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Transkription
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(DNA und Histon- Methylierung,

Histon- Acetylierung)

exprimieren das Gen

enthalten die Information fur die
geregelte Expression eines Genes
modulieren die Genaktivitat

konnen Gene an- oder abschalten



Transkription
Polymerasen

RNA Polymerase besteht aus 5 Untereinheiten in Bakterien
Untereinheit Funktion

a2 die Untereinheiten assemblieren das Enzym und
erkennen regulatorische Faktoren

3 Polymeraseaktivitat

3 Bindung an DNA

03] Chaperonfunktion?

Drei Typen von RNA-Polymerasen in Eukaryonten
Typ Funktion
I rRNA Synthese
I MRNA und snRNA Synthese
1] tRNASs, 5S rRNA, small RNA Synthese



Transkription
Promotoren

Proteinbindestellen auf der DNA, die die Expression eines Genes regulieren
Polymerase-Bindestelle
Transkriptionsfaktoren-Bindestellen

Enhancer
Silencer

Gewebespezifische Expressionsregulatoren

Durch epigenetische Modifikation kann das Bindungsverhalten

geandert werden



Promotoren
Definition einer Regionen

Many factor sites
{e.qg. c-Fos, c-Jun, c-Myc/Max)

{(Sp1, CREB, c-Ets, CTF, etc.) transcription
slart (+1base)
D|
intron
TG.ﬂ. CGCA I:n CGTG  GGGCGE I:I:.IJ.P.T Tnm exory exon ——
(-1007] 25]

nigen Basen
romotoren sind komplex aus mehreren Bindungsstellen

zusammengesetzt!



Promotoren

Genkontrollregionen

gens cantrol regiens
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Transkriptionsbeeinflussende Sequenzen mussen
nicht nur im 5* Bereich gesucht werden!



Transkription
Transkriptionsfaktoren

Trasnkriptionsfaktoren (TF) binden an spezifische Sequenzmotive (TFBS)

Es gibt verschiedene Proteinmotive, durch die Transkriptionsfaktoren
erkannt werden kdnnen, z.B.:
HTH

Helix-Turn-Helix bindet die groflse Grube in DNA ** ”*é“‘é

DNA

Zinkfinger 2x [3-Faltblatt +Helix
bZip basische Region mit Leucin-Zipper
bHLH basische Region in einer Helix mit zweiter Helix

Uber Loop verbunden



Transkription
Chromatinstruktur

Hefechromosom XVI

Microarray-
Ergebnisse zu
Nukleosomenpositionen

B33335
AB53385
B.33455
B335H15
B335TH
B33600
B337Eh

| o " o
.Il__-'— - —— e
| 'h_j{_____; E____,f !__ !L_ ;} ! {f: _f!

bekanntes Promotormotiv
Nukleosomen

aus: Current Op. in Cell Biol. 18, 1-8



Transkription
Die Maschinerie

TFBS=Transkriptionsfaktorbindungstelle
CRM-=cis regulatorische Module

Transcrption
Initiation

[

Nature Reviews | Genetics



Detektion
Wie konnen wir Promotoren finden?

De novo aus einer Sequenz: Nur experimentell!

Sequenzvergleiche o
Transkriptions

-faktor

seq A GCCCATATC(@CATCGTA
seq B AAGICTGCCAGAACCTGTGATATIGCIA

Homolog von seq A

===)p Hindernis: Die gesuchten Sequenzen sind kurz.
Keine allgemeinen Regeln existieren!



Detektion

Konservierung als funktioneller Marker

Theorie:
nicht translatierte Sequenzen, die Funktionen vermitteln
unterliegen einem negativen Selektionsdruck

Konsequenz:
Suche nach kaum veranderten Sequenzen im 5° Bereich
eines Gens in verschiedenen Organismen

Probleme:
Konservierung kann nur wenige Basen betreffen.
Welche Gene werden verglichen?



