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10 Jahre RNA-Polymerase-Struktur -
von Transkription zu Genregulation
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Zehn Jahre nach Entschliisselung der RNA-Polymerase-Struktur ist der

Mechanismus der mRNA-Synthese wahrend der Transkription verstanden.
Um die Regulation der Transkription zu studieren, muss die Strukturbiolo-
gie nun mit funktionaler und computerbasierter Genomik kombiniert wer-

den.

Ten years after the determination of the RNA polymerase structure we
understand the mechanism of mRNA synthesis during transcription. The
regulation of transcription must now be studied with a combination of
structural biology and functional and computational genomics.

B Die Transkription ist der erste Schritt der
Genexpression und wird umfassend reguliert.
Wihrend der Transkription synthetisiert das
Enzym RNA-Polymerase II (Pol II) die mRNA.
Pol II steht im Zentrum einer dynamischen

Multiprotein-Maschinerie, deren Zusammen-
setzung variiert. Zur Promotor-Erkennung
assemblieren Initiationsfaktoren mit Pol II.
Ein Multiproteinkomplex, der Mediator, wan-
delt regulatorische Information von Dutzen-
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den Aktivatoren und Repressoren um. Wei-
tere Proteinkomplexe binden Pol II wahrend
der Elongation, um die Prozessierung der
RNA und Anderungen in der Chromatin-
struktur zu bewirken.

Die Elongation im Film

Der Startschuss fiir eine detailliertere Unter-
suchung der Transkription erfolgte vor zehn
Jahren, als die Kristallstruktur des Pol II-Ker-
nenzyms, das aus zehn Untereinheiten
besteht und knapp ein halbes Mega-Dalton
Molekulargewicht aufweist, gelost wurde [1-
2]. Ebenso wurde die Struktur eines ersten
Elongationskomplexes beschrieben, der aus
Pol I, DNA und RNA bestand [3]. Diese Struk-
turen offenbarten die Architektur der Pol II;
am Boden einer zentralen Spalte des Enzyms
liegt das aktive Zentrum, das DNA und RNA
bindet (Abb. 1). Diese Durchbriiche im Ver-
standnis der molekularen Grundlagen euka-
ryotischer Transkription waren maBgebend
flir die Verleihung des Chemie-Nobelpreises
2006 an Prof. Dr. Roger D. Kornberg, Stanford
University. In den folgenden Jahren wurden
zahlreiche Strukturen funktionaler Komplexe
der RNA-Polymerase aufgeklart [3-7], die
zusammen mit funktionellen Daten zu einem
ersten Film der Transkriptions-Elongation

<« Abb. 1: Aspekte der Transkriptions-Elonga-
tion. Pol Il fiigt wahrend dieser wiederholt ein
NTP (blau-griin) zum wachsenden 3‘-Ende der
mRNA hinzu, wobei sich die Ausldserschleife
(dunkelrot) tiber dem NTP-Substrat schlieBt,
das sich in der Nukleotid-Einbaustelle befindet
[5]. Das SchlieBen der Ausléserschleife wird
durch das Gift c-Amanitin (orange) blockiert,
was zu einer Hemmung der Transkription fiihrt
[6]. Entstehende Fehler in der RNA kénnen mit-
hilfe von TFIIS (violett) effizienter korrigiert
werden [4, 9]. Das hierzu notwendige Pausie-
ren von Pol Il kann durch ein Ausfransen des
RNA-Endes erreicht werden [10]. Schéaden in
der DNA (CPD-Schaden, Cisplatin-Lasion, oran-
ge) kdnnen zu einer Blockade der Transkription
und zum Auslésen von DNA-Reparatur [11, 12]
oder zu transkriptioneller Mutagenese fiihren
(80x0G, orange) [13].
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A Abb. 2: Modell der Transkriptions-Initiation. Bei der Initiation bindet TBP an die TATA-
Box auf der DNA, TFIIB bindet mit seiner C-terminalen Domane an TBP und an die DNA und
mit seiner N-terminalen Doméne an Pol |l. Die doppelstrangige DNA bindet tber der zentra-
len Spalte der Pol I, die das aktive Zentrum umfasst. Damit ist der minimale geschlossene
Promotorkomplex vollstandig [15]. Die doppelstrangige DNA wird dann mithilfe des TFIIB-
Linkers aufgeschmolzen, und der einzelstrangige DNA-Vorlagenstrang wird ins aktive Zen-
trum gefadelt, wo der TFlIB-Reader dabei hilft, die Startstelle des Gens zu erkennen (offe-
ner Promotorkomplex) [15]. Danach beginnt die Synthese der mRNA. Die wachsende RNA
verdréngt TFIIB, der Promotorkomplex zerféllt und Pol Il geht in die Elongationsphase liber

(Elongationskomplex) [16].

gefiihrt haben ([8], www.LMB.uni-muen-
chen.de/cramer/PR-material/index.htm).

