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Unter der Transkription der genetischen Information versteht man die Ubertragung der ge-
netischen Information von der DNA auf mRNA, die von der DNA-abhingigen RNA-Poly-
merase katalysiert wird. Die Transkription umfaft die Bindung der RNA-Polymerase an die
DNA, die Initiation, die Elongation und die Termination. Am Beispiel von Bakterien und
Bakteriophagen wird gezeigt, daB die Transkription durch ein Wechselspiel von positiven

und negativen Kontrollelementen reguliert wird.

1. Einfiihrung

Bei allen Lebewesen, RNA-Viren ausgenommen, ist die
genetische Information in der DNA niedergelegt. Sie be-
stimmt die Aminosduresequenzen der zelluldren oder vi-
ralen Proteine. Dabei wird die Information nicht direkt
von der DNA an die proteinsynthetisierenden Ribosomen
weitergegeben, sondern die Basensequenz eines der beiden
DNA-Striange. des Lese- oder codogenen Stranges, wird
abschnittweise und fehlerfrei auf ein Mittler-Molekiil, die
Messenger-RNA (mRNA), iibertragen. Dadurch wird die
mRNA ebenfalls Informationstrager. In jedem einzelnen
Informationsabschnitt trigt jeweils nur einer der beiden
DNA-Stringe die Information. Sie wird also asymmetrisch
abgelesen. Zwei Gruppen von ,,Ubersetzern“, die Transfer-
Ribonucleinsduren ({tRNA) und die Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen, ordnen dann an den Ribosomen bestimmten
Basensequenzen der mRNA bestimmte Aminosiduren zu.
Den ersten Schritt der Informationsiibertragung (DNA —
mRNA) nennt man, da der genetische Code beibehalten
wird, Transkription, den zweiten (ImnRNA — Protein) Trans-
lation.

[*] Priv.-Doz. Dr. W. Riiger
Lehrstuhl fiir Biologie der Mikroorganismen, Universitat Bochum
4630 Bochum-Querenburg, Postfach 2148
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Das Enzym, das die Synthese aller RNA an der DNA ka-
talysiert, ist die DNA-abhingige RNA-Polymerase. Die
Transkription eines Genoms wird durch ein Zusammen-
wirken dieser Polymerase mit positiven und negativen
Kontrollelementen, vielfach Proteinen, reguliert. Positive
Kontrollelemente erméglichen die Transkription, negative
verhindern sie. Aufgrund der Regulation liegt je nach Um-
weltbedingungen immer nur ein Teil aller moglichen Tran-
skriptionsprodukte in der Zelle vor.

Im Verlauf der Transkription lassen sich folgende Schritte
unterscheiden:

1. Die Bindung der RNA-Polymerase an die DNA.

2. Die Initiation : Eine Reihe von Ereignissen, die schlieBlich
zur Bildung der ersten Phosphodiesterbindung fiihren.

3. Die Elongation: Die Verlingerung der RNA-Kette
durch Anbau neuer Nucleotide an das wachsende Poly-
nucleotid, nach dem Modell von Watson und Crick kom-
plementir zur Basenfolge des Lesestranges. Zugleich muf3
sich das Enzym am DNA-Strang entlang bewegen, und das
zuletzt angebaute Nucleotid muB von der hypothetischen
Substratbindestelle zur hypothetischen Produktbindestelle
des Enzyms umgelagert werden (Translokation), um die
Bindung neuer Substratmolekiile zu erméglichen (Abb. 1).
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4. Dic Termination: Der AbschiuB der RNA-Synthese
nach der Transkription eines definierten Abschnittes der
genetischen Information. Dicser letzte Schritt schlieBt ein
a) das Erkennen cincs ,.Endsignals™ fur die Transkription
cines Genomabschnittes. b)dic Freigabe des synthetisierten
Polynucleotids aus dem Transkriptionskomplex von DNA,
Enzym. Triphosphaten und RNA und c¢) das Lésen der
RNA-Polymerase von der DNA.

Polymerase

I I
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g
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Abb. 1. RNA-Synthese durch dic DNA-abhangige RNA-Polymerase
an ciner doppelstringigen DNA-Matrize. Oben: Lesestrang. I = Produkt-

bindestelle.  II = Substratbindestelle; A =: Adenin, T = Thymin,
G = Guanin, C=Cytosin, U = Uracil, p = Phosphatrest, pp, = Di-
phosphat.

RNA-Polymerase ist schon aus vielen Organismen isoliert
worden, doch wurde die aus E. coli am weitesten gereinigt
und am intensivsten studiert!* 731,

2. Die DNA-abhiingige RNA-Polymerase

Dic RNA-Polymerase aus E. coli besteht aus mehreren
Untereinheiten. In Gegenwart von Natriumdodecylsulfat
oder Harnstoff lassen sie sich in Polyacrylamidgelen, auch
ohnevorherigereduktive Aufspaltungvon Disulfidbriicken,
elcktrophoretisch trennen. Das Enzym setzt sich aus je
ciner §'- (MG 165000), einer B- (MG 155000) und zwei
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a-Untereinheiten (MG 40000) zusammen!* ) und wird in
dieser Anordnung als Core-Enzym bezeichnet. Eine wei-
tere Untereinheit ist der o-Faktor!®), ein Polypeptid (MG
95000), das eng an das Core-Enzym gebunden ist, aber
wihrend der Transkription abgespalten wird und dann von
einem anderen Molekiil Core-Enzym gebunden werden
kann!"). Dicse Form der Polymerase, (8’ B 2¢)c, wird ,,Ho-
loenzym" genannt. AuBerdem findet man noch eine kleine
Polypeptidkette @ (MG 9000), jedoch ist bisher nicht ent-
schieden, ob dieses Protein eine Enzymkomponente (even-
tuell mit regulativer Wirkung) ist oder eine an das Enzym
gebundene Verunreinigung.

Durch Ultrazentrifugation in Sucrose-Gradienten, in Ge-
genwart von 3 mol/l LiCl oder durch Elektrophorese auf
Celluloseacetat-Blocken lassen sich die Untereinheiten
préparativ trennen. Sie konnen zum aktiven Enzym re-
assoziiert werden. Diesec Technik!® ®! erméglichte es, die
Untereinheiten getrennt zu untersuchen und Riickschliisse
auf ihre Funktion zu ziehen.

Der a-freie Komplex BB’ bindet sich schr stark an Phos-
phatgruppen!®! und an DNA®!, Wird das Holoenzym mit
iiberschiissiger DNA durch Ultrazentrifugation sedimen-
tiert, dann bleibt im Uberstand nur etwas Protein. Da es
lediglich die Polypeptide a und B enthilt, handelt es sich
wahrscheinlich um Enzymmolekiile ohne §'-Unterecinheit,
die nicht an die DNA gebunden werden kénnen. Dieser
Befund, der vergleichsweise hohe isoclektrische Punkt der
B’-Untereinheit (zwischen pH = 8 und 9) und die Reaktion
der f’-Einheit mit Heparin, das die DNA aus einem DNA-
Enzym-Komplex kompetitiv verdrangen kann, lassen ver-
muten, dal die B’-Untercinheit fiir die Bindung des Enzyms
an die DNA verantwortlich ist!*9],

Reassoziiert man die Untereinheiten von Wildtyp-Poly-
merase mit Untercinhciten von Mutanten-Polymerasen,
die resistent sind gegen diec Antibiotika Rifampicin!!'! oder
Streptolydigin! 2!, bewirkt allein der Austausch der B-Un-
tereinheit die Anderung im Resistenzverhalten des Holo-
enzyms'®!, Da Rifampicin die Initiation der RNA-Synthese
hemmt!'3) und Streptolydigin die Translokation!*':!4],
wurde geschlossen, daB die B-Einheit sowohl an der Initi-
ation als auch an der Translokation beteiligt ist. Aulerdem
bindet dic B-Untereinheit das - und o-Polypeptid!* !,

Uber die Funktion der Untereinheit x ist bisher nichts
bekannt. Sicherlich brauchen die Polypeptidketten der
Polymerase. um ihre Funktionen optimal zu erfiillen, eine
bestimmte rdumlichc Anordnung. Vielleicht werden die
beiden kleinen a-Ketten fiir diese Aufgabe benotigt.

Der o-Faktor ist an der Initiation der RNA-Synthese
beteiligt!” und ist eines der Proteine, welche die Transkrip-
tion regulieren. Seine Funktion wird spiter diskutiert.

Die w-Polypeptidkette wurde bisher nicht niher charak-
terisiert.

