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Vorwort

Vorwort zur 1. Auflage

In den vergangenen Jahren hat die Molekularbio-
logie in allen Teilbereichen der Botanik Einzug
gehalten. Ganz besonders gilt das fiir die Pflan-
zenphysiologie. Im vorliegenden Buch wird der
Versuch unternommen, auf der Basis molekular-
biologischer Daten eine Einfiihrung in die Stoff-
wechsel- und Entwicklungsphysiologie der héhe-
ren Pflanzen zu geben. Von der heterokatalyti-
schen Funktion der DNS ausgehend wird in den
ersten zehn Kapiteln der Stoffwechsel, von der
autokatalytischen Funktion der DNS ausgehend
in den folgenden neun Kapiteln, von mehr stoff-
wechsel-physiologisch orientierten Einschiiben
abgesehen, die Entwicklung dargestellt. Beide
Bereiche der Pflanzenphysiologie sind so eng ver-
zahnt, dal} eine derart integrierte Darstellung
nicht nur méglich, sondern sogar wiinschenswert
erschien.

Im Gegensatz zu anderen Darstellungen wird
wenigstens versucht, Stoffwechsel und Entwick-
lung gleichgewichtig herauszuarbeiten. Vor allem
werden auch die sog. ,,sekundéren” Pflanzenstof-
fe, die nicht nur fiir den Biologen, sondern auch
den Pharmazeuten, Nahrungsmitteltechnologen,
Techniker und Landwirt von wesentlichem Inte-
resse sind, wenigstens einigermafen adéquat ab-
ehandelt. Dass die Fiille des Stoffs eine exempla-
rische Darstellungsweise bedingte, ist selbstver-
standlich.

Das Buch ist fiir Anfénger gedacht. Dementspre-
chend musste teilweise simplifziert werden. Aber
es konnte nicht darauf verzichtet werden, weiter-
fiihrende Hypothesen zu erwidhnen. Denn auch
der Anfanger sollte erfahren, wie man auf Grund
bestimmter Fakten zunéchst Arbeitshypothesen
aufstellt, die es dann zu beweisen oder zu wider-
legen gilt.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage,
welche Kenntnisse von dem eben angesproche-
nen ,,Anfinger” erwartet werden sollten. Er sollte
iiber ein gutes Lehrbuch der Allgemeinen Botanik
verfligen, etwa den ,,Nultsch“. Hauptfachbotani-

Meiner Mutter 1

ker werden ohnedies auch den ,,Strasburger* be-
sitzen. Unser Anfénger sollte die Biicher aber
nicht nur besitzen, sondern auch mit ihnen arbei-
ten! Vor allem aber sollte sich der Biologe schon
im ersten Semester Karlsons ,,Kurzes Lehrbuch
der Biochemie® als stdndigen Begleiter zulegen.
Das bedeutet keinesfalls, dass er den dort gebo-
tenen Stoff bereits beherrschen miisste. Aber er
sollte immer wieder nachlesen und sich so lang-
sam einarbeiten.

Auf eine Schilderung der Methodik musste, von
kurzen Hinweisen abgesehen, verzichtet werden,
um den Rahmen des Buches nicht hinsichtlich des
Umfanges und des Preises zu sprengen. Aber
hierfiir gibt es Angaben in jedem biochemisch
orientierten Lehrbuch und auch kurzgefasste
Einfithrungen in Buchform, so z.B. E. S. Lenhoff
,Tools of Biology*“.

Der Verfasser hofft, dass sein Buch nicht nur den
Studierenden der Biologie und benachbarter Dis-
ziplinen in ihren ersten Semestern, sondern auch
Lehrkréften an hoheren Schulen von Nutzen sein
kann, die sich iiber neuere Entwicklungen im Be-
reich der Pflanzenphysiologie informieren und
den einen oder anderen Sachverhalt auch im Un-
terricht beriicksichtigen mochten.

Recht herzlich danken mochte der Verfasser sei-
nem Verleger, Herrn Roland Ulmer, und dessen
Mitarbeitern fiir die gute Zusammenarbeit, eben-
so Herrn Ekkehart Volk fiir seine Sorgfalt bei der
Ausfiihrung der Zeichnungen. Und Dank gebiihrt
auch Frau und Tochter, die fiir die ,,Uberstunden-
arbeit“ volles Verstédndnis bewiesen.

Am Ende dieses Vorwortes aber soll ein Wunsch
stehen: Moge es den Wissenschaftlern an den
deutschen Universitdten auch in Zukunft nicht
durch Entscheidungen einer kurzfristig orientier-
ten Politik verwehrt werden, an der Klarung der
fiir uns alle zentral wichtigen Fragen der moder-
nen Biologie aktiv mitzuarbeiten!

Stuttgart-Hohenheim, im Juli 1970 Dieter Hel3



Vorwort

Vorwort zur 11. Auflage

Die erste Auflage der Pflanzenphysiologie wurde
1970 von Roland Ulmer herausgebracht. Diese
11.Auflage erscheint nach Weitergabe der Ver-
lagsleitung an seinen Sohn Matthias. Uber Gene-
rationen und Auflagen hinweg blieb die gute
Zusammenarbeit zwischen Verlag und Autor un-
verdndert. Fiir die vorliegende Auflage mochte
ich besonders Frau Dr. N. Kneissler in der Pro-
grammleitung, Frau A. Kreibaum im Lektorat und
Herrn J. Sprenzel in der Herstellung danken.
Frau Sabine Seifert fertigte mit Verstdndnis und
Einfithlungsvermogen die Zeichnungen an, viel-
fach nach Vorlagen des Autors. Ein neues Layout
mit nun durchgehend vierfarbiger Darstellung
erforderte ein entsprechendes Engagement aller
Beteiligten. In diesem Zusammenhang mochte
ich auch Kollegen und Freunden in aller Welt,
darunter vielen ehemaligen Mitarbeitern, fiir die
Bereitstellung von Farbfotos danken

Die dufBere Form ist wichtig, doch wire sie nichts
ohne einen entsprechenden Inhalt. Er wurde in
dieser Auflage grundlegend umgestaltet, gestrafft
und thematisch erweitert. Die Gentechnik, ohne
die viele pflanzenphysiologische Laboratorien
nicht auskommen konnten, war schon in den vor-
hergehenden Auflagen beriicksichtigt worden,
wird aber nun ausgebaut. Ihre Grundlagen finden
sich in einem eigenen Kapitel, Fallbeispiele in den
nachfolgenden Kapiteln. Gewebekulturen, auf
denen viele Verfahren des Gentransfers basieren,
die aber auch davon abgesehen von hoher Rele-
vanz in Forschung und Praxis sind, wurden eben-
falls in einem eigenen Kapitel beriicksichtigt.
Damit deckt das Buch die Biotechnik in wesentli-
chen Aspekten ab.

Neu ist auch die Aufnahme wichtiger Bereiche
der Bewegungsphysiologie. Dazu gehoren au-
Rer einigen Nastien insbesondere Gravi- und
Phototropismus, in denen in den letzten Jahren
entscheidende Fortschritte gemacht wurden.
Ebenfalls neu ist auch ein Kapitel iiber PCD und
Seneszenz. Damit wird die Darstellung der Pflan-
zenphysiologie wesentlich abgerundet. Dabei
wurde das Schwergewicht wie schon bisher auf
biochemische und molekulare Daten gelegt.

Das Buch entspricht den Anforderungen fiir den
Bachelor oder die Zwischenpiifung bzw. das Vor-
diplom, geht aber insbesondere in manchen
Boxen in Richtung Master oder auch Staatsexa-
men dariiber hinaus. Dementsprechend wurden
Quellenangaben zu Ubersichtsreferaten, ,Mei-
lensteinen der Forschung und weiteren Original-
arbeiten eingebracht. Dabei wurden &ltere Arbei-
ten nicht vernachlassigt. Denn sie legten die Basis
fiir die Erfolge der modernen Pflanzenphysiolo-
gie.

