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Abbildung 17.13: Initiation der Translation.
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mRNA-Bindungsstelle Untereinheit

Translationsinitiationskomplex

@ Das Hinzutreten einer groBen riboso-
malen Untereinheit vervollstandigt den
Initiationskomplex. Als Initiationsfaktoren
bezeichnete Proteine (hier nicht gezeigt)
sind notwendig, um alle benétigten Kom-
ponenten fr die Translation zusammen-
zubringen. GTP liefert die Energie fir den
Zusammenbau. Die Initiator-tRNA sitzt an
der P-Stelle; die A-Stelle ist fur die nachste
passende Aminoacyl-tRNA frei.

@ Die freie kleine Untereinheit eines Ribosoms
verbindet sich mit einem mRNA-Molekdl. In
Bakterienzellen (Prokaryotenzellen) erken-
nt die mRNA-Bindungsstelle dieser Unter-
einheit eine bestimmte Nucleotidsequenz
auf der mRNA, die unmittelbar stromauf-
warts vom Startcodon liegt. Eine Initiator-
tRNA mit dem Anticodon UAC paart sich
mit dem Startcodon AUG. Diese tRNA tragt
einen Methioninrest (Methionyl-tRNA).

mRNA und eine spezielle, methioninspezifische Initiator-tRNAMet an eine kleine
ribosomale Untereinheit. Bei Bakterien kann die kleine Untereinheit die beiden
Molekdle in beliebiger Reihenfolge binden. Das mRNA-Molekdl wird im Bereich
einer speziellen Basenfolge (Shine/Dalgarno-Sequenz) 5’ des Startcodons (AUG)
gebunden. Bei Eukaryoten lagert die kleine ribosomale Untereinheit zunachst
die Initiator-tRNAMet an und erkennt dann die 5’-Cap-Struktur der mRNA als
Eintrittsstelle. Sie bewegt sich dann stromabwarts, bis das zum Anticodon der
Initiator-tRNAMet komplementare AUG-Startcodon erreicht ist. Die Initiator-tRNA-
Met pildet mit diesem wie Gblich Basenpaare Giber Wasserstoffbriicken. In beiden
Fallen ist die Assoziation des Startcodons mit dem Anticodon der Initiator-tRNAMet
das Startsignal fir die Translation. Der Abgleich von Startcodon und Startan-
ticodon ist auch deshalb wichtig, weil damit das Leseraster fur die folgende
mMRNA-Sequenz festgelegt wird.

Der Vereinigung von mRNA, Initiator-tRNAMet und der kleinen ribosomalen
Untereinheit folgt die Anlagerung der groBen Untereinheit des Ribosoms. Damit
ist der Translations-Initiations-Komplex vollstandig. Spezielle Proteine, die Initia-
tionsfaktoren, sind fir die richtige Zusammenlagerung all dieser Komponenten
verantwortlich. Die Zelle verbraucht auBerdem Energie in Form von GTP, um
den Initiationskomplex auszubilden. Nach Abschluss des Initiationsvorgangs liegt
die Initiator-tRNAMet in der P-Stelle des fertigen Ribosoms; die A-Stelle ist noch
unbesetzt und bereit fir die Aufnahme ihrer ersten Aminoacyl-tRNA. Polypeptide
besitzen, ebenso wie Nucleinsduremolekle, eine Orientierung und werden von
Zellen immer in derselben Richtung synthetisiert. Das erste Methionin bildet
immer das Aminoende (Aminoterminus, N-Terminus) der Peptidkette. Die Syn-
these schreitet danach bis zum Carboxylende fort (Carboxyterminus, C-Terminus).

Verlangerung der Polypeptidkette Wahrend der Elongationsphase (Verlan-
gerungsphase) werden entsprechend der Information der mRNA neue Amino-
saurereste an die Peptidkette angeknUpft. An jeder neuen Verkntpfung sind
mehrere Proteine, die sogenannten Elongationsfaktoren, beteiligt. Der Prozess
folgt dem in der Abbildung 17.14 dargestellten dreigliedrigen Ablauf. Die RNA
bewegt sich mit dem 5’-Ende voran durch das Ribosom, so dass die mRNA in
5'——3'-Richtung abgelesen wird.
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@ Codonerkennung. Das Anticodon
einer eintretenden Aminoacyl-tRNA
bindet an ein komplementares Codon
in der A-Stelle. Die Genauigkeit des
Prozesses wird durch eine
GTP-Hydrolyse verbessert.

mMRNA
Das Ribosom ist
bereit fur die nachste 5
Aminoacyl-tRNA

© Translokation. Die
beladene tRNA wird zusam-

men mit der gepaarten mRNA

von der A- zur P-Stelle verlagert.
Inzwischen wird die entladene
tRNA aus der P-Stelle zur E-Stelle
verschoben, wo sie freigesetzt
wird. Die mRNA bewegt sich mit
den gebundenen tRNAs weiter
(man konnte auch sagen, dass sich
das Ribosom an der mRNA entlang
bewegt); dabei gelangt das nachste
zu translatierende Codon an die
A-Stelle.

@ Bildung der Peptidbindung. Ein
rRNA-Molekul der groBen Unterein-
heit des Ribosoms katalysiert die
Bildung einer Peptidbindung zwi-
schen dem neu hinzugetretenen
Aminosaurerest in der A-Stelle und
dem Carboxyterminus der wachsen-
den Polypeptidkette an der P-Stelle.
Dieser Schritt fuhrt zur Abspaltung
des Polypeptidylrestes von der tRNA
an der P-Stelle und zur kovalenten
Bindung an die Aminoacyl-tRNA in
der A-Stelle.