Die RNA-Polymerasen anderer Bakterien sind, soweit un-
tersucht, dhnlich aufgebaut!'3"*"1. Obwohl das Enzym
erstmals in Zellkernen der Rattenleber nachgewiesen wur-
de!'® sind die RNA-Polymerasen aus héheren Organis-
men noch nicht so gut charakterisiert. Da diesc Enzyme
meist schwer vom Nucleoprotein der Zellen zu trenncn
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und iiberdies wenig stabil sind, ist die Reindarstellung in
geniigenden Mengen sehr viel schwieriger. Die Polymera-
sen der hoheren Organismen bestchen cbenfalls aus meh-
reren Untereinheiten, die sich von denen der bakteriellen
Enzyme aber in der Verteilung der Molekulargewichte
unterscheiden!*® ~ 21,

3. Die Transkription

3.1. Bindung der RNA-Polymerase an die DNA

Die Bindung der RNA-Polymerase an die DNA ist in vitro
schon weniger als 15 s nach Zugabe der Polymerase zur
DNA zu beobachten!??), Sie ist abhiingig von der Ionen-
stdrke und dem pH-Wert. bendtigt aber keine zweiwertigen
Kationen (Mg?') und keine Nucleosidtriphosphate und
erfolgt selbst noch bei 0°C. Bei niedrigen lonenstirken
(1<0.05) ist die Reaktion unspezifisch und reversibel: Die
DNA kann mit Polymerasemolekiilen dicht besetzt wer-
den!?*241_jedoch wird schon gebundenes Enzym wieder
gegen neues Enzym ausgetauscht oder verbindet sich mit
anderen DNA-Molekiilen'?*!. Diesc Reaktionen sind so-
wohlan einzelstringiger alsauch an doppelstrangiger DNA
zu beobachten. Erhéht man die Ionenstdrke (p zwischen
0.1 und 0.2), dann wird die Polymerase von doppelstrin-
giger DNA nur noch an einigen wenigen Stellen gebunden,
d.h. dic Bindung ist wahrscheinlich spezifisch!23. Oberhalb
20°C und in Gegenwart des o-Faktors dissoziiert der
Enzym-DNA-Komplex nicht mehr!'%261; Er ist resistent
gegen die Wirkung von Heparin und Rifampicin!27).

Da freie Polymerase durch Heparin und Rifampicin sofort
inaktiviert wird, beweist die Resistenz des Komplexes, daf3
die Polymerase vom Zeitpunkt der Bindung an die DNA
bis zur Initiation und Synthese der RNA-Kette die DNA
nicht mehr verldfit. Die Bindestellen miissen also nahe an
den ,Startsignalen” fiir die Transkription liegen oder mit
ihnen identisch sein. Diese ,.Startsignale™ werden Promo-
toren genannt; an ihnen beginnt die Transkription eines
Abschnittes der genetischen Information!?®],

Bisher ist nicht geklirt, ob die unspezifische Bindung der
Polymerase an dic DNA nur ein Artefakt der Experimente
in vitro ist, oder ob es sich um cine notwendige Zwischen-
reaktion bei der Suche nach spezifischen Bindungsorten
und bei der Bildung des stabilen Initiationskomplexes
handelt. Kenntnisse iiber die Beschaffenheit dieser Binde-
stellen wiirden wesentlich dazu beitragen. den Vorgang
der Transkription, besonders der Initiation, zu verstchen.

Erkennt die RNA-Polymerase eine Folge von Basen-
sequenzen oder sind dic Promotoren Stellen auf der DNA
mit einer besonderen Sckundéirstruktur? Die charakteri-
stischen Gruppen der vier Basen — die N-1- und die C-6-
Positionen im Falle des Adenin-Thymin-Paares und zu-
sitzlich die C-2-Position im Falle des Guanin-Cytosin-
Paares — sind fir das Enzym schwer zuginglich, weil sie
entweder im Inneren der Doppelhelix licgen (N-1) oder
die Substituenten an der Bildung der Wasserstoffbriicken
beteiligt sind!?®). AuBerdem hilt der Energiegewinn bei der
Stapelung der Basen (stacking free encrgy)**! den Purin-
Pyrimidin-Verband éng geschlossen. Hinzu kommt, daB
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beispielsweise bei der DNA des Phagen T4 a- oder 8-Glu-
cosylreste, dic am 5-Hydroxymethylcytosin sitzen, dic
Basen nach auBen hin weiter abschirmen!®'!, Es ist also
nicht vorstellbar, daB das Enzym ohne Offnung der Helix-
struktur Promoterstellen erkennt, die lediglich durch eine
charakteristische Basenfolge determiniert sind.

In doppelstringiger DNA stehen jedoch Folgen von zehn
und mehr Pyrimidinen auf dem einen DNA-Strang kom-
plementéren Purinen auf dem anderen DNA-Strang gegen-
iiberl32-33), Solche Regionen haben eine andere Sekundir-
struktur als dicjenigen mit durchschnittlicher Basenzusam-
mensetzung!**, Wiirde die RNA-Polymerase diese Regio-
nenals Promotorenerkennen!®%), oderwiirdensolche Regio-
nen von der Polymerase als ,,Hinweis* auf einen nahen
Promoter erkannt, wire gleichzeitig ein zweites Problem
gelost: die Auswahl des codogenen Stranges. In vitro ist
tatsdchlich der pyrimidinreiche Strang der Lesestrang!3-37),

Essind auch andere Vorschldge zur Struktur von Promoter-
regionen gemacht worden!>®: 3%, Letztlich kann diese Frage
aber nur gelost werden, wenn es gelingt, die Promoter-
regionen zu isolieren und zu sequenzieren. Versuche in
mehreren Laboratorien'*” fiihrten aber unter anderem
wegen der geringen Stabilitdt des DNA-Enzym-Komplexes
unter den angewendeten Bedingungen bisher noch nicht
zum Erfolg.

3.2. Initiation der Transkription

Unter dem Begriff Initiation versteht man all die Reaktions-
schritte, die von der Bindung der Polymerase nahe bei oder
an der Promoterregion zur Kondensation der ersten beiden
Ribonucleotid-5'-triphosphate zu einem Dinucleotid fiih-
ren. Das erste Nucleotid, mit dem ein von der RNA-Poly-
merase synthetisiertes mRNA-Molekiil beginnt, ist immer
ein Purin. Die 5'-Triphosphatgruppe des ersten Nucleotides
bleibt erhalten. Das zweite Nucleotid einer mRNA-Kette
ist vorzugsweise ein Pyrimidin!®2]. Die Reaktionen, die zur
Initiation flihren, wurden bisher noch nicht vollig aufge-
klirt, jedoch gibt es eine Reihe von Befunden, die eine Vor-
stellung vom Ablauf der Ereignisse vermitteln:

Native T4-DNA wird nur durch das Holoenzym tran-
skribiert : der o-Faktorist also Voraussetzung fiir die RNA-
Synthese an dieser doppelstringigen DNA!®!, Da einzel-
strangige DNA oderein Polymerausalternierenden Adenyl-
und Thymidylbausteinen!*3- 44 oder auch DNA mit Ein-
zelstrangbriichen!#%! durch das Core-Enzym transkribiert
wird, braucht das Core-Iinzym offenbar einzelstringige
oder teilweise einzelstringige Strukturen, um die Reaktion
zu umgehen, die vom o-Faktor bei der Initiation der
Transkription an doppelstringiger DNA beeinfluBt wird.

Fiir welche Reaktion ist der o-Faktor also verantwortlich?
Durch Untersuchung des Diphosphataustausches!'>"!, ei-
ner weiteren Reaktion, die von der Polymerase katalysiert
wird, wurde gezeigt, daB der o-Faktor irgendwann vor der
Fertigstellung der ersten Phosphodiesterbindung wirkt146],
mit der eigentlichen Synthese der Polynucleotidkette also
nichts zu tun hat. Durch Hybridisationsexperimente
(Abb. 2) wurde nachgewiesen, dafl in Gegenwart des
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o-Faktors nur ganz bestimmte DNA-Regionen tran-
skribiert werden!*”-48. Der o-Faktor muB also eine Aus-
wahl treffen, an welchen Promotoren die Transkription

pA +pppU—pApU + pp,
Polymerisation
pApU + **pp,—pA +**pppU

Phosphorolyse

initiiert wird und an welchen nicht. Da o negativ geladen
ist'*] und selbst keine Affinitit zur DNA hat, ist es unwahr-
scheinlich, daB dieses Polypeptid direkt an der Bindung
des Enzyms an die DNA beteiligt ist. Vielmehr wird ange-
nommen, dafl o die Affinitéit des Enzyms zu allen DNA-
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T=A
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6=C —
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C
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Abb. 2. Die Hybndisationstechnik [41] ist die wichtigste Methode
zur ldentifizierung von Transkriptionsprodukten. Sie beruht auf folgen-
dem Prinzip: Erhitzt man doppelstrdngige DNA. dann [6sen sich die
Wasserstoffbriicken zwischen den Nucleotidpaaren. Das doppelstringige
Molckiil zerfillt in zwei Einzelstrange. LaBt man dicse hitzedenaturierte
DNA langsam abkiihlen, bilden sich wieder DNA-Doppelstrangmole-
kiille aus. Man kann verhindern, daB dic DNA-Einzelstrange reag-
gregieren, indem man sic beispielsweise auf Nitrocellulose-Membran-
fillern (DNA-Filter) fixiert. Inkubicrt man dicse DNA-Filter zusammen
mit radioaktiv markierter mRNA, dann bilden sich DNA-RNA-
Hybridmolekiile aus, vorausgesetzt, die mRNA wurde von der gleichen
DNA transkribiert, die auf den Filtern fixiert ist. Das AusmalB der
Hybridbildung ist an der auf dem Filter nachweisbaren Radioaktivitit
zu erkennen. Das Hybridmolekiil ist stabil. Die Reaktion ist duBerst
cmpfindlich und zeigt ein hohes MaB an Spezifitat.