Der Autor hofft, dass die neue Pflanzenphysiolo-
gie wieder eine freundliche Aufnahme an Univer-
sitdten und anderen Hochschulen findet, aber
auch bei Kollegen im Lehramt und in der Wirt-
schaft, die sich einen Uberblick iiber ein faszinie-
rendes, rasch wachsendes Teilgebiet der Biolo-
gie verschaffen oder ihr Wissen aktualisieren
mochten.

Hohenheim, Januar 2008 Dieter Hel$
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Das Programm

Die Entwicklung einer Pflanze ist eine Folge von
Merkmalsbildungen: ein Same keimt und entwi-
ckelt sich zum Keimling. Der Keimling ergriint
und bildet einen Spross mit Folgeblattern und
schlieRlich Bliiten. Samen und Frucht schlieRen
den Kreislauf, der bei mehrjéhrigen Pflanzen viel-
fach wiederholt werden kann. Doch frither oder
spater kommt es zur Seneszenz und zum Ab-
sterben der Pflanze. Dementsprechend gliedert
man den Entwicklungszyklus nach einem Vor-
schlag von Oehlkers (1956) in die embryonale
Phase, die Keimlingsphase (unselbstandige

vegetative Phase), die vegetative Phase, die
reproduktive Phase und, spéter zwingend hin-
zugefiigt, die Phase der Seneszenz und des
Zelltods (Abb. 1.1).

Jede Merkmalsbildung besteht aus einer Vielzahl
ineinander verflochtener chemischer Reaktions-
ketten. Sie sind genetisch gesteuert. Doch Abb.
1.1 lasst auch die Abhéngigkeit von Aulsenfakto-
ren erkennen, die auf die Genexpression Einfluss
nehmen.

Wir werden uns in diesem Buch zuerst mit dem
genetischen Material und seiner Expression be-

Abb. 1.1

Schema der Entwicklung
eines vieljahrigen Holzge-
wachses am Beispiel des
Pfirsichs (Prunus persica).
Der Same keimt nach einer
kalten Stratifikation
(Keimlingsphase) und ent-
wickelt sich zu einem
Baum. Nach ein bis drei
Jahren ist die vegetative
Phase beendet. Der Baum

vegetativ

blihreif

Blithinduktion

aufeinanderf.

wird bliihreif. Nach Einwir- %‘
ken der winterlichen Kalte

kommt es zum Blithen und
Fruchten (reproduktive
Phase; im Samen entwi-
ckelt sich paralell dazu der
Embryo = embryonale
Phase). Dieser Jahreszyklus
wiederholt sich, wobei
jedes Mal die Kélte die Vor-
aussetzung fir das Bliihen
ist. Allmahlich altert der
Baum und geht nach
einem lingeren Stadium
der Seneszenz zugrunde.
Eine Verjlingung ist durch
Stockausschldge aus dem
Baumstumpf moglich,
solang er noch nicht zu
weit abgestorben ist (ver-
dndert nach JANICK et al.
1969).

Keimung

kalte
Stratifikation

Embryonale Phase
Keimlingsphase

Vegetative Phase

jeder Jahreszyklus mit
Kéltebedurfnis

Fruchtansatz

jahrl. Zyklen

blthen im
Friihjahr nach
Winterkalte

Seneszenz i{

Reproduktive Phase I

. Phase der Seneszenz -




fassen. Nach einem Einschub zu grundlegenden
Methoden der Biotechnik, die in Forschung und
Praxis routinemal3ig Verwendung finden, werden
der Stoffwechsel und anschlieBend der Stoff-
transport besprochen. Erst danach ist eine Be-
handlung der Entwicklung sinnvoll. Was sie an-
geht, werden vorweg Grundlagen von Wachstum
und Entwicklung (Phytohormone, morphogene-
tische Pigmentsysteme, Wachstum, Grundlagen
der Differenzierung) besprochen, die in allen Le-
bensphasen wichtig sind. Danach wird nach den

Das Programm

erwahnten Lebensphasen gegliedert. Dabei wer-
den die belebten und unbelebten Aulienfaktoren
beriicksichtigt, die stindig auf unsere Pflanzen
Einfluss nehmen. So werden in den Kapiteln zur
vegetativen Phase nicht nur Allelopathie, Phyto-
pathologie, Herbivorie und Symbiose (belebte
AulSenfaktoren), sondern auch Photo- und Gra-
vitropismus und Stressphysiologie (unbelebte
AuBBenfaktoren) behandelt. Kapitel iiber die re-
produktive Phase sowie Seneszenz und Zelltod
schlielfen das Buch ab.

11






Nucleinsduren:
Struktur und Expression

1 Die Struktur der Nucleinsduren
2 Die Expression der Gene

3 Photosynthetische Nitratassimilation, Aminosduren
und Proteine
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Die Struktur der Nucleinsauren

1.1 Bausteine der Nucleinsduren

1.2 Nucleoside, Nucleotide, Polynucleotide

1.3 Die DNA-Doppelhelix

1.4 Die Organisation der DNA in den Chromosomen
INHALT

Nucleinsduren sind die primdren Informationstradger, in Zellen DNA und in vielen phyto-

pathogenen Viren RNA. Die Struktur beider Nucleinsduren wird besprochen. In diesem Kapitel

befassen wir uns also mit struktureller Genomik. Das Kettenabbruchverfahren erlaubt die

Sequenzierung der DNA. Die DNA-Doppelhelix wird eingefiihrt und ihre Organisation in Chro-

mosomen geschildert. Strukturelemente dabei sind die aus DNA und Histonen aufgebauten

Nucleosomen. Uber Verinderungen der Histone l4sst sich der Kondensationszustand des

Chromatins steuern. Zu einer Expression kommt es nur im aufgelockerten Chromatin.



DEFINITION

# — Unter Genom im weiteren Sinn versteht
man die Gesamtheit der Gene eines Virus oder
Organismus. Bei Eukaryonten wird als Genom
im engeren Sinn oder Nucleom die Gesamtheit
der Gene auf den Chromosomen, als Plastom die
Gesamtheit der Gene in den Plastiden und als
Chondriom die Gesamtheit der Gene in den
Mitochondrien bezeichnet. Genomik ist die ana-
lytische Erfassung von Struktur (strukturelle
Genomik) und Funktion (funktionelle Geno-
mik) des Genoms.

Seit den Transformationsexperimenten Averys’
an Pneumokokken (1944) steht fest, dass es sich
bei dem genetischen Material in der Regel um
einen bestimmten Typ von Nucleinsduren, ndm-
lich Desoxyribonucleinsduren (deoxyribonucleic
acid = DNA) handelt (- Box 1.1.). Doch kann,
zum Beispiel bei den meisten Pflanzenviren, auch
ein zweiter Nucleinsdurentyp, die Ribonuclein-
sdure (ribonucleic acid = RNA), primérer Tréger
der genetischen Information sein. Aber auch
dann, wenn es sich bei dem priméaren Informati-
onstrdger um DNA handelt, spielt RNA bei der

1 Die Struktur der Nucleinsduren
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Abb. 1.2

Transformation bei Pneumokokken. DNA aus dem S-Stamm
wird in einige Bakterien des R-Stammes iibertragen, die dar-
aufhin wie die Bakterien des S-Stammes Kapseln ausbilden

(KAUDEWITZ 1958).

@& T«

/
A

R-Stamm

.@3

Expression der aus DNA bestehenden Gene eine
ausschlaggebende Rolle.

DEFINITION

/C Genetisch stabile Verdnderungen durch
experimentelle Geniibertragung nennt man
(genetische) Transformationen, die {ibertrage-
nen Fremdgene Transgene. Transformationen
liefern Transformanten, transgene Organismen
oder gentechnisch verdnderte Organismen
(GVOs). Gv bedeutet gentechnisch verdndert.

