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Die Transkription eines Gens in Boten-RNA (messenger
RNA, mRNA) durch die RNA-Polymerase II (RNAPII) ist
der erste Schritt der Genexprimierung. Man unterscheidet
dabei die drei Hauptphasen der Initiation (Transkriptions-
beginn), Elongation (mRNA-Verldngerung) und Termination
(Transkriptionsabbruch). Jeder Schritt der Transkription wird
streng reguliert durch die Bindung und Wirkung zahlreicher
Transkriptionsfaktoren. Daher ist ein Verstindnis dieser
Transkriptionsnetzwerke auf funktioneller und dynamischer
Ebene entscheidend fiir das Verstehen zelluldrer Systeme und
ihrer Entwicklung. In klassischen biochemischen Transkrip-
tionsstudien wird mRNA aus Zellpopulationen isoliert, um
das Ausmaf} der Exprimierung zu bestimmen. Die dabei an-
gewendeten Ensemble-Techniken, wie Northern-Blots und
quantitative PCR mit reverser Transkription, haben den
Nachteil, dass iiber eine grofle Zahl von Zellen gemittelt
wird; daher liefern sie keine rdumlich aufgelosten Informa-
tionen, und Variationen zwischen einzelnen Zellen bleiben
unberiicksichtigt. Ebenso wenig gelingt es, die Dynamik und
Regulierung einzelner Transkriptionsereignisse zu erfassen.

Der Einsatz von In-vitro-Einzelmolekiilmethoden hat
wichtige Finblicke in den Mechanismus des Transkriptions-
vorgangs ergeben. Forster-Resonanzenergietransfer zwischen
einzelnen Molekiilen (single-molecule fluorescence reso-
nance energy transfer, snFRET) sowie die Verwendung
magnetischer und optischer Pinzetten vermeiden die En-
semblemittelung, sodass einzelne RNAPIIs auf einem ge-
wiinschten Gen in einer streng kontrollierten Umgebung
betrachtet werden konnen.!! Phinomene wie das Pausieren
und das Zuriicklaufen (,,backtracking®) von RNAPII sowie
der Einfluss von Transkriptionsfaktoren konnten dadurch
aufgedeckt werden.”™ Um die komplexen Abliufe in le-
benden Organismen beschreiben zu konnen, muss das ver-
einfachte mechanistische Bild, das aus diesen In-vitro-Studien
gewonnen wurde, aber sicher noch angepasst werden.

Nach raschen technologischen Fortschritten in der Ab-
bildung lebender Zellen ist es nun moglich, einzelne Tran-

[*] B. Treutlein, Prof. Dr. ). Michaelis
Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen, Department Chemie
Butenandtstrafle 11, 81377 Miinchen (Deutschland)

E-Mail: jens.michaelis@cup.uni-muenchen.de
Homepage: http://www.cup.uni-muenchen.de/pc/michaelis

SWILEY i@

ONLINE LIBRARY

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

skriptionsereignisse in lebenden Zellen mithilfe von Einzel-
molekiil-Fluoreszenzmikroskopie gezielt zu untersuchen.!
Studien mit direkter Detektion der entstehenden mRNA
belegen starke Variationen in der mRNA-Produktion zwi-
schen einzelnen Zellen und einen stochastischen Transkrip-
tionsprozess (,,intrinsisches Rauschen*) sowie Transkripti-
onsschiibe (,,transcriptional bursting®) in Siugerzellen! und
Bakterien® und, im Gegensatz dazu, nicht zusammenhén-
gende Transkriptionsereignisse in Hefe.®!