Regionen, ausgenommen zur Promoterregion!*®), allo-
sterisch reduziert, z. B. durch eine Konformationsanderung
der B-Untereinheit. So kénnte ¢ das Enzym vorzugsweise
an die Promoterregionen ,dirigieren*.
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Die Initiation der RNA-Synthese an einer doppelstriangigen
DNA in vitro schlieBt einen temperaturempfindlichen
Vorgang ein, der bei 37°C schnell, bei 20°C aber nur
zogernd abliauft!3?), Da einerseits die Bindung der Poly-
merase an die DNA in Sekunden erfolgt und durch niedrige
Temperaturen nicht wesentlich behindert wird, anderer-
seits aber keine temperaturbedingte Verzégerung des Syn-
thescbeginns beobachtet wird, wenn die Polymerase einzel-
strdngige DNA transkribiert, kann der temperaturemp-
findliche Vorgang als die lokale Offnung der DNA-Doppel-
helix interpretiert werden. Die Beobachtung, dafl die RNA-
Synthese auch bei 37°C verzogert wird, wenn man die Salz-
konzentration erhéht, spricht fiir diese Interpretation,
denn bekanntlich steigt die Schmelztemperatur doppel-
strdngiger DNA mit zunehmender Salzkonzentration.

Die lokale Offnung der Promoterregion wire die Reaktion,
die bei der Transkription einzelstringiger DNA nicht
notwendig wiirde. Somit kann auch das Core-Enzym
diesc Matrize transkribieren.

Damit gibt es wenigstens zwei Reaktionsschritte im Verlauf
der Initiation der mRNA-Synthese, die vom o-Faktor ka-
talysiert werden konnen. Sein EinfluB auf die Auswahl der
Promotoren ist erwiesen. Dieser Punkt ist fiir die Regu-
lation der Transkription von Bedeutung und wird spéter
noch einmal diskutiert. Die Offnung der Promoterstruktur
als Funktion des o-Faktors bleibt noch zu beweisen:
Obwohl gezeigt werden kann, dal die DNA-Doppelhelix
im Verlauf der Transkription gedffnet wird®!), lieB sich
dieser Vorgang an einem DNA-Enzym-Komplex ohne
Nucleosidtriphosphate bisher nicht messen; vielleicht ist
die Storung der DNA-Struktur durch die Offnung des
Promoters ohne die aktive Transkription zu gering.

Wihrend oder kurz nach der Initiation wird der o-Faktor
aus dem Holoenzym entlassen und kann zusammen mit
cinem anderen Molekiil Core-Enzym die Synthcse einer
neuen RNA-Kette initiieren!”). Das scheint auch in vivo
der Fall zu scin, denn in cinem vorsichtig isolierten Kom-
plex aus DNA und RNA-Polymerase, der gerade tran-
skribiert, wird kein o-Faktor gefunden!®?). Zur Elongation
des Polynucleotids wird der Faktor nicht mehr benétigt!*?!,

Wie kommt es, daB der o-Faktor aus dem Initiationskom-
plex freigesetzt wird? Es ist bekannt, dal dazu wenigstens
eine kurze RNA-Kette, vielleicht aus weniger als sechs
Nucleotiden, synthetisiert werden mu334l, Um diesen Be-
fund zu erklidren, wurde vorgeschlagen, daf der o-Faktor
nahe der Produktbindestelle an das Enzym gebunden ist.
Diese wird im InitiationsprozeB nahe der Promoterregion
in Position gebracht. Wird nun eine RNA-Kette syntheti-
siert und in den Transkriptionskomplex aufgenommen,
kann sich dadurch die sterische Anordnung des Enzyms
entweder rein mechanisch, oder auch induziert durch eine
neue Ladungsverteilung, derart 4ndern, daB der o-Faktor
freigesetzt wird.

Der Ablauf der Ereignisse, die von der freien Polymerase
und DNA iiber die Bindung der beiden Komponenten
schlieBlich zur Initiation fiihren, ist (in Anlehnung an‘'%) in
Abbildung 3 schematisch dargestellt.
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1. E+DNA = E-DWA

>20°C

2. E-DNA + o E*s-DNA®

<129C

3. E*o-DNA® + pppPurin — E*ol—DNA*
pppPurin

4. I?)*ol-DNA* + pppPyrimidin + n (pppX + pppX’)
pppPurin l
E¥-DNA + o

\

pppPupPy(pXpX'ty n + 1 ppa

Abb. 3. Schritt 1. Primirbindung, reversibel; Schritt 2: aktivierter
Komplex, temperaturbedingt reversibel; Schritt 3: Initiationskomplex;
Schritt 4: Initiation. Pu = Purin, Py = Pyrimidin, X, X' = beliebige
Nucleobasen, p = Phosphatrest, pp, = Diphosphat, E = Enzym.

3.3. Elongation

Die Bindung der Polymerase an die DNA ist, wie oben
dargestellt, weitgehend reversibel. Wihrend oder kurz nach
der Initiation wird aber der Transkriptionskomplex, be-
stehend aus DNA, Enzym und nascierender RNA, stabil!3%]
Schon die Fertigstellung einer einzigen Nucleotidbindung
verhindert die Dissoziation des Komplexes, selbst bei
Salzkonzentrationen, dic eine Bindung der freien Poly-
merase an die DNA gar nicht mehr zulassen!*%). Umstritten
ist der Befund, daB allcin die Zugabe der beiden Start-
nucleotid-5'-triphosphate ATP und GTP diese Stabilisie-
rung bewirkt!3”). Die Moglichkeit nidmlich, daB auch ohne
die Pyrimidintriphosphate eine aktive Synthese einsetzt
und einige wenige Bindungen geschlossen werden, ist nicht
auszuschlieBen. Die Stabilisierung des Transkriptions-
komplexes verhindert bis auf Ausnahmen!®8! daB noch
unfertige RNA-Ketten freigesetzt werden, was fiir eine
reibungslose und, im Sinne des Energichaushaltes der
Zellen, 6konomische Weitergabe der Information in vivo
von Bedeutung ist.

Im Gegensatz zum Transkriptionskomplex mit doppel-
strangiger DNA 148t sich dieser Komplex bei der Tran-
skription einzelstrangiger DNA nicht stabilisieren, auch
nicht bei niedriger Salzkonzentration. RNA, die in vitro
an einzelstringiger DNA synthetisiert wird, hat ein nied-
riges Molekulargewicht. Die Sedimentskonstante betragt
nur 5S1*91. Es werden standigneue RNA-K etten initiiert*?!,
ein Hinweis dafiir, daBl die Transkription an einzelstrdn-
giger DNA wahrscheinlich nicht den Verhiltnissen in vivo
entspricht.

Die Synthesegeschwindigkeit von mRNA-Ketten an dop-
pelstringiger DNA in vitro ist abhingig von der Ionen-
stirke, der Substratkonzentration und der Art der DNA.
Fiir T4-DNA wurden bei niedriger Ionenstiarke (u<0.1)
durchschnittliche Zunahmen von 3-17 Nucleotiden pro
Sekunde und RNA-Kette ermittelt!®-6%, Bei hoheren
Ionenstirken (p=0.2) werden 2036 Nucleotide pro Se-
kunde eingebaut!®® 51; dies kommt den in vivo gemessenen
Synthesegeschwindigkeiten von 28 Nucleotiden pro Se-
kunde nahe!®?). Die hoheren Ionenstirken der Versuche in
vitro entsprechen etwa den physiologischen Bedingungen
normal wachsender Zellen!®3), Unterschiede zwischen den
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Synthesegeschwindigkeiten bei niedriger und hoherer
Ionenstirke sind auf eine Produktinhibition zuriickzufiih-

renl®453] deren Wirkungsweise bisher noch nicht geklart
ist(661,

In diesem Zusammenhang wurde die Frage diskutiert, ob
in vivo das Besetzen der nascierenden RNA mit Ribosomen
und eine mit der Transkription gleichzeitig ablaufende
Proteinsynthese die Transkriptionsgeschwindigkeit beein-
flussen konne!®”). Da die mRNA bei der Proteinsynthese
in der 5—3'-Richtung {ibersetzt wird, also in der gleichen
Richtung, in der die Transkription fortschreitet!®®], kénn-
ten die Ribosomen die mRNA schon besetzen, bevor sie
fertig synthetisiert ist. Dadurch wire die mRNA weit-
gehend geschiitzt gegen einen enzymatischen Abbau durch
Ribonuclease, auBerdem wiirde moglicherweise die Pro-
duktinhibition verhindert. Bisher war jedoch nicht zu be-
weisen, daB eine mit der Transkription gekoppelte Trans-
lation die Synthesegeschwindigkeit der mRNA beeinfluit.