' BOX 1.1

Averys’ Transformationsexperimente

Mit den Experimenten Averys’ (1) begann im
Jahre 1944 das Zeitalter der molekularen Gene-
tik. Versuchsobjekte waren Pneumokokken, Bak-
terien also, die unter anderem als Erreger von
Lungenentziindungen bekannt sind. Bei manchen
ihrer Stdmme sind die einzelnen Bakterien von
einer Polysaccharid-Kapsel umgeben. Die Kapsel
schiitzt die Bakterien vor dem Angriff von En-
zymen des befallenen Organismus. Bakterien mit
Kapseln konnen sich deshalb im Wirtsorganis-
mus vermehren und werden so virulent. In der
Petrischale bilden sie Kolonien mit einer glatten
Oberflache. Man spricht deshalb von S-Stimmen
(engl. smooth = glatt). Andere Pneumokokken-
stimme besitzen keine schiitzende Kapsel. Sie
sind infolgedessen auch nicht virulent. Thre Kolo-

nien weisen eine raue Oberflache auf, daher die
Bezeichnung R-Stdmme (engl. rough = rau).
Avery isolierte DNA aus S-Stdimmen und iibertrug
sie in Kulturen von R-Stdmmen. Ein geringer Pro-
zentsatz (in diesen Versuchen unter 1%) der so
behandelten R-Bakterien bildete daraufhin Kap-
seln aus (Abb. 1.2). Die einmal erworbene Féhig-
keit zur Kapselbildung wurde von den Nachkom-
menschaften konstant beibehalten. Es war also
gelungen, das Gen fiir Kapselbildung zu iibertra-
gen, und dieses Gen musste sich in der DNA be-
funden haben, mit der die R-Stimme behandelt
worden waren. Damit war bewiesen, dass DNA
genetisches Material sein kann.

T Avery et al. 1944.
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1 Die Struktur der Nucleinsduren

1.1 Bausteine der Nucleinsduren

Alle Nucleinsiduren bauen sich prinzipiell aus drei
Gruppen von Substanzen auf: aus stickstoffhal-
tigen zyklischen Basen, aus Pentosen, das sind
Zucker mit fiinf Kohlenstoffatomen, und aus an-
organischem Phosphat (Abb. 1.3, Tab. 1.1). Je
nachdem, welche Basen und welche Zucker sich
am Aufbau der Nucleinsduren beteiligen, unter-
scheidet man zwischen den beiden erwidhnten
Nucleinsduren, der DNA und RNA. Jede dieser
Gruppen ist in sich heterogen. Es gibt nicht eine
DNA, sondern unzahlige verschiedene Sorten von
DNA, und es gibt nicht eine RNA, sondern es gibt
drei grof3e Untergruppen von RNA und jede die-
ser drei Untergruppen gliedert sich wieder in eine
Vielzahl verschiedener Sorten.

Die Basenbausteine der DNA sind die Purinbasen
Adenin (A) und Guanin (G) und die Pyrimidin-
basen Cytosin (C) und Thymin (T). Der Pento-
sezucker der DNA ist die 2-Desoxyribose.

Die RNA fiihrt ebenfalls die Purinbasen Adenin
und Guanin und die Pyrimidinbase Cytosin. Die
zweite Pyrimidinbase ist aber nicht Thymin, son-
dern Uracil (U). Auch der Pentosezucker ist ein
anderer: die RNA enthélt Ribose.

Zu den genannten Basen kommt noch eine Rei-
he seltener Basenbausteine. Von ihnen soll das

5-Methylcytosin (5-MC) erwédhnt werden, weil es
unter den seltenen Basen relativ haufig in der
DNA hoherer Pflanzen vorkommt.

Stellen wir noch einmal deutlich heraus, in wel-
chen Bausteinen sich DNA und RNA voneinander
unterscheiden: DNA enthélt die Pyrimidinbase
Thymin, RNA stattdessen die Pyrimidinbase Ura-
cil. Der Pentosezucker der DNA ist die 2-Desoxy-
ribose, der Pentosezucker der RNA die Ribose.

1.2 Nucleoside, Nucleotide,
Polynucleotide

Die drei genannten Bausteintypen, die Basen, die
Pentosezucker und das Phosphat, bauen in ge-
setzméBiger Weise die Nucleinsduren auf (Abb.
1.4, Tab. 1.1).

Zunichst einmal kann die Base mit dem Pentose-
zucker tiber eines ihrer Stickstoffatome verbun-
den werden. Man nennt die resultierende Verbin-
dung ein Nucleosid. Besetzt man dann ein Hyd-
roxyl des Pentosezuckers mit anorganischem
Phosphat, so erhélt man ein Nucleotid. Viele Nu-
cleotide schlief8lich treten zu Polynucleotiden
zusammen. Die Verbindung zwischen den einzel-
nen Nucleotiden wird jeweils {iber das Phosphat
gelegt.

Abb. 1.3
Die Bausteine der Nucleinsduren.

0 o] NH, NH, o}
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HN | HN 3 3 N7 | N | N HN | N
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Uracil Thymin Cytosin Adenin Guanin
on HOH,C  OH HOH,C . OH
- H HA H HI
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Phosphorsiure Ribose 2-Desoxyribose




Nucleoside, Nucleotide, Polynucleotide

gz:éilcﬁnun on der Base Abkiirzung RNA
Nucleoside ﬁnd Nucleotide Nucleosid Nucleotid
in DNA und RNA, Thymin T - -
Sizzggjf_hat’ Cytosin C Cytidin Cytidin-5"-ph
(wird oft fortgelassen, Uracil U Uridin Uridin-5"-ph
wenn es sich klar ersicht- Adenin A Adenosin Adenosin-5"-ph
lich um d-verbindungen Guanin G Guanosin Guanosin-5"-ph
handeln muss)
Base Abkiirzung DNA
Nucleosid Nucleotid
Thymin T d-Thymidin d-Thymidin-5"-ph
Cytosin C d-Cytidin d-Cytidin-5"-ph
Urttacil U - -
Adenin A d-Adenosin d-Adenosin-5"-ph
Guanin G d-Guanosin d-Guanosin-5"-ph

Fragen wir uns nun noch, welche funktionellen
Gruppen sich am Zustandekommen dieser Bin-
dungen beteiligen. Bei der Bildung eines Nucleo-
sids reagiert ein Wasserstoff am Stickstoff Nr. 1
einer Pyrimidinbase oder am Stickstoff Nr. 9
einer Purinbase mit der Hydroxylgruppe am Koh-
lenstoffatom 1 des Pentosezuckers unter Wasser-
abspaltung. Die Zuckerchemie lehrt uns, dass
dieses Hydroxyl am Kohlenstoffatom Nr. 1 ein
glykosidisches Hydroxyl ist. Das Nucleosid ist
dementsprechend ein N-Glykosid.

Abb. 1.4
Der Aufbau von Nucleosiden, Nucleotiden und
Polynucleotiden. P = Phosphat.

P
Base —Desoxyribose 5
3
. -

Base—Desoxyribose 5'
3

.

Nucleotid

Nucleosid
\p > Polynucleotid

Base—Desoxyribose 5'

3

\P

Base—Desoxyribose 5

3
Son J

Die Bildung des Nucleotids erfolgt iiber eine Es-
terbildung zwischen dem Hydroxyl am Kohlen-
stoffatom Nr. 5" - im Verbund mit der Base wer-
den die C-Atome der Pentose als 1’, 2’ etc. durch-
numeriert — der Pentose und dem Phosphat. Das
Nucleotid ist also jeweils der Phosphorsaureester
des betreffenden Nucleosids.

Nun bleiben uns noch die Bindungen zwischen
den einzelnen Nucleotiden. Das Hydroxyl am
Kohlenstoffatom Nr. 3” der betreffenden Pentose
reagiert unter Wasserabspaltung mit einem Hyd-
roxyl der Phosphorsidure des ndchsten Nucleo-
tids.

Polynucleotide sind lange Strange mit einer aus-
gesprochenen Polaritét. Die Polaritét liegt darin,
dass wir immer die Reihenfolge Pentose-3’-
Phosphat-5’-Pentose-3" auffinden, oder auch um-
gekehrt, je nachdem an welchem Ende man zu
zéhlen beginnt. Am Anfang einer solchen Kette
steht ein Nucleotid mit einem Phosphatrest am
Kohlenstoffatom 5’, am Ende dieser Kette ein Nu-
cleotid mit einem freien Hydroxyl am Kohlen-
stoffatom Nr. 3'.

