangt von
RNA-Sekundarstrukturen ab

Actin microfilament

Ash1 mRNA. Transport entlang von Aktin, Typ IV Myosin



Cis-Elemente steuern mRNA Lokalisation

Transport

Transport

Abbau

Diffusion +
Binden

-
N\ v
a Fibroblast mRNA—_/
54 nt v ———— Nucleus
— ?\\” T

: ‘f |
Zi p ZBP1 1 hw/r/
it £ R

B-actin mRNA 3’UTR

b D.melangaster egg chamber  Nurse cell

Localization ( )( )( )
elements ( ?( )( 3
bicoid mRNA 3’UTR

¢ D. melangaster embryo
Smaug /
Smaug responsive &

[ N
elements\ \& %
Inanos mRNA 3’UTR " Posterior
d X. laevis oocyte / o Nucleus
|R1repeats “’ . “'|
Txcatz mRNA 3'UTR \ :
Vegeta& Mitochondrial
pole s cloud

Kann man Transkription sehen? MS2




Moglichkeiten der MS2 Technologie

a Single-mRNA-molecule imaging by b Dual-colour labelling
tagging with fluorescent proteins
GFP
MCP
AAAAAA

ImRNA

¢ ‘Background-free’ imaging
Split YFP
PCP

MCP
AAAAAA

d Tethering an mRNA to a specific cellular location

— Streptavidin
Saae) e
AATA[SYYVIIY

f Tethering a protein to the mRNA g Localization of an mRNA and its protein product
( Function?

She3
MCP
AAAAAA

Mdéglichkeiten der Regulation der Gen
Expression

Dimerization & activation of

-0 receptor




Insulin

Glutamine synthetase Hemoglobin Immunoglobulin  Adenylate
kinase
s
- '0[’ ,“"
i
%
E{a 4
Lipid bilayer

RNA bindende Proteine regulieren die
Translation

AlajalAlAJAA[A AATA[ALA A A[AJA]A]A A

Poly A Binding Protein

() m? G-P-P-P
\ }3
V4

Die Translation kann auf mehreren Ebenen reguliert werden:
RNA Stabilitat
Initiation
Elongation



Der genetische Code ist universell

Second letter

U C
UUU | ucu |
W vuc )™ uce |,
UUA ] ., UCA
UUG UCG |
Cuu CCU
cuc CcCC
5 C CUA rLeu CCA Pro
i CUG CCG
= AUU ACU
AUC 'lle ACC
A ACA Thr
AUG Met)ACG |
GUU ' GCU |
GUC GCC
G GUA +Val GCA r Ala
GUG GCG |
Universal Unusual
Codon Code Code
UGA Stop Irp
cuG Leu Thr
UAA, UAG Stop Gln
UGA Stop Cys

A G
UAU uGu U
UAC }TV’ UGC }CVS c
UAA Stop UGA Stop A
UAG Stop

CAU
CAC |
CAA
CAG

AAU 1
AAC
AAA
AAG |

GAU
GAC
GAA
GAG |

CGU |
CGC
CGA
CGG |

AGU
AGC
AGA
AGG |

GGU |
GGC
GGA
GGG

His
" Arg
Gin

1818] pAIYL

rAsn + Ser

-Lys - Arg

 Asp
Gly

Q> O DX I Q>0 |G)

+Glu

Occurrence®

Mycoplasma, Spiroplasma, mitochondria of many species
Mitochondria in yeasts

Acetabularia, Tetrabymena, Paramecium, ete,

Euplotes

Genome engineering

Wild type UAG denotes translation stop

G )
UAG
uAA R ! 000000
UGA _IRF2
1) @@
Translation

\Wé/—

" )

(1) Recode all native UAGs to UAA

e
Al 000000
UGA_JRF2

Translation? @@
\_ J

v

v

(2) Eliminate UAG termination: ARF1
(Ls©  ARF1 )
UAA O00000
UGA:IRFZ ‘

Translation @
_/
BN~ uAA —

\& J

(3) Reassign UAG as sense codon
(UAG— NSAA R

’ Translation

e
UAA

O00000
ﬁgﬁjRFz %SAA

UG UAAG

.

O

J




Das AUG bestimmt den
Leserahmen = ORF

(f) m’ G-P-P-P
\ \ x&q@ \
R {alalalalalalA]ATATAlA]ATATATAlA]A]A]ATA]

ACGGACCAUGUACCCCCGCAGCUGCA

I N I I

uuu

uggﬁm ggg}sﬂ el ucgion ¢ Met Tyr Pro Arg Ser Cys
G e ow oa)
_c cuc e cce CAC CGC Arg i*
H E zze} 4 Jan zze’
FRm), ) e e W
a e e
RN |
el |
Es gibt 20 Aminoséauren.
Es gibt 64 (43) Codons.
Prokaryoten haben 30-40
(a) — ] .
verschiedene tRNAs

Amino acid

Accepm,z?:ne) Eukaryoten haben 50-100
verschiedene tRNAs.

Jede tRNA wird vielfach

modifiziert.

Am 3 ‘ Ende wird eine CCA

Sequenz angehangt (nicht

Genom-kodiert!).




Eine tRNA kann mehrere Codons auf der
MRBNA erkennen

_ tRNA anticodon loop

Anticodon
&~ 7 _Wobble position
3 A|lG|& 5

Lu l c U
ANA 5 Codon 3"  mRNA
"
.
If these bases are in
first, or wobble, position of
anticodon
321 |c|A|G|u|||
123 G|U|C|A]|C|then the tRNA may
5" mRNA 3 ‘ ‘ ‘ ’ e At
bases in third position
Jede tRNA wird von einer
spezifischen Aminoacyl-tRNA-
Synthetase erkannt.
Aminoawl—tRNA + mino aci + H
Eitkfoees o Nach Beladung erkennt die

® |, g Prosphaa,,, tRNA ein spezifisches Codon

T _> aber Wobble-Position!

Synthetase complexed
with aminoacyl-AMP

CCA end of tRNA

. . | Aminoacyl-tRNA |
synthetase AME

Class |
synthetase

Class Il /
synthetase /
0o=C

H—C—R

NH,




Ribosomen

(a)

Polypeptide

Figure 1. Comparison of EM Density for rRNA from E. coli and
8. cerevisiae Ribosomes

Prokaryoten 30S und 50S -> 70S
Eukaryoten 40S und 60S -> 80S

Ribosomenaufbau

rRNA Proteins Subunits Assembled

L1 L2 L3 ribosomes
3 S L/

(2]
= 2 5
g- (2900 bases) {120 bases) (Total: 31)
N oL Y b = o I 5,7
aeﬂ S1 S2 S3
o =
; :
16S
{1500 bases) (Total: 21)
112 L3

E %/285 ( + !
E “5.85
£ 28S:5.8S 5S
® (4800 bases + 160 bases) (120 bases) (Total: 50)

S1 S2 S3

Eukaryotic (m

18S :
{1900 bases) (Total: 33)



Ribosomale RNAs weisen ausgepragte
Sekundéarstrukturen auf

/\

20 C————_ /

21

»

30S subunit

l = Initiation
factors {IFs)

00

—GTP

Preinitiation complex
{ - MRNA + fMet — tRNA M=

[ S F3

eeeeeeee

\ :“' mRNA
— — AUG 3

308 initiation complex
= 508 subunit
1€

W& #IF1, IF2-GDP, and P;

(}%

P21-2

P21-3 L”
P21 i

1

C

'

32 30_33 34
QF Kss
O

29

26J/~

23 L

3;\? /
5

40

2
d 36

16S rRNA (Prokaryoten)
Die Shine-Dalgarno
Sequenz liegt an 3 ‘ Ende
und ist 6-8 Nukleotide
lang.

