Regulation der Genexpression
in Eukaryoten



Themen

« RNA-Editing

« Stufen der Genregulation

« Epigenetische Veranderungen
* RNA Interferenz
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Lernziele ij

« Bedeutung des RNA-Editings erlautern konnen
« Stufen der Genregulation erklaren konnen

« Konsequenzen der DNA- und Histonmodifikationen als Stufe der
Genregulation erklaren konnen (Epigenetik)

 Funktionsweise von mikro-RNAs / RNA-Interferenz erklaren konnen



Welche Faktoren regulieren die Expressionsmuster
verschiedener Gene?

« Warum werden bestimmte FEINR4dZZ5IN

Gene nur von wenigen ICH SCHWORE DIR, ICH HABE WIRKLICH KEINE AKNE!
bestimmten Zellen DAS 15T NUR ERHOHTE GENEXPRESDIONN
exprimiert? Wie erfolgt die \ R
ortliche Kontrolle der 5
Genexpression?

+ Wie erfolgt die zeitliche
Kontrolle der
Genexpression?

(£) Erien 2011




Wiederholung: Prozessierung von mRNA in Eukaryoten

' ' Poly-A-Signal
primares RNA- Exon Intron Exon Intron Exon | beschnittenes 3'-
Transkript 5' I e BNl Ende des Primar-

die Exons zusammengespleil3t.

(pra-mRNA) transkripts
RNA-Prozessierung:
Cap und Poly-A-Schwanz
werden angeflgt; Introns
Introns (RNA) < werden herausgeschnitten und

codlerender Abschnitt

\

MRNA G EEEEOUEE  AAA-AAA 3
— Start-  Stop- N
5'Cap  5-UTR codon  codon 3-UTR  Poly-A-
(untranslatierter (untrans- Schwanz
Bereich) latierter Bereich)

Prozessierung: pra-mRNA wird zu mRNA
« Poly-A-Signal (3’'Ende)

 5’-Kappe

« Splicing

WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
University of Applied Sciences



RNA Editing

« Entdeckung 1986

* Welche RNA? betrifft alle RNA-Typen (MRNA, rRNA,...) in allen Spezien
(Eukaryoten, Viren, Bakterien, ...)

«  Wann? Findet nach 5°Capping, vor oder nach Splicing statt
=> im Zellkern, Cytoplasma, Mitochondrien & Plastiden
Kennzeichen: Modifikationen der RNA nach Transkription

« Folge: Nukleotide werden verandert, so dass die Aminosauresequenz des
Proteins nicht auf der Grundlage der DNA-Matrize vorhergesagt werden
kann



Mechanismus des RNA-Editings in Saugerzellen

Ortsspezifische Deaminierung von Cytidin (C) und Adenosin (A)

(a)

Cytidin-
desaminase
APOBEC-
Enzyme
rest rest

I paart auch mit C

CE\>A::;; 04 5

deaminase
acting on RNA

Cytosin wird zu Uracil (U paart mit A)

Adenosin wird zu Inosin (I paart am liebsten mit C )

ADAR-Enzyme erkennen doppelstrangige RNA

(dsRNA), die durch Haarnadelstrukturen oder
RNA-RNA-Interaktionen entstehen.



RNA Editierung vermittelt gewebespezifische Funktion

Beispiel aus Saugetieren: Apolipoprotein B (ApoB)
(Transport von Lipide und Cholesterin im Blut)

Codon 2153
im Exon 26

pra-mRNA —1 — —1 = | CAA| T === L Emam K

mRNA AA 3’
[ \ (positiopgspeziﬂsche
e— % Cesamnerr
v % ¥ Cytidindeaminase
; 3 UAA 3
STOP-Codon
Translation Translation
\J \J
Glutaminylrest
N Cc N Cc
4563 Aminoacylreste 2153 Aminoacylreste
langes Protein langes Protein
ApoB-100  cholesterintransport in Leber Lipidaufnahme im Darm  ApoB-48

direkter Zusammenhang zwischen Editierung und Funktion des Proteins



Exkurs: DNA Editing via CRISPR — Cas9

Genomeditierung mittels CRISPR-Cas9

®

Nonhomologous
Casd end joining (NHEJ)
gRNA (>€ - -
[ B >
Target PAM I I e, ——
sequence Double stranded = = =
break (DSB) Homology
directed
repair (HDR)
, Donor DNA
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Exkurs: mRNA Editing via CRISPR — Cas13

« (Cas13 schneidet RNA

« dCas13 (dead Cas13) schneidet nicht mehr RNA, aber rekrutiert Adenosin-
Deaminase ortsspezifisch an die RNA