Die Basensequenz einer DNA wird meistens
iiber das Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger
(1977) (> Box 1.2) ermittelt. Die erste hohere
Pflanze, bei der im Jahr 2000 das Genom des Zell-
kerns, das Nucleom, vollstindig sequenziert
werden konnte, war die Modellpflanze Acker-
Schmalwand (Arabidopsis thaliana; Seite 84).

17
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1 Die Struktur der Nucleinsduren

' BOX 1.2

Das Kettenabbruch-Verfahren der DNA-Sequenzierung

Um das Verfahren (1) zu verstehen, sollten die
Grundziige der DNA-Replikation nachgelesen
werden. Die dabei normalerweise als DNA-Bau-
steine dienenden Desoxynucleosid-triphosphate
besitzen in Position 3" eine Hydroxylgruppe, an
der das néchste Desoxynucleosid-triphosphat
angeschlossen wird. Wird in eine wachsende
Kette ein Didesoxynucleosid-triphosphat (Abb.
1.5) eingebaut, dem diese Hydroxylgruppe
fehlt, ist der Anschluss und damit die Ketten-
verldngerung nicht mehr moéglich. Die Kette
bricht ab.

Die zu sequenzierende DNA wird in ihre Einzel-
strdnge zerlegt (Abb. 1.6). Einer der Einzelstran-
ge (grau) dient dann als Matrize fiir die Replika-
tion im Reagenzglas. Die Basensequenz der Mat-
rize ist in Wirklichkeit unbekannt. Die Replikation
erfolgt in vier parallelen Ansétzen. Alle vier An-
sétze enthalten gleichermafen die DNA-Matrizen,
einen kurzen DNA-Primer (braun), eine DNA-
Polymerase, die am Primer ansetzt und die Repli-
kation durchfiihrt, und einen Uberschuss an den
normalen DNA-Bausteinen (griin), den Desoxyri-
bonucleosid-triphosphaten Adenin (dATP), Thy-
min (dTPP), Cytidin (dCTP) und Guanin (dGTP).
Zusétzlich enthalten die vier Ansétze in geringen

Mengen ein jeweils anderes Didesoxyribonucleo-
sid-triphosphat (rot), der erste ddATP, der zweite
ddTTP, der dritte ddCTP und der vierte ddGTP.
Die Didesoxy-Derivate sind iiber Radioaktivitét
oder Fluoreszenz markiert. Die DNA-Replikation
wird in jedem Ansatz an den entsprechenden
komplementéren Positionen durch Einbau der
Desoxy-Verbindungen abgebrochen. In jedem An-
satz findet sich dann eine Serie verschieden lan-
ger DNA-Fragmente. Sie werden iiber Gelektro-
phorese aufgetrennt und an Hand ihrer Markie-
rung im Gel lokalisiert. Je kleiner die Fragmente
sind, desto schneller wandern sie im elektrischen
Feld. Die kleinsten Fragmente liegen im Bild also
unten (vgl. a, b, ¢ in der linken Spur). Dann liest
man in jedem Ansatz ab, in welcher Position sich
ein A, T, C oder G, jeweils als markiertes Di-
desoxy-Derivat, befindet. Damit hat man die Ba-
sensequenz des nicht als Matrize eingesetzten
Einzelstrangs (griin) in der urspriinglichen DNA-
Doppelhelix ermittelt. Die komplementére Basen-
sequenz der Matrize (grau) ergibt sich daraus. Die
Analysen werden heute computergesteuert in Au-
tomaten durchgefiihrt.

*Sanger et al. (1977).

Ihr Genom besteht aus 125 Megabasenpaaren
(1 Mbp = 1 Million Basenpaare). Rund 25000
Gene sind in ihm enthalten. Das ebenfalls kom-
plett sequenzierte Kern-Genom des Reises (Oryza
sativa) weist rund 400 Mbp mit ca. 37000 Genen
auf.

1.3 Die DNA-Doppelhelix

Die Polynucleotidstrange der DNA liegen nur in
seltenen Fillen als Einzelstrdnge vor. In der Regel
treten zwei DNA-Einzelstrange zu einem schrau-
benférmig gewundenen DNA-Doppelstrang zu-
sammen. 1953 veroffentlichten Watson und Crick

unter Einbezug auch der Daten von KollegInnen
ein entsprechendes Modell der DNA-Struktur,
demzufolge die DNA aus einer Doppelwendel,
einer Doppelhelix besteht (Abb. 1.7). An der
Bildung dieser Helix beteiligen sich zwei DNA-
Strange gegenlédufiger Polaritidt. An dem Ende
der Helix, an dem das 3’-Hydroxylende des einen
DNA-Stranges liegt, findet sich also das 5’-Phos-
phatende des anderen DNA-Stranges. Die beiden
DNA-Strédnge werden durch Wasserstoffbindun-
gen zwischen den Purin- und Pyrimidinbasen
zusammengehalten. Denn die Purin- und Pyrimi-
dinbasen stehen vom Riickgrat der Wendeln, die
aus Zucker-Phosphat-Sequenzen gebildet wer-
den, nach innen ab. Dabei ergibt sich Gelegen-
heit, Wasserstoffbriicken zwischen den Basen der



Die DNA-Doppelhelix

Abb. 1.5
Desoxy- und Didesoxy-
nucleosid-triphosphat.

Strangverldngerung keine Strangverldngerung
Desoxyribo-nucleosid-triphosphat Didesoxyribo-nucleosid-triphosphat
Abb. 1.6
, ; X Das Kettenabbruchverfah-
5' GCATATGTCAGTCCAG 3 doppelstrangige ren der DNA-Sequenzie-
3' CGTATACAGTCAGGTC 5 | DNA rung (= Text) (verindert
nach ALBERTS et al. aus
HESS 2004).
Primer —— 5'/GCAT 3' einzelstrangige
3" CGTATACAGTCAGGTC 5' — DNA
+ DNA-Polymerase + Uber- dATP
schuss dTTP
dcTp
dGTp
¢ +ddATP ¢+ ddTP ¢+ ddcTp ¢+ ddGTp
a GCAT A GCAT AT GCAT ATGTC GCAT ATG
b GCAT ATGTCA GCAT ATGT GCAT ATGTCAGTC GCAT ATGTCAG
¢ | GCAT ATGTCAGTCCA GCAT ATGTCAGT GCAT ATGTCAGTCC GCAT ATGTCAGTCCAG
3
— G
Gelelektrophorese C A
— C
— C
— T
— ©
. A
— C
— T
— G
— T
: A
T
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1 Die Struktur der Nucleinsduren

Abb. 1.7

Schema der DNA-Doppel-
helix (Ausschnitt). Zwei
DNA-Einzelstrange mit
gegenlaufiger Polaritat
lagern sich zu einer Dop-
pelwendel (Doppelhelix)
zusammen. Das Rickgrat
jedes Stranges bildet eine
abwechselnd aus 2-Des-
oxyribose und Phosphat
aufgebaute Kette. Von ihr
stehen nach innen Purin-
und Pyrimidin-Basen ab.
Wasserstoffbriicken zwi-
schen den Basen verbinden
Guanin auf dem einen mit
Cytosin auf dem anderen
Strang und ebenso Adenin
mit Thymin (Details rechts
unten). Dieses Prinzip der
Basenpaarung hat zur
Folge, dass die beiden Ein-
zelstrange antiparallel und
einander komplementar
sind (HESS 1982).

Adenin

Thymin
E Cytosin
C) Desoxyribose

@ Phosphorsdure @ Sauerstoff

® Kohlenstoff O Stickstoff

® Phosphor O Wasserstoff

beiden Strénge zu schlagen. Man spricht hier von
einer Basenpaarung. Sie folgt einer strengen
Gesetzmaél3igkeit, die man als das Gesetz der
Basenpaarung bezeichnet hat. Es paart sich
ndmlich immer ein Cytosin bzw. Methylcytosin
auf dem einen Strang mit einem Guanin auf dem
anderen Strang und ein Thymin auf dem einen
Strang mit einem Adenin auf dem anderen
Strang. Zwischen Cytosin bzw. 5-Methylcytosin
und Guanin kénnen drei, zwischen Thymin und
Adenin konnen zwei Wasserstoffbindungen aus-
gebildet werden (Abb. 1.7). Das Gesetz der Ba-
senpaarung bringt es mit sich, dass die beiden
DNA-Strange in ihrer Basensequenz einander
komplementir sind.