Detektion
Inter-Spezies Vergleich

Fragen:
Haben die von mir verglichenen regulatorischen Elemente
Irgendetwas miteinander zu tun?
Oder vergleiche ich Apfel mit Birnen?

Kann ich aussagekraftige Vergleiche machen?
Wo setze ich Ahnlichkeitsschwellenwerte an?

Wie vergleiche ich, welche Methoden stehen mir
zur Verfigung?



Promotoren

Inter-

Arabiz ¢ Jina

Arabis i muinii

Arabidop is thaliana

Arabis t -rita

EBarbare: wulaaris

Cardami = amara

Cochlea 1 zxcelsa

Cardami aosis halleri

Cardami apsis pet ea

Katthiok cana

Rorippa  mphibia

Sinapis | 3

Spezies Vergleiche von Motiven

upstream
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mbox 1 5 rTGGTrGGTT
mbox 1 8 _ACAACWAACT

data: chalcone synthase promoter data set
software: MotifSampler (Toucan Suite)



Detektion
Footprinting
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from:www.science.doe.gov comparison between 2 sequences



Detektion

Shadowing

conserved between all species



Detektion

Beispiel Footprinting
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from: Nature Reviews Genetics 2004, 5 276-287



Detektion
Orthologie der Proteine ist Voraussetzung

Definition:
ortholog Entstehung durch Speziation
paralog Abstammung von duplizierten Genen

o) é?'\'

7 Q® &
&

&é’

Paraloge Orthologe Was ist hier ortholog?



Detektion

Alignment

14703 14713 14723 14T3? 14743
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Detektion

Alignment - Die Wahl der Parameter

orthologes achtes Intron des Gens CG9935-RA
In D. melanogaster und D. pseudoobscura

M=5,X=-5,5=-5

M=5,X=-6,5=-4

M=Match
X=Mismatch
S=Strafe fur Lucke

mel

pse

m 1

pse

CTAA T T TG T T TAT-ATT I T T I T T I T I T TGRAGTGA-CARATAGC-A-CTTATARATATACTTAG
GTTCGTTAACACATGRARTTCCATCGCCTGAT=TGTTCA=CTATCTARC TRACGRAT =T==TTRG

o & L E &% Ll L & i & * &k &% & & wA&k & rEkE W & i &

GTAAGTT===== =TGTTTATATTTTTTTT--T--TT-TTGAAGTGA-CARATAGCACTTATA-=A
GTTCGTTARCACATG-A-A-ATTCCATCGOCTGATTGTT-CACT-ATC-—-TA--AC-TA-ACGA

& o & & R * * & & & * & & & & wE EE & &

mel ATATACTTAG
pse AT=-T--TTAG

hE ok EEER

33 Positive

36 Positive

aus: PLOS Comp. Biol. 2, 6:606-614



Detektion

IUPAC Beschreibung von Signalen

a a; adeni ne

C c; cytosine

g g; guani ne

t t; thym ne in DNA

uracil 1 n RNA

m a or c .. : :

i a or g Beispielmotiv mit IUPAC wobble
w a or t

; c or g NNGTAWBTSRWM
K g or t

Y a or c or g; not t

h a or cor t; not g

d a or gor t; not c

b cC or gor t; not a

n a or c or g ort

IUPAC=International Union of Pure and Applied Chemistry




Detektion
Motive

Das Motiv:
ATN, ,G,CGTN,TGA, .

kann in viele mogliche Sequenzen Ubersetzt werden:

ATGGGCGTAGAGGAGACTTTATGAAAAA
ATCGGCGTTGAAAA
ATAAGGCGTGAGTGAAAAA

etc.