Bislang wurden Einzelmolekiilstudien zur Transkription
unter Verwendung exogener Reportergene ausgefiihrt, mit
denen die untersuchen Zelltypen zuvor transfiziert werden
mussten. Larson et al. gelang es nun, in lebenden Zellen
einzelne naszierende mRNA-Molekiile in Echtzeit zu ver-
folgen, die bei der Transkription eines endogenen, durch den
Zellzyklus gesteuerten Hefegens entstanden.”) Sie entwi-
ckelten zudem eine neuartige quantitative Methode der
Fluktuationsanalyse fiir fluoreszenzmarkierte mRNA, um die
Kinetik der Transkriptionsinitiation und die Dynamik von
Elongation und Termination zu beschreiben. Zum Nachweis
der naszierenden RNA wurde eine Kassette in die nicht-
translatierte Region (UTR) des gewiinschten Gens eingefiigt,
die fiir 24 RNA-Haarnadelstrukturen kodiert (Abbil-
dung 1a,b). Diese Haarnadelstrukturen entstehen bei der
Transkription der Kassette durch RNAPII und dienen dem
Hiillprotein des PP7-Bakteriophagen als Bindestelle. Ein
GFP-PP7-Fusionsprotein wird konstitutiv coexprimiert und
erfiillt durch sein Binden an die mRNA die Funktion einer
Fluoreszenzmarkierung (GFP = Griin fluoreszierendes Pro-
tein).

Durch FEinfiigen der Kassette ,stromaufwirts” von der
kodierenden Region (5UTR) erhielten Larson et al. Infor-
mationen iiber den zeitlichen Ablauf ganzer Transkriptions-
zyklen (Abbildung 1a): Kurz nach der Initiation (¢,) wird die
Kassette transkribiert (¢,). Erkennbar wird diese Transkrip-
tion durch einen gestuften Anstieg des Fluoreszenzsignals
(Abbildung 1c, grine Kurve). Das Fluoreszenzsignal der
naszierenden RNA bleibt wihrend der Elongation (¢, + ;)
konstant, und féllt bei der Transkriptionstermination plotzlich
auf das Niveau des Hintergrunds ab, weil sich das Transkript
von der Transkriptionsstelle (TS) 16st und frei durch den
Zellkern diffundiert (z,).
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Abbildung 1. Echtzeit-Beobachtung der Initiation und Elongation bei der Transkription eines endogenen Hefegens und Bestimmung der Transkrip-
tionskinetik. a) Schema des Genkonstrukts, das durch 5'UTR-Insertion einer Kassette, die fiir 24 PP7-Bindestellen kodiert, erhalten wurde. t,—t;:
Verschiedene Stadien der Transkription des Reportergens (TF = Transkriptionsfaktor). b) Schema des Genkonstrukts, das durch 3’'UTR-Insertion
der PP7-Kassette beziiglich des endogenen Lokus erhalten wurde, und seiner Transkription. c) Fluoreszenz-Zeitspuren fiir die TS eines Gens mit
der Haarnadel-Kassette in der 5’UTR (griin) und in der 3’'UTR (blau). In der Beispielsequenz von Weitfeldmikroskopie-Bildern deuten weif3e Pfeile
auf die TS. d) Autokorrelation fiir einen aktiven Genlokus (GLT1), berechnet aus langen Zeitspuren mit zahlreichen Transkriptionsereignissen.
Rote Kreise: Daten; schwarze Linie: beste Anpassung; Fehlerbalken: Standardfehler.”!

