Regulation der Genexpression
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Leben beruht auf der geordneten
Realisation genetischer Informa-
tion, die im Genom im Zellkern nie-
dergelegt ist. Das Genom des Men-
schen und des Zebrabérblings, ei-
nem SlUBwasserfisch, haben beide
ungefahr 25000 Gene [1] (http://
www.sanger.ac.uk/Projects/
D_rerio/). Die Zahl der Gene un-
terscheidet sich daher in héheren
und niederen Wirbeltieren kaum
und selbst der Fadenwurm Caenor-
habditis elegans hat immer noch
eine respektable Zahl von 19.500
Genen [1].

Gene sind Informationseinheiten,
die meistens fir ein Protein kodie-
ren. Die Geninformation wird in
mehreren Schritten in Proteine
Ubersetzt (Abb. 1). Dazu bedarfes
einer Lesemaschinerie, die die ge-
netische Information, die in der
Buchstabenabfolge aus A, G, C,
und T auf der Desoxyribonukle-
insdure (DNS) kodiert wird, ent-
schlisselt. Das menschliche Ge-
nom hat insgesamt 3 Milliarden
solcher Buchstaben. Jedes Gen
besteht aus einer spezifischen Ab-
folge dieser vier Buchstaben des
genetischen Alphabets. Die Lese-
maschine — auch RNA-Polymera-
se genannt — beginnt an einer de-
finierten Region und Richtung mit
dem Ablesen der genetischen In-
formation und schreibt diese in ei-
ne Botenribonukleinsaure (Abb. 1,
mRNA) um. Diese Ribonuklein-
saure wird nach Prozessierung
(auch SpleiBen genannt) weiterge-
leitet an Ribosomen — universale
Proteinfabriken, die in allen Lebe-
wesen vorkommen (Abb. 1). Diese
Ribosomen schreiben dann die
Botenribonukleinséduren in eine
Aminosaurenkette um, die durch
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Abb. 1: Vom Gen zum Protein. Gene sind durch eine Startstelle definiert — den
sogenannten Promotor - an dem die RNA-Polymerase bindet und die Tran-
skription beginnt. Gene sind in der Regel aus Exonen und dazwischen liegen-
den Intronen zusammengesetzt. Die RNA-Polymerase schreibt nun das Gen
mit allen Exonen und Intronen in eine Boten-RNA um. In einem parallel ablau-
fendem Vorgang werden die Introne entfernt, so dass ein kohérenter Strang
von Exonen entsteht, die mit ihrem Triplet-Code fiir Proteine kodieren. Dieser
Triplet-Code, aus den vier Nukleotiden A, G, C und T zusammengesetzt, wird

dann mit Hilfe der Ribosomen (griin) in Protein umgeschrieben.

die spezifische Abfolge der 20
nattirlichen Aminoséuren die Struk-
tur und Funktion der verschiedenen
Proteintypen unserer Zellen be-
stimmt.

Es werden nicht immer alle Gene
in allen Zelltypen und unter allen
physiologischen Bedingungen ab-
gelesen. Vielmehrist die Arbeit der
RNA-Polymerase, in dem so ge-
nannten Prozess der Gen-Tran-
skription, in héchstem MaBe re-
guliert. Sowohl Entwicklungsvor-
gange, die wahrend der Entste-
hung unseres Korpers ablaufen,
aber auch Anpassung und Steue-
rung der Zellfunktion im erwach-
senen Organismus fiihren haufig zu
unterschiedlicher Transkription und

damit differenzieller Realisation der
genetischen Information. Man be-
zeichnet diesen Prozess auch als
Genexpression.

