Transkription in Eukaryonten -
die Rolle von Transkriptionskemplexen und ihren Komponenten

Von Edgar Wingender* und Klaus H. Seifart

DaB DNA in RNA transkribiert wird, ist eine alte Erkenntnis und als solche Teil des ,,Zen-
tralen Dogmas* der molekularen Genetik. Wie dieser Proze3 jedoch auf die einzelnen Gene
hingelenkt wird, ist bei hoheren Zellen (Eukaryonten) immer noch nicht véllig verstanden.
Die RNA-Polymerasen bediirfen offensichtlich zur Gen-Erkennung einer ganzen Reihe hel-
fender Faktoren (Transkriptionsfaktoren). Diese bilden am Gen zusammen mit dem Enzym
cinen Transkriptionskomplex. Der Aufbau dieser Komplexe beginnt klar zu werden, und
am groBten ist das Wissen {iber die Steuerung der RNA-Polymerase Il1, die fiir die Syn-
these bestimmter kleiner RNA-Molekiile zustindig ist. Wie sehr die Erkenntnisse, die an
diesem System gewonnen wurden, Modellcharakter haben, erweist sich besonders deutlich
in einer Reihe neuester Arbeiten. Ein besonders gut untersuchtes Protein (TFIII A), das ein
positiver Regulator fiir die Expression ribosomaler 5S-RNA ist, hat Struktureigenschaften,
die bisher bei DNA-bindenden Proteinen unbekannt waren. Es zeigt sich immer mehr, daB
die ,,Architektur von TFIII A nicht die einer exotischen Kuriositit ist, sondern wahr-

scheinlich als Beispiel fiir einen generellen Bauplan gesehen werden muf.

1. Einleitung

Um sich die in der Erbsubstanz, der DNA, niedergelegte
Information nutzbar zu machen, iibertrigt die lebende
Zelle sie von den Genen auf RNA; diesen Vorgang nennt
man Transkription. Die regulierte Expression der Gene ist
unter anderem der Schliissel fiir die Differenzierung der
Zellen in einem Zellverband. Die synthetisierte RNA wird
dann ihrer jeweiligen Bestimmung zugefiihrt: Sie wird als
ribosomale RNA (rRNA) in Ribosomen eingebaut, oder
sie wird als Boten-RNA (mRNA) an den Ribosomen in
Proteine ,iibersetzt** (=translatiert), oder sie wird als
tRNA mit aktivierten Aminosiuren beladen und nimmt
dann eine Schliisselstellung in der Proteinbiosynthese ein.
Dariiber hinaus gibt es noch RNA-Molekiile mit sehr spe-
ziellen Aufgaben, auf die zum Teil spiter eingegangen
werden wird.

Wihrend Bakterienzellen {iber nur eine DNA-abhingige
RNA-Polymerase verfiigen, finden sich in pflanzlichen
und tierischen Zellen drei Enzyme dieses Typs, die auf die
Synthese verschiedener RNA-Gruppen spezialisiert sind
und jeweils eigenstindige Transkriptionssysteme darstel-
len. So transkribiert die RNA-Polymerase I (oder A) die
groBen ribosomalen RNA-Molekiile (5.8S-, 18S- und 288-
rRNA), d. h. eigentlich deren gemeinsamen Vorldufer (45S-
RNA), RNA-Polymerase II (oder B) synthetisiert die
mRNA, wihrend RNA-Polymerase 111 (oder C) fir die
Transkription einer Reihe relativ kleiner RNA-Molekiile
zustindig ist. Zu diesen gehdrt hauptsidchlich tRNA, aber
auch die kleinste ribosomale RNA, die 5S-rRNA, sowie
bestimmte virusassoziierte RNAs (z.B. VA, und VA;-
RNA des Adenovirus).
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Allerdings erkennt keine der drei Polymerasen die von
ihr transkribierten Gene direkt, sondern benétigt dazu
Hilfsproteine, sogenannte Transkriptionsfaktoren (TF).
Man kann zwischen Initiations-, Elongations- und Termi-
nationsfaktoren unterscheiden. Da die Initiationsfaktoren
von entscheidender Bedeutung fiir die Regulation der Gen-
expression sind, sollen sie hauptsichlich diskutiert wer-
den. Sie bilden als funktionelle Einheit mit dem Enzym am
Gen einen Transkriptionskomplex. Elektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen prokaryoter Transkriptionskomplexe
wurden bereits vor einigen Jahren vertffentlicht. Ver-
gleichsweise neuen Datums sind jedoch Erkenntnisse liber
den Aufbau und die Bildungsweise eukaryoter Transkrip-
tionskomplexe, die durch die Entwicklung von geeigneten
eukaryoten in-vitro-Systemen mdéglich wurden. Besonders
fortgeschritten sind die Arbeiten iiber Polymerase-111-Sy-
steme, die gegeniiber den anderen Polymerase-Systemen
einige Eigenschaften aufweisen, die die Untersuchungen
vereinfachen: 1. In-vitro-Transkription ergibt ein korrektes
Produkt, d.h. es finden sowohl Initiation als auch Termi-
nation statt. 2. Die Komplexe bleiben iiber mehrere Tran-
skriptionscyclen stabil, es gibt eine effektive Reinitiation
und mithin eine leicht mefibare Produktakkumulation. 3.
In vielen Fillen wird das Produkt nicht ausgeprigt post-
transkriptionell bearbeitet. 4. Die Konzentration an not-
wendigen Transkriptionsfaktoren ist im Vergleich zu den
Polymerase-I1-Systemen relativ hoch. Daher wird im fol-
genden ganz iiberwiegend von Polymerase-I11-Transkrip-
tionskomplexen die Rede sein, wobei zunichst regulatori-
sche Elemente auf DNA- und Proteinebene erdrtert wer-
den sollen, bevor einige funktionelle Eigenschaften der
Komplexe beschrieben werden. In einem kurzen Uberblick
soll dann versucht werden, Erkenntnisse iiber Polymerase-
I- und -I1-Systeme zu referieren, um schliefilich einige sich
abzeichnende, allgemeine Struktureigenschaften genregu-
lierender Proteine aus Eukaryonten zu beschreiben.
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2. Aufbau von
Polymerase-111-Transkriptionskomplexen

2.1. Promotor-Strukturen

Die bekannten, von RNA-Polymerase III transkribierten
Gene (pol-11I-Gene) haben eine ungewdhnliche Eigen-
schaft gemeinsam: Ihre Promotoren befinden sich auf der
DNA nicht vor dem Gen, sondern mitten in ihm. Griindli-
che Untersuchungen an den Genen fiir verschiedene
tRNA-Spezies haben zu einem klaren Bild von der Struk-
tur und Funktion ihrer Promotoren gefiihrt. Man entfernte
dazu Teile der isolierten und klonierten Gene von den En-
den her und ersetzte sie durch bakterielle Vektor-DNA.
AuBerdem ersetzte man einzelne Bereiche innerhalb des
Gens durch Fremd-DNA. Dann untersuchte man die
Transkriptionsfihigkeit dieser Gene: entweder in vivo, in-
dem sie Xenopus-Oocyten mikroinjiziert wurden, oder in

vitro durch Inkubation mit Zellextrakten in Gegenwart ra--

dioaktiv markierter Nucleosidtriphosphate; in jedem Fall
wird in derartigen Experimenten anschlieBend die neusyn-
thetisierte und somit radioaktiv markierte RNA isoliert,
gelelektrophoretisch getrennt und durch Autoradiographie
sichtbar gemacht.