Abbildung 17.14: Der Elongationszyklus der Translation. Die Hydrolyse von GTP spielt eine wichtige Rolle bei der Elongation (Ketten-

verlangerung). Die Elongationsfaktoren — eine Gruppe von Proteinen — sind hier nicht eingezeichnet.

,Release factor”

(Freisetzungsfaktor) freies

Polypeptid

Stopcodon
(UAG, UGA oder UAA)

@ Wenn ein Ribosom das Stopcodon einer mRNA @ Der ,Release factor” hydrolysiert die Bindung

zwischen der tRNA an der P-Stelle und dem
letzten Aminoséurerest der Polypeptidkette.
Auf diese Weise wird das neue Polypeptid
vom Ribosom abgelost.

erreicht, tritt der ,Release factor” in die A-
Stelle des Ribosoms ein. Das ist ein Protein,
dessen Struktur einem tRNA-Molekil &hnelt.

P+2®i

© Die beiden ribosomalen Unterein-
heiten und die anderen Kompo-
nenten des Verbandes dissoziieren.

Abbildung 17.15: Termination der Translation. Wie bei der Elongation geht die Termination mit der Hydrolyse von GTP einher. AuBerdem

werden hier nicht dargestellte Proteinfaktoren benétigt.
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fertiges

Polypeptid
wachsende Y
Polypeptide

ribosomale
Unterein-

heiten
= !

5'-Ende 3-End >
+Anfang” “Ende
Sﬂerr:n?i?\lgA) der mRNA

(a) Ein mRNA-Molekul wird im Allgemeinen gleichzeitig
von mehreren Ribosomen translatiert. Diese Anord-
nung wird als Polysom oder Polyribosom bezeichnet.

0,1 um

(b) Diese elektronenmikroskopische Auf-
nahme zeigt ein groBes Polysom aus
einer Bakterienzelle.

Abbildung 17.16: Polyribosome.

VERSTANDNISFRAGEN

1. Welche beiden Prozesse stellen sicher, dass der
richtige Aminosaurerest in eine wachsende Poly-
peptidkette eingebaut wird?

2. Beschreiben Sie, wie die Bildung von Polyriboso-
men sich als niitzlich fiir die Zelle erweisen kann.

3. Was ware, wenn? Erortern Sie, auf welche Weise
die Struktur von rRNAs wahrscheinlich zur Ribo-
somenfunktion beitrdgt.
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Termination der Translation Der abschlieBende Schritt der Translation ist die
Termination (Beendigung; Abbildung 17.15). Die Verlangerung der Peptidkette
setzt sich fort, bis ein Stopcodon der mRNA in der A-Stelle des Ribosoms zu liegen
kommt. Die Basentripletts UAG, UAA und UGA sind, da sie nicht fir Aminosauren
codieren, Stopsignale der Translation. Sie heiBen deshalb auch Stopcodons. Ein
Protein, der Freisetzungsfaktor (Abk. RF; engl. release factor) bindet unmittelbar
an das in der A-Stelle liegende Stopcodon. Der Freisetzungsfaktor katalysiert
die Hydrolyse der Bindung zwischen dem Peptidylrest und der ihn tragenden
Peptidyl-tRNA. Es kommt daher an der P-Stelle zur Freisetzung der Polypeptid-
kette, die durch den Austrittstunnel in der groBen Untereinheit des Ribosoms
ins Cytoplasma gelangt (Abbildung 17.12 a). Der Rest des Translationsapparates
zerfallt in einem mehrstufigen Prozess, an dem weitere Proteinfaktoren beteiligt
sind. Diese Dissoziation des Ribosoms erfordert die Hydrolyse von zwei weiteren
GTP-Molekulen, um die Energie bereitzustellen.

Polyribosomen Mehrere Ribosomen Ubersetzen im Regelfall gleichzeitig das-
selbe mRNA-Molekdl. Es werden gleichzeitig mehrere Translationsprodukte
hergestellt (Abbildung 17.16).

17.4.3 Vom Polypeptid zum funktionsfiahigen Protein

Der Translationsprozess allein reicht oft nicht aus, um ein funktionelles Protein
hervorzubringen. In diesem Abschnitt des Kapitels werden Sie erfahren, welchen
Modifikationen eine Polypeptidkette nach der Translation unterliegen kann.
AuBerdem werden wir in aller Kiirze die Mechanismen ansprechen, die den Trans-
port bestimmter Proteine an ihre jeweiligen Zielorte in der Zelle festlegen.

Proteinfaltung und posttranslationale Modifikationen Noch wéhrend ihrer
Synthese beginnt eine Polypeptidkette spontan damit, sich raumlich zu falten.
Dies ist eine Folge ihrer Priméarstruktur (Abfolge der Aminosauren). Es bildet
sich ein Protein mit einer spezifischen Struktur (Konformation), die durch seine
Sekundar- und Tertiarstruktur bestimmt wird (siehe Abbildung 5.14). Ein Gen
legt also die Priméarstruktur eines Polypeptids fest, aus der sich je nach den
Umgebungsbedingungen eine bestimmte Proteinstruktur ergibt. In vielen Fallen
sind in der Zelle Chaperone (Faltungshelferproteine) an der Ausbildung der
richtigen Konformation beteiligt.