3.4. Termination

Wenn der Transkriptionskomplex durch die aktive RNA-
Synthese stabilisiert wird, muB die Frage gestellt werden:
Wie kommt es zur Freigabe von RNA und Enzym, nach-
dem ein Informationsabschnitt transkribiert ist?

Bei hoher Ionenstirke hort die RNA-Synthese nach einer
gewissen Zeit von selbst auf. Der Transkriptionskomplex
dissoziiert, Polymerase und Produkt werden freigesetzt,
die Polymerase kann erneut initiicren!®®). Es ist nicht be-
kannt, ob dazu bestimmte Basensequenzen auf der DNA
erkannt werden miissen. Zwar sind die Transkriptions-
produkte, die unter diesen Bedingungen auftreten, gréBer
(MG 2.2x10°% als die entsprechende mRNA in vivo
(MG 0.2—1.1 x 10%), aber in den meisten Fillen ist die
Base am 3'-Ende des RNA-Produktes ein Uridin!®% 791,
Natiirlich vorkommende 5S- und 23S-RNA enden eben-
falls mit einem Uridinnucleotid. Auch tragen Polyribo-
nucleotidketten, die unter diesen Bedingungen syntheti-
siert werden, genetische Information: Sie eignen sich als
mRNA fiir die zellfreie Proteinsynthese. An ihnen kann
beispielsweise aktives Lysozym dargestellt werden!’!-72),
An mRNA, die unter gleichen Bedingungen von einzel-
striangiger DNA transkribiert wurde, 148t sich kein aktives
Lysozym synthetisieren. Sie enthilt also diese Information
nicht oder nur unvollstandig.

Diese Ergebnisse zeigen, daB bei der Transkription bei
hoher Ionenstirke und an doppelstringiger DNA in vitro
RNA synthetisiert wird, die physiologische Eigenschaften
hat. Mithin kann auch die Termination der Transkription
unter diesen Bedingungen nicht zufillig erfolgen.

Vor einiger Zeit wurde iiber einc andere Form der Termi-
nation berichtet, die durch einen Proteinfaktor bewirkt
wird. Dieser Terminationsfaktor o wird als Tetramer iso-
liert; seine Polypeptidketten haben ein Molekulargewicht
vonca. 50000. nRNA, die in vitro in Gegenwart des p-Fak-
tors synthetisiert wird, hat ein dhnliches Molekulargewicht
wie die entsprechende in vivo gebildete mRNA!3!,
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Der @-Faktor terminiert die mRNA-Synthese auch bei
hoher Salzkonzentration (4 & 0.2) an definierten Stellen("*!
Er wird an RNA!") und auch an DNA gebunden!’¢- 77},
Da reine Priaparationen des g-Faktors die mRNA, dic in
vitro bei hoher Salzkonzentration synthetisiert wurde,
nicht in mRNA-Molekiile von kleinerem Molekularge-
wicht zerlegen, ist es nicht wahrscheinlich, daB der o-Faktor
die Elongation einer mRNA-Kette durch enzymatische
Spaltung an einem auf der mRNA codierten Terminations-
signal beendet. Die einfachste Erklirung flir seine Wir-
kungsweise ist daher, daB er einc spezifische DNA-Sequenz
als Terminationssignal erkennt. Durch Bindung an diese
Stellen konnte er die Fortbewegung der Polymerase auf
dem DNA-Molekiil verhindern und so die Transkription
beenden. Jedoch wurden aufgrund anderer Befunde auch
kompliziertere Hypothesen entwickelt!’®}, die z. B. von der
Annahme ausgehen, daB der o-Faktor einen terniren
Komplex aus DNA, Enzym und RNA erkennt und dessen
Konformation dndert, was zur Termination der Tran-
skription fithren kénnte. Bisher ist nicht bekannt, ob der
o-Faktor nur die RNA aus dem Transkriptionskomplex
entlaBt, oder ob auch die Polymerase als Folge der o-Wir-
kung von der DNA freikommt und dann die Transkription
neuer RNA-Ketten initiieren kann.

4. Die Regulation der Transkription bei
Bakterien

4.1. Reversible Regulationsvorgiinge

Die Bakterienzelle ist in der Lage, ihren Stoffwechsel den
jeweiligen Umweltbedingungen schnell anzupassen. Andert
sich beispielsweise das Angebot angreifbarer Kohlenstoft-
quellen, synthetisiert die Zelle Enzyme, die vorher gar nicht
oder nur in geringen Mengen vorlagen und die es ihr er-
moglichen, die neuen Energiequellen zu verwenden. Im
folgenden soll an einigen Beispielen gezeigt werden, daB
solche Vorginge auf dem Niveau der Transkription regu-
lierbar sind.

1961 formulierten Jacob und Monod’®! eine Theoric,
nach der die Transkription einer Gruppe von Struktur-
genen, die cine Transkriptionseinheit (Operon) bilden,
durch spezifische Molekiile, dic Repressoren, kontrolliert

Polymerase

Repressor

Strukturgene =

. \—y Op.
o Induktormolekul
@ inaktivierter Repressor

2. i
TOCIOONEE O IO I TT
Pr.Op/  Strukturgene —>
inaktivierter Repressor
3 i 5 Polymerase

T T T T
pr. Op. Slruklur-
gene

e ppp” RNA

Abb. 4. Modell zur Transkription eines reprimierbaren Operons. Links:
.i"-Gen codiert fiir den Repressor. Pr. = Promotor, Op. = Operator.
Schritt 1: Repression: Schritt 2: Induktion; Schritt 3: Transkription.
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wird. Die Repressoren, leicht diffundierende Produkte der
Regulatorgene, reagiercn mit dem Operator, einer DNA-
Region des Operons, und blockieren dadurch die Tran-
skription dieser Strukturgene. Der Operator liegt, in Tran-
skriptionsrichtung betrachtet, unmittelbar vor den Struk-
turgenen (Abb. 4). Um die Transkription eines vom
Repressor blockierten Operons zu induzieren, mu83 der
entsprechende Repressor inaktiviert werden. Das geschieht
durch spezifische Metaboliten, die Induktoren. Diese rea-
gieren mit dem Repressor, der dadurch seine Affinitat fiir
die Operatorregion verliert: Das Operon kann transkri-
biert werden. Diese Theorie wurde entwickelt, um die
Regulation des Lactose-(lac-)Operons zu erkldren. Sie hat
sich in genetischen und biochemischen Experimenten in
allen Teilen als korrekt erwiesent®?l,

Untersuchungen ergaben, daB die Promoterregion eng mit
dem Operator gekoppelt ist!3!-32] Es ist gelungen, drei
genetisch definierte Repressoren zu isolieren!®3~8%1 In
allen Fillen handelt es sich um Proteine, die fest an die

entsprechende Operatorregion der DNA binden kon-
nen!86.871,

Im Falle des A-Repressors, der in vivo die lytische Entwick-
lung des Bakteriophagen A reprimiert, fiir den aber bisher
kein niedermolekularer Induktor bekannt ist, wurde nach-
gewiesen, daB er auch in vitro die Transkription ganz be-
stimmter Genabschnitte auf dem Phagengenom verhin-
dert!®®] Er geht dabei eine feste Bindung mit der DNA ein,
ohne sie chemisch zu modifizieren. Wird dieselbe DNA
zuerst in Gegenwart des Repressors transkribiert, dann
durch Phenolbehandlung deproteiniert und erneut tran-
skribiert, aber diesmal ohne Repressor, findet man unter-
schiedliche Produkte: Im ersten Fall fehlt das Transkrip-
tionsprodukt zweier Operonen, die unter der Kontrolle
des betreffenden Repressors stehen, im zweiten Fall werden
auch diese beiden Operonen transkribiert. Wird in diesem
System DNA mit eincm mutativ verinderten Operator
eingesetzt, ist dic Wirkung des Repressors auf die Tran-
skription vermindert. Der Repressor bleibt dagegen ganz
wirkungslos, wenn fur diese Experimentec DNA verwendet
wird, bei der der betreffende Operator durch Kreuzung
gegen den eines verwandten Phagen (. imm*3%) ausge-
tauscht ist.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch in Experimenten mit
dem isolierten lac-Repressor erhalten. Die Transkription
des lac-Operons steht zusitzlich zur negativen Kontrolle
durch den Repressor auch noch unter der positiven Kon-
trolle eines weiteren regulativen Proteins, des CRP-Faktors
(Abkiirzung von cyclic 3': 5'adenosinemonophosphate—
c¢AMP-receptor protein) 8%, In Gegenwart von cAMP wird
der CRP-Faktor an die DNA gebunden. Sowohl cAMP
als auch der CRP-Faktor sind notwendig fiir die Bindung
der RNA-Polymerase an den lac-Promoter’®® und die
asymmetrische Transkription'!! der lac-Region. Gibt man
in ein solches Transkriptionssystem den lac-Repressor,
wird das lac-Operon nicht transkribiert. Wird der lac-Re-
pressor in diesem System aber durch Zugabe des Induktors
IPTG (Abkiirzung von Isopropyl-1-thio-B-b-galaktopyra-
nosid) inaktiviert, dann wird lac-mRNA synthetisiert.