Wiéhrend der Elongation durchlauft
Pol 1T wiederholt den Zyklus der Nukleotid-
Addition. Dieser beginnt mit der Bindung
eines Nukleosidtriphosphats (NTP). Die
darauffolgende katalytische Addition eines
Nukleotids an das wachsende 3“-Ende der
mRNA fiihrt zur Abspaltung eines Pyro-
phosphations, die sich anschlieBende
Translokation der DNA setzt die NTP-Bin-
dungsstelle wieder frei, und der Zyklus
beginnt von Neuem. Eine wichtige Rolle
spielt die sogenannte Ausloserschleife, die
sich iber dem NTP-Substrat schlieBt, um
die katalytische Konformation einzustel-
len (Abb. 1, [5]). Das NTP bindet zwei kata-
lytische Magnesiumionen, Ion A ist stdn-
dig im aktiven Zentrum gebunden, wohin-
gegen lon B an den Triphosphatteil des
NTPs bindet und gemeinsam mit diesem
eintritt. Der Translokationsmechanismus
bleibt schlecht verstanden. Unerwartete
Einsichten wurden allerdings mit Aufkla-
rung der Transkriptionshemmung durch
o-Amanitin, dem Gift des griinen Knol-
lenblitterpilzes, gewonnen (Abb. 1). Das
zyklische Peptid o-Amanitin stabilisiert
Pol II in einem Zustand, der als Translo-
kations-Intermediat beschrieben wurde
[6]. Dabei befindet sich die DNA-Base im
Vorlagenstrang beim Eintreten in das akti-
ve Zentrum in einem Zwischenzustand
oberhalb der Briickenhelix. Die Briicken-
helix selbst ist leicht verschoben und blo-
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ckiert die eigentliche Position der DNA-
Base, die als Vorlage fiir den nachsten Ein-
bauschritt dient. Eine ebenso neue keilar-
tige Konformation der Ausloserschleife an
der verschobenen Briickenhelix tragt zum
Mechanismus der sogenannten ,Brown’-
schen Ratsche“ bei. Dieser Mechanismus
beinhaltet ein Schwingen der Ausloser-
schleife zwischen einer offenen, verkeil-
ten und geschlossenen Position.

In den letzten Jahren wurden so auch
die Mechanismen der RNA-Fehlerkorrek-
tur und der Erkennung von DNA-Schaden
untersucht. Pol II zeigt eine RNA-Spal-
tungsaktivitat, die durch den Faktor TFIIS
stimuliert wird, der durch eine Pore bis
zum aktiven Zentrum vordringt (Abb. 1,
[4, 9] ). Im Falle falsch eingebauter Nukle-
otide wird die Fehlerkorrektur aktiviert.
Die Polymerase stockt zunéchst, bevor sie
um ein Nukleotid zuriicklduft und ein
Dinukleotid vom wachsenden Ende der
RNA entfernt und so den Fehler beseitigt.
Die hohe Zuverléssigkeit der Pol II fiir den
Einbau von korrekten Nukleotiden ist ent-
scheidend, um die Produktion von fehler-
haften mRNA-Ketten zu vermeiden. Dabei
benutzt Pol II unterschiedliche Strategien
fiir die Erkennung und Entfernung von
fehlgepaarten Nukleotiden [10]. Eine Ursa-
che fiir inkorrekten Nukleotideinbau in
der wachsenden mRNA-Kette konnen auch
im DNA-Vorlagenstrang vorhandene Scha-
den sein. DNA wird durch ultraviolettes
Licht, chemische Agenzien oder oxidati-
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A Abb. 3: Molekulare Biosystemanalyse der Transkriptionsregulation. Genregulatorische Submo-
dule von Proteinkomplexen wie dem Mediatorkomplex werden strukturbiologisch identifiziert und
aufgeklart (oben links) [17, 18, 20]. Zielgene der regulatorischen Submodule werden durch eine
differenzielle Transkriptomanalyse identifiziert (oben rechts) [17, 20]. Transkriptionskomplexe
werden genomweit kartiert mittels Chromatin-Immunoprézipitation und Tiling-Mikroarrays (unten

links) [19]. Korrelationsanalysen erlauben die Erstellung testbarer Hypothesen tiber regulatori-
sche Netzwerke (unten rechts, unpublizierte Daten).