Weitere Schritte in Form posttranslationaler Modifikationen kénnen nétig sein,
bevor ein Protein seine Aufgabe in der Zelle erfullen kann. Ausgewahlte Amino-
saurereste konnen durch die kovalente Bindung von Glycosylresten (,,Zuckern”),
Lipiden, Phosphatgruppen oder anderen chemischen Modifikationen verandert
werden. Enzyme kénnen einen oder mehrere Aminosauren vom Aminoende
der Polypeptidkette abspalten (partielle Proteolyse). Beispielsweise wird Insulin
zunachst als Teil einer gréBeren Polypeptidkette (Prohormon) synthetisiert und
erst danach durch eine enzymatische Spaltung als aktives Hormon freigesetzt.
Dabei wird in der Mitte der Polypeptidkette gezielt ein Stlck herausgetrennt.
Es entstehen zwei Polypeptide, die dann durch einen weiteren Typ von post-
translationaler Modifikation, namlich Uber Disulfidbrticken (-S-S-), durch ein
Enzym kovalent miteinander verbunden werden. In anderen Fallen treten zwei
oder mehr Polypeptidketten, die unabhdngig voneinander synthetisiert worden
sind, zusammen und werden so zu Untereinheiten eines multimeren Proteins
mit einer Quartarstruktur. Ein bekanntes Beispiel hierfur ist das Hamoglobin
(siehe Abbildung 5.14).
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17.5 Punktmutationen kénnen die Struktur und
Funktion eines Proteins beeinflussen

Mutationen sind fur die gewaltige Vielfalt an Genen verantwortlich, die sich bei
den verschiedenen Lebewesen finden, weil sie die Quelle neuer Allele und neuer
Gene darstellen. In Abbildung 15.7 haben wir groBraumige Mutationen betrach-
tet — chromosomale Umlagerungen, die lange Abschnitte der DNA betreffen.
Im Weiteren mochten wir uns naher mit Punktmutationen beschaftigen —
chemischen Veranderungen der DNA, die nur einzelne Basen beziehungsweise
Basenpaare betreffen.

Falls eine Punktmutation in einer Keimzelle oder einer ihrer Vorlauferzellen
auftritt, kann sie auf die Nachkommen tbergehen und so auch auf folgende
Generationen (wenn sie nicht die Lebens- und Fortpflanzungsfahigkeit beein-
flusst). Hat eine Mutation in der Keimbahn schwerwiegende Auswirkungen auf
den Phanotyp, liegt eine Erbkrankheit vor. So lasst sich etwa das Krankheits-
bild der Sichelzellenandamie auf eine Mutation eines einzelnen Basenpaares im
B-Globin-Gen (das die B-Untereinheit des Hdmoglobins codiert) zurtickfthren.

Wildyp
DNA-Matrizenstrang 3" LIV e S S e O O e e e el 57
A T GAAGTTTGGCTAAES

mRNA 5 NI W NN W 3’

Protein Met ;| Lys 3 Phe : Gly

Stop
Aminoterminus Carboxyterminus
A anstelle von G zusatzliches A
T A C T T CAAACCAAT TES T A CA T TCAAACCGAT TEY
BMA T GA AGTTTGGT T A AER A T G T AAGTTTGGC CTAAE}
U anstelle von C zusatzliches U
LA U GAAGUUUGGUUA AES A U GUAAGUUUGGT CUA AES
Met ; Lys ; Phe ; Gl
y y [ Met ey
stille Mutation (keine Veréanderung der Aminoséaure- Rasterschub, der zu einer unmittelbaren Nonsense-
sequenz) Mutation fuhrt (Insertion eines Basenpaares)
T anstelle von C Verlust eines Y
EdT A CTTCAAATCGAT TES T A C T T CAAICCGAT TES
A T GAAGTTTAGCTA AE} A T GAAGTTGGCTAAE}
A anstelle von G Verlust eines [T

5’3' 5" PV N S (WY - - 3°
Met ;| Lys 3 Phe 3 Ser Stovp Met § Lys & leu 3 Ala JXH

Missense-Mutation Rastermutation fuhrt zu einem fortgesetzten Einbau
.falscher” Aminosauren (Deletion eines Basenpaares)

A anstelle von T Verlust eines
EJT A C AT CAAA 5’ ER T A CIAAACCGAT TEY

WA T G TAGT T T kf WA T G T T T .G G C T AAE)
U anstelle von A Verlust eines NN

gavcuacuvuu — F > NIV IRV 3
R | Met | _Phe__Gly [y
Met Stop

Stop
Nonsense-Mutation Keine Leserasterverschiebung, aber ein Codon (ein Amino-
saurerest) geht verloren (Deletion von drei Basenpaaren)

(a) Basenpaar-Substitution. (b) Basenpaar-Insertion oder -Deletion.

Abbildung 17.17: Die verschiedenen Arten von Punktmutationen. Mutationen sind Veranderungen der DNA, die zu Veranderungen der mRNAs und der von
diesen gebildeten Proteinen fiihren konnen, wenn sie im codierenden Bereich von Genen auftreten.
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MERKE!

Insertionen (Baseneinschiibe) und Dele-
tionen (Basenausfalle) sind Mutationen
durch iiberzahlige oder wegfallende Basen-
paare.

VERSTANDNISFRAGEN

1. Was passiert, wenn ein Nucleotidpaar in der Mitte
des codierenden Bereichs eines Gens fehlt, also
deletiert ist?

No

.Was wdre, wenn? Ein Gen, dessen Matrizenstrang
die Basensequenz 3'-TACTTGTCCGATAGC-5' enthalt,
mutiert zu 3’-TACTTGTCCAATAGC-5'. Zeichnen
Sie flr den Ausgangs- und den mutierten Strang
jeweils den Gegenstrang, die sich bei einer Tran-
skription ergebende RNA-Sequenz sowie die aus
einer Translation resultierende Aminosdurese-
quenz. Beginnen Sie den Triplettcode hierfiir bei
der ersten Base. Welchen Effekt hat die Mutation
auf die Aminosauresequenz?
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17.5.1 Formen der Punktmutation

Punktmutationen lassen sich in drei Gruppen unterteilen: Basenpaar-Austausche,
Basenpaar-Insertionen und Basenpaar-Deletionen.