10 nucleotides
—_

Initiation der
Proteinsynthese bei
Prokaryoten

Drei Initiationsfaktoren binden an
die 30S Untereinheit.

Die Formyl-Met tRNA bindet in
Abhangigkeit von der Shine-
Dalgarno Sequenz der 16S RNA.

Hydrolyse eines an IF2
gebundenen GTP fuhrt zur
Bildung des 70S
Initiationskomplexes.

A-Stelle: Bindung der Aminoacyl tRNA
P-Stelle: Peptidyl-transferase
E-Stelle: Exit



Elongati

onsphase

~——= Indicates new peptide

HZN\&% (aa, bond forming
6 H
‘A3 H2N\ ,
/H |aq, Re |-{ CP\RT
(o] Ly ~R
[N H/C\C/;hl"c\c s 40/\\0
(¢} =04 X=0 C
C CH 0 o
A A
Cc C
c C
tRNA, ¢} P site A site Cq aa;-tRNA;
leaving 'Y\ /7@ arriving
\
— g e
.. 00 o NS e
mRNA GGGAAAUCGGUC
Codon. Codon' Codon' Codon‘ Codon Codon Codon Movement of ribosomes
aa, aa aa, aa, aag aag aay -
1. Initial selection 2. Proofreading
tRNA rejection
start over
( )
EPASCd Activati f GTP
odon ctivation o
recognition GTPase hydrolysis BRG]
\ J Next
— —_—
~ Round
Peptidyl EF-G. GTP GTP Transioestion EF-G
Transferase Binding hydrolysis Release
: P-site A-site
Key: 30s@_D 50S mANA & F el e
EF-Tu-GTP-tRNA @ EF-Tu-GDP EF-G @

(ternary complex)

Fehlerhaufigkeit bei der Translation:

1/104 ca. 8-10 As/sec



Termination der Translation

+RF, 10r 2 plus Terminationsfaktoren, auch release
RFS-GTP factors (RF) genannt, erkennen die
Stopp-Codone
RF1 -> UAG
RF2 -> UGA UAA wird von beiden
erkannt. Molekulare Mimikry

Die anschlieBende Bindung von
RF3-GTP fuhrt zur Kettenfreisetzung
und nach GTP-Hydrolyse zum
Zerfall des Ribosoms

y,

GDP +p;j &~ J’{Peptidyl—tRNA cleavage

Initiation der Translation in Eukaryoten

Die Translationseffizienz wird bestimmt Uber:
die Cap-Struktur am 5 * Ende der mRNA,
Uber Sekundarstrukturen am 5 ‘ Ende,

Uber kurze uORFs,

das PolyA bindende Protein,

RNAs (miRNA) und

Uber Initiationsfaktoren.

Table 1. Translation Initiation Factors

Eukaryotic Prokaryotic Archaeal

Factor Factor Factor Function

elF1 IF3* a-elF1 Fidelity of AUG codon recognition

elF1A IF1 a-elF1A Facilitate Met-tRNA* binding to small subunit
elF2 a-elF2 Bind Met-tRNA™" to 408 subunit; GTPase

alF28 Guanine-nucleotide exchange factor for elF2

elF3 Promote Met-tRNA™* and mRNA binding to 408 subunit
elFaA a-elF4A DEAD-box helicase

elF4B Promote elF4A activity

alF4E m'GpppX cap binding protein

elF4F Cap binding complex of elFs 4A, 4E, and 4G

elFaG Adaptor protein interacts with many other factors
elF4H Similar to elF4B

elF5 AUG recognition and promote elF2 GTPase activity
elFsSB IF2 a-elFSB Subunit joining; in prokaryotas Met-tRNA™* binding

*The proposead grouping of lF1 and IF3 is based on their common function to insure accurate Met-tRNAM* and AUG codon selection, and
structural similarity of elF1 (Fletcher et al., 19989) to the C-terminal domain of IF3 (Biou et al., 1995).

elF3 = 5-11 Untereinheiten




Warum hat das PolyA bindenden Protein einen
EinfluB auf die Translation?

Qualitdtskontrolle:  Zirkularisierung der mRNA 1996
erstmals beschrieben

Initiation und Termination sind raumlich
benachbart




Ribosome profiling

Cell type

v

| In vivo capture of translating ribosomes and mRNAs, lysis

Y N\

a Ribosome profiling

LG~~~
—Q{B/\@/G\AAAAAAAAA

WAMMAAAAAA
A O ~— G —rmmmanam

WAAAAAAAAAAAA
| e

Ribosome
footprints

Library generation

Deep sequencing
A4
Read mapping
\J

A4
v

5’ leader 3’ UTR

Ribosome
footprint reads

A ' Codingregion A
AUG Stop
Genomic position

mRNA-seq reads

b mRNA-seq
T T T AAAAAAAAAA

T T T AAAAAAAAA
T T T AAAAAAAAAAA

N e e —t
AAAAAAAAAA
T T T AAAAAAAAAAAA

l Random fragmentation

T - T - T~ AAAAAAAA
T i L e i e A

Library generation
v

Deep sequencing
A4
Read mapping
\4

5’ transcript end
(often indicates
transcription start site)

Genomic position A

3’ transcript end
(often indicates
transcription stop site)

Ribosome profiling

High % of ORF covered
by ribosome footprints

footprint reads

Ribosome

Codon periodicity

. AAGCTGCTTACGACCTGCATGCAG !

Low density of footprints before start codons
and after stop codons (high inside/out ratio)




Ribosome profiling

a Sample pool of mRNAs

@, 88 8 a5 {3 ——AAAAAAAAAAA o & 8 o .
WAAAAAAAAAAA
__/O\@/\———AAAAAAAAAA

WAAAAAAAAA WMMAMAM

- [Translati ORF ORF

mRNA-seq reads

Genome browser plot

Ribosome
footprint reads

c

Kontrolle der Initiation

Cap-mRNA + elF4E rekrutiert elF4G und dann elF4A(Helikase Aktivitat).
elF4G ist ein Adapter Protein das eine Interaktion mit dem PolyA Bindungsprotein
und dem elF3 vermittelt.

4E-BP bindet elF4E.
elF2 reguliert die Initiation der Translation.



Regulation der Translationsinitiation Gber
das elF4E Bindungsprotein 4E-BP

Translation blocked

3’ Translation active

Lokale Translationskontrolle in der
Synapse druch 4E-BP

Sema 3A Netrin-1
I
i
|
il LPA
| 8 [N
0
ml’n: . \Ub.qu.[.n'./ Lokale Translation im
1 conjugates Wachstumskegel oder
108 in der Synapse
4E BP1() - -> Plastizitat.
l Proteasome
4EP
b
Translation initiat
|
Protein synthesis  Protein degradation
\aytoskele:)n/
!