Aus diesen Untersuchungen lernte man, daB bei-
spielsweise im Gen fiir die Initiator-Methionin-tRNA
(tRNA™") die Positionen 1-7 durch beliebige Basen einge-
nommen werden kénnen, ebenso die Positionen ab 73 und
ein Bereich in der Genmitte (14-50); dagegen fiihrten Ver-
dnderungen an den Basen 8-13 oder 51-72 zu einer erheb-
lichen Reduktion der Transkription oder gar zu ihrer voll-
stindigen Ausléschung!'’. Prinzipiell gleiche Ergebnisse er-
hielt man mit anderen tRNA-Genen'?>*. Aus diesen Befun-
den wurde gefolgert, daBB tRNA-Gene einen gespaltenen
Promotor aufweisen, dessen Teile mit Box (oder Block) A
und Box B bezeichnet werden (Abb. 1). Fiir beide Promo-
torteile wurden ,,Konsensus-Sequenzen™ als allgemeine
Polymerase-111-Promotoren abgeleitet (Abb. 1), die inzwi-
schen auch durch chemische Synthese bestitigt werden
konnten®). Die Analyse anderer, von RNA-Polymerase 111
transkribierter Gene zeigte, dal} z. B. die Gene fiir Adeno-
virus VA,- und VA;;-RNA ebenfalls eine solche gespaltene
Promotorstruktur haben®. Die Sequenzen der beiden Bo-
xen gehorchen dem allgemeinen Schema von Abbildung 1.
Ferner fand man, daB dies auch auf Gene der ,,Alu-Fami-
lie** zutrifft, hochrepetitive Sequenzen im menschlichen
Genom (mit Analoga in anderen Spezies), die sich teil-
weise von RNA-Polymerase III in vitro transkribieren las-
sen, deren Funktion in der Zelle aber noch ungeklart ist'.

Eine Sonderstellung nimmt das Gen fiir die ribosomale

Box A Box B

I 1

5S-RNA ein (Abb. 1). Eine Interne Kontrollregion wurde
wiederum durch Deletionsversuche von beiden Enden des
Gens her identifiziert!. Neuere, detailliertere Untersu-
chungen lassen auch hier das Bild eines gespaltenen Pro-
motors entstehen'®%. Sein vorderer Teil ist der Box A der
tRNA-Gene homolog, dagegen zeigt der zweite Block
keine Verwandtschaft mit Box B. Man hat daher fiir ihn
die Bezeichnung Box C eingefiihrt.

Auffillig ist, daB beim 5S-RNA-Gen der Abstand vom
Genanfang zur Box A sehr viel groBer ist als bei den ande-
ren Genen: 50 Basenpaare gegeniiber ca. 10. Versuche mit
Mischkonstrukten, die die drei Boxen in verschiedenen
Kombinationen und unterschiedlichen Abstinden zuein-
ander enthielten, halfen die Funktion dieser Promotorele-
mente bei der Initiation der Transkription aufzukliren!'";
Box A ist offenbar dasjenige Element, von dem aus die
Transkriptions,,maschinerie’ den Startpunkt der RNA-
Synthese miB3t. Box B und Box C dagegen legen fest, ob
zur Synthese ca. 10 bzw. 50 Basenpaare vor Box A mit der
Transkription begonnen werden soll.

AbschlieBend sei noch erwihnt, daB auch Fille berichtet
wurden, in denen 5’-flankierende Sequenzen der pol-I11-
Gene fiir ihre Transkription von essentieller oder modulie-
render Bedeutung sind. Dabei scheint es sich jedoch nicht
um eine generelle Eigenschaft dieser Gene zu handeln!*".

2.2. Gen-Erkennung durch Transkriptionsfaktoren

Inkubiert man gereinigte RNA-Polymerase III mit DNA
in Anwesenheit aller vier Nucleosidtriphosphate, so erhilt
man ein Gemisch véllig willkiirlicher RNA-Produkte: Die
Polymerase initiiert statistisch, unabhingig davon, ob die
eingesetzte DNA definierte Gene enthielt oder nicht!'?,
und terminiert bei einem der auf der DNA folgenden Clu-
ster aus mindestens vier Thymidin-Basen!'". Ersetzt man
jedoch die gereinigte RNA-Polymerase durch einen geeig-
net priparierten Zellextrakt, so findet man in Abhingig-
keit von korrekten Promotorstrukturen auf der eingesetz-
ten DNA ein definiertes Transkript!'>'¥. Offensichtlich
enthilt der Zellextrakt neben der RNA-Polymerase III
noch fiir die spezifische Gen-Erkennung notwendige
Transkriptionsfaktoren (TFIII). Sie lassen sich durch
Fraktionierung iiber Phosphocellulose trennen und werden
entsprechend ihrer Elutionsfolge TF IIIA, TFIIIB und
TFHIC genannt!"®., Nach dem derzeitigen Erkenntnis-
stand sind die Faktoren B und C zur Transkription samtli-
cher pol-111-Gene erforderlich und fiir die meisten auch
hinreichend. Lediglich die Synthese der ribosomalen 5S-
RNA bedarf eines weiteren Faktors, des TFIIT A4,

Abb. 1. Promotorstrukturen fiir RNA-Polyme-
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tRNA rase III. tRNA-Gene haben wie die meisten
anderen pol-111-Gene einen gespaltenen Pro-
motor. Die beiden Boxen (A und B) der Pro-
motoren sind in diesen Genen weitgehend ho-
molog. Die abgeleit, K¢ Seq 1
sind ebenfalls angegeben. Box A findet sich
auch in der Internen Kontrollregion (ICR) des
Gens far die ribosomale 55-RNA wieder, in
dem mindestens zwei Guanin-Reste (G) sowie
eine, Box C genannte, Region ebenfalls zum
Promotor gehéren. Die Ribonucleoside wer-
den durch Ein-Buchstaben-Symboie darge-

stellt (Eur. J. Biochem. 15 (1970) 205).

5S- rRNA
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Box A (Konsensus)
Box B (Konsensus)
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Abb. 2. Das Footprinting 2ur Bestimmung von Protein-Bindungsstellen auf
der DNA geht von einem doppelstrangigen DNA-Fragment aus, das die
mutmaBliche Bindungsregion enthilt und von dem ein Strang an einem Ende
radioaktiv markiert wurde (—se). Statistische Spaltung einer groBen Zahl glei-
cher Fragmente ergibt ein Gemisch kirzerer Bruchstiicke, von denen spiter
nur die radioaktiv markierten, also die eines Stranges, erkannt werden. Sie
unterscheiden sich im Idealfall in ihrer Lange um jeweils ein Nucleotid und
kénnen gelelektrophoretisch getrennt (x = Laufrichtung) sowie autoradiogra-
phisch sichtbar gemacht werden (1). Ist die zu spaltende DNA mit Protein
besetzt (7 ), wird sie an dessen Bindungsort nicht fragmentiert, die entspre-
chenden Spaltprodukte werden nicht gebildet, und im Autoradiogramm tritt
ein ,,Fenster", der Footprint, auf (2).

TFIIIC hat bei der Synthese von tRNA eine dhnliche
Funktion wie TFIII A bei der SS-RNA-Transkription: sie
sind die jeweils primdr generkennenden und -bindenden
Proteine. Zur Analyse der Bindung eines Proteins an spezi-
fische DNA-Sequenzen gibt es mehrere Methoden: An er-
ster Stelle sind die ,,Footprinting*-Experimente zu nennen,
deren Prinzip in Abbildung 2 erldutert ist. Sie werden zu-
meist mit der Endonuclease DNase I durchgefiihrt, in zu-
nehmendem MaBe wird aber auch der Methidiumpropyl-
EDTA-Fe"-Komplex''? als Spaltungsreagens verwendet.
Alternativ kann man einen DNA-Fragment-Protein-Kom-
plex exonucleolytisch (mit Exonuclease 111) von den bei-
den 3'-Enden her bis zur geschiitzten Region abbauen. Aus
der GroBe des Restfragments kann dann auf die Bindungs-
position geschlossen werden. Eine weitere Methode zur
Lokalisierung spezifischer DNA-Protein-Kontakte besteht
darin, die DNA mit einem Modifizierungsreagens zu be-
handeln, in der Regel mit Dimethylsulfat zur Methylierung
der Guanin-Reste oder mit N-Ethyl- N-nitrosoharnstoff zur
Ethylierung der Phosphatgruppen. Man untersucht dann
entweder den EinfluB dieser Modifikationen auf die Bin-
dung des Proteins oder den Schutz der DNA vor der Mo-
difikation durch die Bindung des Proteins. SchlieBlich
kann die Bedeutung einzelner Basen fiir die spezifische
Protein-Bindung durch deren Substitution oder Deletion
mit nachfolgendem Bindungs- oder Funktionstest aufge-
kliart werden.