Die Bindungskonstanten zwischen dem lac-Repressor bzw.
dem A-Repressor und ihren Operatoren betragen 2 x 107 !!
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bzw. 7.3x 1072 mol/I1°2°3] dic Bindungskonstante zwi-
schen Polymerase und Promoter betrigt in beiden Féllen
1x107° mol/1°¥, Diese Werte wurden zwar bei unter-
schiedlichen Temperaturen und Salzkonzentrationen er-
mittelt und sind daher nur bedingt vergleichbar, aber sie
zeigen doch, daB die Polymerase den Repressor erst in
etwa 1000-fachem Uberschuf3 aus seiner Bindung mit der
DNA verdringen kann. Dic oben dargestellten Experi-
mente beweisen, daf3 die Bindung des Repressors an den
Operator die Transkription eines Operons verhindert, und
mithin der Repressor cin Protein mit regulativer Wirkung
auf die Transkription ist.

Ein weiteres Beispiel fiir einen reversiblen Regulations-
vorgang auf dem Niveau der Transkription ist der Faktor
yr,. Obwohl die Polymerase die DNA der meisten Phagen
effektiv transkribiert, ist in vitro die Synthese von RNA
an E.-coli-DNA gering. In schnell wachsenden E.-coli-
Zellen steigt der Anteil der ribosomalen RNA (rRNA) bis
auf 40%, der gesamten zelluliren RNA an!®%-%¢!, obwohl
nur 0.2-0.4% des gesamten E.-coli-Genoms rRNA co-
dieren!®*-%71. Dieses MiBverhiltnis lieB vermuten, daB
eine besondere Moglichkeit fiir die Transkription dieser
Gene besteht. Da rRNA in vitro nicht in meBbaren Mengen
synthetisiert wird, gibt es vielleicht einen ,,Effektor", der
die bevorzugte Transkription der rRNA-Gene bewirkt.

Tatsdchlich wurde aus Zellextrakten von E. coli ein Protein-
faktor, ,, isoliert'®®!, der zusammen mit dem Holoenzym
in vitro die Synthese von rRNA stimuliert: In Gegenwart
des y,-Faktors waren 309 der insgesamt synthetisierten
RNA ribosomale RNA. Allerdings ist noch nicht geklart,
ob der y,-Faktor ausschlieBlich die Synthese der rRNA
stimuliert und damit nur die Transkription einer ganz be-
stimmten Klasse von Genen kontrolliert”). Die Aktivitit des
V-Faktors wird durch Guanosin-5'-diphosphat-3'-diphos-
phat (ppGpp) inhibiert!®®), das sich unter bestimmten
restriktiven Wuchsbedingungen in den Zellen anhiuft!!°®!
und auch die Transkription durch E.-coli-Polymerase nega-
tiv beeinfluBt!*°!1,

Sowohl die negative Kontrolle durch die Repressoren als
auch die positive Kontrolle durch Proteinfaktoren wie vy,
erméglichen es der Zelle, schnell und reversibel auf An-
derungen in ihrer Umwelt auf dem Niveau der Transkrip-
tion zu reagieren. Beide Systeme sind keine Ausnahmen.
Eine ganze Reihe induzierbarer, katabolischer Enzym-
systeme sind inzwischen bekannt und genetisch definiert
worden, die dhnlich wie das lac-Operon reguliert werden,
auch wurden schon weitere Proteinfaktoren gefunden und
teilweise charakterisiert, die ebenfalls stimulierend auf die
RNA-Synthese wirken, wie z.B. der M-Faktor!!°%, auf
die hier aber nicht ndher eingegangen werden soll.

4.2. Irreversible Regulationsvorgiinge

Nicht nur reversible Anderungen im Stoffwechsel werden
auf dem Niveau der Transkription reguliert, sondern auch

[*] Wihrend der Drucklegung dieses Aufsatzes wurde dic in Gegenwart
von V, transkribicrte RNA genau analysiert. Diesc Untersuchungen
ergaben keinen Anhaltspunkt fir eine vorzugsweise Transkription von
rRNA [158]. Die Funktion des y,-Faktors muB daher noch weiter unter-
sucht werden.
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solche, die fiir die Zelle irreversibel sind. Ein Beispiel dafiir
ist die Sporulation von Bac. subtilis.

In der Sporulationsphase dieses Organismus treten andere
RNA-Molekiile auf als in der vegetativen Phase!!®3). Auch
fehlen in der sporulierenden Zelle mehrere Enzyme, die in
vegetativen Zellen gefunden werden und umgekehrt!!94- 1031

Folgende genetische Befunde lieBen vermuten, daB3 ein Zu-
sammenhang zwischen der RNA-Polymerase und der Spo-
rulation bestehen muf3:

1. Unter rifampicin-resistenten Mutanten von Bac. subtilis
werden hiufig solche gefunden, die in einem einzigen
Mutationsschritt die Rifampicin-Resistenz erlangen und
die Fihigkeit verlieren, normale Sporen zu bilden!! ¢!,

2. Werden Zellen von Bac. subtilis in der frithen Sporula-
tionsphase mit dem virulenten Phagen ®e infiziert, dann
kann die sporulierende Zelle, im Gegensatz zur vegetativen,
die Phagengene nicht mchr transkribieren. Das Phagen-
genom wird in die Spore eingebaut. Erst bei der Keimung
der Spore beginnen die Transkription der Phagen-DNA
und die Vermehrung des Phagen. Einige sporulationsnega-
tive Mutanten kénnen den Phagen aber noch zu einer Zeit
vermehren, in der schon sporulationscharakteristische
Proteine auftreten!!°7),

Die RNA-Polymerase aus vegetativen Zellen von Bac. sub-
tilis ist, gemessen an ihrem elektrophoretischen Verhalten,
der RNA-Polymerase aus E. coli ahnlich. Fiir ihre Unter-
einheiten wurden daher die entsprechenden Bezeichnungen
ibernommen. Wie die RNA-Polymerase aus E. coli besteht
sie aus je einer - und B-Untereinheit (MG 155000 bzw.
120000), die sich elektrophoretisch voneinander trennen
lassen, zwei gleichen a-Einheiten (MG 45000) und einem
o-Faktor (MG 57000)!!°8~110) Das Holoenzym aus vege-
tativen Zellen, aber nicht das Core-Enzym, transkribiert
®e-DNA in vitro. Hingegen ist die Transkription der
Phagen-DNA mit Polymerase aus sporulierenden Zellen
nicht zu erreichen, auch dann nicht, wenn aus vegetativen
Zellen isolierter o-Faktor zugegeben wird!'!!),

Der Vergleich der beiden Bac.-subtilis-Enzyme zeigte, dal
bei der Polymerase aus sporulierenden Zellen die B-Unter-
einheit ein kleineres Molekulargewicht hat!°®. Bisher ist
nicht sicher, ob die Molekulargewichtsverdnderung durch
eine Modifikation, z.B. eine proteolytische Spaltung, her-
vorgerufen wird, oder ob in der frithen Sporulationsphase
ein neues B-Polypeptid synthetisiert wird, das die p-Einheit
aus dem Enzym der vegetativen Form ersetzt. Da der
o-Faktor aus diesem Enzym zur Transkription der DNA
des Phagen ®e notwendig ist, kénnte die Anderung der
B-Untereinheit die weitere Synthese der .,vegetativen
mRNA* verhindern.

Bei der RNA-Polymerase aus E. coli ist die B-Untereinheit
verantwortlich fiir die Rifampicin-Resistenz und die Bin-
dung des o-Faktors. Ubertriigt man diese Verhiltnisse auf
die RNA-Polymerasen aus vegetativen und sporulierenden
Zellen von Buac. subtilis, sind die Unterschiede im Tran-
skriptionsverhalten zu erkldren: Das Enzym aus sporulie-
renden Zellen mit dem gednderten B-Polypeptid ist mog-
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licherweise nicht mehr in der Lage, den ,.vegetativen o-
Faktor™, der spezifisch die ,,vegetativen Operonen® initiiert,
zu binden. Auch konnte der eingangs erwéhnte Zusammen-
hang zwischen Rifampicin-Resistenz. und Sporulation da-
durch erklirt werden, daB3 die durch Mutation rifampicin-
resistent gewordene B-Untereinheit nicht mehr gegen cine
sporulationsspezifische Untereinheit ausgetauscht oder in
eine solche iiberfithrt werden kann. Ob die Anderung der
B-Untercinheit allein ausreicht, um die Initiationsspezifitit
der Polymerase aus sporulicrenden Zellen zu dndern, oder
ob auBBerdem auch cin neuer o-Faktor auftritt, der mit dem
modifizierten Enzymkern cin neues, sporulationsspezi-
fisches Holoenzym bildet, wird gegenwirtig untersucht.