Targeted RNA cleavage
Cas13
gRNA 4,0
_
el Targeted RNA editing
1

gRNA dCas13 gRNA dCas13

A |

RNA strand ADAR deaminates RNA strand

adenosine to inosine



Zellkern

Signal i

SRE0) Chromatin

Chromatinumbau: Das

Entpacken der DNA be-
ﬁ inhaltet die Acetylierung
von Histonen und die

Demethylierung der DNA

DNA

7NN\ / fur die Transkrip-

* tion zur Verfu-
— gung stehendes

Gen Gen

| Transkription |

RNA Y Exon
' ’ - - .
“’\' | ¢I Primartranskript
Intron

| RNA-Prozessierung |

Y Poly-A-Schwanz
&
5'-Cap—/\’ mRNA im Zellkern

| Transport ins Cytoplasma |

¢ Cytoplasma
~~ . mRNA im Cytoplasma
Abbau der | Translation |
mRNA
4

04

<
-~ \'—- Y
f_, 0900009999050 Polypeptid

Proteinprozessierung wie
partielle Proteolyse und
posttranslationale

Modifikation
Y
% aktives Protein
Protein-
abbau -
° R Transport zum Zielort
S 000 00 &=*° in der Zelle
@ 9,0

18 o° g)o zelluldre Funktion (enzy-
matische Aktivitat, Aufbau

von Zellstrukturen usw.)

Stufen der Regulation der
Genexpression bei Eukaryoten

Genom
(Promotor, Enhancer,
Silencer, Epigenetik)

Transkription
(Transkriptionsfaktoren)

RNA-Prozessierung,
Editierung & Kern-Export

MRNA Degradation
Translation

Posttranslation
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Regulation der Genexpression auf Genomebene

- Verpackung der DNA
- Zuganglichkeit der DNA



Kondensation von DNA

22

DNA-Doppelhelix >POOOOOOOOSCI2nm 10bp

l Basenpaare
pro Windung

Nukleosomenkerne 10 nm
80 bp

Y

Chromatin-Faser
("30 nm-Faser")

|

Chromatin-Schleifen

1200 bp

ca. 100 000 bp
(pro Schleife)

Matrix —> e S e

— Eu- und Heterochromatin
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Heterogene Kondensation der Chromosomen

 Euchromatin: wenig kondensiert, transkriptional aktiv

 Heterochromatin: stark kondensiert, transkriptional inaktv
— konstitutiv (permanent inaktiv): Telomere, Zentromer
— fakultativ (optional): Barr-Korperchen

Telomere Centromere Telomere

Euchromatin (30 nm fiber Heterochromatin (greater
anchored in radial loops) compaction of the radial loops)
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DNA-Histon-Komplex im Chromatin

Histone:

» kleine basische Proteine
(pos. geladene Aminosauren)

* bilden Histon-Oktamer

24

Nukleosome:

Nukleosomenkern (je 2 x
die Histonproteine H2A,
H2B, H3 und H4)
Histonprotein H1 liegt
aulerhalb und stabilisiert
die Windungen.
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Hierachische 3D-Organisation des Genoms im Interphase-
Zellkern

(topologically associated domains) Chromosome

Nukleosomes nos
Compartments territories

Chromatin fiber Chromatin Loop TADs

; N
Cohesin CTCF A compartment B compartment
(CCCTC-bindingfactor) (active genes)  (inactive genes)

Euchromatin - Heterochromatin

25 https://doi.org/10.3389/fcell.2020.626541



https://doi.org/10.3389/fcell.2020.626541

Regulation der Expression auf der Genomebene

* Eu- und Heterochromatin (Chromatin-Remodellierungsproteine)

» DNA- und Histonmodifikationen:
- jedes Histon kann mehrfach modifiziert sein,
versch. Kombinationen sind moglich =>  Histon-Code"
- Modifikationen werden von ,Histon-Readern® erkannt
- DNA-Methylierung (CH;) und DNA-Hydroxymethylierung (-CH,OH)

DNA-Methylierung
— Imprinting

Histon-Modifikationen

HO @ DNA-Hydroxy-
methylierung
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Histonmodifikation: Acetylierung

<. CH;
¢ d=o
: < =
Histon- DNA-Doppel- + |
fortsatze _— ¢ I\lle e NH
6 CH; 6 CH,
Acetyltransferase |
. ; CH CH
fur chemische y | ’ \cetyl-CoA CoA ’ |
Modifikationen B CH, B CH,
zur Verfigung | I
stehende Amino- % (|3H2 ¢ y @ ‘|3H2
saurereste ' K C— -
Nucleosom H H
(Aufsicht) Lysine Acetate H>0O Loty i-lysine
Deacetylase

32 nicht acetylierte Histone acetylierte Histone
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Histonmodifikationen