HINWEIS
' Die beliebte ansteigende Spirale gibt es
nicht. Denn die Spirale bleibt in zwei Dimensio-
nen. Sobald eine Raumstruktur ausgebildet wird,
also die dritte Dimension erreicht wird, handelt
es sich wie bei der DNA um eine Schraube, Wen-
del oder Helix.

1.4 Die Organisation der DNA
in den Chromosomen

Die chromosomale Substanz, das Chromatin,
setzt sich aus DNA und Proteinen zusammen,
wenn man von RNA absieht, die gerade gebildet
wurde. Die Proteine ihrerseits gliedern sich in die
mengenméRig vorherrschenden Histone und in
die Nicht-Histone (Abb. 1.8).

1.4.1 Histone

Die Histone sind basische Proteine, was auf
ihren hohen Gehalt an den basischen Amino-
sduren Arginin und Lysin zuriickzufiihren ist. Bei
entsprechender Auftrennung erhélt man fiinf His-
tonfraktionen, H1, H3, H2B, H2A und H4 (Abb.
1.8). Fraktion H1 kann nicht nur von Pflanzenart
zu Pflanzenart verschieden sein, sie ist auch aus
mehreren bis vielen Polypeptiden zusammenge-
setzt. Die anderen vier Histonfraktionen werden
von je einem Polypeptid gestellt. Sie sind in ver-
schiedenen Eukaryonten fast gleich. Falls Un-



Abb. 1.8

Die chromosomalen Proteine. Trennung tiber Polyacrylamid-
Gelelektrophorese. Fiinf Histonfraktionen lassen sich fassen
(verandert nach FELLENBERG 1974).

Nicht-Histone
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terschiede auftreten ist das auf Verdnderungen
im betreffenden Polypeptid zuriickzufiihren. H4
aus Erbsenkeimlingen und Kalbsthymus zum Bei-
spiel weisen nur vier Unterschiede auf: an zwei
Stellen sind Aminosduren ausgetauscht, wozu
der Austausch jeweils nur einer Base im codieren-
den Triplett ausreicht, und an zwei anderen Stel-
len sind zwar die gleichen Aminoséduren vorhan-
den, aber sie sind unterschiedlich modifiziert.
Diese Modifikation erfolgt erst nach der Transla-

Die Organisation der DNA in den Chromosomen

tion durch Acetylierungen. Der konservierte Cha-
rakter der vier Histone lésst zentrale Funktionen
vermuten.

1.4.2 Nucleosomen

In der Tat sind die Histone unerlédssliche Be-
standteile der Chromosomenstruktur, wobei die
Funktion der eben genannten vier Histone sich
von der des H1 wesentlich unterscheidet. Denn
die Core-Histone H3, H2B, H2A und H4 bil-
den ein Oktamer, in dem sich je zwei der ge-
nannten Polypeptide finden. Uber den scheiben-
formigen Kern aus Histonen legt sich die DNA in
zwei Windungen, die 146 Basenpaare enthalten.
Die DNA-Wendel setzt sich auerhalb dieser
Perle in eine Verbinder-DNA (linker-DNA) unter-
schiedlicher Lange fort. Im Mittel sind es bei
Pflanzen 60 Basenpaare, die auf die Verbinder-
DNA entfallen. Nun fehlt noch das Histon H1. Es
findet sich auf der Verbinder-DNA aul3erhalb der
Perle, aber nahe an sie herangeriickt. Was wir
damit kennen gelernt haben, ist ein Nucleosom
(Abb. 1.9). Zahlreiche hintereinander gereihte
Nucleosomen machen die Perlenkettenstruktur
des Chromatins aus. Auf den nucleosomenfreien
Strangabschnitten sind Nicht-Histone lokalisiert.
Ein Teil von ihnen gehért zu den regulatorisch

Seitenansicht eines Solenoides

30 nm

Octamerer
Histonkern

Abb. 1.9
Modellvorstellung zur Nuc-
leosomenstruktur des
Chromatins. Rechts ein-
zelne Nucleosomen, links
die durch Aufwinden der
Perlenkette Gibergeordnete
Struktur eines Solenoids.
Man stellt sich vor, Soleno-
ide konnten dann zu einer
Struktur héherer Ordnung
aufgewunden werden. Die-
ses Aufwinden zu jeweils
ibergeordneten Strukturen
setzt sich fort, bis die
Organisationsstufe einer
Chromatide, also eines
nicht-replizierten Chromo-
soms erreicht wird (verdn-
dert nach LODISH et al.
1995).
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1 Die Struktur der Nucleinsduren

aktiven Proteinen, ein anderer stellt Strukturpro-
teine.

Doch damit haben wir erst die niedrigste Struk-
tureinheit des Chromatins erfasst. Denn die Nuc-
leosomen-Perlenkette bildet eine Reihe weiterer,
iibergeordneter Raumstrukturen, zunichst das
Solenoid (Abb. 1.9), die schlieRlich zum mikros-
kopisch sichtbaren Chromosom {iiberleiten. Wir
konnen hier darauf nicht im Detail eingehen.
Doch beim Zustandekommen dieser iibergeord-
neten Strukturen fungiert Histon H1 dadurch als
Klebemittel, dass es mit anderen Oktameren und
Linker-DNA Kontakt aufnimmt.

» Anderung des Kondensationszustands des
Chromatins und Transkription. Der Kondensa-
tionszustand der Nucleosomen (Abb. 1.10) kann
durch Verdnderungen vor allem der Core-Histone
gesteuert werden. An ihren N-terminalen Enden
konnen Acetylierungen, Methylierungen, Phos-
phorylierungen, Glykosidierungen und weitere
Verdnderungen statffinden, die den Faltungszu-
stand des Chromatins beeinflussen. Transacety-
lasen zum Beispiel fithren Acetylgruppen in alle
Histone, also in die Core-Histone ebenso wie in
H1 ein. Das bedeutet eine Lockerung des Nucle-
osomen-Verbunds und der auf ihm basierenden
iibergeordneten Strukturen. Einer der Deutungen
ist, die Histonschwanze konnten nach der Acety-
lierung nicht mehr in der Lage sein, andere Pro-
teine zu binden, die mit der Kondensation des
Chromatins zu tun haben. Fest steht, dass die
DNA fiir die Transkription (Seite 27) besser zu-
géanglich wird. Umgekehrt kénnen die Acetyl-
gruppen durch Deacetylasen auch wieder prob-
lemlos entfernt werden, wodurch die Transkrip-
tion erschwert wird.

Abb. 1.10

Kondensationszustand der Histone in Pollen der Pdonie
(Pdonia tenuifolia). Es wurde auf lysinreiche Histone ange-
farbt. Im physiologisch inaktiven Kern der generativen Zelle
(- Seite 283) sind die Histone dicht gepackt und liefern
eine griine Farbung. Der Kern der vegetativen Zelle ist hoch
aktiv; seine dekondensierten Histone lassen sich nicht
sichtbar anfdrben. Der vegetative Kern ist nur liber eine
leichte Unschirfe fassbar (Foto J. SAUTER; Lit. SAUTER und
MARQUARDT 1967).