5. Die Regulation der Transkription bei
Bakteriophagen

5.1. Regulation der Transkription bei T4

T4 gehort zu den groBen und kompliziert gebauten Bak-
teriophagen. Seine DNA ist doppelstrdngig, ihr Molekular-
gewicht liegt bei 1.1 x 108, Sie trigt ca. 70 Gene. Die Funk-
tion einer Reihe dieser Gene ist bekannt!!!2113],

Woerden E.-coli-Bakterien mit T4 infiziert, lduft dic Phagen-
vermehrung bis zur Lyse der Wirtsbakterien und dem Frei-
setzen der T4-Nachkommenschaft in einer geordneten
Aufeinanderfolge von Synthesen ab. Dieser Vermehrungs-
zyklus dauert etwa 20 Minuten. Sofort nach der Infcktion
werden die ,.frithen” Proteine aufgebaut, die fiir das ,,Ab-
schalten* der mRNA- und Proteinsynthese des Wirts-
bakteriums und fiir die phagenspezifische DNA-Synthese
verantwortlich sind!!'#~ 161, Beginnt etwa 5 min nach der
Infektion die Neusynthese von Phagen-DNA, treten vor
allem Strukturproteine der Phagenhiillen auf, die ,.spaten™
Proteine!’! 7). Gleichzcitig 1auft die Neusynthese der ,.frii-
hen® Proteine aus; etwa 10 min nach der Infektion kann
sie nicht mehr nachgewiesen werden!*!81,

Parallel zu den Protein wird auch .friihe® mRNA vor
und ,,spite” mRNA nach dem Einsetzen der DNA-Repli-
kation unterschieden. 98%; der ,,frithen mRNA werden
vom ,l-Strang” der DNA abgelesen, wihrend 809, der
.spiten” mRNA vom r-Strang™ kopiert werden!!'°I'l,
Sowohl die ,frithe” als auch die ,,spidte mRNA lassen
sich in wenigstens je zwei Unterklassen einteilen, ndmlich
die .,vor-friihe* und die ,friithe* mRNA (pre-early, early)"™
cinerseits sowie die ,,quasi-spate” und die ,,spdte” mRNA
(quasi late, late) andererseits!* 2%,

Wodurch unterscheiden sich die vier mRNA-Klassen? Die
Synthese der ,.vor-friihen® mRNA erfolgt selbst dann
noch, wenn dije Bakterien in Gegenwart von Chlor-
amphenicol infiziert werden, also unabhingig von der
phagenspezifischen Proteinsynthesel! 2!). Das Auftreten der

[*] Dic genetische Karte des Phagen T4 wird zirkulir dargestellt. Defi-

nitionsgemiB ist dann der r-Strang derjenige der beiden DNA-Striinge.

der im Uhrzeigersinn abgelesen wird. Entsprechend wird der [-Strang ent-
gegen dem Uhrzeigersinn abgelesen.

[**] In der Literatur sind zwei Nomenklaturen fir die T4-mRNA-
Klassen gebrduchlich. Hier wurde die cinfachere gewihlt, auch wenn
die zitierten Autoren die andere vorziehen.
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frihen* mRNA zwei Minuten nach der Infektion und der
beiden anderen mRNA-Klassen ist dagegen von der pha-
genspezifischen Proteinsynthese abhingig. ,,Quasi-spit™
ist cine mRNA-Klasse, die in geringen Mengen schon kurz
vor dem Beginn der DNA-Replikation auftritt. Die ,,spate*
mRNA wird nur synthetisiert, wenn die DNA-Replikation
schon eingesetzt hat!'??! und wenn das Genprodukt des
Phagengens 55 vorhanden ist!!?3]. Das Genprodukt des
Gens 33 stimulicrt die Synthese der ,,spiten* mRNAI241,

Das sequentielle Auftreten deutlich unterscheidbarer
mRNA-Klassen, parallel zum Auftreten verschiedener
Protcinklassen, lieB erwarten, daB die T4-Vermchrung vor-
wiegend auf dem Niveau der Transkription reguliert wird.
Wic kommt es zu dieser Regulation? In Gegenwart des
o-Faktors synthetisiert die E.-coli-Polymerase ausschlie$3-
lich die Klasse der ,,vor-frithen mRNAU23). Das erklirt,
warum diese mRNA auch ohne dic phagenspezifische
Proteinsynthese synthetisiert wird: Unmittelbar nach der
Infektion transkribiert die E.-col/i-Polymerase mit E.-coli-
a-Faktor eine Reihe von Genen. Der o-Faktor wirkt dabei
als positives Kontrollelement, das der RNA-Polymerase
crlaubt, einen gewissen Teil des T4-Genoms selektiv zu
transkribieren.

Wice werden nun dic anderen Teile des Phagengenoms
transkribiert? Wihrend der gesamten Phagenentwicklung
bleibt die RNA-Polymerase rifampicin-empfindlich!! 26},
Daher wird angenommen, dal wenigstens der Teil der
Polymerase, der fiir den Rifampicin-Phdnotyp des Enzyms
verantwortlich ist, an der Transkription aller T4-mRNA-
Sorten beteiligt ist. Andererseits ist die Transkription der
spater auftretenden mRNA abhingig von der phagen-
spezifischen Proteinsynthese, und das bedeutet, da3 wenig-
stens eine der Komponenten, die fiir dic Transkription
dieser mRNA-Gruppen verantwortlich sind, auf dem
Phagengenom codicrt scin muB. Analog zum o-Faktor,
der sclektiv die Transkription der ,vor-frilhen* mRNA
kontrolliert, kénnten phagencodierte Proteinfaktoren auf-
treten, welche die Initiationsspezifitdt der Polymerase fiir
die Synthese der anderen mRNA-Klassen dndern.

Tatsdchlich wurde ein solcher Proteinfaktor, o™, aus
T4-infizierten Zellen isoliert!*27), Er stimuliert das Core-
Enzym zur Transkription der DNA von T4 und zwei sehr
nahe verwandten Phagen. Dabei wird dic Synthese der-
jenigen mRNA initiiert, die in vivo zwischen 1.75 und 2.5
min nach der Infektion auftritt!! 28],

Was veranlaBt das Core-Enzym, den Faktor ¢ gegen o™*
auszutauschen? Es wire moglich, dal o-Faktoren, die fiir
die weitere Transkription nicht mehr ,.erwiinscht* sind,
inaktiviert werden, sei es durch das Auftreten einer ,,anti-
o-Aktivitdt“['2% oder durch strukturelle Modifikation.
Das o-Protein kann zu einem spéteren Zeitpunkt nach der
Infektion nicht mehr gefunden werden!'*%l. AuBerdem
konnte auch eine Modifikation des Core-Enzyms dazu fiih-
ren, daB seine Affinitdt zum o-Faktor zugunsten von o’ *
vermindert wird: Bald nach der Infektion ist ndmlich cine
Veridnderung im elektrophoretischen Verhalten der x-Kette
zu beobachten!'*'. Sie ist abhiingig von der phagenspezi-
fischen Proteinsynthese!’*2l. Schon zwei Minuten nach der
Infektion ist etwa die Hélfte und nach vier Minuten sind

Angew. Chem. | 84. Jahrg. 1972 [ Nr. 20



alle «-Ketten betroffen. Sie wird nicht, wie man vermuten
konnte, durch die Neusynthese und den Austausch gegen
eine phagencodierte a-Kette bewirkt, sondem durch eine
Anderung des x-Polypeptids der Wirtspolymerase. Dicse
AnderungschlieBt die kovalente Bindung eines 5'-Adenylat-
restes, vermutlich 5'-Adenosinmonophosphat, ein!!?31.

Auch an den anderen Enzymuntereinheiten sind im Verlauf
des Infcktionszyklus Anderungen nachzuweisen: Die
Fingerprints der Peptide, dic man nach tryptischer Spaltung
der Untereinheiten von Polymerase aus uninfizierten oder
T4-infizierten Zellen erhilt, zeigen deutliche Differenzen.
Sie lassen darauf schlieBen, daB die Enzymuntercinheiten
im Laufe des Infektionszyklus durch die Anlagerung ncu
synthetisierten Peptidmaterials modifiziert werden!’®l. An
der B'-Einheit tritt diese Modifikation z.B. zwischen der
10. und der 15. Minute nach der Infektion auf. Sie ist ab-
hingig von der Synthese ,spiter* mRNAU** und wird
deshalb sicher von einem ,,spdten” Protein bewirkt.