ven Stress geschadigt. Die dabei entstehen-
den Lasionen konnen die Transkription blo-
ckieren und einen Transkriptions-gekoppel-
ten Reparaturmechanismus auslosen. Struk-
tur-Funktionsanalysen von Elongationskom-
plexen mit groBen Lasionen konnten den
ersten Schritt des Reparaturmechanismus auf-
klaren (Abb. 1, [11, 12]). Kleine Schdden wie
etwa 8-Oxoguanin (80x0G) kdnnen hingegen
transkriptionelle Mutagenese auslosen (Abb.
1, [13]). Dabei entkommt ein félschlich ein-
gebautes Adenin der Fehlerkorrektur.

Ein Modell der Initiation

Bevor ein Gen in mRNA transkribiert werden
kann, muss es erkannt werden. Diese Rolle
ibernimmt der Promotor am Beginn eines
Gens sowie Initiationsfaktoren, die Pol II an
den Promotor rekrutieren und an der Start-
stelle der Transkription positionieren. Die
Initiation ist in eukaryotischen Zellen ein
stark regulierter und sehr komplexer Vorgang.
Das nachfolgend beschriebene Modell des

Initiationsprozesses beruht auf einer gerade
erst publizierten Schliisselstruktur [14, 15].
Viele Promotoren enthalten ungefahr 30
Basenpaare vor der Transkriptions-Startstel-
le eine DNA-Sequenz: die TATA-Box. An die-
se bindet der Transkriptionsfaktor TFIID, der
das TATA-Box-bindende Protein (TBP) und
weitere Faktoren enthélt. TBP knickt die DNA
an dieser Stelle rechtwinklig ab. Der Inita-
tionsfaktor TFIIB bindet mit seiner C-termi-
nalen Doméne an TBP und zusétzlich an DNA-
Sequenzen, die die TATA-Box flankieren. Mit
seiner N-terminalen Doméne bindet TFIIB an
Pol IT und positioniert damit die Polymerase
in der Ndhe der Transkriptions-Startstelle.
Dieser Komplex zwischen DNA, TBP, TFIIB
und Pol IT wird minimaler Initiationskomplex
genannt, fiir den nun ein dreidimensionales
Modell vorliegt (Abb. 2). In Archaea gentigt
dieser minimale Komplex fiir die Transkrip-
tions-Initiation, in Eukaryoten hingegen wer-
den weitere Initiationsfaktoren, TFIIE, -F und
-H, benotigt.

Pol Il ist alleine nicht in der Lage, die Trans-
kriptions-Startstelle zu erkennen, sondern ist
auf weitere Hilfe durch TFIIB angewiesen.
Zunachst muss die doppelstrangige DNA in
Einzelstrange aufgeschmolzen werden. Dabei
hilft TFIIB mit dem B-Linker, der aus einer o-
Helix und einem kurzen B-Strang besteht, bei
der Offnung der DNA vor der Transkriptions-
Startstelle [15]. Die einzelstrangige Templat-
DNA kann nun in das aktive Zentrum der
Pol II eingefadelt werden. Nun muss noch die
Transkriptions-Startstelle erkannt werden.
Hierbei hilft wieder TFIIB, die Erkennungs-
basen des sogenannten Initiator-Elements an
der Transkriptions-Startstelle auszulesen und
damit den DNA-Strang im aktiven Zentrum
zu platzieren. TFIIB verwendet hierzu den B-
Reader, der aus einer Helix und einer flexi-
blen Schleife besteht. Nun werden erste kur-
ze RNA-Stiicke synthetisiert, die aber haufig
wieder von der DNA-Vorlage abfallen. Der
wachsende RNA-Strang stoft aber immer wie-
der an den noch gebundenen Faktor TFIIB
und tragt dazu bei, dass TFIIB seine Bindung
an Pol II verliert und vom Promotorkomplex
abféllt. Damit kann Pol II dem Promotor ent-
kommen und von der Initiations- in die Elon-
gationsphase tibertreten [15].