FRAGEN

- (Seitenverweise zur Beantwortung)

® Welche Basenbausteine finden sich in der
DNA, welche in der RNA? (Seite 26)

® Aus welchen Bausteinen besteht ein Nucleo-
sid, ein Nucleotid? (Seiten 16, 17)

® Beschreiben Sie den Aufbau der DNA-Doppel-
helix! (Seite 18)

® Nennen sie die Basenpaarungen in der DNA!
(Seite 20)

® Beschreiben Sie den Aufbau eines Nucleosoms!
(Seite 21)

® Inwiefern unterscheiden sich die Histone H1

von den anderen Histonfraktionen? (Seiten

20, 22)
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2 Die Expression der Gene

21 Die Struktur der Gene im Zellkern von Eukaryonten
2.2 Das Konzept der Genexpression

2.3 Transkription

2.4 Processing der Primdrtranskripte
2.5 Translation
INHALT

Gene aus dem Zellkern von Eukaryonten bestehen aus einer in Introns und Extrons gestiickelten
codierenden Sequenz und flankierenden Expressionssignalen. Diese finden sich vor allem
stromaufwarts in der Promotor-Region, in der die Enzyme der Transkription, die RNA-Polyme-
rasen ansetzen. Die Expression der Gene erfolgt in mehreren Schritten. In der Transkription
kommt es zu einer Umschreibung des DNA-Codes in einen RNA-Code. Im Processing werden alle
RNA-Typen, die polypeptid-codierenden mRNAs ebenso wie die rRNAs und die tRNAs, beide mit
Hilfsfunktionen bei der nachfolgenden Translation, funktionsfdhig gemacht. Die Translation der
mMRNA, die Umsetzung ihres Codes in Polypeptide, findet in Ribosomen statt. Die Ribosomen
des Zellkerns von Eukaryonten und diejenigen in Mitochondrien und Plastiden unterscheiden
sich; die letztgenannten dhneln in ihrer Struktur und in weiteren Eigenschaften den Ribosomen
von Bakterien. Uber die Translation entstehen zunichst Primérstrukturen. Die gebildeten
Polypeptide miissen zur Funktionsfahigkeit dann noch posttranslationalen Modifikationen

unterzogen werden (Seite 47).
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2 Die Expression der Gene

Die DNA muss als genetisches Material zwei An-

forderungen entsprechen:

- Sie muss identisch reduplizierbar sein. Denn
nur so ist es moglich, das genetische Material
von Zelle zu Zelle, von Organismus zu Orga-
nismus konstant weiterzugeben. Diese Repli-
kation (= Reduplikation) der DNA wird auf
Seite 258 besprochen.

- Sie muss steuernd in die Merkmalsbildung ein-
greifen. Man spricht hier von der Expression
der DNA - und das bedeutet der Gene - bei
der Merkmalsbildung. Da die sichtbaren Merk-
male auf bestimmte biochemische Umsetzun-
gen zuriickgehen, konnen wir einengen und
von der DNA erwarten, dass sie letztlich che-
mische Reaktionen steuern kann, zum Beispiel
iiber die Bereitstellung von Enzymen. Enzyme
oder zumindest ihre Apoproteine sind Poly-
peptide oder bauen sich aus ihnen auf. In der
Tat bedeutet die Expression in der Regel eine
Bereitstellung von Polypeptiden. Bei ihnen

handelt es sich allerdings nicht nur um Enzy-
me, sondern um Polypeptide mit den verschie-
densten Funktionen innerhalb oder auch au-
Rerhalb der Zellen.

2.1 Die Struktur der Gene im
Zellkern von Eukaryonten

Seit 1977 hat man fiir zunehmend mehr Gene
bewiesen, das sie gestiickelt sind: polypeptid-
codierende DNA-Abschnitte des betreffenden
Gens, die Exons (expressed regions), wechseln
mit nicht-codierenden DNA-Abschnitten, den
Introns (intervening regions), ab (Abb. 2.1).
Beide werden transkribiert. Die transkribierbaren
Sequenzen werden beidseitig, besonders ausge-
pragt in der Promotor-Region, von Expressions-
signalen flankiert (Seite 26).

Die - Definition eines Eukaryonten-Gens beriick-

Abb. 2.1

Schema eines Eukaryonten-Gens mit Transkription und Pro-
cessing der mRNA. In der Promotorregion befindet sich im
Bereich der TATA-Box die Ansatzstelle fiir die RNA-Polyme-
rase. Die Transkription kann tiber die polypeptid-codierende
Sequenz hinausschief3en. Im Processing wird die betref-
fende RNA entfernt, am nun endgiiltigen 3’-Ende eine Poly-

Promotor Region

A-Sequenz unter Steuerung durch das Poly-A-Signal (PA),
aber ohne Codierung angehidngt und am 5’-Ende die Kappe
gebildet (a). AuRerdem wird die den Introns entsprechende
DNA iiber das Spleiften eliminiert (b). RE = regulatorische
Sequenzen wie Enhancer, Silencer, Ansatzstellen fiir Trans-
kriptionsfaktoren (- Text).

codierende Region
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Abb. 2.2
Zellkern Gen Das Konzept der Genex-
R pression. Zugrunde gelegt
Transkription * wurde ein Gen im Zellkern
Pra-mRNA von Eukaryonten. rRNA
— NN und tRNA wurden hier
Intron nicht berticksichtigt.
Processing \ Abbau
MRNA
Cap ————— (AAA)
Cap L (AAA)\ Kern-Membran
Translation \ Abbau
.=~ Speicherung
Cap (AAA)=" .
Cotranslationale
Uberfiihrung
Posttrans- Protein \ in das ER
lationale ¢ Abbau
Modifikation Speicherung
Funktionsfahiges Protein
Cytoplasma Merkmal

sichtigt, dass an ihm au3er mRNAs, die in Poly-
peptide translatiert werden, auch rRNAs und
tRNAs (= unten) gebildet werden konnen.

DEFINITION
# — Gene sind DNA-Sequenzen mit der Funk-
tion, genspezifische RNA zu bilden. Bei Euka-
ryonten bestehen sie aus einer in RNA transkri-
bierbaren Sequenz, iiber die ein genspezifisches
Polypeptid codiert werden kann, und aus Expres-
sionssignalen.

2.2 Das Konzept der
Genexpression

Bevor wir auf einige Details eingehen, sei das
Konzept der Genexpression (Abb. 2.2) vorange-
stellt. Die Expresssion bis zum funktionsfahigen
Protein verlauft in vier Etappen: der Transkrip-
tion, dem Processing der RNA, der Translation
und posttranslationalen Modifikationen der Po-
lypeptide.

In der Transkription wird die in einem bestimm-
ten Abschnitt eines DNA-Einzelstranges enthalte-
ne genetische Information auf RNA umgeschrie-
ben. Dabei entstehen zunéchst Priméartranskrip-
te, die noch nicht funktionsfahig sind. Das gilt fiir
alle drei Gruppen von RNA, die wir noch kennen-
lernen werden: die mRNA, rRNA und tRNA. Die
Primértranskripte sind Vorstufen dieser drei
RNA-Sorten. Dementsprechend spricht man von
Pra-mRNA, Pra-rRNA und Pra-tRNA .

Im anschliefenden Processing werden die Pri-
madrtranskripte funktionsfahig gemacht. Am Ende
dieser Phase stehen demnach mRNA, rRNA und
tRNA.

In der letzten Etappe, der Translation, wird die
in der mRNA enthaltene genetische Information
in die Bildung genspezifischer Polypeptide umge-
setzt. Die rRNA und die tRNA haben dabei Hilfs-
funktionen. Die Polypeptide unterliegen dann
noch posttranslationalen Modifikationen (Seite
47).

Soweit das grobe Konzept, das zu einer ersten
Ubersicht verhelfen soll. Nun einige Details.
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2.3 Transkription

Die in der DNA enthaltene genetische Informa-
tion wird mit Hilfe bestimmter Enzyme, der DNA-
abhingigen RNA-Polymerasen abgelesen und in
RNA umgeschrieben. Bei den Eukaryonten ist die
RNA-Polymerase II fiir die Transkription poly-
peptid-codierender Sequenzen auf den Chromo-
somen zustandig. Die Polymerasen bestehen aus
mehreren Untereinheiten, tiber die auch der Kon-
takt mit der auszuwertenden DNA hergestellt
wird. Denn diese DNA enthélt Ansatzstellen fiir
die RNA-Polymerasen. Man nennt diese DNA-
Abschnitte Promotoren (im eigentlichen Sinn).
Von ihnen aus gleiten die Polymerasen dann
an der DNA der Gene entlang und lesen sie ab
(Abb. 2.3).