Steuerung der
Genexpression

Wéhrend der Entwicklung spielt
die unterschiedliche Genexpres-
sion eine essenzielle Rolle. Als Ant-
wort auf Signale von Nachbarzel-
len werden Zellen dazu gebracht,
sich in hdchst spezialisierte Zell-
formen wie Muskelzellen, Nerven-
zellen oder Hautzellen, um nur drei
Beispiele der mehr als 200 Zell-
typen unseres Kérpers zu nennen,
umzuwandeln. Diese Zellspeziali-
sierung fihrt dazu, dass unter-
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schiedliche Satze von Genen in
diesen speziellen Zelltypen abge-
lesen bzw. exprimiert werden. Ei-
ne Nervenzelle unterscheidet sich
daher primér von einer Muskelzel-
le durch die Gene, die in ihr abge-
lesen werden.

Genexpression flexibel herauf- oder
herunterzuregulieren, um auf phy-
siologische Einfllisse zu reagieren.
Einfliisse kdnnen sein: die Verflig-
barkeit von Nahrstoffen oder aber
auch die Anwesenheit von Schad-
stoffen. Umweltgifte zum Beispiel
kénnen bestimmte Gene in be-
stimmten Zellen ansteuern, die
dann zum Teil als Schutzmecha-
nismus gegen diese Einflisse die-
nen (L.Yang und U.S., in Vorberei-
tung).

Gene sind nicht nur dadurch cha-
rakterisiert, dass sie Startstellen
fur die Lesemaschine haben und fiir
den Bau von Proteinen kodieren.
Gene haben auch Schalter, die die
Transkription — also das Ablesen
der genetischen Information — steu-
ern. Diese Schalter kdnnen die Ex-
pression bestimmter Gene in Zell-
typen wie Nervenzellen oder Mus-
kelzellen steuern. Diese Schalter
kénnen aber auch dazu dienen,
@

o

Diese Schalter haben die Eigen-
schaft, dass sie in allen Orientie-
rungen vor, in und nach kodieren-
den Regionen lokalisiert sein kdn-
nen, auch weit von der kodieren-
den Region entfernt [2] (Abb. 2, 3).

ﬁ
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Abb. 2: a) Struktur einer regulatorischen Region (Genschalter), die die Trans-
kription von Genen steuert. Farbige Boxen stellen Transkriptionsfaktoren dar,
wie z. B. das Protein FoxA2, das durch die Konsensus-Erkennungssequenz
KGNANTRTTTRYCTTW ausgezeichnet ist (K = G oder T, N = A, C, G oder T,
R=AoderG,Y =CoderT, W =A oder T). Diese Konsensus-Erkennungsequenz
wird durch das Aneinanderlegen vieler verschiedener Bindstellen eines be-
stimmten Transkiptionsfaktors erstellt. Man sieht daran, dass die Erken-
nungssequenzen von Transkriptionsfaktoren recht variabel sein kénnen.
b) Genschalter kénnen vor, in und hinter den kodierenden Abschnitten liegen.
Jede dieser Regionen ist in der Regel durch eine Anhdufung von Transkrip-
tionsfaktor-Bindestellen charakterisiert. Haufig gibt es mehrere Genschalter
in einem Gen, die entweder redundant wirken oder bestimmte Funktionen ha-
ben kénnen.

———+ {1 [(O)—

Diese Schalter bestehen ebenfalls
aus den vier Buchstaben des ge-
netischen Alphabets. Sie kdnnen
bis zu 200-300 Buchstaben (auch
Basenpaare genannt) umfassen
und dienen als Bindestellen, an die
Transkriptionsfaktoren binden kén-
nen (Abb. 2). Transkriptionsfakto-
ren sind Proteine, die auf die Le-
semaschine, die Polymerase, Ein-
fluss nehmen kénnen. Diese Trans-
kriptionsfaktoren kénnen Aktiva-
toren der Polymerase sein. Es gibt
aber auch Repressoren, die die
Aktivitat der Lesemaschine unter-
binden.

Das menschliche Genom kodiert
flir 1962 Transkriptionsfaktoren [1],
d. h. acht Prozent des gesamten
menschlichen Genoms werden
bendtigt, um die Gentranskription
zu steuern. Dies unterstreicht die
Bedeutung der differenziellen
Transkription fir die Entstehung
und Funktion unseres Korpers.