Fiir den TFIII A fand man mit diesen Methoden, daB er
an die gesamte Interne Kontrollregion des 5S-rRNA-Gens,
also an Box A und C sowie den dazwischenliegenden Be-
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reich, bindet™®; jedoch ist der Schutz dieser Zwischenre-
gion - abgesehen von zwei Guanin-Resten - mdglicher-
weise nur sterisch bedingt!"). Besonders stark sind die
Kontakte im Bereich der Box C!'®l. Die publizierten Ergeb-
nisse beziehen sich ausnahmslos auf den Faktor II1 A aus
den Oocyten von Xenopus laevis, in denen dieses Protein
zugleich eine Vorratsfunktion fiir die SS-RNA wahrnimmt
und 15% des gesamten Zellproteins umfaft!'”. Die Uber-
tragbarkeit z. B. auf den analogen Faktor aus menschlichen
Zellen ist noch nachzuweisen.

Sowohl fiir ein Protein aus Hefe, das vermutlich dem
TFIIIC entspricht, als auch fiir den menschlichen TFIIIC
konnten die Bindungseigenschaften an pol-111-Promoto-
ren in tRNA- und VA-RNA-Genen charakterisiert wer-
den!'®22, Wie bereits bei der Wechselwirkung des TFIITA
mit dem 5S-RNA-Gen beschrieben wurde, schiitzt auch
der Hefe-TFIIIC mitunter den zwischen den Boxen lie-
genden Bereich vor dem Abbau durch DNase 1", Von ei-
nigen Autoren wird ein Modell diskutiert, das eine alter-
nierende Bindung des TFIIIC an Box A und Box B beim
Durchgang der Polymerase wihrend der Transkription
vorsieht?'!, In keinem Fall konnte jedoch bisher eine Ver-
anderung (z. B. Erweiterung) der geschiitzten DNA-Berei-
che durch die nachfolgende Bindung der anderen Fakto-
ren oder der RNA-Polymerase entdeckt werden.

2.3. Bildung der Transkriptionskomplexe

Damit sich an einem pol-III-Gen ein funktioneller
Transkriptionskomplex bilden kann, mufl das Gen zuerst
erkannt werden. Bringt man z. B. das Gen fiir VA-RNA mit
dem entsprechenden Faktor zusammen, bindet er so fest
an den Promotor, daB er nicht auf ein nachtréglich zuge-
setztes tRNA-Gen iibergehen kann: In Anwesenheit der
iibrigen Transkriptionskomponenten (TFI1I B, Polymerase
II1, Nucleosidtriphosphate) wird ausschlieBlich VA-RNA
synthetisiert®> 24, Offensichtlich bildet das VA-RNA-Gen
mit TFIIIC allein bereits einen stabilen Priinitiations-
komplex (Abb. 3). Dagegen bindet dieser Faktor zwar auch
allein an tRNA-Gene, bildet hier aber nur ein metastabiles
Assoziat, aus dem er noch abstrahiert werden kann'®**, Da-
mit sich mit tRNA-Genen ein gegen konkurrierende DNA
stabiler Komplex bildet, ist zusitzlich TF I B erforderlich
(Abb. 3).

Ein metastabiler Komplex bildet sich auch bei der Bin-
dung des TFIII A an das Gen fiir 5S-rRNA. Er wird zu
einem stabilen Komplex durch die Assoziation von
TFIIIC?), Daran kann sich in einem relativ langsamen
ProzeB TF III B anlagern, gefolgt von RNA-Polymerase 111
(Abb. 3)*° Eine der beiden letzten Stufen ist energieab-
hingig, d.h. sie bendtigt ATP. Die TF 111 B-Einbindung in
einen stabilen Transkriptionskomplex fiir 5S-rRNA ist ein
zeitabhiingiger ProzeB3; die Transkription beginnt mit ca.
15-miniitiger Verzégerung!'”. Dagegen startet die Tran-
skription von tRNA und VA-RNA mit einem Extrakt von
Hela-Zellen (spezielle Art menschlicher Krebszellen)
nach neueren Untersuchungen sofort®, Ein Erkldrung fiir
dieses unterschiedliche Verhalten kénnte sein, da3 die fiir
tRNA- und VA-RNA-Synthese erforderlichen Faktoren
TFIII B und TFIIIC als Assoziate mit der RNA-Polyme-
rase III vorliegen kénnen®®®, wihrend die Assoziation von
TFIIT A noch nicht nachgewiesen werden konnte. Mégli-
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Abb. 3. Bildung von Transkriptionskomplexen an den Genen fiir VA-RNA,
tRNA und ribosomaler 55-RNA. Die Schritte der sukzessiven Bindung der
einzelnen Faktoren werden ebenso wie der hypothetische Alternativweg der
Bindung vorgeformter Proteinassoziate (--—-- ) im Text erijutert. TF: Tran-
skriptionsfaktor; pol1ll: RNA-Polymerase 111.

cherweise initiieren und elongieren diese vorgebildeten
Protein-Protein-Assoziate schneller z.B. an tRNA-Genen
als eine Mischung zuvor voneinander isolierter Transkrip-
tionskomponenten (Abb. 3). Dagegen miiten an den 5S-
RNA-Genen TFIII A und ein Polymerasekomplex zusam-
menfinden, ein ProzeB, der Ursache fiir die 5S-spezifische
Verzogerung von ca. 15 Minuten sein konnte.

Noch ungeklirt ist die Funktion der nicht primir DNA-
bindenden Faktoren. Weder gab es bisher einen experi-
mentellen Anhaltspunkt fiir die Rolle, die TFIIIC bei der

Abb. 4. Isolierung von Transkriptionskomple-
xen fiir ribosomale 58-RNA. A) Cytoplasmati-
scher Extrakt aus menschlichen HeLa-Zellen
wurde mit Plasmid-DNA inkubiert, die die
Gene fiir 5S-rRNA enthielt. Der Ansatz wurde
dann auf einen Glyceringradienten (20-45%)
aufgetragen und zentrifugiert. Nach Fraktio-
nierung wurden das Proteinprofil (---e-), die
Gesamtpolymeraseaktivitit in [cpm =counts
per minute] (o—o) und die Fihigkeit zu spezi-
fischer 5S-RNA-Synthese analysiert (—m, siche
B). Der Einschub oben rechts zeigt die
Sedimentationsposition komplexgebundener
(oben) und freier DNA (unten), bestimmt
durch elektrophoretische Analyse auf Agarose-
Gelen, wobei auch die unterschiedliche Migra-
tion freier und gebundener DNA im Gel zu er-
kennen ist (M: freie DNA auf dem oberen Gel
zum Vergleich). B) In den Bahnen 1-10 ist die
Fahigkeit der entsprechenden Fraktionen dar-
gestellt, durch Inkubation mit radioaktiv mar-
kierten Nucleosidtriphosphaten 5S-RNA zu

=
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Protein [mg/ml]
Polymeraseaktivitat

_>
Sedimentation Fraktion

Transkription von 5S-RNA-Genen spielen konnte (etwa
Erkennung der Box A), noch existieren gesicherte Erkennt-
nisse liber die Funktion des TF 111 B. Neuere Untersuchun-
gen ergaben starke Hinweise auf eine TF 111 C-Bindung an
die Box A des Promotors im 5S-RNA-Gen'®”., Vor kurzem
konnte TFIIIB aus Hefe gereinigt und in einigen seiner
molekularen Eigenschaften charakterisiert werden. Er ist
offenbar ein Protein von ca. 60 kDa, doch sind in der Pra-
paration immer auch Proteine mit kleineren Molekularge-
wichten zu erkennen'®®, Méglicherweise ist TF 111 B mit ei-
ner Proteinkinase-Aktivitat verkniipft®®, Einige unserer
Ergebnisse deuten darauf hin, daB zumindest TFIII B kein
einheitliches Protein ist, sondern einer ,,Polymorphie‘‘ un-
terliegt; das gilt moglicherweise auch fiir TFITIC. Uber
die recht gut untersuchten Eigenschaften des TFIII A wird
im Abschnitt 5 berichtet.