5’-Cap abhangige Initiation der Translation

Met

Ternary complex

AUG

ATP
Scanning
ADP+P;

5’-Cap abhangige Initiation der Translation

488 initiation complex

elF5B 2xGTP
Large (60S) ribosomal subunit joining 2 x GDP+P,

80S initiation complex




Globale Kontrolle der Translation -> elF2
Phosphorylierung

Ternary
complex

Active alF2

RNA spezifische Translationskontrolle

slF4F
complex

Eisen-abhidngige Translation
Das Iron Regulatory Protein bindet an das Iron Responsive
Element und verhindert die Bildung des Pré-Initiationskomplexes.



RNA spezifische Translationskontrolle

Interferenz der Ausbildung des eIF4E-Komplexes. Duale Rolle von
Bicoid als Transkriptionsfaktor und Translationsregulator.

CPE: cytoplasmic polyadenylation element; BRE: Bicoid response
element.

RNA spezifische Translationskontrolle

Sex lethal als Translationsinhibitor, 5’ - Cap-unabhdngig
Suppression der ms/mRNA Translation bei der Dosiskompensation



Kontrolle der Aminosauresynthese in der
Hefe durch upstream ORFs (UORFs) in der

GCN4 mRNA
Met
(@)
c
S
2
i
0p)
80S 438
initiation pre-initiation
complex complex*
elF2o Phosphorylierung, geringe Konzentration des 43S-Komplexes
©
(@)
c
S
I

Die Initiation der Translation erfolgt am
Cap oder an einer IRES Sequenz

1A 3 &

elF4 FeAsB

43S preinitiation
complex
5 m’G AUG - IRES p= AUG = 3'
<~ 100 NTs —>] mRNA

|<i Can be thousands of NTs —>|



CO-Translation von zwei Proteinen durch
,selbstschneidende” Peptide

»self-cleaving” 2A Peptide sind 18—-22 Aminosauren lange virale
Oligopeptide. Die ,,Proteinspaltung” wird durch ribosomal skipping der
Peptidbindung zwischen Prolin (P) und Glycin (G) am C-Terminus des
2A-Peptids ausgelost. Der Buchstabe vor dem 2A bezeichnet den
Virus. Haufig wird die T2A Sequenz verwendet (Thosea asigna Virus).

A B
I - 24 poptide 1,
| s

-+

Zusammenfassung: Wie beeinflusst die
MRNA die Translation?

Hairpin IRES
1

5" m7GpppN ‘ﬂJ-QT—C% UORF ORF —D— (A, 3




Proteine rekrutieren den RNAI Apparat

Das Fragile X-Syndrom Protein bindet an die 3 °

Region von vielen RNAs und unterdruckt die
Translationseffizienz.

Lokale Translationskontrolle in der Synapse!
Rekrutierung des RNAi Apparates

-> RNA interferenz

small interfering RNA (siRNA)

5 p OH 3

I 1
s ol LU LTS

‘Doppelstrang RNA perfekte Paarung

+21-23 bp lang

-3 * OH Terminus mit 2 Nukleotiden Uberhang
*‘RNA induced gene silencing complex (RISC)



micro RNA (miRNA)

5 p OH 3

I
5 HO.|.|J.LI.I.I.LLLLvLLLI.I.LI.Lp s

*Doppelstrang RNA imperfekte Paarung
«21-23 bp lang

*3 * OH Terminus mit 2 Nukleotiden Uberhang
‘Post translational gene silencing PTGS

‘Translational gene silencing TGS

RNA Interferenz (RNAI)

80er Jahre, Co-suppression, jetzt: miRNA, siRNA und piRNA

1993

1998
1999
2000

2006

C. elegans kleine komplementére RNAs bei der
Genregulation: /in-4 reguliert lin-14 (miRNA)

Fire & Mello dsRNA vermittelt gene silencing
RNAI wird Uber kleine RNAs vermittelt (siRNA)

RNAI wird Uber 21/23 bp groBe RNAs vermittelt
3’ Uberhang -> RNAase IlI Aktivitét

RNAse lll; Dicer, Drosha dsRBD Doppelstrang RNA
Bindungsdomane

Effektor-Complex: RISC (RNA-induced silencing complex)

Slicer = Argonaute RNAase H
Nobel Preis an A. Fire und G. Mello



Cosupression

Beispiel Petunien

Wildtyp Transgene Pflanze

Chalkonsynthase

Cosupression = Zusatzlich eingebrachtes Gen wird
unterdrickt und gleichzeitig alle homologen Gene im
Organismus.

Quelling

entdeckt bei Neurospora crassa

wt Mutantenstdamme

Gleiches Phdnomen wie bei der Cosupression



Der Phanotyp von /in-4 und lin-14

Mutationen

L1 i;ii!
T

L3

L4

Der Phanotyp von lin-4 und lin-14

Mutationen
WT lin-14 (1f)

77

AT

L3

L4



Der Phanotyp von /in-4 und lin-14

Mutationen
T:ell
/\
WT lin-14 (1f) lin-14 (gf)

| TR TR
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lin4 reguliert lin14

defizienz

linl4-mRNA - [ ORE S T I

123 456 7

Die lin4 RNA kann die /in/4 mRNA im 3 * UTR binden und
die Translation regulieren.
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Wightman et al., 1993

Heute etwa viele 1000 miRNAs bekannt (beim Mensch ca. 1000).

Heterogener Ursprung der miRNAs
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miR-155 in BIC ncRNA .
ﬁ a.ams  EXON von non-coding RNA

7mG<5’)ppp<5’)G—v—v
miR-198 in FSTLT mRNA 3’ UTR ‘
7mG<5'wnv<5'>G—\/-v-\/-\/-\/-\/-\WjF—A-.-AAAH Exon von protein-coding RNA



Kern-kodierte
(emANA Regulations-
mechanismen
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Current Opinion in Structural Biology

Der miRNA Regulationsweg

Pfimrrrrrmm® OH - \ature miRNA

Argonaute \

Ziel-RNA Erkennung erfordert die 5’ Region (Nukelotide
6-8) = seed region

d.h. Regulation einer sehr groBen Zahl Gene durch
miRNA!!

Ohne intensive Basenpaarung -> Block der Translation.