Das Auffinden von Gen-
schaltern gleicht der

Suche nach der Steck-
nadel im Heuhaufen

Genschalter wurden in den letzten
20 Jahren intensiv untersucht. Im
Gegensatz jedoch zu den Regio-
nen, die fir den Bauplan von Pro-
teinen kodieren, sind diese Gen-
schalter in ihrer Struktur nur sehr
schwer zu erkennen. Das hat zur
Folge, dass wir, obwohl wir die Ba-
sensequenzen ganzer Genome zur
Verfligung haben, in den wenigsten
Fallen vorhersagen kdnnen, wo die
Schalter in den Genen prézise sit-
zen. Das liegt, wie schon erwéhnt,
an der variablen Position dieser
Schalter in den Genen. Weiterhin
sind die DNS-Bindestellen von
Transkriptionsfaktoren h&ufig nur
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sehr schwer zu erkennen, da sie an
so genannten degenerierten Bin-
destellen angreifen (Abb. 2), die
eine gewisse Flexibilitat in der Ab-
folge der Basenpaare erlauben.
Suchprogramme haben daher
nach wie vor Schwierigkeiten, sol-
che Sequenzen im Genom zu ent-
decken [3]. Weiterhin sind haufig
nur solche Bindestellen aktiv, die
mit anderen Faktoren assoziiert
sind, d. h. die Kombinatorik ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren
in Nachbarschaft ist ein wichtiges
Charakteristikum fir solche Gen-
schalter [4].

Ein Riesenschritt in unserer Fahig-
keit zur Identifizierung von Gen-
schaltern in dem Genom von Wir-
beltieren war die Entdeckung, dass
die Sequenzen von solchen Schal-
tern konserviert, d. h. in der Evo-
lution erhalten geblieben sind zwi-
schen niedrigen Wirbeltieren wie
den Fischen und héheren Wirbel-
tieren—den Saugern, wie Maus und
Mensch [5]. Man kann daher durch
Aneinanderlegen der DNA-Se-
quenzen verschiedener Wirbel-
tierarten konservierte Bereiche
identifizieren, die nicht fir Protei-
ne kodieren, aber mit hoher Wahr-
scheinlichkeit Genschalter dar-
stellen (Abb. 3, 4). Wir haben sol-
che konservierten regulatorischen
Sequenzen sowohlim Neurogenin1
als auch dem Sonic-hedgehog-
(shh)-Gen des Zebrabéarblings iden-
tifiziert und charakterisiert [6-8].
Diese Genschalter sind im Bereich
von 60-70 % identisch in ihrer Se-
quenz mit Abschnitten in den ver-
wandten Genen im menschlichen
Genom (Abb. 2, 3).

Leider gilt das nicht fur alle Gene.
Diese hochkonservierten regula-
torischen Sequenzen scheinen vor
allem in speziellen Klassen von

Genen vorhanden zu sein. Diese
umfassen Regulatorgene und auch
Transkriptionsfaktorgene, die in
der Entwicklung eine Rolle spielen
[9-11]. In anderen Genen, so ge-
nannten Haushaltsgenen, die flr
den normalen Haushalt der Zelle
verantwortlich sind, findet man sol-
che hochkonservierten Schalter in
der Regel nicht. Dort — nimmt man
an — wurde die Struktur der regu-
latorischen Sequenzen so durch-
einander gemischt, dass sie mit
den heute zur Verfigung stehenden
Suchalgorithmen nicht aufzufin-
densind[3, 12]. Esist nach wie vor
ein Ratsel, warum regulatorische
Gene so besonders hoch konser-
vierte Genschalter haben missen.
Es gibt Spekulationen, dass dies
damit zu tun haben kdénnte, dass
diese Gene in embryonalen Stamm-
zellen nicht abgelesen werden dir-