3. Eigenschaften von
Polymerase-III-Transkriptionskomplexen

3.1, Isolierung

Aufgrund vielfiltiger Komplikationen bei der Isolierung
und Charakterisierung der einzelnen Transkriptionsfakto-
ren in nativer Form schien es sinnvoll, alternative Strate-
gien zur Untersuchung der Polymerase-1II-Transkriptions-
komponenten zu entwickeln. Es wurde versucht, intakte,
vollstindige Transkriptionskomplexe zu isolieren, funktio-
nell zu charakterisieren und ihre Zusammensetzung zu be-
stimmen.

Die Isolierung funktioneller Transkriptionskomplexe
wurde erreicht durch Zentrifugieren ganzer in-vitro-Tran-
skriptionsansitze iiber Glyceringradienten. Sowohl an den
Genen fiir 5S-rRNA? (Abb. 4) als auch fiir tRNA oder
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synthetisieren. Die Transkripte wurden iber 1
ein Polyacrylamid-Gel getrennt und durch Au-

toradiographie sichtbar gemacht. Die Position

der 58-RNA ist angegeben, die Banden in den

Fraktionen 2 und 3 sind nichttranskriptiven

Ursprungs. Die Bande in den Fraktionen 7-9 B)

ist hingegen auf von RNA-Polymerase 111 er-

zeugte 5S-RNA zuriickzufthren, da sie bei In-

hibierung der Polymerase durch Zugabe von

200 ug/mL des Pilzgifts a-Amanitin nicht be-

obachtet wird (Bahnen 11 und 12). GemiB

Bahn 13 entsteht ohne DNA in der Vorinkuba-

tion kein spezifisches Transkript; dieses ist

auch durch nachtriigliche DNA-Zugabe nicht

2u erzeugen (Bahn 14). 55=
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VA-RNAP*3% konnten inzwischen alle erfordertichen
Komponenten als Komplexe isoliert werden. Kinetik-Un-
tersuchungen mit diesem Material zeigten, daB3 alle RNA-
Synthesen ohne Verzogerung starteten, dal also auch die
5S8-RNA-Transkription keine ,lag-“Phase mehr auf-
wies!?L

Aufler iiber Glyceringradienten-Zentrifugation konnten
diese Komplexe auch gelelektrophoretisch® isoliert wer-
den. Nach diesem Verfahren isolierte Polymerase-11-Kom-
plexe®®"! waren zwar nicht mehr aktiv, doch lieB sich an ih-
nen als sogenannten terniren Komplexen noch die naszie-
rende RNA nachweisen. Dagegen sind die pol-111-Kom-
plexe nach Isolierung noch aktiv, enthalten aber keine
nachweisbaren Mengen an Transkript®.. Dieses wird an-
scheinend rasch als ein Nucleoprotein-Partikel entlassen,
wie zumindest im Falle der 5S-RNA gezeigt werden
konntel*?],

3.2. Stabilitiit von Transkriptionskomplexen

Einen ersten Hinweis auf die Art der Wechselwirkun-
gen, die einen Transkriptionskomplex zusammenhalten,
kann die Stabilitit gegeniiber erhohten Ionenstirken lie-
fern. Hier ist der Vergleich mit anderen, gut untersuchten
DNA-Protein-Komplexen wie etwa den Nucleosomen in-
struktiv. Diese Assoziate werden hauptsichlich durch Salz-
briicken zwischen den Phosphatgruppen der DNA und
den basischen Aminosdureresten der Histone, hauptsiich-
lich Arginin- und Lysin-Seitenketten, zusammengehalten;
die stabilsten dieser Bindungen, das sind die zwischen den
Histonen H3 und H4 und der DNA, werden durch Salz-
konzentrationen von etwas iiber 1M NaCl aufgebro-
chen!*324,

Sowohl firr 5S-RNA- als auch fiir tRNA-Transkriptions-
komplexe konnten wir Salzstabilititen nachweisen, die die
von Nucleosomen bei weitem iibertreffen?*3%, Die ent-
sprechenden Experimente sind in Abbildung 5 erldutert;
mit ihnen wurde das ,,Umsatteln‘ von Transkriptionskom-
ponenten aus Komplexen auf kompetierende freie Gene
oder Teilkomplexe getestet. Es zeigte sich, daB alle unter-
suchten Transkriptionskomplexe bis mindestens 1 M KCI
stabil sind und lediglich die Polymerase reversibel entlas-
sen'?’. Die Komplexe fiir 58-RNA und tRNA kénnen so-
gar KCIl-Konzentrationen von 2.5 M und mehr ausgesetzt
werden, ohne da3 der Verlust einzelner Transkriptionsfak-
toren zu beobachten ist. Diese Eigenschaft zeigt an, daB
die in Transkriptionskomplexen wirksamen Wechselwir-
kungen hochspezifisch sind und iiber ionische Bindungen
zwischen basischen Aminosduren und dem Phosphatgeriist
der DNA hinausgehen miissen.

Die ausgeprigte Stabilitit der Transkriptionskomplexe
gegeniiber hohen Ionenstirken ermutigte dann auch zu
dem Versuch, die Komplexe durch Gleichgewichtszentri-
fugation tber Caesiumsulfat-Gradienten zu reinigen. Da-
bei dissoziiert erwartungsgemiB die RNA-Polymerase von
allen untersuchten Komplexen ab, wihrend die Transkrip-
tionsfaktoren teilweise am jeweiligen Gen bleiben'?*l. Die
so gereinigten Teilkomplexe sind nach Zugabe von RNA-
Polymerase 111 aktiv und kénnen analysiert sowie elektro-
nenmikroskopisch untersucht werden. Diese Experimente
sind noch nicht abgeschlossen.
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Abb. 5. Stabilitit von Transkriptionskomplexen gegeniiber hohen lonenstir-
ken. An beispielsweise einem VA-RNA-Gen (schwarz) gebildete und isolierte
Transkriptionskomplexe werden auf eine hohe Salzkonzentration (z.B. I'm
KC!) eingestellt und mit einem funktionell dquivalenten, strukturell unter-
schiedlichen Gen (z.B. fiir tRNA, hier schraffiert dargestelit) vermischt (a),
das auch mit TFITIC (b) oder TFIIIC + TFIIIB (c) beladen sein kann.
AnschlieBend wird gegen niedrige Ionenstirke zuriickdialysiert, mit den vier
Nucleosidtriphosphaten (NTP) versetzt und auf Transkription getestet. In je-
dem Fall wird RNA vom ersten Gen synthetisiert (schwarz). Das zweite Gen
jedoch wird nur erkannt, wenn es mit den erforderlichen Transkriptionsfak-
toren besetzt ist (c): Die RNA-Polymerase kann bei h8heren lonenstirken
Lumsatteln'

4. Transkriptionsfaktoren der anderen
RNA-Polymerasen

4.1. RNA-Polymerase 1

Die RNA-Polymerase I transkribiert das Gen fiir die
45S8-RNA, den Vorldufer der groBeren ribosomalen RNA-
Molekiile; dieser Vorldufer wird dann zu reifer 5.8S-, 18S-
und 28S-rRNA prozessiert. Dies bedeutet, daBl die RNA-
Polymerase 1 ausschlieBlich fiir die Transkription einer
einzigen, wenn auch mehrfach repetierten Transkriptions-
einheit zustindig ist. Obwohl sie also nur einen Promotor
erkennen muf, braucht sie dazu wie alle anderen RNA-
Polymerasen die Hilfe von Transkriptionsfaktoren.