Aber Degradation in P-Bodies
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actively translating polyribosomes
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actively translating polyribosomes
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translationally repressed mRNA

Translationale Hemmung
kann zum mRNA Abbau in
P-Bodies fuhren

Translationale Hemmung
kann zum mRNA Abbau in
P-Bodies fuhren
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Translationale Hemmung
kann zum mRNA Abbau in
P-Bodies fuhren

pi
Cc
mRNP
aggregation @
—oiB 40S) (408
k m’G = aAAAA
m—r 60S.  [(60S

decapplng

/\‘

* cytoplasm

degradation

P-Bodies

FLAG/HA-Ago2 DAPI merge



RNA dependend RNA-Poylmerase (RDR)

a Normal RNA, no silencing
K

b Aberrant RNA, de novo silencing T
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C. elegans: 27 Gene



Strukturelle Eigenschaften der Argonaute
Proteine

___________________________________________________
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RNAi Gene sind konserviert

zebrafish medaka mouse

miR-124a g 3 \9 e

miR-1 - Wi J 6‘- W

Wie kann man die RNAi-Antwort
induzieren

a siRNA

b Ing dsRNA » W
YOOOOOOOOOOOL — N 7 ™ R

¢ siRNA-based hairpin RNA
mmn_ ) — JR
d miRNA-based hairpin RNA
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Wie kann man die RNAi-Antwort
induzieren




Signaltransduktion

Endokrine Signale Parakrin

&) Rezeptor
¢  Signal, Membrangebunden

Signaltransduktion

Wie kann eine Zelle duBere Einflisse wahrnehmen und
in eine Anderung der Aktivitdt umsetzen?

Lokale Wirkung -> second messenger (Ca?*; cAMP; cGMP)

Wirkung auf den Zellkern -> Regulation der Transkription

Hormon-Rezeptoren

Notch (Membrangebundene TF)
EGF-Signalweg
TGFB-Signalweg
Whnt-Signalweg

Hh-Signalweg
JAK/STAT-Signalweg

Trimere G-Proteine



Steroide und ihre Rezeptoren
(C4 Zn-Finger)

e e )
HO\L\LLO]H -w@ HSP90

o)

Response
element

Typ Il
Bindung des Liganden im
Cytoplasma, Verdrangung

von HSP90, Dimerisierung

Typ |
Bindung im Zellkern \ J

Der Notch-Signalweg

Delta und Notch kodieren Transmembranproteine, die
als Signal (Delta) bzw. als Rezeptor (Notch) dienen.

Notch

LI [RRRRARRRRRARARRAANRRARARRRRRR AN
36 EGF-like repeats

Delta

cooH I T v+
9 EGF-like repeats

aullen



Der Notch-Signalweg

Delta wirkt nicht Zellautonom auf den Notch-Rezeptor

L LN

innen| aulen innen

Notch Signaltransduktion

Drosophila Notch Protein

H.|er erfolgt .dle 36 EGF-Doménen
Liganden Bindung.
Verhindern Rezeptor- 3 LNR Doménen

aktivierung in der TM-Doméane

Abwesenheit von

Ligand. RAM Doméane
Bindung von 5 Ankyrin-Doménen
Su(H)/CSL.

Transkriptionsaktivator-Doméane TAD

PEST-Domane



Notch Signaltransduktion

36 EGF-Doménen /
3 LNR Doméanen

TM-Domane

RAM Doméne
5 Ankyrin-Doménen
Transkriptionsaktivator-Doméane TAD

PEST-Domane

Notch Signaltransduktion

36 EGF-Domanen /
3 LNR Doménen

TM-Domane

Golaqi
olgi °
ER \
RN
Notch RNA

wird am rER
translatiert

RAM Doméne
5 Ankyrin-Doménen
Transkriptionsaktivator-Doméne TAD

PEST-Domane



Notch Signaltransduktion

36 EGF-Doménen /
3 LNR Doméanen

TM-Domane

Golgi

@)
ERC:::§§§%

W Transkriptionsaktivator-Doméane TAD

Das Notch TM-Protein PEST-Doméne

wird in den Golgi
gebracht

RAM Doméne

5 Ankyrin-Doménen

Notch Signaltransduktion

Fringe
Ca®

ECN ICN

Golgi

ER %ﬁ%
W Das Notch TM-Protein wird im Golgi durch eine

Furin-Protease prozessiert. Der ECN-Teil wird
\ Ca?* abhdngig festgehalten. Zugleich erfolgt eine

Q@ @

Glykosylierung durch Fringe, moduliert
Ligandenbindung



Der Notch-Si

gnalweg

1) Notch wird im Golgi gespalten. S1

2) Notch bindet Delta oder Serrate Liganden (DSL)
Es kommt zur Spaltung. S2

3) AnschlieBend wird Notch in der Membran durch
Presenilin gespalten. Cofactor ist Nicastrin. S3

N

Transcytose
von Notch

nnen auflen

Preseni
-Complex

lin

. in den Kern
nnen

Notch Signaltransduktion
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CSL-Dependent
1

/ Cytoplasm
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?Activation

Notchl¢® gelangt



Rezeptor-Ligand Interaktionen sind
extrem spezifisch

Bindung von EGF fuhrt zur
Rezeptordimerisierung und zur
Autophosphorylierung (Tyrosin!)




4 verschiedene EGF-Rezeptoren beim
Menschen (ErbB1-ErbB4)

T6Fo Nrg1,2

ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4 ErbB1 ErbB1 ErbB3 ErbB4
ErbB1 ErbB2 ErbB2 ErbB2

Aktivierung des EGF-Rezeptors
= Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK)

aullen

v Dimer-Bildung
induziert Autophosphorylierung

\/

Plasma-Membran

innen

SH2-Doméanen binden
’ Phosphotyrosin

Spc SH3 SH2 SH1

eine cytoplasmatische-
Tyrosin-Kinase

SH3-Domanen binden
’ Prolinreiche Sequenzen



SH2 Domdne SH3 Domdne

Phospho-Tyrosin Bindung PXXP Interaktion.
Spezifische Protein-
Es gibt auch eine PTB-Domain Protein Interaktion

(Phospho-Tyrosin Binding)

Weiterleitung des Signals

aullen

\/

Plasma-Membran

innen

Das (SH2-SH2-SH3) Protein
Drk/Grb koppelt aktivierte RTKs an
weitere Proteine.

Problem: Spezifitat!



Weiterleitung des Signals

aulen

\/

Plasma-Membran

innen

GEF

Ein GEF (Guanine exchange factor)

aktiviert kleine G-Proteine.
Fur EGFR hei3t es SOS (Son of

Sevenless)

Weiterleitung des Signals

aullen

\/

Plasma-Membran

innen

D,
oy

Ein GEF (Guanine exchange factor)

aktiviert kleine G-Proteine.
Fir EGFR heiB3t es SOS (Son of

Sevenless)

GEF<




Weiterleitung des Signals

aulen

\ V4

Plasma-Membran

innen

@D
GDP
Bas/ GAP

Ein GAP (GTPase activating protein)
inaktiviert Ras.

GEF(

Weiterleitung des Signals

aullen

\V4

Plasma-Membran

innen

GEF<

P WU

Ras aktiviert die MAP-Kinase Kaskade.
Serin/Threonin (S/T) Kinasen.

Signalverstéarkung



Die MAPK gelangt in den Zellkern und
phosphoryliert Transkriptionsfaktoren

Die aktivierte MAPK
gelangt in der Kern
und phosphoryliert die
ETS-Doméanen
Transkriptionsfaktoren:

= Repressor

- = Aktivator

Ao

\\ﬁ/asma—Membran

MAPK N

Die MAPK gelangt in den Zellkern und
phosphoryliert Transkriptionsfaktoren

Yan|wird sehr stark

phosphoryliert und
verliert die DNA
Bindungsfahigkeit,
kommt ins Cytoplasma
und wird degradiert.

wird einmal
phosphoryliert und
hierdurch aktiviert.

oo

MAPK

N

N/as‘ma-/w embran




Termination des Signals

Argos

aulen

Plasma-Membran
-’ MAPKK MAPK

Argos konkuriert mit Spitz um Rezeptoraktivierung
Zielgen von Pnt. Signalkaskade inaktiviert sich selbst!