- =stabile Motivanteile



Detektion
Matrizen

Bindemotive
klrzer als 20 Basen
degeneriert, d.h. nur Haufigkeiten von Basen an bestimmten
Motivpositionen kbnnen angegeben werden

Herstellung von Matrizen
finde Gene mit ahnlichem Transkriptionsprofil
korreliere Profil mit Funktion
bilde ein Alignment mit den potentiell funktionsgleichen
Promotormotiven
berechne die Haufigkeit einer Base an den Alignmentpositionen

Nutzung der Matrize
Scannen der Sequenz mithilfe der Matrize (Stepsize=1)



Detektion
,Positional Weight Matrix' Berechnung

*Erstellung einer ,position frequency matrix' PFM

Normalisierung ergibt Wahrscheinlichkeiten fir eine Base an einer Position
=*normalisierte PFM
»Berechnung der Wahrscheinlichkeit einer Sequenz,

ein Profil widerzuspiegeln

Das Produkt der Wahrscheinlichkeit jeder Base an der entsprechenden Position

*FUr die Computeranalyse:
Umrechnung in Log Werte mit Korrekturfaktor
(Korrekturfaktor sehr unterschiedlich, z.B. Quadratwurzel der Anzahl an Positionen)
+Korrektur flr die Nukleotidfrequenzen
=PWM
,Score values': Summierung aller PWM Werte uber die
Lange des Profils



Detektion

Positional Weight Matrix (PWM)

T~

N\

The smaller the differences in base values
the lower is the information content

The larger the differences in base values
the higher is the information content

Produced from an alignment of
21 sequences of A-Box motifs
in D. discoideum

# scale = In (frequency)
# frequency counts are based on
N(seq) = 21
# A C G T
1.50 1.25 2.25 1.50
1.70 0.92 2.01 1.87
2.01 0.92 1.50 2.01
-0.69 -0.69 -0.69 2.80
2.35 -0.69 1.87 -0.69
0.41 0.41 2.67 -0.69
-0.69 2.44 -0.69 1.70
0.41 0.41 1.50 2.35
0.41 2.25 0.41 1.70
2.80 -0.69 -0.69 -0.69
0.41 -0.69 2.67 0.41
0.92 0.41 -0.69 2.60
0.41 2.01 -0.69 2.14
-0.69 -0.69 2.80 -0.69
-0.69 -0.69 2.80 -0.69
0.92 0.92 -0.69 2.53
2.53 0.92 0.41 1.70
1.87 0.92 2.25 1.25
2.35 0.92 1.25 1.70



Detektion

PWM Graphics

A-Box Motif aus tRNAs in D. discoideum




Detektion

Falsch positive Vorhersagen

Humangenom
Programme sagen Bindungsstellen alle
500 bis 5000 Basenpaare vorher

Beispiel: myoD (musklespezifischer Transkriptionsfaktor)
1 Bindungsstelle pro 500 Basen
vorhergesagt 10° Bindungsstellen
wahrscheinlich: 102 Bindungstellen

1000 mal mehr falsche Vorhersagen als richtige!



Experimentelles
Transkriptomanalyse

Prinzip:

zweli unterschiedliche Zellzustande werden untersucht
Isolierung der mRNA
differenzielle Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen

Mischung in aquimolaren Mengen

Hybridisierung gegen ein Mikroarray, das das gesamte
Genom reprasentiert

Ein Mikroarray kann mit DNA aus genomischen Sequenzen, cDNA-Banken und
spezifisch hergetellten Oligonukleotiden bestlckt sein.
Entsprechend der Bestiickung ergeben sich unterschiedliche Fehlermoglichkeiten!



Experimentelles
Promotordefinition durch Transkriptomanalyse

Innerhalb eines Organismus werden viele Gene ahnlich transkribiert:

z.B. zeitabhangiges
Profil

~

~— Zeit
Gruppe | Gruppe |l

Diese ahnliche Transkription kann durch ahnliche Promotoren bedingt sein.
Ein Alignment kann hier zu der Konstruktion eines Motivs flhren



Experimentelles
Transkriptomanalyse - Fehlerguellen

genomische DNA
enthalt Intronen, Hybridisierungsstarke nicht kontrollierbar

cDNA
meist nur 5° Enden der Transkripte bekannt, unvollstandige

Transkripte wegen unvollstandiger reverser Transkription
nicht alle Gene werden erfasst, da cDNA Banken unvollstandig sind
alternatives Splicen fuhrt zu Informationsverlust