Substitutionen Eine Basenpaar-Substitution (ein Basenpaar-Austausch)
ist der Ersatz eines Nucleotids und seines Gegenubers auf dem komplementaren
DNA-Strang durch ein anderes Nucleotidpaar (Abbildung 17.17).

Insertionen und Deletionen Insertionen (Baseneinschibe) und Deletionen
(Basenausfalle) sind Mutationen durch tberzahlige oder wegfallende Basenpaare.

17.5.2 Mutagene

Mutationen kénnen verschiedene Ursachen haben: Fehler wahrend der Repli-
kation der DNA oder der Rekombination kénnen zu Substitutionen, Deletionen,
Insertionen oder anderen gréBeren Veranderungen der DNA fihren. Wenn
wahrend der Replikation ein falsches Nucleotid in die Molekulkette eingefiigt
wird, kommt es zur Fehlpaarung mit der gegeniberliegenden Base des komple-
mentdren Stranges. Meist wird ein solcher Fehler durch die Reparatursysteme,
mit denen wir uns vertraut gemacht haben, behoben. Wenn dies nicht geschieht,
wird die fehlerhaft eingebaute Base bei der nachsten Replikationsrunde zusam-
men mit dem Rest des MolekUlstranges als Matrize verwendet und die Mutation
bleibt auf diese Weise erhalten.

Mutationen in der DNA kénnen durch viele physikalische Einflisse und chemi-
sche Substanzen, die allgemein als Mutagene bezeichnet werden, hervorge-
rufen werden. Die mutagenen Substanzen (chemische Mutagene) lassen sich
verschiedenen Gruppen zuordnen. So handelt es sich bei Basenanaloga um
Stoffe, die anstelle der normalen Nucleobasen in die Nucleinsauren eingebaut
werden. Andere mutagene Stoffe stéren die Replikation der DNA, indem sie
sich zwischen den Basenpaaren der DNA einlagern (interkalieren) und so die
Doppelhelixstruktur stéren. Noch andere Mutagene sind reaktive Substanzen,
die Basen chemisch modifizieren und so die Basenpaarung verandern.

Man hat verschiedene Methoden entwickelt, um die mutagene Wirkung von
Chemikalien quantitativ zu bestimmen. Diese Verfahren werden hauptsachlich
eingesetzt, um bereits verbreitete oder neu synthetisierte Substanzen auf ihre
mutagene Wirkung zu untersuchen. Dies macht Sinn, da die meisten Karzino-
gene (krebserzeugende Stoffe) auch Mutagene sind und umgekehrt die meisten
Mutagene auch Krebs ausldsen.

17.6 Das Genkonzept gilt universell fiir alle
Lebewesen, nicht aber die Mechanismen
der Genexpression

Obwohl der Ablauf von Transkription und Translation bei Bakterien und Eukaryo-

ten sehr ahnlich ist, haben wir bereits auf bestimmte Unterschiede in der zellu-
laren Maschinerie und den Details der Vorgange hingewiesen.

17.6.1 Ein Vergleich der Genexpression bei Bakterien,
Archaea und Eukaryoten

Bakterielle und eukaryotische RNA-Polymerasen sind deutlich unterschiedlich
aufgebaut. Die einzelne RNA-Polymerase der Archaea ahnelt eher den drei
RNA-Polymerasen der Eukaryoten als derjenigen der Bakterien. Auch verwenden
Archaea und Eukaryoten — anders als Eubakterien — einen komplexen Satz von
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Transkriptionsfaktoren. Die Transkriptionstermination verlauft bei Bakterien
anders als bei Eukaryoten. Auch hier gibt es erste Anhaltspunkte dafir, dass
dieser Vorgang bei Archaea eher dem bei Eukaryoten dhnelt.

Auch fur die Translation benutzen Bakterien und Eukaryoten deutlich unter-
schiedlich aufgebaute Ribosomen. Die Ribosomen der Archaea haben die glei-
che GroBe wie bakterielle (70S), doch dhneln sie in ihrer Sensitivitat gegentber
Hemmstoffen eher den gréBeren (80S) Ribosomen der Eukaryoten. Wir haben
bereits darauf hingewiesen, dass sich auch die Initiation der Translation zwischen
Bakterien und Eukaryoten im Detail unterscheidet. In dieser Hinsicht verhalten
sich die Archaea wieder eher wie Eubakterien.

Der wichtigste Unterschied zwischen Bakterien und Eukaryoten bei der Genex-
pression ergibt sich aus dem weitgehenden Fehlen einer Kompartimentierung
der prokaryotischen Zelle. Wie in einem GroBraumbiro stellt eine Bakterienzelle
einen Ubergangslosen Ablauf vom Gen zum Protein sicher. Da ein Zellkern fehlt,
folgen Transkription und Translation direkt aufeinander. Das neu gebildete
Protein kann in der kleinen, nicht unterteilten Zelle rasch zu seinem Zielort
gelangen. Man weif3 im Moment noch recht wenig darlber, ob Transkription
und Translation in den Zellen der Archaea ahnlich miteinander gekoppelt sind,
doch scheint dies sehr wahrscheinlich. Im Gegensatz dazu trennt bei Eukaryoten
die Kernmembran die Prozesse der Transkription von denen der Translation und
bildet ein geschlossenes Kompartiment fur die umfangreiche Prozessierung der
RNA. Die Prozessierung umfasst weitere Schritte, deren Regulation dabei behilf-
lich sein kann, die aufeinander abgestimmten Aktivitaten in der arbeitsteiligen
eukaryotischen Zelle zu koordinieren (siehe Kapitel 18). SchlieBlich verfigen
Eukaryoten Uber komplizierte Mechanismen fiir den zielgerichteten Transport
von Proteinen in das fur sie bestimmte Organell oder an einen anderen Zielort.