Termination des Signals

‘ Argos
-’ S

aullen

Plasma-Membran

innen

Corkscrew

Corkscrew ist eine Tyrosinphosphatase.
Dephosphoryliert RTKSs.



Termination des Signals

‘ Argos
aufien

Plasma-Membran
@’ MAPKK MAPK

innen

Cbl ist eine E3 Ubiquitin-Ligase. Mono-Ubiquitinierung
von Rezeptoren fihrt zur Endozytose.

Komplexe Signalketten

auflen

Plasma-Membran

innen

Ptdins(4,5)P,  PtdIns(3,4,5)P;
PI(3)K = Phosphatidylinositol-3-Kinase (apikal) (basal)
PTEN = Phosphatase and Tensin homolog



Komplexe Signalketten

Die Pleckstrin Homologie (PH) -
Doméne vermittelt eine spezifische

aufen Bindung an Pl-phosphate
U‘CI’DH-Doméne
PDKW Akt/PKB

GSK3p

\V4

Plasma-Membran

innen

PKCC

Raf
(MAPKKK)

CREB

Komplexe Signalwege

Raf

Bad e
KHR
Caspase-9)
PDE-38 CREB l l
" Cell proliferation
metabolism DNA repair




Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTKs) des
Menschen

EGFR PDGFR FGFR NGER EPHR TIE DDR ROS ROR LMR
InsulinR VEGFR KLG/CCK HGFR AXL RYK RET LTK MUSK ?
o o EGFD
IgD
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EGFR INSR PDGFR-a VEGFR1 FGFR-1 CCK4" TRKA MET EPHA1 AXL TIE RYK' DDR1 RET ROS LTK ROR1 MUSK |[RTK106
ERBB2 IGF-1R PDGFR-B VEGFR2 FGFR-2 TRKB RON EPHA2 MER TEK DDR2 ALK ROR2
ERBB3*IRR  CSF-1R" VEGFR3 FGFR-3 TRKC EPHA3 TYRO3
ERBB4 KIT/SCFR FGFR-4 EPHA4
FLK2/FLT3 EPHAS
EPHAB
EPHAT
EPHAS
EPHB1
EPHB2 AATYK
CPH AATYK?2
EPHB3 ARKS
EPHB4
EPHBS
EPHBS

Cytoplasmatische Tyrosinkinasen

. (5H2) FGR. FYN, SRC, YEST, BLK, HCK, LCK, LYN

ABL @ @ —] nase DNA ABL1, ARG

|

|

JAK FER } { Kinasc-like Kinase JAK1, JAK2, JAK3, TYK2
ACK ;3 ACK1, ACK2 Actin-binding domain

Btk motif

CSK | Cdc42-binding

g

@ ™ Kinase P CSK, MATK/CTK
CIP4 homology domain

[
0
~
hd
Ksi20
FAK o FERM e FAK. PYKZ [BR] ONA.binding domain
mracen
i)

Focal adhesion-binding domain

FES

SH2) FER, FES

i

Integrin-binding domain

inase ] PTK domain

FRK = Kinase B BRK FRK, SRMS
@ Pseudo PTK domain
p m Pleckstrin homology domain
TEC . PH _H | : = Kinase BMX, BTK, ITK, TEC, TXK
@ @ @ Src homology-2 domain
@ Src homology-3 domain

SYK

| Kinase F SYK, ZAPT0

ﬁ
:



Src - Aktivierung

3 Activating
e Y4164~ phosphorylation

(P) Y527 <& Dephosphorylation
o

SH = Src Homology

Akt - Aktivierung

‘ . ” S473
Hydrophobic motif
kinase' ('PDK-2')

PH = Pleckstrin Homology



JAK/STAT Signalweg
(JAK = Janus Kinasen;
STAT = Signal Transduction and Activation of Transkription)

Erythropoietin
Wildtyp Epo-R /- (Epo), Bindung an
den Epo-Rezeptor

Die Aktivierung eines Zytokin-Rezeptors
erfolgt Uber Rezeptorassozierte JAK
Kinasen

Nach Ligandenbindung Zusdtzliche Phospho-

JAK phosphorylierung tyrosine sind Docking-
Stationen fir STAT
Transkriptionsfaktoren



JAK/STAT Signalweg

STAT bindet lber eine SH2
Domdne, wird von JAK
phosphoryliert und ist nach
Dimerisierung als TF akftiv.

Inaktivierung des JAK/STAT Signalwegs

Rekrutierung einer E3

SHP1 Phosphatase Ubiquitin Ligase



Reifes dimeres TGF[3

Konservierte Raumstruktur des TGF[3




Proteolytische Reifung von TGFf3

50- 375 aa 110-114 aa

e Vorlaufer
Signalpeptid

Prodomain SH

c Monomer
SH
C Dimer
(Homo- oder
c Heterodimer!)

TGFB (BMP4) Signalweg

Typ IT Rezeptor Kinase
Aktivitdt, phosphoryliert den
@ TypI Rezeptor und SMADs

(Typ IIT Rezeptor) Typ I Rezeptor
Erhoht die lokale
Signaldichte

Signaltransduktion und Endosomen! SARA



Plasma
membrane

TGFB (BMP4) Signalweg

ool

R Die Signaltransduktion wird

zusatzlich dber die zelluldre

Eaﬂy andose® Kompartimentierung reguliert.
SARA (Smad anchor for

receptor activation)

TGF-J signalling

TGFB (BMP4) Signalweg

B  OT,nom
Phospho-Smad (R-Smad);
Kernlokalisationssignal frei. Coml ?
0-Smad

Interaktion mit Co-Smad

(nicht phosphoryliert) Importin-8

Kerntransport Es gibt auch
inhibitorische
Smad

/ p——— % Proteine:

y @ \I—Smad



TGFB (BMP4) Signalweg

Im Kern bindet der Smad-Komplex
Sequenzspezifisch und rekrutiert die
Histondeacetylase HDAC.

R-Smad

<

Hedgehog-Signaling

Hedgehog (hh)

Sonic hedgehog (shh)
Desert hedgehog (dhh)
Indian hedgehog (ihh)



Prozessierung und Lipid-Modifikation von
Hedgehog

83 Hh precursor 471
45 kDa )>c

Gly- 257E ;Cys -258 N

Formatlon of thioester

QD}LS/\DD
<

(o)

II
p
CH3(CH)1a” O Membrane-tethered Hh

Palmitoyl

Intein

> Autocleavage

Hedgehog Signaltransduktion

(a) —Hh (b) +Hh
Exterior
Ptc ?