CH,

\‘z“'(‘)
F HN/S
1. Histon-Acetylierung (-COCH,): Lysin "
— Neutralisierung der positiven Ladung des Lysins g
— Verringerung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen A1

dem Lysin und den negativen Ladungen an der DNA

— Offnung der Chromatin-Struktur

— Erleichterte Bindung von Transkriptionsfaktoren und Transkription

2. Histon-Phosphorylierung (-HPO,):
an OH-Gruppe von Serin, Threonin, Tyrosin

— kann sowohl positiv als auch negativ mit Transkription korrelieren

3. Histon-Methylierung (-CH,): Lysin, Arginin

— kann sowohl positiv als auch negativ mit Transkription korrelieren, je
nachdem, welches Lysin/Arginin man betrachtet
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Neue Histonmodifikation

Laktylierung von Histonen als

Reaktion der Zelle auf erhdhte

Lactose Konzentrationen in der

Zelle

= Verbindung von
Zellstoffwechsel und
Genregulation

Tumorzellen produzieren viel
Lactat (Warburg Effekt)
=> Krebsbehandlung

Glucose

i ooy
Lactate ; H/j.g
k Lactyl-CoA

/

— Potential writer |

C
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DNA-Methylierung (Saugetiere)

epigenetische Veranderung, die dafur sorgt, dass bestimmte genetische
Bereiche stillgelegt (oder seltener leichter transkribiert) werden konnen

DNA-Grundgerust bleibt erhalten a CH,

=> keine genetische Mutation, sondern , TTGACAGCCGT , 988 rrgac AG(%(D .

Modifikation ! . g P o
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

DNA-Methyltransferasen (DNMT)

ubertagen Methylgruppen auf b

Nukleobasen
(Eukaryoten: Cytidin-Basen in
Cytosin-Guanosin-Nukleotid-Dimeren (CpG))

reversible kovalente 5
Methylierung, die bei Mitose und ’
(teilweise) Meiose weitervererbt

werden (Methyl- und Demethyltransferasen)

Dnmt, DNA-Methyltransferase



Exkurs: Probleme durch die Desaminierung von Cytosin
bzw. Methylcytosin auf der DNA

NHz . NH
1 HHC "
N A DNA- e
N0 -Methyl- N= o
H Transferase H
Cytosin 5-Methylcytosin
+H50 2 +H50 2
Cytidin- Cytidin-
eaminase ‘/,/ eaminase
-NH3 NH
| |
0 o 0
e,
NH v TNH
Uracil 5-Met hyluracil
= Thymin
i 3
Uracil-DNA- l 5
Glycosidase
4 Punktmutation
Basen-
L. DNA-Reparatur
Exz:smnsreparatur
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Regulation des Methylierungsmusters?

Dynamik des Methylierungsmusters:

» Einfluss von Entwicklungszustand, Umweltfaktoren (Ernahrung), Krankheiten,
psychische Verfassung, Vergangenheit

» Muster stellt das Gedachtnis der Zelle/Korpers dar

Woher wissen die DNA-Methyltransferasen, welche Gene methyliert werden?
1. Erkennen hemimethylierte CpG-Dinukleotide nach der DNA-Replikation
2. Interagieren mit Transkriptionsfaktoren und/oder Histonmodifizierern

3. interagieren mit INcRNAs wie pRNA (Promotor-assoziierte RNA
- pRNA interagiert mit DNA (Dreifach-Helix bzw. R-Loop)
- Methyltransferasen (PRC2) docken an und methylieren
Histone oder DNA ortsspezifisch.

Epigenetische Veranderungen sind reversibel. [ 11 |

histone

https://www.gesundheitsindustrie-bw.de/de/fachbeitrag/pm/wie-gene-zielgerichtet-abgeschaltet-wera &



Exkurs: Inaktivierung des X-Chromosoms (Barrkorperchen)

durch Xist

Xist, X-inactive specific
transcript

- IncRNA

- Gensequenz fur Xist befindet
sich auf jedem X-Chromosom
(XIC Region = X-Chromosom
inactivation center)

-Xist hat geringe Halbwertzeit,
wird aber durch die Bindung an
XIC stabilisiert => Inaktivierung
schreitet voran

- Blockierungsmechanismen
verhindern die Anlagerung von
Xist auf dem activen X-

Chromosom
40

The Xist gene is
transcribed and
spliced, and Xist
noncoding RNA binds
with the X-chromosome
inactivation center (XIC). *

o Xist RNA

X-chromosome

\
-
Transcription of
Xist continues,
and the X
chromosome
becomes coated

with Xist RNA. *
\_

(Eventually the )
entire chromosome &)
becomes coated %ﬂﬂfurwww 25
with Xist RNA.

A
£ :
Presence of Xist RNA
triggers DNA
methylation and other

changes associated with
reduced transcriptional

Xist RNA

activity.




Epigenetik

Epigenetische Marker stecken nicht in den Buchstaben der DNA selbst,
sondern auf ihr: Es sind chemische Anhangsel, die entlang des Doppel-Helix-
Strangs oder auf dem "Verpackungsmaterial" der DNA verteilt sind. Sie wirken

als Schalter, die Gene an- und ausknipsen.