17.6.2 Was ist ein Gen? Eine neue Betrachtung

Unsere Definition eines Gens hat sich im Verlauf der vorangegangenen Kapitel
ebenso gewandelt wie im Laufe der Geschichte der Genetik selbst. Wir sind
von Mendels Konzept des Gens als eigenstandige Vererbungseinheit, die ein
phanotypisches Merkmal festlegt, ausgegangen.

Die Aussage, dass ein Gen ein Polypeptid codiert, ist offensichtlich zu stark ver-
einfacht. Die meisten eukaryotischen Gene enthalten in ihren offenen Leserastern
(OREFs; engl. ,,open reading frames”) nicht codierende Abschnitte, die Introns,
die so umfangreich sein kédnnen, dass groBe Anteile der Gene sich nicht im
Translationsprodukt wiederfinden. Zu einem Gen gehdren auf der molekularen
Ebene neben dem offenen Leseraster, das die codierenden Sequenzen enthalt,
auch der Promotor und andere regulatorische Bereiche der DNA. Diese auf der
DNA liegenden Sequenzen werden nicht transkribiert, sind aber zweifelsfrei
doch Teil eines Gens als Funktionseinheit, weil ohne sie die Transkription nicht
stattfinden kann. Unsere molekulare Definition eines Gens muss auBerdem
breit genug angelegt sein, um auch codierende DNA einzuschlieBen, die zu
nicht translatierten RNAs wie rRNA, tRNA und anderen umgeschrieben wird.
Diese Gene spielen, obgleich sie nicht zu Translationsprodukten fuhren, eine
entscheidende Rolle in der Zelle. Dies fuhrt uns zu der folgenden Definition: Ein
Gen ist ein DNA-Bereich, der exprimiert werden kann und dabei entweder ein
Polypeptid oder ein RNA-Molekdl als Endprodukt mit einer Funktion herstellt.

MERKE!

Ein Gen ist ein DNA-Bereich, der exprimiert
werden kann und dabei entweder ein Poly-
peptid oder ein RNA-Molekiil als Endpro-
dukt mit einer Funktion herstellt.

VERSTANDNISFRAGEN

1. Was ware, wenn? In eukaryotischen Zellen hat
man eine merkwrdige Struktur gefunden, bei der
der Poly-A-Schwanz einer mRNA mit Proteinen in
der Nahe der 5’-Cap-Struktur wechselwirkt, so
dass sich eine fast zirkuldre Struktur ergibt. Wie
kénnte dies zur Erhéhung des Wirkungsgrades der
Translation fiihren?
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18.1 Bakterien reagieren auf wechselnde Umwelt-
bedingungen haufig mit Transkriptionsveran-
derungen

Bakterienzellen, die Nahrstoffe und Energie sparsam nutzen kénnen, haben
einen Selektionsvorteil gegentber Zellen, die dazu nicht in der Lage sind. Die
naturliche Selektion hat daher Bakterien begtnstigt, die nur die Gene expri-
mieren, deren Produkte von der Zelle benétigt werden.

Stellen wir uns etwa eine einzelne Escherichia coli-Zelle in der wechselnden
Umgebung unseres Dickdarms vor, die von der Nahrstoffaufnahme ihres Wirtes
abhangig ist. Fehlt hier beispielsweise die fur das Bakterium lebenswichtige
Aminosaure Tryptophan, wird es die Tryptophanbiosynthese aus anderen Vor-
stufen anschalten (Tryptophanbiosyntheseweg). Wenn der Mensch zu einem
spateren Zeitpunkt proteinreiche Nahrung zu sich nimmt, stellt die Bakterienzelle
die Produktion von Tryptophan ein, fur die sie nun unnétig Rohstoffe und Ener-
gie verschwenden wurde, wenn die Aminosaure direkt aus der Umgebung
aufgenommen werden kann. Dies ist nur ein Beispiel daftr, wie Bakterien ihren
Stoffwechsel sich dndernden Umweltbedingungen anpassen.

Das Beispiel der Tryptophanbiosynthese ist auch in Abbildung 18.2 gewahlt,
um zwei Ebenen der Stoffwechselkontrolle zu verdeutlichen. Zunachst vermag
die Zelle die Aktivitat bereits vorhandener Enzyme zu regulieren. Dies geht
sehr schnell und beruht auf der Eigenschaft vieler Enzyme, ihre Aktivitat unter
dem Einfluss kleiner Molekule zu steigern oder zu vermindern (allosterische
Regulation; ndhere Einzelheiten dazu siehe Kapitel 8). So wird die Aktivitat des
ersten Enzyms in der Tryptophanbiosynthese durch das Endprodukt Tryptophan
gehemmt (Endprodukthemmung; Abbildung 18.2). Wenn sich Tryptophan in
der Zelle anstaut, hemmt es damit seine weitere Synthese. Solche Endpro-
dukthemmungen sind typisch fir anabole (aufbauende) Stoffwechselwege.
Sie erlauben es der Zelle, sich schnell an kurzfristige Schwankungen in der
Verflgbarkeit einer benétigten Substanz einzustellen.