Eine Vision der Regulation

Es ist genau dieser komplizierte Initiations-
prozess, der vielfaltig reguliert wird, um die
zellulare Genexpression zu steuern. Dabei
sind Proteinkomplexe wie der Mediatorkom-
plex wichtig, welche Signale von regulatori-
schen Faktoren integrieren. Der Mediator
tibertragt dann die Signale auf den Pol II-Initi-
ationskomplex, um die Transkription regu-
liert zu starten. Wie dies genau geschieht, ist
unbekannt. Der Mediator besteht aus 25 Pro-
teinen und hat ein Molekulargewicht von tiber
einem Mega-Dalton. Eine Kombination von
Strukturanalyse und differenzieller Genex-
pressionsanalyse konnte zeigen, dass der
Mediator Submodule enthilt, die an der
Transkriptionsregulation bestimmter Grup-
pen von Genen beteiligt sind (Abb. 3). So
erzeugen Deletionen bestimmter Mediator-
Submodule charakteristisch verdnderte
Genexpressionsprofile [17, 18]. Manche der
Zielgene unterschiedlicher Mediator-Submo-
dule sind gleich, aber es existieren auch vie-
le Submodul-spezifische Zielgene.

Ziel der Transkriptionsforschung ist es, die
Regulationsprinzipien nicht nur molekular
und mechanistisch, sondern auch genomweit
und quantitativ in der Zelle aufzuklaren. Es
bedarf zum einen hochaufgeldster Analysen
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auf Ebene der mRNA-Quantifizierung. Dabei
reicht es nicht aus, die Mengen aller mRNAs
zu messen, da diese sowohl von der Trans-
kriptionsrate als auch von der mRNA-Abbau-
rate bestimmt werden. Mit neuen Methoden
muss ermittelt werden, wie hoch die mRNA-
Syntheseraten tatsdchlich sind. Des Weiteren
miissen die zugrunde liegenden DNA-Protein-
Wechselwirkungen genomweit kartiert wer-
den. Mittels Chromatin-Immunoprézipitation
und hochauflésender Analyse auf Tiling-
Mikroarrays, deren DNA-Sonden das ganze
Genom abdecken, werden genomweite Bin-
deprofile von Pol Il und den assoziierten Fak-
toren erhalten [19]. Kombiniert mit kineti-
schen Daten unter verschiedenen Wachs-
tumsbedingungen (z. B. Stressbedingungen)
konnten so primire und sekundéare Zielgene
regulatorischer Transkriptionsfaktoren unter-
schieden werden. Die Auswertung solcher
genomweiter Daten erfolgt durch Korrela-
tionsanalysen, mit deren Hilfe experimentell
testbare Hypothesen generiert werden.

In der Zukunft werden Struktur-Funk-
tionsstudien in vitro die molekularen Wech-
selwirkungen aufkldren, die der Genregula-
tion zugrunde liegen. Strukturbasierte Muta-
tionen miissen dann genutzt werden, um die
Relevanz regulatorischer Mechanismen in
vivo zu etablieren. Diese Analysen werden
von einzelnen Genen auf das zelluldre Sys-
tem erweitert. Mithilfe der funktionalen Geno-
mik, insbesondere der transkriptomweiten
Messung von mRNA-Syntheseraten und der
genomweiten Kartierung von Faktoren wird es
moglich, regulatorische Netzwerke zu eta-

blieren. Durch vergleichende Analysen ver-
schiedener Mutanten konnte so eines Tages
das transkriptionelle Netzwerk einer Zelle
aufgeklart und molekular-mechanistisch
beschrieben werden. Dies wird allerdings nur
mit kinetischer Information gelingen. Sto-
rungen des Systems, etwa durch definierte
Stressbedingungen, bewirken Anderungen in
genregulatorischen Netzwerken, die in Zei-
treihen verfolgt werden miissen. Die fiir sol-
che Studien notige Kombination von Struk-
turbiologie mit funktionaler Genomik und
computerbasierter Biologie wird molekulare
Biosystemforschung genannt und erfordert
interaktive institutionelle Strukturen. |
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