Beispiel: Stressbelastung bei Ratten

« Rattenmutter umsorgen ihre Jungen
=> Tiere kbnnen im spateren Leben besser mit Stresssituationen umgehen

* Unterschiede in der DNA-Methylierung des Promotors des Glucocorticoid-
Rezeptor-Gens im Hippocampus (wichtig bei Stressbewaltigung), die bis ins
Erwachsenenalter anhielten

« Pharmakologische De-Methylierung
macht den Effekt rickgangig.

« Die angstlichen Nachkommen der
gestressten Ratten-Mutter werden
im Mutterleib gepragt — die folgende
Generation verhalt sich wieder normal.

43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3181727/




Beispiel: Kokainsucht bei Ratten

48
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Was macht uns zur Couchpotato?

Epigenetische Veranderungen verwandeln Mause in Bewegungsmuffel

» Blockade der Dnmt3a-
Methyltransferase in best.
Neuronen des
Hypothalamus bei Mausen

» Ergebnis: Mause werden
dicker, weil sie
zoewegungsfaul® waren
(Futteraufnahme normal)

.........

c3 Lieber auf dem Sofa faulenzen: Was macht uns zur Couchpotato? © CHRISsadowski/ istock
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Weitere Beispiele

« Auch eineiige Zwillinge unterscheiden sich; ihr epigenetisches Muster
unterscheidet sich mit zunehmendem Alter
- Schizophrenie-Anfalligkeit
- Diabetes-Anfalligkeit

« Grundlage fur X-Chromosom [naktivierung (inaktives X-Chromosom hat
hohe DNA-Methylierung und Histondeacetylierung)

 Nahrung bei Bienen:
Futterung mit Honig-Pollen-Brei => sterile Arbeiterin, da Gene fur die
Bienenentwicklung stumm gestaltet werden
Futterung mit Gelée => Konigin



Epigenetiker Thomas Jenuwein:

"Epigenetik stellt weiche Veranderungen dar, Veranderungen, die die
Anpassungsfahigkeit in einem Leben ausmachen, die aber durchaus rickgangig
gemacht werden konnen. Die Genetik hingegen sorgt fur harte Veranderungen,
denn DNS-Mutationen sind nicht reversibel. Damit treiben diese Mutationen aber

eben die Evolution nach vorne.,

"Die primare Information, die einen Menschen ausmacht, ist zwar naturlich die Gen-
Sequenz, sonst waren eineiige Zwillinge nicht genetisch identisch und sich
aulderlich so ahnlich".

Doch epigenetische Veranderungen sorgen dafur, dass nur ein Zwilling anfalliger fur
beispielsweise Diabetes wird.



Exkurs: Epigenetik in der Tumordiagnostik und Therapie

« veranderter Methylierungszustand kann auf Krebsrisiko hinweisen

« Therapeutische Demethylierung (z.B. mit Azacitidin, Decitabin) zur
Reprogrammierung des Epigenoms

Normal cells Promoter Active gene

»” — " il
\/ e . BT .
mRNA . o~ > ormal cellular

function
Tumorigenesis .

premr OTY ! ! !

Cancer cells | rﬂh&_
e Loss of
differentiation
—
' Unmethylated ? Methylate
CpG -

60
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Exkurs: Epigenetik in der Tumordiagnostik und Therapie

* Methylierungszustand best. Gene konnen Hinweise auf Behandlungserfolge
geben (reagiert der Patient auf das Medikament/Bestrahlung?)

At the time of At the time of drug
tumor biopsy treatment Response
DNA damage (TMZ)
Patient A Methylated \
—uil- —> &- C—> Sensitive
MGMT MGMT
PatientB  ypmethylated \
O = T =) Resistant
MGMT MGMT
MGMT-Gen: DNA-Reparatur
P ? Methylated CpG ? Unmethylated CpG

Hideyuki Takeshima, Harumi Yamada, Toshikazu Ushijima, Diagnosis and Treatment, Oncogenomics, Academic
Press, 2019, Pages 65-76



Molekulare Mechanismen, die das Epigenom modulieren

@ Histone modifications © IncRNA
Noncoding RNAs

H3K27me3 .‘H3K27ac

%00 D

Transcription factor

The
epigenomic
N4, landscape
HJC‘\,-/L\\N
|
e O N.//"’::;O @
H
Nucleus
DNA methylation Genome 3D organization and interactions

The epigenome encompasses a variety of dynamic molecular processes crucial for cell function and development. (A) Nucleosomes, composed of DNA (black line) wrapped
around histones (blue) are the basic units of chromatin packaging in eukaryotes. Histones tails can be modified by the covalent additions of chemical groups catalyzed by
enzymes (colored circles), ultimately effecting chromatin accessibility. (B) Methyltransferases may add a methyl group to the C-5 position of cytosine, which may affect
transcription status. (C) Noncoding RNA elements such as IncRNAs (red line) can modulate gene expression by binding TFs (yellow circle). (D) Chromatin is intricately folded into
a 3D configuration in the nucleus, constituting chromatin domains and interactions of regulatory elements that affect gene expression.