Oligonukleotide
Sequenzierungsfehler der Ursprungs-DNA fuhren zu fehlerhaften

Oligos. Teilweise differentielle Signale bei 2 verschiedenen gegen
das selbe Gen gerichteten Oligos



Experimentelles
ChIP

ﬂﬁ@_ Fixierung von Protein an DNA durch Formaldehyd in lebenden Zellen

E«

Zell-Lyse und Aufbrechen der DNA in kurze Stlicke durch Ultraschall

il E_ﬂ_
\ 4
Immunoprazipitation mit Magnetpartikeln, die mit den
Transkriptionsfaktor-spezifischen beladen sind

Kritischster Schritt! Die Antikorper missen spezifisch sein!



Experimentelles
ChlP Detektion

Aufhebung der Vernetzung von DNA und Protein, DNA Isolierung

guantitative PCR gegen spezifische und Kontrollregionen

Detektion und Quantifizierung gegentber der Kontrolle
mit Hilfe von Agarosegelen

iInput DNA Immunpréazipitierte DNA

Durch ChIP wird DNA angereichert, die mit bestimmten Proteinen assoziiert ist



Experimentelles
ChIP-CHIP

Detektion der Immunprazipierten DNA kann auch global erfolgen.
Hier wird statt PCR ein Micro-Array eingesetzt.

Dieses enthalt z.B. die Sequenzen von allen Promotoren eines Organismus

Die Quantifizierung erfolgt auch hier im

Verhaltnis zu nicht angereicherter, markierter DNA




Experimentelles
Epistasis

Was braucht man zu einer Epistasis-Analyse?

> Eine Kollektion von Mutanten
> Alle moglichen Kombinationen von Doppelmutanten
> Eine Phanotypbeschreibung des Wildtyps sowie der Mutanten

Ist ein Transkriptionsprofil geeignet als Phanotypbeschreibung?



Experimentelles

Epistasis Definition

Epistasis beschreibt die Abfolge von Genprodukten voneinander in
einer Wirkungskette:

Produkt A — Produkt B—> Produkt C

A ist epistatisch zu B ist epistatisch zu C

Produkt B —

Produkt A — Produkt ¢

Epistasis von B zu C und A zu C aber nicht von A zu B!

Symbole —>  positive Regulation
— negative Regulation



Experimentelles
Epistasis-Analyse

Um eine Wirkungskette mit inren Abhangigkeiten bestimmen zu kénnen,
werden Mutanten der in der Kette wirkenden Genprodukte benutzt

Produkt A — Produkt B—> Produkt C

wenn Phanotyp der Knockout Mutante A% Phanotyp der Knockout Mutante B
und die Doppelmutante gleicht B, dann ist B epistatisch zu A

Produkt B —

Produkt A — Produkt &

die Doppelmutante ist ein neuer Phanotyp > keine epistatische Beziehung
zwischen A und B



Experimentelles

Epistasis - Transkriptionsprofil

Entwicklung

Einzeller vielzelliger Fruchtkorper
—» Zeit 9 P

Gene +—

0 10 24 h
Transkriptionsprofil



Experimentelles

Epistasis-Analyse mit Transkriptionsprofilen

Wie ahnlich sind die Transkriptions-
profile zueinander?

Mutantenprofile

realer Phanotyp

Yk e— pud =l [eyelopmer

pufA ist epistatisch zu yakA

aus: Nature Genetics 37, 471-477



Experimentelles

Epistasis - Transkriptphanotyp

Vorteile
Vorabwissen ist nicht notig, Profiling reicht aus
Es muss kein sichtbarer Phanotyp existieren

Es gibt ein Mass fur die Ahnlichkeit zwischen Phanotypen

Probleme
selten gibt es einen derart klaren Ubergang zwischen
zwel Zellzustanden
aus Transkriptionsprofilen allein kann keine Richtung

der Abhangigkeit definiert werden



