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DNase-Schutzexperimente

Man hat eine Reihe von Methoden eingesetzt, um die
Wechselwirkung zwischen RNA-Polymerase und Pro-
motorsequenzen zu erforschen. Die bedeutendste
dieser Techniken nennt man Deoxyribonuclease
(DNase)-Schutzverfahren.

DNase ist ein Enzym, das DNA abbaut, indem es
Phosphodiesterbindungen spaltet. Die Auswirkung
von DNase-Aktivitat auf reine DNA besteht also darin,
daB die Doppelhelix zu einzeinen Nucleotiden abge-
baut wird.

o
DNase -~
o Py
o
Polynucleotid ~ Mononucleotide

Wenn jedoch ein gereinigtes DNA-Fragment einen
Promotor enthélt, an den ein RNA-Polymerase-Protein
gebunden ist, so sind nicht alle Phosphodiesterbin-
dungen fur den Angriff der DNase zugéngiich: Einige
werden durch das gebundene Enzym ,geschitzt”.
Durch die DNase-Behandlung erhéit man demnach
einige wenige Mononucleotide und ein ungespaltenes
DNA-Fragment. Die GréBe dieses DNA-Abschnitts

gibt Auskunft (ber das Ausmaf der Interaktion zwi-
schen RNA-Polymerase und DNA: Seine Nucleotidse-
quenz (die man durch DNA-Sequenzierung ermitteln
kann) zeigt genau, welcher Teil des MolekUils durch
das Enzym geschiitzt ist.

schlitzendes Prptein DNase
(beispielsweise RNA-Polymerase)

Protease zum
Proteinabbau

%004,

geschiltztes DNA-Fragment

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dafBl die

E. coli-Polymerase zwischen 41 und 44 bp der DNA
einschiieBlich der - 10- und der — 35-Box sowie einen
kleinen Abschnitt der umgebenden Sequenz abdeckt.

« =35 Region

(/ac Operon)

16-17 Nucleptide
AANANNANANACTT T ACA ~NAANAAACT AT GT T Arvyananne
AT TG ACA ~A~AAAT TAACT AvaAannne

-10 Region Transkriptionsstart

{Pribnow-Box)

6-7 Nucleotide

(trpOperon)

. {tyrtRNA) AT T T ACA ~an~naT AT GAT ~vvanae
(lexA) AT T G ACA MNAIIAANT ACGAT IV
(recA) AANAANAANACTTGATA MAINAAAAT AT AA T N

Consensus-Sequenz:

fvvvv‘vvyTTGACvavvvva AT AAT AN
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Eigenschaften des
Tryptophan-Operons.

Ein zweites Operon zeigt ein Bei-
spiel fur andere Strategien der
Genregulation bei £. cofi. Das trp-
Operon besteht aus finf Genen,

kein Tryptophan

die an der Synthese der Amino-
séure Tryptophan beteiligt sind.
Die Expression des Operons wird
durch den trp-Repressor kontrol-
fiert, der an den trp-Operator bin-
det und damit die Transkription
verhindert. In diesem Fall jedoch

X
-

der trp-Repressor <

kann nicht an den
Operator binden

der Repressor-

~ trpE
1 &

/ Transkription

RNA-Polymerase \

kann binden

Tryptophan vorhanden

o Tryptophan

Corepressor-Komplex ’0

bin(fet an den

Operator

Das ist natrich véilig logisch,
denn Tryptophan ist das Produkt
des biochemischen Weges, den
das Operon kontrolliert. Wenn
kein Tryptophan vorhanden ist,
werden die Enzyme flr seine Syn-
these bendtigt, und das Operon
muB transkribiert werden. In Ab-

\_o “ tpE

____3__ %X
keine Transkription

J
2

RNA-Polymerase
kann nicht binden

wesenheit von Tryptophan bindet
der Repressor also nicht an den
Operator. Auf.der anderen Seite
mussen die Gene ausgeschaltet
werden, wenn Tryptophan vorhan-
den ist; in diesem Fall bindet der
Repressor-Tryptophan-Komplex

- an den Operator und verhindert

kann der Repressor nicht von sich
aus an den Operator binden. Die
Repression des Operons erfolgt
nur, wenn der trpo-Repressor Tryp-
tophan bindet:

-

e Hrp-MRNA

die Transkription. Tryptophan wirkt
hier als sogenannter Corepres-
sor. Operons dieses Typs be-
zeichnet man als reprimierbar, im
Gegensatz zum lac-Operon und
anderen induzierbaren Operons.
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Tabelle 15.1: GroBen prokaryotischer und eukaryotischer Genome