2.3.1 Die Promotor-Region

Bei Eukaryonten findet sich nicht nur ein Promo-
tor im engeren Sinn, die Ansatzstelle fiir RNA-
Polymerasen (TATA-Box, s.unten), sondern eine
komplex gebaute Promotor-Region (Abb. 2.1),
die wichtige Expressionssignale enthilt. Zu
ihnen gehoren Start-Codons, an denen die Tran-
skription beginnt. Das wichtigste von ihnen ist
ATG (= Box 2.1). Thr erstes Nucleotid tragt die
Zahl +1. Vom Startpunkt der Transkription aus
liegen bezogen auf den Nicht-Sinnstrang die
DNA-Sequenzen in 5’-Richtung stromaufwaérts,
die in 3’-Richtung stromabwarts. Bei der Z&hlung
stromaufwarts erhalten die Nucleotide ein nega-
tives Vorzeichen. Die Transkription lduft vom

Start-Codon aus stromabwdérts bis zu einem der
Terminations-Codons (Abb. 2.6), an dem sie
abbricht.

Nun zu weiteren funktionell wichtigen Abschnit-
ten in der Promotor-Region, die stromaufwarts
liegen und den Beginn der Transkription steuern.
Die betreffenden DNA-Sequenzen sind AT-reich.
In ihnen finden sich Boxen, die bei verschiedenen
Eukaryonten eine einigermalien dhnliche Nucleo-
tidsequenz aufweisen. In solchen Fallen spricht
man von konservierten Regionen. Der konser-
vierte Charakter ist schon ein erster Hinweis da-
rauf, dass die betreffenden Sequenzen zentral
wichtig sind. Sonst wiren sie im Laufe der Evolu-
tion kaum erhalten geblieben. Zu ihnen gehdren
die TATA-Box etwa 30 Nucleotide und die CAAT-
Box ungefahr 80 Nucleotide stromaufwérts des
Startcodons und Ansatzstellen fiir allgemeine
Transkriptionsfaktoren (= unten).

Besonders bei der TATA-Box besteht kein Zweifel
an einem Zusammenhang mit dem Beginn der
Transkription. Denn die jeweils zustdndige RNA-
Polymerase nimmt mit ihr {iber spezielle Bin-
dungsproteine (= unten) Kontakt auf. Uber die
TATA-Box werden die RNA-Polymerasen also
eingewiesen. Bei ihr handelt es sich um den Pro-
motor im engeren Sinn, den Basis-Promotor.
Ohne allgemeine Transkriptionsfaktoren von
Proteincharakter, die bei jeder Transkription mit-
wirken miissen, kann die codierende Region nicht
abgelesen werden. So vermitteln sie als Bindungs-
proteine den Kontakt zwischen der RNA-Polyme-
rase [l und der TATA-Box. Spezifische Transkrip-
tionsfaktoren werden nur fiir die Transkription
bestimmter Gene benétigt.

Abb. 2.3

Schema der Transkription. RNA-Poyl- Promotor

TAACGC

merase |l liest den Sinnstrang der --
DNA in 5’-Richtung ab. Die Bau- ---
steine sind Nucleosid-triphosphate, I
hier zuletzt CTP. Unter Abspaltung 3-

von Pyrophosphat (PP) werden sie an
die wachsende RNA angeschlossen.
Bei der Anlagerung des ersten Nucle-
osid-triphosphates an den Sinn-
strang wird kein PP abgespalten. 5
Deshalb beginnt die RNA mit PPP.

Ll CTP  Ableserichtung

RNA-Polymerase
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Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren bestehen in der Regel aus
zwei Polypeptiden, die gleich oder verschieden
sein konnen (homodimere oder heterodimere
Transkriptionsfaktoren). Sie weisen zwei funk-
tionell wichtige Regionen auf: eine Doméne zur
Bindung an eine bestimmte DNA-Sequenz und
eine Doméine zur Forderung der Transkription.
Eine Doméne zur Bindung von weiteren Ligan-
den kann hinzukommen. Man kennt mehrere
Typen, darunter die Leucin-Zipper (Abb. 2.4).
Dabei handelt es sich um homodimere Proteine
mit einer DNA-Bindungs-Doméne aus basischen
Aminosauren, die sich leicht an DNA fixieren. Im
Anschluss an sie weist jede der beiden Polypep-

tidketten vier bis fiinf Leucin-Einheiten auf. Dabei
folgt an siebter Stelle nach einem Leucin wieder
ein Leucin. Diese Abfolge fiihrt dazu, dass die
Leucin-Reste auf der gleichen Seite der Helix als
hydrophober Streifen iibereinander stehen. Die-
ser Streifen schlie3t sich mit der hydrophoben
Leucin-haltigen Kette des zweiten Proteins zum
Leucin-ReiBverschluss zusammen.

Bei einer Variante der Leucin-Zipper, den basi-
schen Zippern, ist Leucin teilweise durch andere
hydrophobe Aminosduren ersetzt. Leucin-Zipper
und basische Zipper fasst man auch als basische
Leucin-Zipper zusammen. Sie sind die hédufigste
Gruppe der Transkriptionsfaktoren in Pflanzen.

Hinzu kommen noch weitere Regulationselemen-
te, die die Stédrke der Transkription beeinflussen.
Sie liegen meistens ebenfalls stromaufwérts der
CAAT-Box. An ihnen setzen bestimmte Faktoren
an, in einigen Féllen nachgewiesenermaf3en Pro-

Abb. 2.4

Schema eines Leucin-Reiftverschlusses (Leucin-Zipper) in
einem dimeren Transkriptionsfaktor. Leu = Leucin; DNA-BDo
= DNA-Bindungsdomine (verandert nach STRYER 1996).

Dimerer
Transkriptions-
faktor

DNA-BDo

DNA

Regulations-Box

teine, die die Transkription verstarken oder ab-
schwichen. Dementsprechend nennt man diese
DNA-Abschnitte Enhancer (Verstdrkung) oder
Silencer (Abschwichung).

Die Regulationselemente konnen weit stromauf-
wars der TATA-Box oder sogar stromabwdérts der
codierenden Sequenz liegen. Damit {iberhaupt
ein Kontakt zwischen distalen Expressionssigna-
len und der Promotorregion im engeren Sinn zu-
stande kommen kann, nimmt man eine Schleifen-
bildung an (Abb. 2.5).

2.3.2 Transkription

Transkribiert wird nur einer der beiden Einzel-
strdnge einer DNA-Doppelhelix, der codogene
Strang oder Sinnstrang (Abb. 2.1). Der zweite
Strang ist nicht-codogen. Der codogene Strang
dient als Matrize fiir die Synthese einer komple-
mentiren RNA. Das ordnende Prinzip ist die Ba-
senpaarung. Bei der Synthese der RNA entspricht
immer einem Adenin auf der DNA ein Uracil auf
der RNA, einem Guanin auf der DNA ein Cytosin
auf der RNA und umgekehrt. Wir finden also Ba-
senpaare ganz dhnlich wie auch zwischen den
beiden Strangen einer DNA-Doppelhelix, nur tritt
in der RNA Uracil an die Stelle von Thymin.

Das Ausgangsmaterial fiir die Bildung der RNA
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sind nicht Nucleotide oder gar freie Basen, son-
dern Nucleosid-5’-triphosphate. Sie sind es, die
sich entlang der DNA-Matrize nach den Regeln
der Basenpaarung anordnen. Die RNA-Polymera-
sen spalten von den Triphosphaten Pyrophosphat
ab und verkniipfen die resultierenden Nucleosid-
5’-monophosphate = Nucleotide zur RNA. Die
Spaltung der Triphosphate liefert die dazu beno-
tigte Energie.

Produkte der Transkription sind die Primértran-
skripte. Sie enthalten oft noch RNA ohne erkenn-
bare Funktion bei der Translation. Damit l&sst
sich vorhersagen, dass diese funktionslose RNA
wohl in einem Processing entfernt werden wird.

Abb. 2.5

Schleifenstruktur (Schema). Durch sie wird erméglicht, dass
auch weit von der TATA-Box entfernte Expressionssignale
rdumlich zum Zug kommen kdnnen. Zuerst setzt sich ein
allgemeines Transkriptionssignal AT an die TATA-Box. Wei-
tere allgemeine Transkriptionssignale (kleine Kreise) und die
RNA-Polymerase Il (PII) folgen. Ein von der TATA-Box weit
entferntes Enhancer-Element bindet im Beispiel ein Aktiva-
tor-Protein A. Wegen der Schleifenstruktur kann es dennoch
auf den Komplex mit RNA-Polymerase Il férdernd einwirken.