Cytosol PKA
CK1
GSK3

‘- e
®

Proteasomal
deavage gy

Smo moves
to plasma
membrane

“
“".
Nucleus b
RO{ Targetgenes [UCR R  Target genes [N

Hh — ptc — smo — PKA — Ci



Defekte in der Shh Signalkaskade, Shh ist
ein Morphogen

. | n
2)
3

e

Posterior —> Ant

+ZRS regulatory ZPA
activity —>

Mouse limb bud
E10.5

Current Opinion in Genetics & Development

Sonic hedgehog

Morphogen-Gradienten

spiegelbildliche

\\ ( 7 Verdoppelung
— transplan-  __ / der Finger
} tierte ZPA =% =

normale

Entwicklung
der Finger
b C
dorsal
V1
V2
MN
V3
BP
ventral 0 0:5 i é é Z'l°°

[Shh], nM



Hedgehog Signaltransduktion

(a) —Hh (b) +Hh

Exterior
Smo moves
to plasma
membrane

Cytosol PKA

Smo

Proteasomal
cleavage

Nucleus

YR Target genes (NN NG arget genes [\

Hh — ptc — smo — PKA — Ci

Kanonische wnt Signaltransduktion

Whnt: Synthetischer Name aus wingless und Int.
Konserviertes, sezerniertes Signalmolekiil.
22 konservierte Cysteinreste.

Drei verschiedene wnt Signalwege:
Canonical wnt signaling

PCP signaling (Planar cell polarity)
Ca?* signaling

Fig 2) k‘;; N-linked glycan
a o

v Frizzled 8 CRD

2012, Janda et al.,



Kanonische wnt Signaltransduktion

(a) =Wnt (b) +Wnt
Frizzled (Fz)

Frizzled (Fz)

Cytosol [i

® @i ® i Proteasomal

degradation

Nucleus m
Cl

+
YR Target genes ©7QOR YR Target genes (%
| N

Kanonische wnt Signaltransduktion

Secreted frizzled-related Whnt inhibitory factor-1
protein 1 (SFRP 1) (WIF-1)
WIF domain

3 sFRP3-CRD

Llpld binding

. groove \ ?
Netrin-related motif / \

(e) Cell membrane (b) Ror2 T Kringle domain

WIF domain EGF |-V

c Ig domain

_ CRD

(a) Frizzled

DRRECRREERRRE bibbhibbbtddd it dbbbiiibibbbbg Bbdddddadidamibibbibibb

0 Tyrosine kinase




Der Wingless/Wnt Rezeptor benotigt einen
Co-Rezeptor

frizzled
LRP5/6

B-catenin

!

Canonical
Wht signal

No Wnt signal

Dickkopf hemmt die Wnt
Signaltransduktion Gber Kremen

X

L

LRP5/6

rizzled

N

LRP5/6

s m—

Kremen

Kremen

canonical
wnt sighaling

canonical
wnt sianalina

Kremen ist Vertebraten-spezifischl!



Der “kanonische” wnt Signalweg

4 ;{ S p-Catenin
5 s degradation

B-Catenin
accumulation
Nucleus i $
— Gene transcription

DIX:

Dishevelled, Axin
PDZ:

PSD-95, DLG, ZO1
DEP:

Dishevelled, EGL-
10, Pleckstrin

Canonical
wnt signaling
pathway.

Der “nicht kanonische” wnt Signalweg

Planare Polaritat

Actin polymerization

DIX:

Dishevelled, Axin
PDZ:

PSD-95, DLG, ZO1
DEP:

Dishevelled, EGL-
10, Pleckstrin



Der Ca?* wnt Signalweg

DIX:

Dishevelled, Axin
PDZ:

PSD-95, DLG, ZO1
DEP:

Dishevelled, EGL-
10, Pleckstrin

Ca?* pathway.

Receptor (a) TGFB (b) Cytokine (c) Receptor (d) G protein-coupled
cass receptors receptors tyrosine kinases  receptors (GPCRs)
(RTKs)

°o  Exterior

$7 Crtosol 4 s %
: \ :
1

¥
Y AY
4 - ;
L — I & e 2
> (g Nud ; 9?8 ‘,‘
! ucieus ’ )
l"' I” o lo
’ 4 o’
i = WP p o
P P P X , »
= = L =
Transcription  Smads STATs Various CREB
factor (TF)
Mechanism of Phosphorylation Phosphorylation Phosphorylation Phosphorylation
TF activation  in cytosol by in cytosol by by cytosolic in nucleus by
activated JAK kinase kinase in nucleus protein kinase A

receptor or cytosol



(g) TNFa (h) Notch (Delta
receptors receptors)

Receptor (e) Wnt (f) Hedgehog
class receptors receptors

Exterior

2 TN

-0 (W

.@.

E

[
D
[
[l

1 7
1 [
1 I
1 I : :
; i Nucleus !
>:' \‘ : >’l'
Ay 1
o a oo L
Wm R/ NN\ YRRRA
Transcription B-Catenin Ci (activator) NF-kB Notch cytosolic
factor (TF) Ci fragment (repressor) domain

Phosphorylation  Proteolytic release

Mechanism of Disassembly  Disassembly of
and degradation  of Notch cytosolic

TF activation  of multiprotein multiprotein

complexin complexin of inhibitor of domain, which acts
cytosol; acts cytosol NF-kB in cytosol  with nuclear TFs
with TCF in

nucleus

Augen werden in allen Tierstammen gebildet

. - oy ¢ A
K o
® | ‘
1 Nilsson 2004

‘99@“5‘




Augen-Organellen

B VOLVOX STRUCTURE

SHEATH

REPRODUCTIVE CELL

Volvox-> Dinoflagellaten

Ocellus im Chloroplast Linse, Pigmentbecher,
Rhabdomere

Rhodopsin als Lichtsensor !

Expression von Quallen Opsin Genen (in




Der Lebenszyklus von Drosophila

female male

O
&
1st instar larva

. &7

2nd instar larva

R CPO S~

3rd instar larva



Wie entsteht ein Embryo?

Man muss die Strukturen die man
untersucht sichtbar machen konnen.

14 synchrone Kernteilungen

Kernfdarbungen



Zellteilung nicht mehr synchron aber
wdhrend der Entwicklung gibt es
mitotische Domdnen

Gastrulation
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Gastrulation

Ausstreckung des Keimstreifs
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rocephalon
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furrow
Pole cells in Amnioserosa
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midgut
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Germ band




Segmentaler Aufbau des Embryos
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Drosophila Oogenese
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Maternal Effekt Mutationen

. bicoid v
W o
Nachkommen Nachkommen einer

vom Wildtyp (2n) bicoid Mutter

Te | ‘/\Te Ab Te)

Kein Kopf

Rettung des mutanten Phanotyps
Bicoid ist ein Morphogen

a
A, K Te Te Te

Bicoid ist hinreichend fiir die  Bicoid ist notwendig fiir die
Bildung der Kopfstrukturen Bildung der Kopfstrukturen




Bicoid ist ein Morphogen mit vielen
Funktionen

bicoid mRNA ‘
.
B

Bicoid protein (

Transcriptional activation Translational repression
C D :

orthodenticle mRNA  hunchback mRNA Caudal protein

A

Mutante Phdnotypen erkldren die
Entwicklungsprinzipien

C. Niisslein-Volhard & E. Wieschaus



Genetische Kaskaden die die
Entwicklung steuern

MOTCI"HG'? Cytoplasmic polarity
Genfunktionen
r Hunchback

protein gradient

.