fen, um die vorzeitige Umwandlung
dieser Stammzellen in die spezia-
lisierten Zellen des ausgewachse-
nen Korpers zu verhindern [13].
Die Analyse der Funktion solcher
regulatorischen Elemente ist nach
wie vor eine groBe Herausforderung
fir die moderne Biologie. Man
nimmt an, dass nicht nur einzelne
Gene durch bestimmte Transkrip-
tionsfaktoren gesteuert werden,
sondern dass ganze Gen-Netz-
werke von solchen Faktoren kon-
troliert werden. Weiterhin gibt es
Evidenz, dass regulatorische Me-
chanismen sich wahrend der Ent-
wicklung sehr schnell verdndern
kénnen, so dass nicht die gleichen
Prinzipien bzw. Mechanismen die
Expression eines gegebenen Ge-
nes in der Entwicklung und im er-
wachsenen Organismus steuern.

LSE ANPE LATE 3’ UTR
Zebrafisch NGN1
|
i N
61% 69 % 70 %
Maus / Mensch NGN1

Abb. 3: Die regulatorische Architektur des Neurogenin1-Gens (NGN1). Die far-
bigen Boxen sind mehrere 100 Basenpaare lang und binden daher eine Viel-
zahl verschiedener Transkriptionsfaktoren. Das regulatorische Element LSE
treibt die Expression in der lateralen Neuralplatte. Das Element ANPE vermit-
telt Expression in der vorderen Neuralplatte und das Element LATE ist fiir die
Expression im Dienzephalon und in sensorischen Neuronen verantwortlich. Die-
se Elemente im Zebrabarbling-Gen sind zu 61, 69 und 70 % in ihrer Buchsta-
benabfolge konserviert mit dem Maus und dem menschlichen NGN1-Gen. Ei-
ne weitere hoch konservierte Region findet sich in der 3’ nicht translatierten
Region (UTR), die sich hinter dem Gen befindet. Eine spezielle Funktion wur-
de dieser Region bisher nicht zugeordnet.
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Site A
Mensch CTCCT,
Maus GCCCT,
Huhn TCCCT,
Krallenfrosch
Zebrafisch
Mensch 710 acaz GTGAR AAINEGA -
Maus 70 AGAz TAGCGA AR)NeGA GGGGGGH
Huhn 70 GGAz GTGA AR cccaall
Krallenfrosch 70 Gcaz GAGTGA! W cacanal
Zebrafisch N G--Tee GTATAG)) AR GAGAGE

Site C

Mensch 138 TAATCGCTTTGATATATHA A C|
Maus 140 Aac: TAATCGCTTTGATATATHLA T
Huhn 140 2 TAATCGCTTTGATATATHIA C
Krallenfrosch 140 2 TAATCGCTTTGATATATHIA CleAG
Zehrafisch 139 GGk ATAATCGCTTTGATATATEA T/6TA
Mensch J| [ A ACATTGTGTAATTATTTATAAATGAC
Maus 1. M~ ACATTGTGTAATTATTTATAAATGAC
Huhn P\ AACATTGTGTAATTATTTATAAATGAC
Krallenfrosch P (MAACATTGTGTAATTATTTATAAATGAC
Zebrafisch I AACATTGTGTAATTATTTATAAATGAC
Mensch 276 T
Maus 278 Ty
Huhn 279 TT— iy
Krallenfrosch 280 CCCyy
Zebrafisch 211 CT- i
Mensch 335 ----——---I¥NATAARA - NI VWEGT GG
Maus 36 -------- TAATTAAT eGTGG!:
Huhn 338 ----—————HAAA‘ NATAATTAATEhpEA
Krallenfrosch CE ., Amg——ecm A
Zebrafisch 346 CAATTGAATET ALSTAATTAATGLYA

Abb. 4: Sequenzvergleich der LATE-Region des Neurogenini-Gens. Es wurden hier die Sequenzen der LATE-Re-
gion des NGN1-Gens des Menschen, der Maus, des Huhns, des Krallenfrosches Xenopus tropicalis und des Ze-
brabérblings untereinander gereiht. Man sieht, dass die Sequenz der LATE-Region mit ihren fast 400 Basenpaa-
ren liber 450 Millionen Jahre der unabhédngigen Evolution héchst konserviert geblieben ist.