Die Promotorstrukturen, die von diesen Faktoren er-
kannt werden, sind inzwischen mit den in Abschnitt 2.1 be-
schriebenen Methoden fiir eine Reihe von Organismen
aufgeklidrt worden. Im Gegensatz zu den Polymerase-III-
Promotoren gibt es hier jedoch zwischen den Spezies gro-
Bere Unterschiede, die deren biologischen Verwandt-
schaftsgrad widerspiegeln (Ubersicht siehe P¢!). Vereinfa-
chend kann man sagen, daB die Promotorstrukturen fiir
RNA-Polymerase I innerhalb der 40 Basenpaare liegen,
die sich ,,stromaufwirts* von den rRNA-Genen befinden
und moglicherweise einige Basenpaare in die transkri-
bierte Region hineinreichen. Innerhalb dieses Blocks kann
man weiter differenzieren in Sequenzen, deren Deletion
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nur eine Reduktion der Transkriptionseffizienz bewirkt,
und solche, die absolut unentbehrlich sind®*"!; schlielich
findet man hochkonserviert Thymidin in Position — 1 und
Guanin in Position — 16 vor dem Gen, so daf} eine beson-
dere Bedeutung dieser Basen angenommen werden darf.
Auflerhalb dieses Bereichs gibt es noch ein bislang weit
weniger gut untersuchtes ,,Upstream Element‘ etwa von
Position —40 bis — 169, das anscheinend in der Lage ist,
die Transkriptionseffizienz zu modulieren!®®!,

Entsprechend der evolutiondren Divergenz der Promo-
torstrukturen der rRNA-Gene unterscheidet sich auch der
an sie bindende Transkriptionsfaktor, der Transkriptions-
initiationsfaktor(TIF)-1 B®%); er ist nur zwischen vergleichs-
weise eng verwandten Spezies austauschbar, z. B. zwischen
Ratte und Maus®®. Inzwischen wurde dieser Faktor, der
den Muaus-rRNA-Promotor erkennt, aus Ehrlich-Ascites-
Zellen rein isoliert, und sein Bindungsort wurde durch
Verdauung mit Exonuclease III auf die Positionen —21
bis —7 eingegrenzt’®”). Das analoge Protein aus Acantha-
moeba castellanii schiitzt dagegen die Region von — 69 bis
—12 des homologen rRNA-Gens vor dem Abbau durch
DNase I (vgl. Abschnitt 2.1 und Abb. 2)*°), In diesem Sy-
stem ist besonders bemerkenswert, daf3 erstmals auch die
nachfolgende Bindung der RNA-Polymerase im Footprint-
Experiment sichtbar gemacht werden konnte: Der ge-
schiitzte Bereich dehnt sich dann bis Position + 20 aus, ein
Befund, der allein mit gereinigter Polymerase I nicht zu
beobachten ist™%,

AuBer TIF-IB ist noch ein zweiter Transkriptionsfaktor
zur rTRNA-Synthese erforderlich, TIF-IA (von anderen
Autoren TFIC genannt)®". Er ist eng mit der Polymerase I
assoziiert und zeigt keine DNA-bindenden Eigenschaften.
Seine Konzentration in der Zelle veridndert sich stark mit
deren physiologischem Zustand. So enthalten Zellen im
Ruhezustand keine auffindbaren Mengen an TIF-I1 A, Ex-
trakte aus diesen Zellen sind dementsprechend transkrip-
tionsinaktiv; durch Zugabe von aus exponentiell wachsen-
den Zellen isoliertem Transkriptionsfaktor konnen sie je-
doch wieder zur rRNA-Synthese befiihigt werden®'.
Wabhrscheinlich sind nur faktorassoziierte Enzymmole-
kiile in der Lage, mit TIF-1B und dem Gen in Wechselwir-
kung zu treten und einen Transkriptionskomplex aufzu-
bauen. Auch hier zeigt sich wieder, wie schon im pol-III-
System (Abschnitt 2.3), die Bedeutung der Protein-Protein-
Wechselwirkung fiir die Bildung von Transkriptionskom-
plexen.

Auch Transkriptionskomplexe von RNA-Polymerase I
wurden inzwischen nachgewiesen*” und durch Ultrazen-
trifugation dhnlich wie in Abschnitt 3.1 beschrieben iso-
liert"’!. 1hre Eigenschaften, z. B. Stabilitdt gegeniiber kom-
petierenden Genen oder erhdhter lonenstirke, entspre-
chen denen der pol-11I-Komplexe. Aus ihrer Zusammen-
setzung konnten Hinweise darauf entnommen werden, ob
z.B. die modulierenden Sequenzen weiter ,;stromauf*
noch mit Faktoren belegt sind. Zu denken wire in diesem
Zusammenhang etwa an Glucocorticoid-Rezeptoren, da
mit einigen Steroidhormonen die rRNA-Synthese stimu-
liert werden konnte; dieser Effekt ist moglicherweise mit
einer gesteigerten Zellteilungsrate gekoppelt***L AuBer-
dem werden im fraglichen Bereich Sequenzen gefunden,
die den bekannten Rezeptorbindungsstellen vor Struktur-
Genen homolog sind (vgl. Abschnitt 4.2)1%),
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4.2. RNA-Polymerase II

Wihrend die Polymerase-I- und -111-Systeme und deren
Regulationen einigermaflen leicht iiberschaubar sind, fin-
det man bei der RNA-Polymerase II erheblich komplizier-
tere Verhiltnisse. Das ist verstindlich, da dieses Enzym die
groBe Zahl der proteincodierenden Gene transkribiert, die
etwa wihrend der Zelldifferenzierung sehr subtilen Regu-
lationsprogrammen unterliegen. Dementsprechend scheint
es heute so, als ob es zu jeder sich abzeichnenden Regel
auch gleich wieder Ausnahmen gibe.

Fiir eine detailliertere Beschreibung der Promotorstruk-
turen bei Struktur-Genen sei auf Ubersichten verwie-
sen!*"*®. Vereinfachend soll hier festgehalten werden: Ca.
30 Basenpaare stromaufwirts vom Transkriptionsstart fin-
det sich die ,,TATA-Box* (TATA%A%), und noch weiter
stromaufwirts haben viele Gene eine weitere homologe
Region, die ,,CAAT-Box* (GG$CAATCT). Noch sehr
viel weiter vor dem Transkriptionsstartpunkt kénnen wei-
tere modulierende/aktivierende und regulierende Sequen-
zen liegen, darunter die Enhancer. Letztere Giben ihren sti-
mulierenden EinfluB sogar noch aus, wenn sie sich strom-
abwirts vom Gen auf der DNA oder in umgekehrter
Orientierung zum Gen befinden. Nach heutigem Erkennt-
nisstand sind die Enhancer fiir die Bindung von spezies-,
zell- oder genspezifischen Faktoren verantwortlich. Gegen-
laufig zu ihnen wirken Silencer®” oder Dehancer'”, auf
deren Charakterisierung hier nicht weiter eingegangen
werden kann. Als eine interessante, aber in ihrer Bedeu-
tung noch unverstandene Beobachtung sei lediglich er-
wihnt, daB8 viele der bekannten Enhancer Sequenzen ent-
halten, die Homologien zu den beschriebenen Polymerase-
[11-Promotoren (Box A und Box B) aufweisen®'l.

Weiterhin wird das Bild der Polymerase-II-Kontrolle
dadurch kompliziert, daB viele Gene hormonell reguliert
werden. Auch dazu gibt es wieder besondere Sequenzen,
auf die spéter in diesem Abschnitt im Zusammenhang mit
den an diese Sequenzen bindenden Hormon-Rezeptoren
eingegangen werden soll.