Enhancer-DNA

0? U]
A
QC AT PII

| TATA |

Transkription
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Der genetische Code

Bei der Gen-Expression (Abb. 2.2) flielt die ge-
netische Information quasi von DNA iiber RNA
zum Polypeptid. In welcher Form ist die geneti-
sche Information in den genannten Makromole-
kiilen enthalten, mit anderen Worten: Welches ist
der genetische Code?

Die Buchstaben des genetischen Codes sind die
einzelnen Nucleotide. Je drei solcher Nucleotide,
ein Nucleotid-Triplett, bilden ein Code-Wort
oder Codon. Nun beteiligen sich zwei Nuclein-
sduren an der Realisation der genetischen Infor-
mation, DNA und RNA. Was nennt man ein
Codon? Ein Nucleotid-Triplett auf der DNA oder
ein Nucleotid-Triplett auf der RNA?

Der genetische Code wurde unter anderem in
Experimenten mit synthetischen Ribonucleinsiu-
ren entschliisselt. Damit wird es verstiandlich,
dass man als Codon ein Nucleotid-Triplett auf
einer mRNA bezeichnet, das fiir den Einbau einer
bestimmten Aminosdure in Polypeptid zustidn-
dig ist. Die mRNA ist diejenige Sorte RNA, die
die genetische Information fiir die Bildung von

Polypeptiden enthilt. Dementsprechend werden
die drei Buchstaben eines Codons in der in 5=
3’-Richtung gelesen, das ist die Richtung, in der
die mRNA bei der Translation ausgewertet wird.
Dem Codon auf der mRNA entprechen das Co-
dogen auf der DNA und das Anticodon in der
t-RNA (Abb. 2.6).

Die Beweisfithrung begann damit, dass in ein
zellfreies System, das alle anderen fiir die Poly-
peptidsynthese notwendigen Faktoren enthielt,
eine synthetische mRNA einbracht wurde, die nur
aus Uracil-Nucleotiden bestand (1). Unter dem
Diktat dieses Poly-U wurde ein Polypeptid gebil-
det, das fast nur aus Phenylalanin bestand. Bei
Annahme eines Dreier-Codes musste das Code-
Wort fiir den Einbau von Phenylalanin ins Poly-
peptid demnach UUU sein. Weitere Versuche
fiihrten schlieBlich zur Entschliisselung der Co-
dons fiir alle Protein-Aminosduren. Damit war
der RNA-Code entschliisselt (Abb. 2.7).

! Nirenberg and Matthaei (1961).
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“+—T—GC—GC—GC—A—A—GC—C—T— Abb. 2.6
Codogen, Codon und
DNA !
Codogen Anticodon (verandert
—A—C—C—C— T —T—C—GC—A—> nach HEss 1982).
i i i i i i i i i
i i i i Codon i i i i
1 1 1 1 1 1 1 1
m-RNA3’€¢—U —GC—GC—GC—A—A—GC—C—U—5%
i i i i i i i i i
i i i i Anticodon 1 i i i
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Aminoacyl- b,
t-RNA
C C C
C C C
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Abb. 2.7

Der mRNA-Code in Form
der Code-Sonne. Die
Codons werden durch
Lesen von innen (ent-
spricht dem jeweiligen
5’-Ende) nach aufen (ent-
spricht dem jeweiligen
3’-Ende) zusammenge-
stellt. UUU und ebenso
UUC bedeuten Einbau von
Phenylalanin (verindert
nach BRESCH und HAUS-
MANN 1972).

% zweimal auftretende Aminosduren

® Terminations-Codonen

A Starter-Codonen, die am Anfang der
Translation stehend stets das Start-
Methionin einbauen, in der Mitte des
Messengers aber die in der Sonne
angegebenen Aminosduren
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2.4 Processing der Primar-
transkripte

Bei der Transkription wurde ein Abschnitt eines
DNA-Einzelstranges in eine komplementidre RNA
umgeschrieben. Dabei wurde der DNA-Code in
einen RNA-Code {iberfiihrt. Die resultierenden
Primértranskripte enthalten aber noch RNA, die
bei der Translation nicht benétigt wird. Im Pro-
cessing wird
- diese RNA eliminiert
- und die jeweils verbleibende RNA durch eine
Reihe weiterer Verdnderungen funktionstiich-
tig gemacht. Diese Modifikationen sind je nach
den beteiligten RNA-Klassen im Detail ver-
schieden.
Damit steht aber auch schon das Programm die-
ses Abschnitts fest. Die drei grofen RNA-Klassen
miissen charakterisiert und das jeweilige Proces-
sing beschrieben werden.

2.4.1 mRNA, Pri-mRNA und ihr
Processing

Die mRNA enthélt die genetische Information
zur genspezifischen Polypeptidsynthese. Sie trégt
diese Information aus dem Zellkern ins Cyto-
plasma, wo an Ribosomen (Seite 31) die Polypep-
tidbildung (Translation, Seite 34) stattfindet.

Wegen dieser Botenfunktion erhielt sie ih-
ren Namen (mRNA = engl. messenger-RNA =
Boten-RNA). Das Primértranskript wird tiber fol-
gende Etappen des Processings in funktionsfahige
mRNA iberfiihrt:

Spleiflen: Da Exons wie Introns transkribiert wer-
den, entsteht eine Pra-mRNA, die polpeptid-codie-
rende und nicht-codierende Sequenzen aufweist
(Abb. 2.1). Meistens nennt man auch sie — nicht
ganz korrekt — Exons und Introns. Beim Processing
werden die nicht-codierenden Introns herausge-
schnitten und die dadurch freigesetzten Exons zur
reifen mRNA zusammengefiigt, gespleif3t. Dieses
Spleiffen muss mit dullerster Genauigkeit erfol-
gen. Wird dabei nur ein Nucleotid zu viel oder zu
wenig eliminiert, kommt es in der RNA zu einer
Verschiebung des Leserasters fiir die Translation
und zu entsprechenden Schadwirkungen.

Das Spleif3en erfolgt mit Hilfe von Spleifoso-
men. Sie bestehen aus einigen kleinen nucleédren
Ribonucleoprotein-Partikeln (small nuclear ri-
bonucleoprotein particles = snRNPs), die sich je-
weils aus kleinen Polypeptiden und ebenfalls
kleinen RNAs zusammensetzen sowie weiteren
Polypeptiden. Die RNAs weisen katalytische F&-
higkeiten auf und fithren das Spleiflen durch.
Man kann sie deshalb als Ribozyme bezeichnen.
Sie konnen auch ein alternatives Spleiflen (=
Box 2.3) bewerkstelligen.

' BOX 2.3

Alternatives Spleifden

Die Frage liegt nahe, warum Eukaryonten-Gene
iiberhaupt gestiickelt sind. Denn das scheint nur
zu unnotigen Komplikationen beim Processing
der Pra-mRNA zu fiihren. Die Antwort kam von
Untersuchungen an tierischen Organismen, weil
es bei Pflanzen schwierig ist, das Spleif3en in vitro
zu verfolgen: iiber alternatives Spleif3en kénnen
Familien nahe verwandter Polypeptide entste-
hen, die eine Anpassung an besondere Bedingun-
gen erlauben. Denn die Spleillosomen arbeiten
nicht immer so korrekt, wie in Abb. 2.1. Es kann

vorkommen, dass sie nicht nur die RNA-Introns
herausschneiden, sondern mit ihnen auch ein
RNA-Exon (Abb. 2.8). Das hiangt davon ab, wo
innerhalb der Pra&-mRNA die SpleiRosomen an-
setzen. Die einzelnen snRNPs weisen unter-
schiedliche Spezifititen auf. Da das alternative
SpleifBen nicht wie in unserem Beispiel nur ein
RNA-Exon sondern mehrere von ihnen in wech-
selnden Kombinationen betreffen kann, resultie-
ren so ganze Familien von verschiedenen, aber
doch verwandten Polypeptiden.




