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DNase-Schutzexperimente gibt Auskunft Gber das AusmaB der Interaktion zwi-
schen RNA-Polymerase und DNA: Seine Nucleotidse-

Man hat eine Reihe von Methoden eingesetzt, um die quenz (die man durch DNA-Sequenzierung ermitteln
Wechselwirkung zwischen RNA-Polymerase und Pro- kann) zeigt genau, welcher Teil des Moleklils durch
motorsequenzen zu erforschen. Die bedeutendste das Enzym geschiitzt ist.

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,

daf3 die Doppelhelix zu einzelnen Nucleotiden abge- schiitzendes Protein DNase
(beispielsweise RNA-Polymerase)

baut wird.
L
DNase -
—G-
o % q A
~ y ﬁ Protease zum
Polynucleotid ~ Mononucleotide Proteinabbau
Wenn jedoch ein gereinigtes DNA-Fragment einen OOO%O%
Promotor enthalt, an den ein RNA-Polymerase-Protein
gebunden ist, so sind nicht alle Phosphodiesterbin- geschiitztes DNA-Fragment
dungen fir den Angriff der DNase zugéngich: Einige -
werden durch das gebundene Enzym ,geschitzt®. Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, daB3 die
Durch die DNase-Behandiung erhéalt man demnach E. coli-Polymerase zwischen 41 und 44 bp der DNA
einige wenige Mononucleotide und ein ungespaltenes einschlieBlich der — 10- und der — 35-Box sowie einen
DNA-Fragment. Die GréBe dieses DNA-Abschnitts kleinen Abschnitt der umgebenden Sequenz abdeckt.
’ « =35 Region -10 Region Transkriptionsstart
' (Pribnow-Box)
16-17 Nucleotide 6-7 Nucleotide

(IacOperon) AANAANANCTT T ACA "~ ANNAAACT AT GT TN
AAAANNACT TG ACA ~~~AnAT TAACT A

(trpOperon)

(GrifNA)  ~AAAAT T T ACA AAAAAaT AT GAT ~Aaanan
(lexA) ANANANANANCTTGACA AT ACGAT VYYD
(recA) AAAAAANATT GATA AT AT AAT annanne

Consensus-Sequenz:
AAr~cAncTT G ACA ~Anann~sT AT AAT e
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Eigenschaften des
Tryptophan-Operons

Ein zweites Operon zeigt ein Bei-
spiel fir andere Strategien der
Genregulation bei £. coli. 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
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Tryptophan vorhanden

e Tryptophan

Corepressor-Komplex .o

bindet an den

Operator

Das ist natUriich véllig logisch,
denn Tryptophan ist das Produkt
des biochemischen Weges, den
das Operon kontrolliert. Wenn
kein Tryptophan vorhanden ist,
werden die Enzyme fUr seine Syn-
these bendtigt, und das Operon
muB transkribiert werden. In Ab-
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keine Transkription
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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 diesern 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 trp-Repressor Tryp-
tophan bindet:

=

e — trp-mMRNA

die Transkription. Tryptophan wirkt
hier als sogenannter Corepres-
sor. Operons dieses Typs be-
zeichnet man als reprimierbar, im
Gegensatz zum lac-Operon und
anderen induzierpbaren Operons.




Ende von Promotor
lact -35 -10
| § ]

Beginn von
lacz - .
ix

CAP-Bindungsstelle Operator

a) Glucose hemmt die CAMP-Synthese

i:q 9
‘O—-P—O—P—O—T—O——CH,
|
o o o
ATP OH OH

b) CAP-cAMP stimuliert die Transkription

CAP-Bindungsstelle

; :
frfi‘l . P acz o Glucose wird
1 t o) zuerst verbraucht
, \
e 7~ Jac-mRNA
CAP-cAMP lacz
0 P e W W

74 0

Glucose
/ hemmt

Adenylyl-
Cyclase

Lactose Glucose
\

niedriger CAMP-Spiegel,
CAP-Stelle frei

zyklisches AMP

P lacZ

"/

fac-mRNA

\ Aktivierung der

Transkription
N —— ———
. lac-mRNA
lac-mRNA —_—
hoher cAMP-Spiegel,

CAP-Stelle besetzt




C - terminale Domane. .
/( Bindung an DNA)

~—— N-terminale

Domane

(Bindungvon -
cAMP und
Bildung des
Dimers )

N
]
t
1
1
)
1
1
1
1
I
]
t
t
!
H
!
I
1
i
i

1

Helix 2

Helix 3