Gap genes ©

Zygotische < |

Genfunktionen
Pair-rule genes
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\ Segment polarity Homeotic
genes genes

Regulation der Expression der Gap Gene
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Wechselseitige Inhibition der Gap Gene

Mutante Phdnotypen erkldren die
Entwicklungsprinzipien

C. Niisslein-Volhard & E. Wieschaus



Gap Gene aktivieren die Paarregelgene

R

Modulare Kontrolle der Genexpression
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Regulation der Paarregelgene
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Mutante Phdnotypen erkldren die
Entwicklungsprinzipien
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C. Niisslein-Volhard & E. Wieschaus



Wildtyp Wildtyp
Paarregelgen-Expression Segmentpolaritdtsgen-
Expression
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Wingless -> engrailed -> hedgehog
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Wingless -> engrailed -> hedgehog

One segment

' Anterior Posterior !
engrailed wingless engrailed
competent competent competent

A A A
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Diffusion of Wingless protein

Wingless -> engrailed -> hedgehog

Wingless protein
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Hedgehog Wingless
gradient gradient

Mutante Phdnotypen erkldren die
Entwicklungsprinzipien

(A) 8) 100 um



Homeotische Mutationen

Homeotische Mutationen
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Bei Drosophila hangt die Entwicklung des
(Komplex)auges von wenigen Genen ab

eyeless (pax6)
twin of eyeless

sine oculis
eyes absent

eye gone




Die ektopische Expression von eyeless
iInduziert die Augenentwicklung

—O—EW

Genomischer
Enhancer

Genetische Kontrolle der Augenentwicklung
bei Drosophila
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. dpp

' so *—5 eya /A



Das Drosophila Komplexauge

primdre Pigmentzelle

sekundare oder tertidre
Rhabdomer Pigmentzelle

Fortsatz der Kristall-
kegelzelle

FuB der Kristall-
kegelzelle

Axone

fenestrierte Membran



Drosophila
Entwicklung

Clypens- , Geschlechts-
labrum Antenne organ

Labium dorsaler ere
Prothorax

Das Auge und die Kutikula des Kopfes entwickeln
sich aus der Augenimaginalscheibe

eye disc

antennal disc

1

NN

ax. palp  head

Dominguez & Casares, 2005



Das Drosophila Komplexauge

Morphogenetische Furche

R8 +R2,5 +R3,4 +R1,6 +R7 +Cone cells

Photorezeptorzellen entwickeln sich sequentiell
(R8 zuerst)

Proneurales Gen .

atonal \ 8 R1
rRe @ g } 8 ‘) R7
/\ R6
Neurogene Gene
Delta, Notch,
scaborus
® Das Ommatidium

Morphogenetische entsteht durch induktive
Furche Wechselwirkungen!!




Das Gen sevenless betrifft die Bildung der R7
Zelle
e 0

§ 1 Mo i
878 el s
QEDLIEE

sevenlesstoF
R7-Zelle Keine R7-Zelle

Die Aktivitat der Sevenless Rezeptortyrosin
Kinase kontrolliert die Bildung der R7 Zelle

RTK Signaltransduktion



Die Aktivierung von Sevenless fuhrt zur
Bildung von zusatzlichen R7-Zellen

Die Aktivierung von Sevenless fuhrt zur
Bildung von ,rauhen® Augen




Die Suppression des SevCOF Phanotyps flhrte
zur Aufdeckung der RTK-Signalkaskade

Mutagenize
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Die Funktion von hedgehog scheint

konserviert
Y
3" ingtar
(a)
A ommetidia
mf ditferentiation
dpp - hh
(b) Shh initiation Shh propagation

30 hours Pl T



Neurone und Gliazellen in der
Augenimaginalscheibe

Glial cell migration onto the eye disc

@ Birth
@ Migration

‘,i
=
B .

Perineurial glia



Glial cell migration onto the eye disc

First contact with axons
(<)) gficﬁ cefls become competent

@ Differentiation, wrapping

.Competence zone" Wr'apix hg glia

Der FGF-Rezeptor (RTK) kontrolliert die gliale
Proliferation und Differenzierung

wild type panglial>>FGFR®N panglial>>FGFR!

FGF-Receptor

8 Perineurial SPg
FGF ligand provided by the spg



Der FGF-Rezeptor (RTK) kontrolliert die gliale
Proliferation und Differenzierung

wrapping glial wrapping glial
>»>FGFRON >»>FGFRact

SSP o
spg

FGF ligand provided by the spg
and sensory neurons

Wie kann ein Rezeptor zwei unterschiedliche

Dinge steuern?
'/

wild type panglial>FGFRON  panglial>>FGFRact

htl DN A htl
2’y
>>FGFRON >>FGFRact proliferation differentiation

wrapping glial wrapping glial

Additional factors in
wrapping glia




Gene mit spezifischer Expression, die abhangig
von der Aktivitat des FGF-Rezeptors sind

stylacz

ra ulacz

wild type

Mz97>>ht[PN

Gene mit spezifischer Expression, die abhangig
von der Aktivitat des FGF-Rezeptors sind

StylacZ

ra u/aCZ

wild type

Mz97>>ht/PN

ht/act




Sprouty ist ein negativer Feedback Regulator
des FGF-Rezeptors

stylacz

ra ulacz

wild type

Mz97>>ht[PN

hﬂact

wrapping glia

differentiation

Rau ist ein positiver Feedback Regulator des

A

wild type

FGF-Rezeptors
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Rau ist ein positiver Feedback Regulator des
FGF-Rezeptors

PDZ BM
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Rau ist ein positiver Feedback Regulator des
FGF-Rezeptors
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proliferation differentiation
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wrapping glia

MAPK

perineurial glia




Wechselwirkung von Rau und Sprouty

During photoreceptor development
1 sprouty Sprouty is inhibited by the orphan

(Ilwanami et al, 2005)

hormone receptor Seven-up (Svp)

Wechselwirkung von Rau und Sprouty

During photoreceptor development
1 sprouty Sprouty is inhibited by the orphan

(Iwanami et al, 2005) hormone receptor Seven-up (Svp)

I 4 StylacZ

wild type

repo>>svpRNAi




Wechselwirkung von Rau und Sprouty

During photoreceptor development
—i [>-spiouty Sprouty is inhibited by the orphan

hormone receptor Seven-up (Svp)

(Ilwanami et al, 2005)

wild type

repo>>sypRNAI

Modell

wild type || repo>>hltact

\ 4

MAPK

/

Seven-up differentiation

wrapping glia




Modell
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MAPK
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proliferation Seven-up ifferentiation

perineurial glia
wrapping gl

migration

Seven-up

_ _

What determines proliferation and what differentiation?