Das Mosaik der pol-I1I-Transkriptionsfaktoren erscheint
noch recht fragmentarisch, da es stark vom untersuchten
System abhingt. Es kann daher nur exemplarisch beschrie-
ben werden. Mit die ersten systematischen Untersuchun-
gen iiber Polymerase-II-Transkriptionsfaktoren (TFII)
wurden in der Gruppe von Roeder nach einem Verfahren
vorgenommen'®?, das dem in Abschnitt 2.2 fiir RNA-Poly-
merase III und ihre Faktoren beschriebenen prinzipiell
entsprach: Ein transkriptionsaktiver Zellextrakt (aus
HeLa-Zellen) wird iiber Phosphocellulose und zum Teil
weitere Sdulen fraktioniert und durch Rekombination das
Transkriptionssystem rekonstituiert.

Diese Untersuchungen wurden am spiaten Hauptpromo-
tor von Adenovirus 2 (AdML) vorgenommen. Dabei wur-
den mindestens drei Faktoren gefunden, die zur Transkrip-
tion der von diesem Promotor kontrollierten Gene notwen-
dig sind: TFIIB, TFIID und TFIIE®?. Ferner gibt es
noch einen ,,Upstream Sequence Binding Factor* (USF),
der spezifisch an weiter stromaufwirts liegende Sequenzen
bindet und die AdML-Transkription stark stimuliert™’.
Auf die Funktionsweise von TFII B und TFIIE gibt es bis-
her noch keine Hinweise. Ob ihnen einige der von anderen
Autoren beschriebenen, generellen Transkriptionsfaktoren
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(z.B. ,,A-Faktor*®;  Sp 2*15%}) entsprechen, bleibt noch zu
klaren. Beide Faktoren, insbesondere TFIIE, kénnen mit
der RNA-Polymerase Il assoziiert sein.

TFIID scheint identisch zu sein mit dem TATA-Box-
bindenden Protein'®®*"). Footprint-Versuche mit dem Me-
thidiumpropyl-EDTA - Fe''-Komplex zeigten eine Bindung
des TFIID an ca. 10 Basenpaare um die TATA-Box"*.
Das diesem Faktor moéglicherweise analoge Protein aus
Drosophila (,,B-Faktor*‘) schiitzt eine 65-Basenpaar-Region
um die TATA-Box der Histon-H3- und -H4-Gene sowie
des Actin-5C-Gens vor dem Abbau durch DNase [P+
Interessanterweise wird dieser TATA-Box-bindende Fak-
tor im Fall der Hitzeschock-Proteine entbehrlich: Zu ihrer
Transkription geniigen der A-Faktor und ein spezieller
Hitzeschock-Transkriptionsfaktor (HSTF), der an eine Re-
gion bindet, die unmittelbar stromaufwirts von der durch
das TATA-bindende Protein geschiitzten Sequenz liegt™™®
er wird also nicht durch die Bindung des B-Faktors beein-
fluit. Tatsichlich kann die simultane Bindung beider Pro-
teine gezeigt werden, doch ist der B-Faktor anscheinend
funktionslos. Andererseits ist der HSTF an den Histon-Ge-
nen (fiir H3 und H4) und dem Actin-5C-Gen inaktivi®],
Offenbar handelt es sich daher bei HSTF nicht um einen
generellen Faktor, sondern um ein spezifisches Regulator-
protein mit Bindungsaffinitit an stromauf liegende, akti-
vierende Sequenzen.

Ein anderes Protein mit speziellem Bindungsort ist Sp1,
ein zelluldrer Faktor, durch den spezifisch einige virale
Promotoren, z.B. die frilhen Promotoren von SV40 und
dem BK-Virus oder der Promotor des Thymidinkinase-
Gens vom Herpes-simplex-Virus (HSV TK), aktiviert wer-
den®. Es konnte aber auch eine Bindung von Sp1 an zel-
luldre Promotoren nachgewiesen werden. Das den von ihm
erkannten DNA-Sequenzen gemeinsame Motiv st
GGGCGG; diese Basenfolge erscheint meist mehrfach
hintereinander, ihre Orientierung zum Transkriptionsstart-
punkt ist jedoch ohne Bedeutung. Vor kurzem konnte auch
gezeigt werden, daB Spl den Promotor des AIDS-Retrovi-
rus aktiviert!®,

Ein weiteres Beispiel fiir einen positiv regulatorischen
Faktor ist das Produkt des GAL4-Gens der Hefe (Saccha-
romyces cerevisiae), das an die UAS (,,upstream activating
sequences‘‘) einiger Galactose-induzierbarer Gene iiber ein
bis vier Bindungsstellen bindet®'), Paarweise auftretende
Bindungsstellen haben die hdchste Bindungsaffinitit,
wenn der Abstand zwischen ihnen 82-87 Basenpaare be-
trigt. Diese positive Regulation kann durch eine negative
iberdeckt werden, die auf das Produkt des GALS80-
Gens zuriickzufiihren ist und besonders effektiv an den
dimeren Bindungsstellen fiir den Transkriptionsaktivator
wirkt.

An dieser Stelle sei als Einschub eine MutmaBung tiber
den Funktionsmechanismus bestimmter Transkriptions-
faktoren erwdhnt: Nachdem Di Mauro et al. zeigen konn-
ten, daB sogar gereinigte RNA-Polymerase II eine Reihe
von Hefe-Promotoren, darunter die regulatorischen Se-
quenzen der GALI- bis GAL10-Gene oder des Alkoholde-
hydrogenase-2-Gens (ADH2) erkennen kann, wenn diese
nur in eine optimale topologische Konformation gebracht
werden!®?, konnten sie kiirzlich die Bildung einzelstringi-
ger Bereiche gerade in regulatorischen Regionen nachwei-
sen'®], Die Einstellung einer fiir die Transkription geeigne-
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ten DNA-Topologie scheint eine der Aufgaben von Tran-
skriptionsfaktoren zu sein.

Als letzter Punkt sei noch kurz die hormoninduzierte
Gen-Regulation angesprochen, die ebenfalls eine zumeist
positive Regulation ist. Besonders gut untersucht wurde in
den letzten Jahren der Wirkungsmechanismus der Steroid-
hormone: Sie binden im Cytoplasma der Zielzelle an ,,ih-
ren‘ Rezeptor, der Hormon-Rezeptor-Komplex erkennt
dann am Chromatin regulatorische Sequenzen, bindet an
sie und aktiviert das betreffende Gen. Die Rezeptoren kén-
nen somit ebenfalls als Transkriptionsfaktoren betrachtet
werden. Beispielsweise wurden inzwischen die Bindungs-
regionen und -sequenzen des Glucocorticoid-Rezeptors in
den 5'-flankierenden Bereichen einiger Gene mit den be-
reits beschriebenen Methoden (z. B. Deletionen, Footprint-
Experimente) ermittelt: Sie liegen stromaufwirts bestimm-
ter Gene des MMTV (mouse mamma tumor virus)*¥, des
Uteroglobin-Gens!®*, der Lysozym-Gene des Huhns!*®! so-
wie der Metallothionein-Gene®”, Letztere verfligen inter-
essanterweise noch liber eine weitere, unabhingige Induk-
tionsmoglichkeit: In ihrer Kontrollregion finden sich me-
tallresponsive Elemente, iiber die eine groBere Konzentra-
tion an Metall-Ionen in der Zelle die Transkription anregt.
Ferner sind unter anderem die Bindungsorte des Progeste-
ron-Rezeptors vor den Genen fiir Lysozym®® und Ovalbu-
min'* sowie des Ostrogen-Rezeptors vor den Vitellogenin-
Genen'® (alle vom Huhn) bekannt.

Inzwischen wurden auch Methoden entwickelt, mit de-
nen intakte Transkriptionskomplexe fiir RNA-Polymerase-
I1-Systeme isoliert werden konnten. Sie umfassen teilweise
elektrophoretische Verfahren®'! oder auch die bereits be-
schriebenen Zentrifugationsprotokolle!*!! (siche Abschnitt
3.1). Doch konnte noch in keinem Fall die Reinigung so
weit vorangetriecben werden, daB es moglich geworden
wire, die Zusammensetzung dieser Komplexe aufzukli-
ren.