Das Auftreten eines phagenspezifischen Proteinfaktors und
die Modifikation des Wirtsenzyms sind aber nicht das
einzige Modell, das die Regulation der Synthese der .frii-
hen* mRNA crkliren kann:

Die Gene fiir die ,,frithe mRNA liegen verstreut zwischen
den Genen der ,,vor-frithen* mRNAI 331, Da beide mRNA-
Klassen vom gleichen DNA-Strang transkribiert wer-
den!''®] kann der Ubergang von der Synthese der ,{riihen*
mRNA auch folgendermaBen erklirt werden!!33!: Beide
mRNA-Klassen sind aufeinem Transkriptionsabschnitt co-
diert. Die Synthese der ,,vor-frithen* mRNA wird durch die
Wirtspolymerase initiiert. Der @-Faktor terminiert dann
die Transkription dieser mRNA an bestimmten Stellen.

Es wurde vorgeschlagen, daf3 die ,,vor-frithe* mRNA unter
anderem die Information zur Synthese eines Antitermina-
tionsfaktors tragt! %), Dieser inaktiviert den g-Faktor, so
daB die Polymerasc zu einem spiteren Zeitpunkt im Infek-
tionszyklus die Transkription zwar immer noch an den
vor-frithen* Promotoren beginnt, dann aber wegen des
inaktivierten p-Faktors {iber die g-spezifischen Termina-
tionssignale hinweg die DNA-Regionen fiir die ..frihe*
mRNA transkribiert. Dieses ..Durchlesen* wird in vitro
beobachtet, wenn der p-Faktor im Transkriptionssystem
fehlt!! 331 Auch in vivo tritt dieser Fall ein, denn die ..frithe”
mRNA wird auf langen mRNA-Molekiilen gefunden, die
unmittelbar nach der Infektion initiiert wurden, also zu
einer Zeit, zu der nur dic ,.vor-friihen” Promotoren er-
kannt werden!*7). Dic Termination dieser groBen Tran-
skriptionseinheiten konnte dann, wic dic Termination in
vitro bei hoher Salzkonzentration, von selbst, d.h. ohne
weitere Terminationsfaktoren, erfolgen. Beide Modelle zur
Regulation der Synthese der ,.frithen* mRNA schlieflen
cinander nicht aus, und experimentelle Befunde sprechen
fiir die Richtigkeit beider Vorstellungen.

Vielleicht gibt es noch weitere Klassen ,friither mRNA,
die sich aber mit den bisher angewendeten Methoden nicht
aufldsen lassen, namlich solche, die nur zusammen mit der
.vor-friihen* mRNA transkribiert werden, nachdem der
Terminationsfaktor inaktiviert wurde, und solche, die ihre
eigenen Promotoren haben und die in Gegenwart von
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modifiziertem Core-Enzym und o'* initiiert werden. Die
erste Klasse wiirde optimal in einer kurzen Zeitspanne
nach der Infektion transkribiert, bis der Enzymkerm modi-
fiziert und der o-Faktor nicht mehr funktionsfihig ist, die
zweite wiirde anschlieBend fiir cine lingere Zeitspanne
transkribiert werden, bis sic durch das Auftreten der
..quasi-spiten* und ..spiaten mRNA abgelost wiirde.

Die .,spite” mRNA wird im allgemeinen nur synthetisiert,
wenn gleichzeitig dic Replikation der DNA stattfindet, das
heiBt, dic Transkription der ,,spiten mRNA ecrfolgt nicht
von der parentalen DNA, und die DNA muB in irgendeiner
Weise ,,kompetent* sein fiir die Transkription der ..spdten™
mRNA. Was macht diese Kompetenz aus? Aufgrund
mehrerer experimenteller Befunde!!**! wird angenommen,
daB Einzelstrangbriiche in der DNA notwendig sind, um
die Transkription der ,spiten mRNA zu ermdéglichen.
Es ist bekannt, daB solche Unterbrechungen in gerade re-
plizierter DNA auftreten!'*®’, Auch wire denkbar, daB
cine Endonucleasc die DNA an spezifischen Stellen spaltet.
Da die ,,spite* mRNA hauptsichlich vom .,r-Strang® der
DNA transkribiert wird, miiBten die Einzelstrangbriiche
auf beiden DNA-Strangen asymmetrisch verteilt sein.

»Spdte® mRNA wird nur in Gegenwart des Gen-55-Pro-
duktes synthetisiert” 4%, Welche Aufgabe hat das Produkt
des Gens 55 bei der Synthese der ,.spiten mRNA?

1. Es konnte sich um einen Proteinfaktor handeln, der es
einem weiter modifizierten Core-Enzym ermdglicht, be-
stimmte Einzelstrangbriiche in der DNA zu erkennen und
dic Transkription der ,,spiten” mRNA zu initiieren. Kiirz-
lich wurde ein neuer Proteinfaktor identifiziert!!34!, der
18 min nach der Infektion von E.-coli-Bakterien mit T4
auftritt. Zusammen mit dem Core-Enzym stimuliert er
die ,.r-Strang"-spezifische Transkription. Ein Zusammen-
hang zwischen dicsem Faktor und dem Gen-55-Produkt
konnte bisher nicht nachgewicsen werden. An der weiteren
Charakterisierung des Faktors wird gearbeitet.

2. Das Gen-55-Produkt konnte direkt mit der DNA reagie-
ren: Durch Bindung an DNA-Regionen mit Einzelstrang-
briichen kénnten Initiationspunkte fiir die Transkription
»spater mRNA geschaffen werden. Diese Vorstellung
steht im Einklang mit der Beobachtung, daB die Modi-
fikation des Core-Enzyms eine erhohte Affinitdt zu
einzelstringiger DNA mit sich bringt!'*!l. Es ist nicht
wahrscheinlich, daf3 das Gen-55-Produkt selbst Einzel-
strangbriiche in der DNA bewirkt und damit die DNA fiir
die Transkription ,,spiter* mRNA kompetent macht!*3®l.

3. Bisher wurde nicht ausgeschlossen, dal das Gen-55-
Produkt eine neue, auf dem Phagengenom codicrte Poly-
merase mit ganz neuen Initiationseigenschaften speziell fiir
die Transkription der ,.spiten™ mRNA ist. Zwar bleibt die
Polymecrase, wie eingangs erwdhnt, im Verlauf des gesam-
ten Infektionszyklus rifampicin-empfindlich, woraus ge-
schlossen wurde, daB wenigstens eine Untereinheit an der
Synthese aller T4-mRNA teilnimmt. Denkbar ist jedoch
auch, daB die Wirtspolymerase wahrend des gesamten
Infektionszyklus aktiv bleiben muB und kontinuierlich
einige .frithe mRNA-Regionen transkribiert, um die
Synthese der ,,spaten“ mRNA-Klassen durch die phagen-
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spezifischc Polymerase aufrechtzuerhalten!'#2l, Im nich-
sten Abschnitt soll gezeigt werden, daB in einem Bakterien-
Phagen-System tatsichlich dic Synthese ciner ncuen Poly-
merase zur Regulation der Phagenentwicklung eingesctzt
wird.

5.2. Regulation der Transkription bei T7 und T3

Die E.-coli-Phagen T7 und T3 gehéren zu den kleineren
T-Phagen. Sie sind nahe verwandt. lhre DNA ist doppel-
strangig. Das Molekulargewicht der T7-DNA betrigt ctwa
2.5x 1071431 Bisher wurden bei T7 19 essenticlle Gene
genetisch lokalisiert!#*'#5) Dic Produkte cincr Reihe
dieser Gene sind bekannt!' 41,

Nach T7-Infektion wird dic Wirts-DNA abgebaut!'*41;
sechs bis sieben Minuten nach der Infektion bei 30 °C wird
nur noch phagenspezifische mRNA gefunden. Das ,,Ab-
schalten” der Wirts-RNA-Synthese steht wahrscheinlich
unter der Kontrolle eines ,.frithen” phagenspezifischen
Proteins®”). Im Gegensatz zur Transkription der T4-DNA
wird bei T7 in vivo alle mRNA nur vom .. r-Strang™ tran-
skribiert. Je nachdem phagenspezifische Proteinsynthese
fiir ihre Transkription nétig ist oder nicht, unterscheidet
man ,.spite” und ..frihe* mRNA!"*7-148] Dic Transkrip-
tion der spdten mRNA erfolgt hier, im Gegensatz zum
T4-System. unabhingig von der DNA-Replikation.