IncRNA: Long noncoding RNA; TF: Transcription factor.

62
Fadul, S. M., Arshad, A., & Mehmood, R. (2023). CRISPR-Based Epigenome Editing: Mechanisms and 't“J"nE'HEleTE?HAN":?!E?DﬁEF
Applications. Epigenomics, 15(21), 1137-1155. https://doi.org/10.2217/epi-2023-0281 e R AR e



Exkurs: Epigenome und DNA Editing via CRISPR — dCas9

dCas9 _ _
Epigenetic Repressed locus
modifications

Activated locus

2 9

Anwendung in Drug Screening, Krebstherapie und regenerativer Medizin

64 WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
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Genomische Pragung — genomic imprinting

Erfolgt eine Weitergabe der epigenetischen

Modifikationen der Eltern an die Kinder?



Kathrin ~¢ Imprinting Mark
§ Eizelle Spermium N 5

= 2 V)

Gen mit Gen mit
mutter- vater-
lichem lichem
Imprint Imprint
Dominante Allele: Rezessive Allele:
A mag kein scharfes a liebt Peperoni
Essen b hohes Krebsrisiko

B normales Krebsrisiko C nicht begabt fir

¢ Profi in Sudoku Sudoku
Jan
Jans Genotyp Jans Phanotyp
? ?
66 (7 WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
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Genomische Pragung (genomic imprinting)

Methylierungsmuster der DNA (und Histone) legen fest, ob mutterliches oder
vaterliches Allel ausgepragt / abgelesen wird.

Genomisch gepragte Gene sind meistens Wachstum- oder Stoffwechselgene, die
fur die pranatale Entwicklung (Gehirn, Plazenta) wichtig sind.
(erstes Gen 1990 entdeckt; bisher >100 Gene bekannt)

Epigenetische Abschaltung fuhrt zu einem hemizygoten Phanotyp

Fehler bei der genomischen Pragung fuhrt zu 2 aktiven bzw. inaktiven Allelen.
— Pathologien wie Entwicklungsstorungen, neuronalen Storungen oder Tumore

. = - v

Maternal alle le
Paternal allele



Egg

* In der Zygote werden die meisten
I qr epigenetischen Modifikationen geldscht,
: nur die ,gepragten” Gene (~1%) bleiben
j: } modifiziert.

Chromosome Chromosome

omDad | | from Mom (— genomic imprinting)

Different genes are epigenetically
silenced in eggs and sperm.

o « Das sich entwickelnde Individuum
g fuhrt weitere zelltypspezifischen
,I: " Spem epigenetischen Modifikationen durch.
’I: -
‘I: n the sperm, all imprints are . g
J: J: pin e etk « Geschlechtsspezifisches
paternal pattern - even the . . B .
.t genes that came from mom eplgenet|SCheS ,,Reset Wahl"end
der Gametogenese
, (beide mutterlichen Allele werden
}. Eggs bei der Oogenese maternal
| T k modifiziert; dhnliches bei
JI: } J: sy st Spermatogenese)
maternal imprint - even the
genes that came from dad

71 WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
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Annahmen nach Mendel:
« Beide Eltern liefern zu gleichen Teilen ihr Erbgut weiter

» Der Effekt eines Allels ist unabhangig davon, ob er von mutterlicher oder
vaterlicher Seite kommt.

ABER: Mendel Regeln gelten nicht fur alle Saugergene!

Paternal / Maternal Imprinting (Allel vom Vater / Mutter ist inaktiv)

» ungleiche Expression von mutterlichem / vaterlichem Allel

— hemizygote Phanotypen



Beispiel: Prader-Willi-Syndrom & Angelman-Syndrom
(Mensch)

Verlust eines DNA-Abschnitts bzw. Funktion auf Chromosom 15
(— Individuum hemizygot fur Genabschnitt)

=> unzureichende Gendosis und rezessive Gendefekte kdnnen einen Phanotyp
auslosen

Prader-Willi-Syndrom: Gene des Vaters werden nicht abgelesen

Angelman-Syndrom: Gene der Mutter werden nicht abgelesen

Ursache der Syndrome meist Deletion des Chromosomenabschnitts;

ca. 1% der Patienten haben die Ursache im Genomic Imprinting



Beispiel: Augenfarbe von Drosophila melanogaster

kurzer Anstieg auf 37°C

Elternfliege: Embryo Nachkommen:
weilde Augenfarbe alle rote Augen
25°C
Kreuzung untereinander
(keine Warmebehandlung)

Augenfarbe von genetisch
identischen Fliegen

75 WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF

http.//www.ethlife.ethz.ch/archive_articles/090401_Epigenetik_mas/090401_Epigenetik _L-hires.jpeg University of Applied Sciences



Beispiel: Agouti-Fellfarbe bei Mausen

« Agouti-Allel ,Avy® tragt zu gelbem Fell bei.