Die Vorginge an der aktiven TS wurden mithilfe eines
Weitfeldmikroskops beobachtet (Abbildung 1¢). Uber ein
langes Zeitintervall hinweg traten zahlreiche Transkriptions-
ereignisse auf. Weil oft mehrere RNAPIIs gleichzeitig an
verschiedenen Positionen desselben Gens transkribierten,
kam es zur Uberlagerung von Transkriptionsereignissen an
einer einzigen TS (Abbildung 1a, t;—t5). Somit lag die Frage
nahe, ob die Transkription der unterschiedlichen Polymera-
sen auf einem Gen einen kooperativen Prozess darstellt,
ausgelost beispielsweise durch das kontinuierliche Vorliegen
wichtiger Transkriptionsfaktoren an der TS. Diese Frage
wurde mithilfe einer quantitativen Fluktuationsanalyse un-
tersucht, die das Berechnen der Autokorrelation von langen
Fluoreszenz-Zeitspuren der mRNA an einem aktiven Gen-
lokus beinhaltete. Die Autokorrelationskurve war am besten
mit einem Modell in Einklang zu bringen, das keinerlei Zu-
sammenhang zwischen einzelnen Initiationsereignissen vor-
sieht (Abbildung 1d). Die RNAPIIs wirkten also unabhéngig
voneinander auf dem untersuchten Gen, und die Transkrip-
tionsinitiation ist somit ein stochastischer Prozess.
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Larson et al. entwarfen daraufhin ein zweites Reporter-
gen-Konstrukt, in dem sie die fiir die PP7-Bindestellen ko-
dierende Kassette ,,stromabwérts“ vom endogenen Lokus in
die 3'UTR eingliederten. Dieses Konstrukt lieferte somit In-
formationen iiber das spiate Stadium des Transkriptionspro-
zesses (Abbildung 1b und ¢, blaue Kurve). Naszierende RNA
konnte fluoreszenzspektroskopisch nur in dem kleinen Zeit-
fenster nach der Elongation des natiirlichen Gens und vor der
Transkriptionstermination detektiert werden. Die Fluores-
zenz trat daher erst kurz vor der Termination auf, fiir das
5'UTR-Konstrukt hingegen bereits am Anfang der Elonga-
tionsphase. Durch Kombination der Daten fiir beide Kon-
strukte wurden Geschwindigkeiten fiir Initiation und Elon-
gation ermittelt. Der zeitliche Abstand zwischen der Tran-
skription der Haarnadel-Kassette und dem Abfallen des
RNA-Fluoreszenzsignals war fiir verschiedene Transkripti-
onsereignisse sehr dhnlich, was anzeigte, dass die Elongation
mit gleichméBiger Geschwindigkeit und ohne groeres Pau-
sieren der RNAPII verlief. Dagegen variierte die Geschwin-
digkeit der Elongation in verschiedenen Phasen des Zellzy-
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klus um den Faktor drei, und auch die Geschwindigkeit der
Initiation wurde durch den Zellzyklus beeinflusst.

Der vielleicht interessanteste Aspekt der Studie von
Larsen et al. ist das Resultat eines zusétzlichen Experiments,
in dem sie die Mobilitdt des Transkriptionsfaktors Mbplp
betrachteten, der das Gen durch Bindung an seinen Promotor
aktiviert. Mbplp wurde durch Fusion an GFP markiert, und
die Fluktuation seiner Fluoreszenzintensitidt im Zellkern
wurde mithilfe von Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie
unter Zweiphotonenanregung gemessen, um die Diffusion
des Proteins nachzuvollziehen. Ein Vergleich verschiedener
Modelle fiir die Diffusion von Mbplp im Zellkern mit den
gemessenen Zeitabstdnden zwischen einzelnen Transkripti-
onsereignissen ergab eine gute quantitative Ubereinstim-
mung. Die Transkriptionsinitiation fiir ein betrachtetes Gen
héngt demnach nur davon ab, wie schnell der Transkripti-
onsfaktor seine spezielle Promotor-Bindestelle findet. Es ist
zu beachten, dass der vorliegende Fall einen Spezialfall dar-
stellt, in dem ein Gen in einer nicht sehr dichten Umgebung
durch einen einzigen Transkriptionsfaktor kontrolliert wird.
Fiir andere Gene sind wahrscheinlich dichtere Umgebungen
und die Einwirkung mehrerer Faktoren entscheidend; dieses
Szenario konnte den so genannten ,, Transkriptionsfabriken®
zugrundeliegen. Daten aus genomweiten Studien an Genen
und ihren regulatorischen Netzwerken, etwa durch Chroma-
tin-Immunfillung (ChIP), sollten nun herangezogen werden,

um interessante Gene fiir weitere Studien mit der quantita-
tiven Einzelmolekiilmethode nach Larson et al. auszuwihlen.
Solche Untersuchungen werden mafgebend zu einem klare-
ren Bild vom Mechanismus der Transkriptionsregulation in
dem komplexen Medium einer Zelle beitragen.
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