Die Steuerungsmechanismen der bakteriellen Genexpression wurden als Erstes
im sogenannten Operonmodell zusammengefasst, das im Jahr 1961 von Fran-
cois Jacob und Jacques Monod vom Pasteur-Institut in Paris vorgestellt wurde.
Schauen wir uns an, was ein Operon ist und wie es funktioniert. Dabei soll uns
zunachst wieder die Tryptophanbiosynthese als Beispiel dienen.

18.1. Das Operon-Konzept

Escherichia coli synthetisiert die Aminosaure Tryptophan (Trp) in mehreren
Schritten aus einer Ausgangsverbindung (Abbildung 18.2). Jeder Reaktionsschritt
des Stoffwechselweges wird von einem bestimmten Enzym katalysiert, wobei
die funf daflr codierenden Gene hintereinander auf dem Bakterienchromosom
angeordnet sind. Die Gengruppe besitzt nur einen einzigen, gemeinsamen
Promotor und bildet eine Transkriptionseinheit. (Wie in Kapitel 17 beschrieben,
ist der Promotor die Bindestelle der RNA-Polymerase auf der DNA, an der die Tran-
skription beginnt.) Durch die Transkription wird also in diesem Fall ein einzelnes,
langes mMRNA-Molekdl mit der Information fiir die funf Enzyme gebildet, die die
Tryptophanbiosynthese katalysieren. Bei der Translation stellt die Zelle finf einzelne
Polypeptide anhand dieser mRNA her, die finf separate offene Leseraster enthalt,
die jeweils durch eigene Start- und Stopcodons bestimmt werden.

Ein wichtiger Vorteil des Zusammenlegens von Genen in einer Tran-
skriptionseinheit ist die Moglichkeit, gemeinsame Funktionen durch einen
einzigen Schalter ein- oder ausschalten zu kénnen, der die gesamte Gengruppe
steuert, das hei3t man erhalt eine koordinierte Kontrolle. Wenn eine E. coli-Zelle
aufgrund von Tryptophanmangel den Biosyntheseweg benétigt, werden die

Abbildung 18.1: Welche Faktoren regulieren das Ex-
pressionsmuster verschiedener Gene?

Vorstufe
Endprodukt- ¢ W"? b
hemmung
[ 3 JtrpD-Gen|| "\

G Regulation
der Gen-
expression

entym 2 BNG == NR
° ou
[ 3 JtrpB-Gen[ "\ )
3 JtrpAsGen|| "\
-
- 0w
Tryptophan
(a) Regulation der (b) Regulation der
Enzymaktivitat. Enzymproduktion.

Abbildung 18.2: Die Regulation eines Stoffwechsel-
weges. Ein Tryptophan-Uberschuss kann sich auf zwei
unterschiedlichen Ebenen auf die Synthese der Aminosaure
auswirken: (a) Die Aktivitdt des ersten Enzyms des Stoff-
wechselwegs kann relativ schnell gehemmt werden (End-
produkthemmung). (b) Die Expression aller Gene, die fir
Enzyme dieses Biosynthesewegs codieren, kann reprimiert
werden (Repression). Dies ist eine langsamere und langer
anhaltende Reaktion. Die Gene trpE und trpD codieren zwei
Untereinheiten des Enzyms 1, die Gene trpB und trpA zwei
Untereinheiten des Enzyms 3. (Die Gene erhielten ihre Be-
zeichnungen, bevor die Abfolge der enzymatischen Schritte
im Stoffwechselweg bekannt war.) Das Symbol steht fiir
Hemmung.
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e
-y, Eﬁ 18 Regulation der Genexpression

trp-Operon

DNA

Promotor
Promotor  Regulatorgen
Gene des Operons
— —
T 2N
RNA- Operator
l Polymerase Startcodon ~ Stopcodon
4 3
mRNA /,,,,’//”:: > mRNA 5’
" [ [ |

Q Proteinuntereinheiten
. inaktiver ° e a (Polypeptide), die die
Protein ﬁ Repressor e Enzyme fur die Trypto-

phanbiosynthese bilden

(a) Tryptophan fehlt, Repressor inaktiv, Operon angeschaltet. Die RNA-Polymerase

lagert sich am Promotorbereich der DNA an und tra

nskribiert die Gene des Operons.

DNA
TN
b,
MRNA g

!

Protein ﬁ
, -
Tryptophan
(Corepressor)

(b) Tryptophan vorhanden, Repressor aktiv, Operon abgeschal-
tet. In dem MaB, in dem Tryptophan sich anhauft,
seine eigene Neubildung, indem es das Repressorprotein aktiviert,
das an den Operator bindet und so die Transkription blockiert.
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Abbildung 18.3: Das trp-Operon in Escherichia coli: Regulation
durch Repression der Genexpression. Tryptophan ist eine Amino-
saure, deren Synthese in Bakterien durch einen Stoffwechselweg mit
mehreren enzymatischen Schritten erfolgt. Die Transkription der fiir

32?" die Enzyme codierenden Gene kann reprimiert werden. (a) Die fiinf

fir die Polypeptiduntereinheiten der Enzyme des Stoffwechselweges

aktiver codierenden Gene (Abbildung 18.2) liegen nebeneinander und stehen
Repressor unter der Kontrolle eines einzigen Promotors. Zusammen bilden sie

das trp-Operon. Der trp-Operator (die Bindungsstelle des trp-Repres-
sors) liegt im Bereich des trp-Promotors (Bindungsstelle der RNA-Po-
lymerase). (b) Eine Anhédufung von Tryptophan, dem Endprodukt der
Biosynthese, in der Zelle reprimiert die Transkription des trp-Operons
und hemmt damit die Enzymsynthese.