« Gesundheitliche Beeintrachtigungen
der Agouti-Mause:

* Fettleibigkeit
 Diabetes
» Krebs

Weibchen bekommt vor der Paarung und
wahrend der Schwangerschaft Folsaure und
B12 (enthalt viele Methylverbindungen):
Nachkommen sind braun und gesund, da
Agouti-Gen abgeschaltet wurde

Zunahme der Methylierun

76 WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
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Saugetiere zu klonen ist schwierig.

Die unvollstandige Loschung der
epigenetische Modifikationen
machen es schwierig nach einem
Transfer eines Zellkerns aus einer
differenzierten Zelle in eine
kernfreien Eizelle ein neues
Individuum zu erhalten.

Wie gleich sind embryonale
Stammzellen und iPS-Zellen?

77
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Dolly the sheep was the first mammal to be cloned
by somatic cell nuclear transfer (SCNT). Learn more
about SCNT in Click and Clone

http.://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/imprinting/



« "Traumata sorgen nicht nur fur Narben in der Seele, sondern auch fur
Narben im Erbgut,,.

 Wenn diese Narben auch im Erbgut der Keimzellen sind, dann werden sie
sogar weitervererbt.

« Ein kanadischer Psychologe vertritt die These, dass unser epigenetisches
Erbe eine Reihe von Personlichkeitsmerkmalen — darunter Temperament
und Intelligenz — beeinflusst. Deshalb dauere es vermutlich mehrere
Generationen, um in einer Bevolkerung die Folgen wieder wettzumachen,
die Armut, Krieg und Vertreibung im epigenetischen Code hinterliel3en.



zelker Stufen der Regulation der

R;_-/’)),l?”"‘} Chromatin

T Genexpression bei Eukaryoten

Entpacken der DNA be-
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RNA-Degradation

« Genexpression wird nicht nur durch ,An-/Abschalten” von Genen reguliert,
sondern auch dadurch ,Wie lange bleibt die RNA bestehen.”

« Die Halbwertzeit von RNA schwankt zw. Minuten/Stunden (mRNA) bis
Tage/Wochen (rRNA, tRNA).

(" ) hair pin Struktur

Exonuklease
5 TITTTTTTITITTTTTITITT,  TTTAAAAAAAAA... o

* Poly(A)-Schwanz wird verkurzt durch Exonuklease (Deadenylierung)
« 5'-Cap wird entfernt (Decapping)
« Abbau durch Exonukleasen (gefordert durch AU-reiche Elemente)

* Verzogerung des Abbaus durch hair pin Struktur
 Proteine, die an RNA binden schutzen vor Abbau und erleichtern den Abbau



Abbau geschadigter RNA (vgl. Vorlesung DNA Reparatur)

Die Zelle repariert RNA nicht.
Stattdessen erkennt sie geschadigte RNA friuh und eliminiert sie konsequent
uber mehrere redundante Abbauwege, abhangig davon:

 wo die RNA ist,
* wie sie beschadigt ist,
« 0b sie gerade translatiert wird.

Beispiele fur Abbauwege:

* Verkurzung des Poly(A) Tails und anschlie3end Entfernung der 5'Kappe mit
Abbau durch Exonuklease im Cytosol

* Abbau mittels RNA-Exosom (Multienzymkomplex aus Exo- und
Endonukleasen), RNA-Schredder

« Abbau von RNA am Ribosom, wenn Ribosom ,stecken” bleibt oder
vorzeitiges Stopcodon

 Abbau von RNA im Zellkern durch Retention im Zellkern
« Stressgranula mit RNA, die autophagozytiert werden
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Exosome und RNA-Degradation (RNA-Recycling)

 RNA-Exosom: Proteinkomplex im Zellkern und Cytoplasma
« Funktion: Abbau von ,unbrauchbarer®, alter RNA (Qualitatskontrolle der RNA)
 DHX9 entwindet die RNA, damit das Exosom die RNA ,einsaugen” und

schreddern kann.

nucleolar cytoplasmic
targeting complex targeting complex

im Zelllkern im Cytoplasma
- Fehlerhafte mRNA-Vorlaufer - gealterte, defekte mRNA
- Unbrauchbare rRNA, tRNA

WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
University of Applied Sciences



MRNA-Degradation
mittels sSIRNA und miRNA



Zusammensetzung des menschlichen Genoms
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"
Protein-coding RNA

1-2 % des Genoms codieren fur
Proteine, aber bis zu 60-80 % werden
in RNA umgeschrieben

RNASs, die nicht fur Proteine codieren
werden als nicht-codierende RNAs
(ncRNA) bezeichnet

Die Kontrolle der Genexpression durch
regulatorische ncRNAs kann im Verlauf der
Genexpression ansetzen an:
1. Translation der mRNA
2. RNA Prozessierung (SpleiRen)
& Editierung
3. Konformation des Chromatins
(Epigenetik) WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF

University of Applied Sciences



Non-coding RNA (ncRNA)

Translation Spleiffen  Modifikation | E miRNAS f@

siRNAs
von rRNA piRNAs

RNA-i  DNA-Methylierung
X-Inaktivierung
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Key experiments

Gene silencing

Fire and Mello injected RNA corresponding to a gene
important for muscle function in the worm C. elegans.