Sonic hedgehog als
Paradigma fiir einen
Entwicklungsregulator

mit konservierten
regulatorischen
Sequenzen

shh Protein, das vom shh-Gen ko-
diert wird, ist ein sezerniertes Pro-

tein, d. h. es wird von Zellen pro-
duziert und in die Umgebung ab-
gegeben [14, 15]. Shh wirkt auf
Nachbarzellen, indem es an Re-
zeptoren auf der Oberflache bindet
und dann Uber eine Signalkaska-
de Transkriptionsfaktoren aktiviert,
die in der Zielzelle zur Expression
bestimmter Gene fuhren [14, 15].

shh hat weiterhin die Eigenschaft,
dass esje nach Menge in den Ziel-
zellen unterschiedliche Antworten
ausldsen kann. Man nennt ein sol-
ches Molekll auch Morphogen,
weil es in Abhangigkeit von der
Konzentration unterschiedliche Zell-
umwandlungen steuern kann. So
werden z. B. in der Entwicklung des
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Abb. 5: Struktur des Sonic-hedgehog-Gens. Im Sonic-hedgehog-Gen sind, wie im NGN1-Gen, meh-
rere Genschalter fiir die Expression verantwortlich. Die Schalter ar-D und ar-B steuern Expressionin
der Bodenplatte und ventralem Gehirn. Die Genschalter ar-A und ar-C treiben z. B. Expression im No-
tochord. RetE ist ein kiirzlich entdeckter Genschalter, der die Expression in der Retina treibt.

Neuralrohres, das unser Ricken-
mark bildet, unterschiedliche Ner-
venzellen auf der ventralen Seite in-
duziert. Je nachdem wie viel shh-
Protein von einer Zelle empfangen
wird [14, 15] entwickeln sich em-
bryonale Stammzellen in Moto-
neurone oder spezielle Typen von
Interneuronen. Die Steuerung der
Sonic-hedgehog-Expression ist
somit von absoluter Wichtigkeit fur
die normale Entwicklung eines Wir-
beltierembryos. Fehlregulierung
von shh fuhrt zu Missbildung und
kann auch Tumore hervorrufen[14,
15].

In systematischen Analysen des
shh-Gens des Zebrabérblings
konnten wir mehrere Regionen
identifizieren, die flir die Expression
dieses Genes wichtig sind [16-19].
Wir haben in Deletions- und Mu-

tationsansatzen mehrere Gen-
schalter kartiert, die Aspekte der
shh-Expression steuern. Diese
Genschalter befinden sich sowohl
vor der Transkriptionsstartstelle
(Abb. 4, 5). als auch in Bereichen
der Introne 1 und 2 und sind zum
Teil im shh-Gen des Menschen und
der Maus konserviert. Diese Gen-
schalter regulieren bestimmte Teil-
aspekte des Expressionsmusters
im Embryo. So finden wir Gen-
schalter wie z. B. ar-D und ar-B, die
die Expression in der Bodenplatte,
einer Struktur im ventralen Neu-
ralrohr treiben [20]. Andere Gen-
schalter kontrollieren die Expres-
sion von shh im Gehirn oder dem
Notochord, einer embryonalen
Stutzstruktur. Dieses Beispiel des
shh-Gens zeigt anschaulich wie
komplex die regulatorische Struk-
tur von Genen sein kann.