Beschreiben Sie die Vorgénge am trp-Operon, wenn die Zelle ihren
Vorrat an Tryptophan verbraucht hat.

hemmt es

notwendigen Enzyme gleichzeitig bereitgestellt. Der zustandige Schalterbereich in
der DNA heil3t Operator (engl. operator (s), Maschinist, Bedienpersonal). Sowohl
seine Lage wie auch die Bezeichnung passen zur Funktion dieses genetischen
Elements: Er liegt im Promotor oder zwischen diesem und dem Beginn des offenen
Leserasters und kontrolliert den Zugang der RNA-Polymerase zu den codie-
renden Genbereichen. Der Operator bildet zusammen mit dem Promotor und
den offenen Leserastern einer solchen Transkriptionseinheit ein Operon. Das
Tryptophan-Operon (trp-Operon) ist nur eines von zahlreichen Operonen des
E. coli-Genoms (Abbildung 18.3).

Wenn der Operator ein Schalter fur die Transkriptionskontrolle ist, wie wird er
dann bedient? Im Grundzustand ist das trp-Operon aktiv (,angeschaltet”), die
RNA-Polymerase kann ungehindert an den Promotor binden und die Gene des
Operons transkribieren. Das Operon kann aber auch durch den sogenannten
trp-Repressor abgeschaltet (reprimiert) werden. Der Repressor bindet an die
DNA des Operators, verhindert den Zugang der RNA-Polymerase zum Promotor
und damit die Transkription der Gene. Allgemein binden Repressorproteine
jeweils spezifisch an den Operator eines bestimmten Operons. Beispielsweise
beeinflusst der trp-Repressor ausschlieBlich das trp-Operon und wirkt nicht auf
andere Operone im E. coli-Genom.

Der trp-Repressor ist selbst durch ein Regulatorgen namens trpR codiert, das
weiter entfernt auf dem zirkuldren Chromosom lokalisiert ist und von einem
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eigenen Promotor kontrolliert wird. Regulatorgene wie das des trp-Repressors
werden in der Regel standig (konstitutiv) transkribiert. Allerdings werden sie nur
schwach exprimiert, so dass das Repressorprotein nur in wenigen Molekdlen in
der Zelle vorhanden ist. Wenn der Repressor aber immer vorhanden ist, stellt sich
die Frage, warum das trp-Operon nicht standig abgeschaltet ist? Erstens ist die
Bindung des Repressors (Protein) an den Operator (DNA) reversibel. Der Opera-
tor pendelt also zwischen seinem freien Zustand und dem mit einem Repressor
besetzten Zustand. Die Dauer, in der sich der Repressor also in einem der beiden
Zustande befindet, hdangt von der Konzentration aktiver Repressormolekdile in
der Zelle ab. Als zweiter Faktor unterliegt die Aktivitat des trp-Repressors (wie
die der meisten regulatorischen Proteine) wiederum einer allosterischen Regu-
lation, das heiBt, er kann in einer aktiven oder in einer inaktiven Konformation
vorliegen (siehe Abbildung 8.14). Der trp-Repressor liegt nach seiner Synthese
in einer inaktiven Konformation vor, die sich in einer geringen Bindungsaffini-
tat fur den trp-Operator widerspiegelt. Wird aber die allosterische Bindestelle
des trp-Repressors durch Tryptophan besetzt, nimmt das Protein seine aktive
Konformation ein und lagert sich an den Operator des Operons an, um es abzu-
schalten. An dieser Stelle ist es wichtig, sich klar zu machen, dass es sich bei den
Regulationsmechanismen der Genexpression nicht wirklich um ein ,, An- oder
Abschalten” handelt, obwohl wir zum besseren Verstandnis bei diesem Bild
bleiben werden. Wie Sie gesehen haben, handelt es sich bei der Bindung des
trp-Repressors um einen dynamischen Prozess. In einer lebenden E. coli-Zelle
ergibt sich die tatsachliche Menge des gebildeten Transkripts aus dem zeitli-
chen Anteil, mit dem der Repressor an seinen Operator gebunden ist. Weder
die theoretisch moglichen 100 Prozent noch ein vollkommenes Abschalten auf
null Prozent Transkription werden also jemals in einem biologischen System
erreicht. AuBerdem greift am trp-Operon noch eine weitere Regulation, die auf
der Kopplung von Transkription und Translation bei Bakterien beruht und als
LAttenuation” bezeichnet wird. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit gehen wir
auf dieses Phanomen hier nicht ein und mochten auf spezialisierte Lehrbucher
der Genetik und Zellbiologie verweisen.

Das Tryptophan selbst wirkt in diesem System als Co-Repressor, also als ein
kleines Molekl, das einen Repressor durch seine Bindung aktiviert, um ein Operon
abzuschalten. Wenn sich Tryptophan in der Zelle anreichert, steht also immer
mehr Co-Repressor fur die Bindung an die trp-Repressormolekile zur Ver-
fugung, die dann an den trp-Operator binden und die weitere Bildung der
Enzyme fur die Tryptophanbiosynthese unterbinden. Wenn die Tryptophanmenge
in der Zelle wieder absinkt, beginnt die Transkription des trp-Operons erneut.
Dies ist ein Beispiel dafiir, wie die Genexpression in einer Zelle auf intra- und
extrazelluldre Verdnderungen reagiert.