Single-stranded RNA (sense or antisense) had no
effect. But double-stranded RNA caused the worm to
twitch in a similar way to worms that lack a functional
gene for the muscle protein.

Antisense RNA Double-stranded RNA

"I Sense RNA m

No effect No effect
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WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2006/7481-the-nobel-prize-in-physiology-or-medicine-2006-2006-

University of Applied Sciences



RNA Interferenz

- Mikro-RNA (< 200 bp)
. siRNA (21-30 bp)

MicroRNA

|

N ™ Ny#™  MRNA

Near-perfect complementarity ,
to target mMRNA

No Translation

NIH/NIGMS No Protein
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RNA-Interferenz (RNAI)

,ﬁ: The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2006

“for their discovery of RNA interference - gene
silencing by double-stranded RNA" Definition:

Der Begriff RNA-Interferenz
bezeichnet einen zellularen
Vorgang, bei dem der Abbau
einer mRNA durch kurze,
homologe, doppelstrange RNA
(dsRNA) induziert wird.

/) 'l

Photo: L. Cicero Fhoto: J.Mottern

Andrew Z. Fire Craig C. Mello => Spezialfall des Gen-

@ 172 of the prize @ 1/2 of the prize Stilllegends (knock-down)
USA USA

Stanford University University of
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miRNA: -_—

Entstehung von kurzen dsRNA-Molekulen (Duplex)

1 E Zellkern
m’G AAAAAAA

primares miRNA Transkript

Chromatin Cytoplasma

vorhanden pra-miRNA

oot

VorIaner der mIRNA ~ Microprozessor
sind im Genom 1} @ Komplex

ciDNIA -
' am wi WS s

nach der

Transkription entsteht  Replikations-Intermediate
eine Pri- und Pra- mancher Viren

. . pra-miRNA lange doppeistrangige RNA
miRNA, die zur 1} oder

MiRNA prozessiert

wird.

 artifiziell eingebrachte

‘ dsRNA (Labor)

siRNA

Abbau
94 “—

i e WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
. . University of Applied Sciences
Lasse Peters, Gunter Meister, Biospektrum 06.06




Entstehung von kurzen dsRNA-Molekulen (Duplex)

Chromatin ngﬁ Zellkern / Cytoplasma

m’G AAAAAAA .

primares miRNA Transkript

£ ) Microprozessor
é-' . Drosha )  Komplex

pra-miRNA

RanGTE
Exporting

i?pré—miRNA
Dicer \
*

J miRNA/mMiRN

RISC /\ .

W, X Abbau
miRNP( Ago )

reife miRNA

Vorlaufer der miRNA sind im Genom
vorhanden

nach der Transkription entsteht eine

Pri- und Pra-miRNA, die im Cytosol von
Dicer (RNase lll) in ds-Fragmente (= 21bp)
prozessiert wird.

Argonautenproteine und weitere Proteine
binden kurze dsRNA

Leitstrang der miRNA bleibt,

Folgestrang (passenger RNA) wird abgebaut
=> RISC-Komplex (RNA induced silencing
complex)

RISC bindet komplementare mRNA-Sequenz
=> Abbau der mRNA
=> Hemmung der Translation



Repression der Translation

mMIRNA/ miRNA
siRNA |[ A

C

Ago?2 = Silencer

AAAAAAA

Deadenylierun
Spaltung der mMRNA ¥ .

M7 G =S S AAAAAAA
Abbau der Spaltprodukte Entfernung des m’G Caps

AAA
Abbau der mRNA

A Abb. 2: Schematische Darstellung der Funktion von miRNAs. miRNAs kénnen sowohl die Stabi-
litat ihrer Ziel-mRNAs (A, C) als auch deren Translation (B) beeinflussen. m’G, 7-Methyl-Guanin;

96 Aadh, FolyAeschwanz WEIHENSTEPHAN - TRIESDORF
https://www.biospektrum.de/blatt/d_bs_pdf& id=932570 WAL University of Applied Sciences