5. Strukturelle Eigenschaften von
Transkriptionsfaktoren

5.1. Struktur des TFIII A

TFIIIA benétigt zur Erkennung der 5S-RNA-Gene
Zink-lonen als Cofaktoren. Nachgewiesen wurde dies zu-
nichst in Footprint-Experimenten mit dem Xenopus-Fak-
tor A%, Spiter konnte gezeigt werden, daB auch die Funk-
tion des menschlichen A-Faktors zinkabhingig ist®¥.

Etwa zur gleichen Zeit wurde die cDNA des TFIII A se-
quenziert, so dafl seine Aminosiure-Sequenz bekannt
war”'!: Er ist ein basisches Protein aus 344 Aminosiuren.
Die computergestiitzte Analyse dieser Primirstruktur er-
gab, dafl TFIITA vom N-Terminus her aus neun Wieder-
holungen eines Motivs besteht!’?, und auch die restliche,
C-terminale Sequenz kann man sich aus drei degenerierten
Einheiten desselben Strukturelements zusammengesetzt
vorstellen!?.. Dieses Motiv zeigt vor allem eine konstante
Anordnung von paarweise auftretenden Cystein- und Hi-
stidin-Resten (Abb. 6), von denen angenommen wird, daf3
je zwei in tetraedrischer Koordination ein Zink-lon bin-
den. Die dazwischenliegende Sequenz aus in der Regel
zwolf Aminosduren stellt man sich als eine Art ,,Finger
vor (Abb. 6), der den Kontakt zu einer spezifischen Basen-
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folge der DNA herstellt", Innerhalb dieser Finger sind
auflerdem die Positionen von je einem Phenylalanin- und
Leucin-Rest recht gut konserviert.

Abb. 6. Die Fingerstruktur genaktivierender Proteine. Ein Metall-Ton (bei
TFI1A Zn?®) ist tetraedrisch koordiniert von den Thiolgruppen zweier Cy-
stein- und den lmidazolgruppen zweier Histidin-Reste, in einigen Fallen
auch von vier Cys-SH-Gruppen (vgl. Tabelle 1 in Abschnitt 5.2). Dazwi-
schenliegende und angrenzende Aminos4uren sind durch Kreise symboli-
siert, wobei besonders gut konservierte Aminosduren benannt sind. Die aus-
gefiiliten Kreise stehen fiir potentiell DNA-bindende Aminosauren (72},

Experimentelle Daten zur rdumlichen Faltung des
TFIII A liegen noch nicht vor; daher ist man auf Yorhersa-
gen der Sekundérstruktur angewiesen. Solche Vorhersagen
gibt es von Brown et al.” und basierend auf Rechnungen,
die von uns nach den Modellen von Chou und Fasman"¥
sowie Robson et al.l’” durchgefiihrt wurden. Sie legen etwa
in der zweiten Hilfte der Fingersequenz die Bildung einer
a-Helix von zwei bis drei Windungen nahe, die ungefihr
die Aminosduren zwischen den konservierten Phenylala-
nin- und Leucin-Resten umfaBt, sich aber auch bis zu den
beiden Histidin-Resten erstrecken kann. Dagegen befinden
sich die Cystein-Reste in wenig strukturierten bzw. durch
hohe B-Turn-Wahrscheinlichkeit gekennzeichneten Berei-
chen, so daB sie sich in einer zur Zinkbindung geeigneten
Weise anordnen kdnnen.

Helices dhnlicher Linge sind auch bei bakteriellen und
viralen Repressoren durch Einlagerung in die groBe Fur-
che der DNA fiir spezifische DNA-Kontakte verantwort-
lich. Ebenso trigt die ,,Erkennungshelix* dieser Proteine
an ihrer DNA-zugewandten Seite polare Aminoséiuren, auf
der zum Restprotein orientierten Riickseite hydrophobe
Seitenketten’®\. Hier kommt es zu einem stabilisierenden
Kontakt mit einer zweiten a-Helix, die durch einen Turn
mit der ersten verbunden ist (Helix-Turn-Helix-Motiv).

Die TFIII A-Struktur dagegen wird mdoglicherweise
durch das Zink-Ion stabilisiert; die Modelle zur Struktur-
vorhersage ergeben jedenfalls keine weiteren Bereiche mit
signifikanter a-Helix-Wahrscheinlichkeit. Daher braucht
die hydrophobe Riickseite nur schwach ausgeprigt zu sein
und beschrinkt sich hiufig auf den konservierten Leucin-
Rest.
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5.2. Weitere ,,Fingerproteine‘

TFIII A ist das erste Beispiel fiir ein Protein, das zur
spezifischen DNA-Bindung Metall-Ionen braucht. Diese
Entdeckung fiihrte zu der Frage, ob TFIII A ein interes-
santer ,,Exot* ist oder ob der ihm zugrundeliegende Bau-
plan eine gewisse Allgemeingiiltigkeit hat. Inzwischen
wurden einige Proteinsequenzen publiziert, die sich in das
vom TFIII A abgeleitete Schema gut einfiigen lassen. Thre
»Fingersequenzen** sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Zu
nennen wire hier zunichst das Kriippel(Kr)-Genprodukt
von Drosophila”". Dieses Protein spielt eine entscheidende
Rolle bei der Ausbildung und Organisation der Larvenseg-
mente, Mutationen in seinem Gen kénnen zu schwersten
MiBbildungen fithren. Das Gen wurde sequenziert; in der
abgeleiteten Aminosiure-Sequenz konnten vier hinterein-
anderliegende Fingermotive identifiziert werden, in denen
sich Cystein-, Histidin-, Phenylalanin- und Leucin-Reste in
den erwarteten Positionen befinden.

In zwei weiteren Drosophila-Genprodukten wurden zu-
einander homologe Bereiche gefunden, in denen sich eine
bestimmte Konsensus-Sequenz sechs- bzw. siebenmal wie-
derholt, und deren Verwandtschaft mit dem Fingermotiv
des TFIII A man erst nachtriglich erkannte. Diese Pro-
teine werden vom Serendipity-Locus (sry) codiert (B- und
5-sry-Polypeptid), ihre biologische Bedeutung ist noch
unklar. Da ihre Expression aber spezifisch fiir bestimmte
Entwicklungsstadien ist, konnten auch sie eine genregulie-
rende Funktion haben.

SchlieBlich sind noch einige Proteine aus Hefezellen an-
zufiihren. Perfekt in das Schema passen zwei aufeinander-
folgende Teilsequenzen im ADR 1, das die Transkription
des Gens fiir die Alkoholdehydrogenase 2 aktiviert””, Ge-
wisse Abweichungen gibt es dagegen bei GAL41?, PPR 11!
und ARGRII®Y, weiteren genregulierenden Proteinen
der Hefe, in denen jedoch das Histidin-Paar durch ein
zweites Cystein-Paar ersetzt ist. Auch gibt es hier keine
Phenylalanin- und Leucin-Reste in den erwarteten Positio-
nen, so daB die Frage nach einer gewissen Homologie
noch mit Vorsicht zu beantworten ist.