18.1.2 Reprimierbare und induzierbare Operone:
Zwei Formen der negativen Regulation der
Genexpression

Das trp-Operon wird auch als ein reprimierbares Operon bezeichnet, weil es nor-
malerweise transkribiert und erst durch die Bindung eines aktiven Repressors
stillgelegt wird. Wie wir gesehen haben, erfolgt dies durch allosterische Bindung
des Co-Repressors Tryptophan an den Repressor. Im Gegensatz dazu wird ein
induzierbares Operon im Grundzustand nicht transkribiert, kann aber angeschal-
tet werden, wenn ein kleines Molekdl an ein Regulatorprotein bindet. Man
bezeichnet diese Art der Kontrolle als Induktion und das kleine Molekul als
Induktor (lat. inducere, veranlassen, herbeiftihren). Als Paradebeispiel fur ein
induzierbares Operon gilt das /ac-Operon von E. colj, das die Enzyme fur die
Aufnahme und den Abbau der Lactose (Milchzucker) codiert und dessen Regu-
lation durch die Pionierarbeiten von Jacob und Monod aufgeklart wurde.
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Promotor

Regulatorgen A
DNA Operator

Es wird
keine RNA
gebildet.

I,
mRNA /
5 RNA-
1 Polymerase
Protein “ aktiver
Repressor
(a) Lactose fehlt, Repressor aktiv, Operon abgeschaltet. Der

lac-Repressor ist in sich aktiv und schaltet das Operon in Ab-
wesenheit von Lactose durch seine Bindung an den Operator ab.

lac-Operon

Abbildung 18.4: Das lac-Operon von Escherichia coli: Regulation durch In-
duktion der Genexpression. Fiir die Verwertung von Lactose (Milchzucker) durch
E. coli werden zwei Enzyme bendtigt, die im lac-Operon codiert sind. Das lacZ-Gen
codiert die B-Galactosidase — das Enzym, das die Lactose in Glucose und Galactose
spaltet. Das lacY-Gen codiert eine Permease, die die Lactosemolekiile in die Zelle
transportiert. Das lacA-Gen codiert eine Transacetylase, die keine erkennbare Funk-
tion in der Lactoseverwertung ausiibt. Das Gen fiir den lac-Repressor, lacl, liegt als
Sonderfall unmittelbar vor dem /ac-Operon. In der Regel sind Regulatorgene im
Genom nicht mit dem Operon gekoppelt, das von ihrem Genprodukt reguliert wird.
Die Bedeutung des dunkelgriin unterlegten Bereichs links vor dem Promotor wird in
Abbildung 18.5 ndher erlautert.

DNA

RNA polymerase

MRNA 5'

1 3
mRNA /
5 l
Protein “ — ”

inaktiver
Allolactose fEpEEE
(Induktor)

Startcodon

Stopcodon

B-Galactosidase Transacetylase

(b) Lactose vorhanden, Repressor inaktiv, Operon angeschaltet. Allolactose, ein Isomer
der Lactose, dereprimiert das Operon, indem sie den Repressor inaktiviert. Auf diese Weise
wird die Bildung der Enzyme fur die Lactoseverwertung induziert.

VERSTANDNISFRAGEN

1. Wie verdndert die Bindung von Tryptophan als
Co-Repressor und der Allolactose als Induktor die
Wirkung der betreffenden Repressoren und wie
wirkt sie sich auf die Transkription aus?

2. Durch eine bestimmte Mutation im lac-Operator in
E. coli wird dieser so verandert, dass der Repressor
nicht mehr binden kann. Wie sollte sich das auf die
Produktion der b-Galactosidase in der betroffenen
Zelle auswirken?

3. Was ware, wenn? Beschreiben Sie die Bindung
der RNA-Polymerase, des Repressors und des
Aktivators, wenn sowohl Lactose- als auch Glu-
cosemangel herrschen. Wie wirkt sich dies auf die
Transkription des lac-Operons aus? Wie konnte
die Transkription anderer Gene auBerhalb des
lac-Operons reguliert werden, falls ein anderer
Zucker verfigbar ware?

246

Das Disaccharid Lactose kann von E. coli-Zellen im menschlichen Dickdarm als
Nahrungsquelle genutzt werden, etwa wenn der Wirt Milch getrunken hat.
Der Lactoseabbau beginnt mit der Hydrolyse des Disaccharids zu Glucose
und Galactose mithilfe des Enzyms B-Galactosidase. Wachst eine E. coli-Zelle
in einer Umgebung ohne Lactose, so sind nur wenige Molekdle dieses Enzyms
vorhanden. Wird dem Medium aber Lactose als einziger Zucker zugesetzt,
steigt die Konzentration der B-Galactosidasemolekle in der Zelle innerhalb von
15 Minuten auf das Tausendfache an.

Das lac-Operon umfasst neben dem Gen fir die B-Galactosidase noch zwei weitere
Gene (Abbildung 18.4 b). Eines davon, lacY, codiert fir ein Transportprotein,
welches die Aufnahme von Lactose in die Zelle bewirkt. Die gesamte Transkrip-
tionseinheit wird durch einen Promotor und einen Operator gesteuert. Das
Regulatorgen /ac/ liegt auBerhalb des Operons und codiert einen allosterisch
regulierbaren Repressor, der bei Bindung an den /ac-Operator das nachge-
schaltete Operon stilllegt. Dies entspricht der Regulation am trp-Operon, aber
mit einem wesentlichen Unterschied: Der trp-Repressor ist fr sich inaktiv und
wird erst durch Tryptophan als Co-Repressor aktiviert. Dagegen ist der Jac-
Repressor fur sich bereits aktiv und schaltet die Transkription des lac-Operons
ab. Hier wird erst durch die Bindung eines Induktors der Repressor inaktiviert
und das Operon kann transkribiert werden.
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