Legt man pro Polypeptid ein durchschnittliches Mole-
kulargewicht von 50000 zugrunde, dann 1aBt sich ab-
schitzen. daB das Phagengenom die Information fiir
héchstens 26 Gene tragen kann. Diese geringe Anzahi lie
erwarten. daB es viclleicht moglich wire, jedes einzelne der
T7-Proteine zu identifizieren und so, da das Genom auch
genetisch gut charakterisiert ist, cinen Einblick in dic Regu-
lation der Entwicklung dieser Phagen zu erhalten. Durch
radioaktive Markierung, Polyacrylamid-Elektrophorese
und anschlieBende Autoradiographie lieBen sich sowohl
die phagenspezifischen Proteine als auch ihre mRNA in
getrennte Banden zerlegen. Beim Versuch, durch Infektion
mit Phagenmutanten, die ein Genprodukt unter ganz be-
stimmten Wuchsbedingungen nicht synthetisieren kénnen
(konditional letale Mutanten), jedem T7-Gen einzelne Pro-
tein- oder mRNA-Banden zuzuordnen, ficl auf, dal dem
Gen Nr. 1 eine besondere. regulative Rolle bei der Tran-
skriptiondes Phagengenoms zukommen muB3: Infiziert man
E.-coli-Baktcrien unter restriktiven Wuchsbedingungen
mit Phagen, die eine solche Mutation im Gen Nr. 1 haben,
wurden jeweils nur drei von zwolf bekannten T7-mRNA-
Banden!**"! und nur drei von 25 bekannten Proteinbanden
gefunden!#®), Bei Infcktion mit Phagenmutanten, dic einc
Mutation in irgendecinem anderen Gen aufwiesen, fehlte
jeweils hochstens nur eine Bande.

Aufgrund einiger anderer experimenteller Befunde und der
Kenntnisse iiber dic Rolle des o-Faktors im E.-coli-T4-
System wurde zunédchst angenommen, dafl das Gen-1-Pro-
dukt ein neuer o-Faktor sei, der die Initiationsspezifitit
der Wirtspolymerase zugunsten der Promotoren fiir die
Transkription der ,.spiten” mRNA 4ndere!* %), Beim Ver-
such, diese T7-spezifische Proteinkomponente im Komplex
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mit dem Wirtsenzym zu isolieren, wurde gefunden, daf3 dic
T7-Komponente selbst eine neue Polymerase ist!!42l, Im
Gegensatz zur E.-coli-Polymerase besteht sie aus nur einer
einzigen Polypeptidkettc vom Molekulargewicht 107000.
Sic transkribiert T7-DNA asymmetrisch und ist verant-
wortlich fiir die Transkription der ,,spiten“ mRNA. Aus
T3-infizierten Zellen wurde ebenfalls eine Polymerase mit
dhnlichem Molekulargewicht (110000) isoliert!! 8151 Im
Unterschied zur E.-coli-Polymerase zeigen T3- und T7-
Polymerase eine hohe DNA-Spezifitit: T7-Polymerase
transkribiert, abgeschen von T3-DNA, ausschlieBlich
T7-DNA, und T3-Polymerase transkribiert nur T3-DNA,
aber keine T7-DNA. Beide Polymerasen werden weder
durch Rifampicin noch durch Streptolydigin inhibiert.
Hohere Salzkonzentrationen, die die Transkription durch
E.-coli-Polymerase stimulieren, inhibieren die T3- und die
T7-Polymerase.

Nach der Entdeckung der T7- und T3-Polymerase wurde
ein neues Modell fiir die positive Kontrolle der Transkrip-
tion dieser Phagengenome entwickelt:

Ein kleiner Anteil der infizierenden DNA wird zunichst
von der E.-coli-Polymerase transkribiert. Im Falle der
T3-DNA findet man bei hoher Salzkonzentration und in
Gegenwart des Terminationsfaktors @ in vitro drei Arten
mRNA-Molekiile!’*), die alle vom ..r-Strang" kopiert
werden. Dic resulticrenden Transkriptionsprodukte cnt-
sprechen der ,.frilhen* T7- bzw. T3-mRNA. Die Uber-
setzung dieser mRNA fiihrt zur Synthese von drei ,,friithen*
Proteinen, der Polymerase und zwei anderen mit bisher
unbekannter Funktion. Die neu synthetisicrte T7-Poly-
merase erkennt die Promotoren fiir die Transkription der
restlichen DNA-Regionen und iibernimmt dann die Syn-
these der ,,spiaten mRNA. In diesem System mul} es also
wenigstens zwei Arten von Promotoren geben!'®2l, In
diesem Zusammenhang mul} erwdhnt werden:

1. Die ,,r-Strange* von T7 und T3 enthalten pyrimidin-
reiche (cytosinreiche) Regionen!' *3!; solche Regionen wer-
den auf dem ,.I-Strang" nicht gefunden.

2. Die E.-coli-Polymerase transkribiert neben ciner Reihe
von DNA-Molekiilen anderer Organismen auch sehr gut
das d(A-T)-Copolymer, aber kaum dGdC!"!. Die T7- und
T3-Polymerasen transkribieren neben der cigenen DNA
nur dGdC, aber nicht das d(A-T)-Copolymer!42-1501,

Zehn Minuten nach der Infektion der E.-coli-Zellen mit
T7 stoppt die Synthese des Gen-1-Proteins!'*®1, Der Phage
trigt also offenbar auch noch die Information fiir ein Pro-
tein, das eine negative Kontrolle auf die Transkription
ausiibt. In welcher Weisc das geschieht, ist bisher nicht
bekannt. Eine Maoglichkeit wire die Modifikation einer
oder mchrerer Untercinheiten der E.-coli-Polymerase
durch eines der spiten Protcine.

6. SchluBbetrachtung

Aus einer Anzah] von Systemen, die sich zum Studium der
Regulation besonders gut cignen, wurden cinige ausge-
wihlt, um dic Moglichkeiten fiir dic Regulation der Tran-
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skription bestimmter Teile der genetischen Information
darzulegen. Es wurden bei weitem nicht alle heute bekann-
ten Daten zu diesem Thema verarbeitet. So konnten hier
zwel weitere, gut untersuchte Systeme nicht erwdahnt wer-
den: Die Regulation der Transkription des E.-coli-Phagen A
(sie wurde schon zusammenfassend dargestellt!3®-1541) ynd
dic Regulation der Transkription des Bac.-subtilis-Phagen
SPO1, die bisher ebenso kompliziert erscheint wie die von
T4, aber noch nicht so gut untersucht ist!!3% 1361,

Es wurde gezeigt, dal3 sowohl die Bakterien-Zelle als auch
die Bakterien-Phagen-Systeme mehrere Moglichkeiten
haben, die Transkription ganzer Gruppen von Genen
»ein-* oder ,abzuschalten”. Das ..Einschalten™ kann er-
folgen

1. durch die Anderung der Initiationsspezifitit des Enzyms,
verursacht durch die Modifikation der Untereinheiten
und/oder durch die Neusynthese von Proteinfaktoren wie
o und ¥, ;

2. durch dic Neusynthese von Antiterminationsfaktoren,
die es der Polymerase ermdglichen, iiber gewisse ,,Stopp-
zeichen“ hinweg neue Gengruppen zu transkribieren und

3. durch die Synthese ciner neuen Polymerase mit einer
anderen Initiationsspezifitit.

Diese Moglichkeiten schlieBen einander nicht aus, sondern
kénnen, da teilwcise mehrcre mRNA-Klassen auftreten,
auch nebencinander vorkommen.

Das ,Abschalten der Transkription von Gengruppen
kann erfolgen

1. durch die Modifikation von Enzymuntereinheiten, die
dazu fiihrten, daB bestimmte Promotoren nicht mehr er-
kannt werden und

2. durch die Synthese von Repressoren, die in der Nihe
einzelner Promotoren an die DNA gebunden werden kon-
nen und dadurch die Transkription des entsprechenden
Genabschnittes verhindern.

Die Proteine, die an der Regulation der Transkription be-
teiligt sind, konnen teilweise durch niedermolekulare
Stoffe, wie der {,-Faktor durch ppGpp oder der lac-Re-
pressor durch Lactose, an ihrer Funktion gehindert werden,
was der Zelle ermdglicht, schnell und reversibel auf An-
derungen der Umweltbedingungen zu reagieren.

Obwohl man heute die Regulation selbst einfacher Systeme
noch nicht vollkommen versteht, lassen die vorhandenen
Daten erkennen, daB durch cin ausgewogenes Zusammen-
spiel von positiven und negativen Kontrollelementen die
Zellfunktionen sehr wirkungsvoll auf dem Niveau der
Transkription reguliert werden konnen.

Diese Arbeit beriicksichtigt die Literatur, die bis Juni 1971
zugénglich war. Ich danke Herrn Prof. Dr. U. Winkler fir
Anregung der Arbeit, und allen, die das Manuskript kritisch
gelesen haben. Auflerdem danke ich Frau A. Horling fiir das
Schreiben der Manuskripte und Frau B. Benninghoven fiir
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das Anfertigen der Zeichnungen. Diese Arbeit wurde durch
eine Beihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft ge-
fordert.
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