RNAi Screen um weitere Gene zu finden, die
an der glialen Differenzierung beteiligt sind

panglialGal4

J! ¥ viable ™ lethal ™ semilethal ™ locomotion defect
O
X = éi!
o
ﬁ panglial>dsRNA
¥
e

UASdsRNA

1,2% 0.4%

Confocal analysis of the knockdown
phenotypes of all genes encoding
transcriptional regulators (ca. 900)



Transkriptionsfaktor Cut:

loss of function Analyse (RNAI)

atonal achaete-scute
cut

Specification of neuronal subtype

chordotonal external
sensory organ sensory organ

Transkriptionsfaktor Cut:

loss of function Analyse (RNAI)




Transkriptionsfaktor Cut:

loss of function Analyse (MARCM)

|FRT 19 wt clones | |FRT 19 cut €145 clones |
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7
Glial cell type

cut is required for wrapping glial cell fate

Transkriptionsfaktor Cut:

gain of function Analyse (RNAI)

|perineuria|>>cut



Interaktion FGF-Rezeptor und Cut

FGF—Recep‘ronv
/N

proliferation differentiation

perineurial glia wrapping glia

wild type repo>>Ahtl

¢80 ¢

Modell

pn mf

ed

Proliferation,
migration

perineurial glia
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A

Seven-up ‘

Low levels of FGF-R activity promote proliferation and migration




AT contact with axons

mf

Modell
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competent glia
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Seven-up

Highs levels of FGF-R activity during first axon contact suppress and sustain FGF-R
signaling via Srpouty and Rau and induce Cut expression, triggering differentiation

Modell
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wrapping glia

1

I

v
@ —IMAPK

/

. L B
Seven-up differentiation cut

Moderate levels of FGF-R activity are maintained during differentiation




Wie wird die molekulare Differenzierung der
Glialzellen gesteuert?.

¥ viable ™ lethal ™ semilethal ™ locomotion defect

wrapping glial Gal4

i(?
X —»J({g

wrapping
glial>dsRNA
e

UASdsRNA 1,2% 0.4%

Behavioral analysis following specific
knockdown in wrapping glia

About 8.000 genes were tested

Figure 3. Crystalline Organization of the Fish and Fly Eyes
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Figure 3. Crystalline Organization of the Fish and Fly Eyes

Jeder Photorezeptortyp ist durch die Expression
eines spezifischen Rhodopsins definiert

Rezeptortyp Lokalisation Pigment Apax

R1-R6 in allen Ommatidien 490 (Rh1)

R7 dorsaler Augenrand 335 (Rh3)
R8 335 (Rh3)

R7 pale 1/3 alller Ommatidien 335 (Rh3)
R8pale 460 (Rhb)

R7 yellow 2/3 aller Ommatidien 425 (Rh4)
R8eliow 540 (Rh6)




Die verschiedenen Opsine sind in
Drosophila stochastisch verteilt

A wild type

Atonal

No?rr::\ Signale an der morphogenetischen Furche

EGFR der Augen/Antennen-Imaginalscheibe (3.Instar Larve)
Sevenless

I
&



Larve Imago

Fiinf Zelltypen: Drei Zelltypen:
R8 R1-R6
R7
R8
R7

iaars N

R7

R1| == [R6

R8

R1 R6
L
M
DRA pale yellow

Rh3 und Rh3 Rh3 und Rh5 Rh4 und Rhé




Verteilung der Photorezeptoren im Komplex Auge

() . R7/R8m Dorsal

VZn‘rral

i
|
i
!
i

i ; \

Proneurale Gene und neurale Kompetenz
Laterale Inhibition
Steuerung der Augenentwicklung
Asymmetrische Zellteilung

Alle fundamentalen Aspekte scheinen konserviert.

Mit Hilfe der Genetik kann man Antworten
auf komplexe Fragestellungen finden.



Verteilung der Zapfen in der Retina des

Zebrafisch

Schematic

Proteinverteilung MRNA in situ Muster

Konservierung der Signalwege

Drosophila Vertebrate Eye Phenotype (loss of function) References
Ey Paxé small eyes, anophthalmia, Aniridia Hill efal, 1991;
Glaser efal, 1994
Eya Eyatl-3 Eyai: open eyelids Xu efal, 1997,
EYA7 anterior segment anomalies  Azuma ef a/, 2000
So Six1/2 none Laclef efa/, 2003
Optix Sx3/6 holoprosencephaly, anophthalmia Gallardo efaf, 1999;
Wallis of a/, 1999;
Pasquier ef a/, 2000;
Li efal, 2002;
D-six4 Sixd/s Six5-adult onset cataracts Sarkar ef al, 2000;
Klesert efal, 2000;
Winchester o/ a/, 1999
Dac Dach? none Davis ef a/, 2001
Hh Shh holoprosencephaly, cyclopia Chiang et a/, 1996
Aftonal Maths > 80% loss of RGCs Brown efal/, 2001;
(Xaths, aths) Wang ef a/, 2001
hairy Hes? premature retinal neurogenesis Tomita ef a/, 1996

resulting in a retina with very few
of each major type of neuron




Wechselseitige Inhibition der Gap Gene

a
< | Hunchback
K]
©
s N M
N Bicoid  Giant Knirps ~ Giant
S
Anterior Posterior g
%\_‘3 N~
— —
anterior posterior
b
hb /\ /\ hb
N @
c Kriippel-Kontrollregion
A - k-4 -3 -2 -1
NaE < v#
— - 'CD1-EIemerntw' T e o
(B) b Aktivatoren @O © GO 00 00O 0000 @
gt g Repressoren |
kil
o\

Expressionsmuster

Bicoid e b § _Fushi tarazu

*

Gap Gene Gap engrailed



A8 A7 g A5

A4

relative Konzentration

anterior posterior

e ——




gurken-mRNA Oozytenkern

bicoid-mRNA ventral
dorsal-mRNA




Imaginalscheiben

Die Fliege entsteht aus
I'maginalscheiben (Metamorphose)

Labial
Auge-Antenne —_ /'
1.Bein
2. Bein
3. Bein
Fliigel
Haltere

Histoblasten

Gonade

Genital-
Imaginal-
scheibe

k)\

Proboscis

Antenne
Auge

1. Bein
Thorax
2. Bein

Haltere
Fliigel
3. Bein

Gonade Tergite
(Hoden)
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Nanos blockiert die Trasnlation von
Hunchback mRNA

Maternal mRNA expression Protein expression

hunchback nanos hunchback nanos
I
A P

Gap gene expression

Krippel

Knirps

glant




Sequenzielle Genaktivitaten

Kriippel (Kr)

Wildtyp

Segmentpolaritét



wingless (wg) and hedgehog (hh) feedback on In the absence of wg activity, expression
each other; wg also promotes expression of hh and en is lost—leading to a loss of
of engrailed (en) segment polarity and pattern
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Figure 15-23b

Molecular Cell Biology, Sixth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Figure 15-27

Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Figure 16-19
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



(a) Ras*GDP (b) Ras-Sos

phosphates

B switchl
I switch i

Figure 16-24
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

(c) Ras*GTP

phosphate

(a) Inactive MAP kinase

Activation
lip

(b) Active MAP kinase

Figure 16-26
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Morphogen readout

TGF-b Signaltransduktion
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Rezeptor receptor activation
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TGF-b Signaltransduktion I-Smads
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