Dennoch 148t sich das Bild von transkriptionsaktivieren-
den Proteinen abrunden durch den vor kurzem publizier-
ten Befund, daB auch in der DNA-bindenden Doméne der
Glucocorticoid- und der Ostrogen-Rezeptoren das Finger-
motiv auftritt, ebenso wie im v-erbA-Gen-Produkt, einem
viruscodierten Protein, das bei der onkogenen Transforma-
tion von Hithnerzellen eine Rolle spielt®®*,

5.3. Bedeutung der Fingerstruktur

Nun wire es sicherlich iiberzogen, fiir alle eukaryoten
Gen-Aktivatoren diese Fingerstruktur zu erwarten. Zu-
nichst bleibt noch der Nachweis zu fithren, daB das ent-
worfene Modell iiberhaupt richtig ist. Auch muB geklart
werden, ob die anderen Proteine ebenfalls Metall-Ionen,
mutmaBlich Zink-Ionen, binden und fiir ihre Funktion
brauchen, oder ob dies nur fir TFIITA gilt. Unterstellt
man jedoch die Richtigkeit der geschilderten Uberlegun-
gen, mul man nach der spezifischen Aufgabe gerade die-
ser Struktur fragen.
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Tabelle |. Bisher bekannte Fingersequenzen. Die fiir die Fingerstruktur essentiellen und daher besonders gut konservierten Aminosiuren sind halbfett, weitere gut
konservierte kursiv dargestellt. Die Aminosduren in Bereichen mit Liicken wurden so zugeordnet, daBl mdglichst hohe Homologie gewahrt bleibt. Die Aminosiu-

ren werden gemil dem Ein-Buchstaben-Code von Dayhoff (86] bezeichnet.

Gen,
Gen-Produkt

Fingersequenzen

TFIIAfal P V V Y R Y1 CS FADCGAAYNEKNUWEKILQ AHL C K H
T G E K P FPCKEEG G CETZKGTFTSULUHHTLT R HS L T H
T G E K N FTCDSDGC CDLT RTPFTTZ KA ANMEK K HF NRF H
N1 K1 CV YV CHTFENCGI KA ATFTZ KT KTHNINO GITL K V HQF S H
T QQ L P YECPHEGT CDIEKT RPFSTLZPSTU RLK R HE K V H
A G Y P CKKDDSTCSFVGE KTWTTULTYLTZKHVYATETCH
QD L 4V C DV CNREKTFRUHEKTDYLR D HQK T H
EKERTVTYLCPRDGC CDRSTYTTATFNTLR S H1 QS F H
E E Q R P FV CEUHAGCGI KT CTFAMEKTEKSTS LE R HS V vV H
Kr[b] S R D K S FTC 1 CS RS FGYKHVYV LQN H ERTH
T G E K P FECTP E C DKRFTRUDUHUHILK THM R L H
T G E K P Y HC s HCDRG QPFVQVANTLR R R HL R V H
T G E R P YT C E1 CDGZKTPFS DS NG QLK S H L vV H
T G E K P FECER C HMKFRRRHUHILMN H C
B-sry lc] FTETTTETLTP C H I CGEMPF S S QE V L E R HI K ADTC
Q KS EQ AT C N VCGLK KV KDUDTETVLTDTL H MN L H
E G K TETLE C R Y CDKZKPFS HEKT RNV L RHME V H
W D K K K Y Q C DK C GERVFSLS WLMYN HL MR H
DAETENATLTI CE VCHQQFIKTTZ KT RTYK HHL R T H
Q TDRPURYZPCTEP D CEKS FVDKYTTLTE KV H K R V H
8-sry [c] T KKRV KQE C T T CGKV YNSWYO QL Q K H1 S E E H
S K Q P NH1 CP 1 C GV 1 RRDETETYTLTEHTL H M N L H
E G KTEZ KSG QSC R Y CP KSF S RPVNT L RHM R S H
WD K K K Y Q C E K €C GLRPFS QDNTLTLTYN HR LR H
E AEENTPTITI C s I C NVS FKSTZ RIKTF N HHTL I H
K ENRPTRUHYC s VCPKSFTETRTYTH!L M H M K T H
EGDVVYGVC L i C NTT FENSIKTZKTELE HHLQTFDH
DV S
ADR [d] S GKLRS F V C EV CTRATF ARG QETHTLK R H Y RS H
T N E K P YP CG LCNRCPFTRIRDLLI R HAQKTI H
GAL4e] L L S S I E A A C DI CRLKZKTLTEKTCSTZ KTETKTPTEKTCA K c
PPR1 [f] GI S KS RTATCKR CRLEKIKII KCDO QETETPSC K R c
ARGRII[g G R A KT FTGGCWT C RGRIKVYVKCDLTI RHPHC R c
CER [h} ES TZKETTU RTY CA VCNDYASGYHYGV WS C E G c
hGR [i] TTGPPPIKLTCIL VCSDEASGCHYGVLTSC Gs C
erbA j] S CLDKDETG QT CV VCGDZ XKATGYHYURCITC E G c

[a] Transkriptionsfaktor 111 A [71, 72]. [b] Genprodukt des Krippel-Gens aus Drosophila [17). [c] Genprodukt des Drosophila-Serendipity-Locus [78). [d] Alkohol-
dehydrogenase-regulierendes Protein 1 der Hefe [79). [e] Galactosemetabolismus-regulierendes Protein {80]. [f] Pyrimidinpfad-regulierendes Protein [81]. [g] Ar-
gininmetabolismus-regulierendes Protein [82). [h] Ostrogen-Rezeptor vom Huhn. [i] Menschlicher Glucocorticoid-Rezeptor [83}. [j] Genprodukt des v-erbA-Gens

des Vogel-Erythroblastosis-Virus [83).

Die Autoren des Modells schlagen eine teilweise unab-
hingige DNA-Bindung der einzelnen Finger vor, die zur
sukzessiven, voriibergehenden Dissoziation wihrend des
Durchgangs der RNA-Polymerase 111 fiihrt"?, So kénnten
diese Proteine in der Lage sein, an DNA zu binden, ohne
sie zu blockieren, wie es beispielsweise Histone tun. Ferner
gibt es zur Bedeutung der DNA-Topologie fir die Tran-
skription interessante Hinweise!®>®, die gerade auch
den TFIIIA einbeziehen®®*5l, In einem Analogieschlu3
kénnte man spekulieren, daB sich auBerdem die Bindung
dieser Proteine an RNA als weiteres gemeinsames Merk-
mal herausstellen wird. Sehr gut untersucht ist das fiir den
TFIIT A, der mit 5S-rRNA ein 7S-RNP-Partikel bildet!'”!
und so zu einer Riickkopplungsregulation der Expression
dieses Gens beitrigt. Auch eine Bindung des Kr-Proteins
an seine eigene mRNA oder an die eines anderen Kon-
troll-Gens kann aus guten Griinden angenommen wer-
den'””). Es ist jedenfalls abzusehen, daB diese iiberaus in-
teressante Klasse regulatorischer Proteine noch fur einige
Uberraschungen gut ist.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Steuerung der Expression spezifischer Gene wird
durch zahlreiche Komponenten bewirkt. Die Promotor-
strukturen und die regulatorischen Elemente der DNA
missen durch Transkriptionsfaktoren (im weitesten Sinne)
erkannt werden. Durch Protein-Protein-Kontakte sind wei-
tere Faktoren und die RNA-Polymerasen fest am Gen zu
verankern und zu einem funktionellen Transkriptionskom-
plex zu vereinigen. Die erforderlichen Komponenten kdn-
nen sukzessive oder als (teilweise) vorgeformte Protein-
komplexe an die DNA binden. In jedem Fall ist der fertige
Transkriptionskomplex ein auBergewéhnlich stabiles Ge-
bilde, dessen Kernstruktur sogar noch die von Nucleoso-
men an Festigkeit zu iibertreffen scheint. Die weitere Un-
tersuchung der Komplexkomponenten wird uns wichtige
Einblicke in die Mechanismen verschaffen, die zur Diffe-
renzierung der Zellen in einem Organismus und zum ge-
ordneten Zusammenspiel seiner Organe fiihren.

Die ersten, jiingst gewonnenen Erkenntnisse iiber die
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Struktur der genaktivierenden Transkriptionsfaktoren deu-
ten ebenfalls vollig neue Entwicklungen an. Es scheint
moglich, durch detaillierte Analyse der Wechselwirkungen
von DNA und Proteinen mit ,,Fingermotiv* einen Schritt
vorwirts zu kommen bei der Entschlisselung des DNA-
Protein-Bindungscodes.
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