Genschalter als
Integrationseinheiten

fur Signale der Zell-
kommunikation

shh kontrolliert eine Vielzahl von
Prozessen im sich entwickelnden
Wirbeltierembryo und im Erwach-
senen. Diese umfassen so diverse
Prozesse wie die neuronale Diffe-
renzierung im Zentralnervensys-
tem, Pankreasentwicklung bis zu
Haut, Zahn und Haarbildung, um
nur einige Beispiel zu nennen [14,
15]. shh scheint eine grundlegen-
de Funktion auch im Erhalt von
Stammzellen zu haben [21]. Dies
wirft nattirlich die Frage auf, wie ein
einziges Signalmolekdl eine sol-
che Vielzahl von unterschiedlichen
Wirkungen in Zielzellen haben
kann. Eine Erklarung, wie oben be-
reits angesprochen, ist die kon-
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zentrationsabhangige Wirkung von
shh in Zielzellen. Zuséatzlich spielt
auch die Kombinatorik verschie-
dener Signale eine Rolle. Diese
Signale steuern parallel geschalte-
te Signalwege an. Durch Integra-
tion dieser Signale kdnnen unter-
schiedliche Genprogramme in den
Zielzellen aktiviert werden. Die
Integration dieser Signale kann
wédhrend der Signallibertragung
aufdem Weg in den Zellkern durch
Protein-Proteinwechselwirkung
vollzogen werden. Eine wesentliche
Rolle spielen aber sicherlich auch
die Genschalter im Genom, die
durch ihre freie Kombinierbarkeit
zur Integration verschiedener Sig-
naleinflisse entscheidend beitra-
gen kdnnen [4]. Dabei spielt auch
die zeitliche Abfolge von Signal-
ereignissen eine Rolle.

Ein Beispiel fur dieses Zusam-
menspiel von verschiedenen Zell-
kommunikationssignalen liefert die
Expression des shh-Genes selbst
(Abb. 6). shh wird in der Netzhaut
des Auges des Zebrabéarblings ex-
primiert und spielt dort eine ent-
scheidende Rolle in der Neuro-
nenbildung [22, 23]. Im Zebrabarb-
ling breitet sich die shh-Expres-
sion von einem Initiationspunkt in
der N&he der Nase am Augenstiel,
wo spater der Sehnerv gebildet
wird, wellenférmig Uber die ganze
Netzhaut aus. In diesem Prozess ist
das shh-Kommunikationssystem
selbst involviert [22, 23]. Es spie-
len aber auch Signale aus der Fi-
broblastenwachstumsfaktor-Fa-
milie (oder FGF-Familie, von Fi-
broblast Growth Factors im Engli-
schen) eine wichtige Rolle [24 und
S. Rathnam in Vorbereitung]. Das

Progression

Abb. 6: Modell der Zellkommunikationsprozesse, die zur Etablie-
rung der shh-Expression in der Retina fiihren. Der Hedgehog-Sig-
nalweg (Hhs/Smu) induziert die Bildung des Augenstiels, der dann
die Zellkommunikationssignale FGF3 und FGF8 produziert. Diese
Signalproteine wirken dann auf die Vorlauferzellen der Retinaim Au-
genbecher und bringen die Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft
zum Augenstiel dazu shh zu exprimieren. Im nachsten Schritt be-
wirkt dann shh im Zusammenspiel mit FGF19 die Ausbreitung der
shh-Expression in der ganzen Retina.

shh-Signalsystem ist in der Etab-
lierung der Expression zweier FGF-
Faktoren, FGF3 und FGF8, im Au-
genstiel beteiligt [25]. FGF3 und
FGF8 schalten dann die shh-Ex-
pression in der Netzhaut in der
Nahe des Augenstiels an. Zur Aus-
breitung bedarf es dann allerdings
der Aktion eines weiteren Mit-
gliedes der FGF-Familie: FGF19.
FGF19 steuert zusammen mit Shh
in einer selbst-regulatorischen
Rickkopplung, die Ausbreitung
der shh-Expression in der Retina
(S. Rathnam, in Vorbereitung). Die-
ser Prozess wird im shh-Gen durch
einen Genschalter, dem RetE, ge-
steuert (Abb. 5). Dieser Genschal-

ter integriert somit Einflisse des
FGF- und shh-Signalweges. Dieses
Beispiel der shh-Expressionin der
Retina beschreibt anschaulich wie
bestimmte Genexpressionspro-
zesse in der Entwicklung gesteu-
ert werden. Dabei hat die Integra-
tion verschiedener Signale eine
groBe Bedeutung, da damit spezi-
fische Genprogramme in den Ziel-
zellen gesteuert werden kénnen.
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