Vergleich: siRNA und miRNA

siRNA

Hairpin precursor

ll m ll II ll L1 II 'I II miRNA duplex

structure

precursor

Targeting

effect

Significance
103

siRNA
Double-stranded

Exogenous long dsRNA

Perfect base pairing
Specific one mRNA

Coding region

MRNA cleavage

Viral defense and
genome stability

miRNA
Single-stranded with hair pin

Endogenous transcribed RNA

Imperfect or perfect basepairing
Multiple mRNAs
Coding or 3’-UTR region

Translational repression or cleavage

Endogenous gene expression
regulation




Zusammenfassung: Nicht-codierende RNAs wie
Micro-RNA (miRNA) & small interfering RNA (siRNA)

miRNAs werden im Genom aller eukaryotischen Lebewesen codiert; sSiRNA
sind exogenen Ursprung (beides sind entwicklungsgeschichtlich alte
Mechanismen)

* Funktion: Regulation der Genexpression und Abwehr gegen Fremd-RNA
(z.B. Virus)

* Prinzip: miRNA und siRNA binden an komplementare Sequenzen von
MRNAs oder Virus-RNA (Exon, Intron, UTR am 3 oder 5°-Ende)

* Folgen fur die Genexpression: RNA Interferenz (RNAI)

1. Abbau der mRNA des Zielgens (post-transkriptional)
2. Hemmung der Translation der mRNA des Zielgens (post-transkriptional)

3. Induktion einer Modifizierung des Chromatins im Bereich des Zielgens
(transkriptional)

» als kleine RNA-Molekule unterliegen sie einer Halbwertzeit
=> Effekt ist transient



Therapeutischer Einsatz von siRNAs

 Problem:
- RNAs passieren Zellmembran schlecht (negativ geladen)
- Stabilitat (RNase sensitiv)
- miRNA (Immunanwort)

« Loésung: ool o
- modifizierte Nukleotide
- Verpackung in Liposomen @w@” %@
(LNP, lipid nanoparticle) @; @
- Beladung auf Nanopartikel @/z 1 : 3/@
« Beispiel: Transthyretin-Amyloidose s % A7
Transthyretin (TTR) wird von der Leber < :“;"‘:j' > /@
exprimiert und transportiert Vitamin A @

und Thyroxin. Mutiertes TTR lagert sich
im Herzen und Nervengewebe ab |
=> geringe Lebenserwartung @ = |
(FDA zugelassen: 2018)
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Exkurs: Therapeutisch eingesetzte RNA Molekule

1. Rnase-H mediate cleavage ENEEREE e | @ R
MRNA Rnase-H Degraded mRNA
Antisense R— l
Oligonucleotides 2. Translation steric blocking e | & ranintion

EZEEEEE . . TT T T T 111 "
3. Splice modulation Pre-mRNA

spliced mRNA

CpG motifs

4. Immune stimulation JLJ 5 LR R — S rEaction

TLRY receptor

Aptamers

Q ;\] Protein binding and inhibition —m“m-r@ . —_— inbiBitlon of fufiction

. Target protein

SiRNA

/ \
=TT mRNA degradation via RISC complex

Degraded mRNA

CRISPR-Cas Systems

= sgRNA G éne e d It I ng D — Decrease expression
% (deletion, insertion, edit) Restore missing expression

dsDNA

FIG. 1. Mechanisms of currently approved nucleic acid therapeutic modalities. Color images are available online.
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Perspektive

Klinische Erfolge von nicht-codierender RNA vergleichbar mit Proteinen?

 Werkzeuge/Therapeutika
« Biomarker — Diagnostik
« Zielstrukturen (drug targets)

Problem:
« normale spezifische Funktion der miRNA in der Zelle ist kompliziert
« unterschiedliche Funktionen in verschiedenen Zelltypen

» spielen viele Zielmolekule / Targets an
(eine miRNA kann die Expression von uber hundert mRNA regulieren,
wahrend gleichzeitig jede mMRNA von verschiedenen miRNAs beeinflusst
wird
(off-target-Effekte)



=5\ Zusammenfassung

RNA-Editing erfolgt nach der Transkription und fuhrt zu Veranderungen der
Nukleotid- und damit auch Aminosauresequenz.

 DNA- und Histonmodifikationen stellen reversible kovalente Modifikationen dar,
die die Genexpression positiv oder negativ beeinflussen.

« Es handelt sich um epigenetische Veranderungen, die bei der Mitose weitererbt
werden und ein erworbenes zellulares Gedachtnis darstellen.

 Genomic Imprinting bestimmt, ob das vaterliche oder mutterliche Allel abgelesen
wird. Fur das jeweilige Allel liegt eine Hemizygotie vor. Die genomisch gepragten
Gene sind oft im Genom geclustert und an Entwicklungs- und
Stoffwechselprozessen beteiligt. Veranderungen sind mit Krankheiten wie Prader-
Willi-Syndrom oder Angelmann-Syndrom gekoppelt, zeigen aber auch
Assoziationen mit Tumoren, Alzheimer, Diabetes, Autismus, u.a..

 Bei RNA-Interferenz wird der mRNA-Abbau durch kurze, komplementare dsRNA
induziert und damit die Translation blockiert. RNAi-Technik wird auch im Labor
110 zum gene silencing genutzt.
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