Organismus GenomgréBe (kb) Chromdsomen- durchschnittliche DNA-

zahl Menge pro Chromosom (kb)

Prokaryoten

E. coli 4000 1 4000
Eukaryoten
- S. cerevisiae 20000 16 1250

Taufliege 165000 4 . 41250

Mensch 3000000 238 - 130000

Mais 15000000 10 1500000

Salamander 80000000 12 7500000

Fir Eukaryoten beziehen sich die Daten auf den haploiden Satz. Die Angaben fUr die GenomgréBen
sind ungefahre Werte. Bemerkenswert ist, daB nicht jedes Chromosom in einem Organismus die
gleiche Menge an DNA enthalt; der DNA-Gehalt menschiicher Chromosomen reicht von 50000 kb
{Chromosom 21) bis 250000 kb {Chromosom 1).
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8.7 Alternatives Spleien erzeugt sezernierte und membrangebun-
dene Formen des IgM aus einem einzigen Gen. Dargestellt ist das
u-Gen, das die schwere Kette eines IgM-Molekuls codiert. Wie wir
in Kapitel 16 noch sehen werden, setzen sich die schweren und
leichten Ketten eines Antikdrpers aus einer Reihe struktureller Do-
médnen zusammen. Der Aufbau eines Immunglobulingens spiegelt
diese Domanenstrukiur des Proteins wider. Bei dem hier gezeigten
Gen einer schweren Kette sind zum Beispiel die codierenden Se-
quenzen fir das Signalpeptid (SP) in dem ersten Exon enthalten.
Es handelt sich dabei um Aminosauren am Aminoende, welche die
Antikérpersekretion bewirken. Die Sequenzen fur die variablen
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(Vi) und die konstanten (C,) Domanen liegen ebenfalls in eigenen
Exons. In B- und Plasmazellen wird dieselbe Pra-mRNA produziert.
Jeder Zelityp verarbeitet das primare Transkript jedoch auf andere
Art. Bei einer Plasmazelle (die Immungiobuline ins Blut sezerniert)
wird die reife mRNA so gespleift, daB sie das C.s-Exon enthalt,
das hydrophile Aminosauren codiert. Bei einer B-Zelle (die Immun-
globuline auf inrer Oberflache tragt) wird die Pra&-mRNA dagegen
so gespleibt, daB ihre reife Form zwei C,m-Exons enthalt, die hydro-
phobe Aminosauren codieren. Auf diese Weise kann das immun-
globulin in der Lipiddoppelschicht der Plasmamembran verankert
werden.
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8.8 Komplizierte SpleiBmuster bei eukaryotischer mRNA. Das Pré-
mRNA-Transkript des o-Tropomyosingens wird in verschiedenen
Zellen unterschiedlich gespleit. Die roten Blocke stellen Introns
dar, die anderen Farben markieren Exons. Polyadenylierungssi-

gnale sind mit einem A gekennzeichnet. Die gestrichelten Linien in
den reifen mRNAs symbolisieren Bereiche, die durch das alternati-
ve SpleiBen entfernt wurden. TM = Tropomyosin. (Nach J. P. Lees
et al.,, 1990.)
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Abb. 8-3: Der generelle Transkriptionsfaktor TFiH. Schematische Dar-
steflung der verschiedenen Untereinheiten des TFIH-Proteinkomplexes
(s. Tab. 8-2).

Abb.8-2: TBP und seine TAFs. Die TAF-Proteine komplexieren sich
um das DNA-gebundene TBP-Protein. Die DNA der TATA-Box ist als
Zylinder dargestellt. Diese komplexe Struktur des TBP-TAF-Komplexes
dient zur Kontaktaufnahme mit anderen generellen Transkriptionsiakto-
ren (GTF, wie z.B. den TFl) oder regulatorischen Transkriptionsfaktoren
(RTF).
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(A) Die prokaryotische Genexpression verlduft kontinuierlich. Prokaryotische mRNA-

(B)

Molekiile werden noch wihrend ihrer Synthese (Transkription) zur Herstellung der
kodierten Proteine mit Ribosomen besetzt und translatiert.

In einer eukaryotischen Zelle verlaufen die beiden Schritte rdumlich und zeitlich
getrennt. Die Transkription erfolgt im Kern, die Translation im Cytoplasma. Deshalb
muss die mRNA aus dem Kem durch die Kernporen ins Cytoplasma gelangen. Zunéchst
wird ein Vorldufermolekiil, das Primérstranskript oder die Pri-mRNA hergestellt, die
dann vor dem Verlassen des Kerns reift, indem sie von Enzymen prozessiert wird.
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