Programmierbare Gen-Logik

Wahrend die kodierenden Sequenzen des Genoms den Bauplan fiir die Proteine

enthalten, bestimmen regulatorische DNA-Sequenzen unter welchen Bedingungen

diese hergestellt werden. Die Entschliisselung der regulatorischen Information

steckt noch in den Anféngen, doch grundlegende Mechanismen der Transkrip-

tionsregulation durch Protein-DNA und Protein-Protein Wechselwirkungen sind

gut verstanden. Hier soll gezeigt werden, wie das Zusammenspiel dieser Wechsel-

wirkungen mit biophysikalischen Modellen systematisch untersucht werden kann.
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Abb. 1: lllustration von Protein-DNA und Protein-
Protein Wechselwirkungen, die an der Transkrip-
tionsregulation beteiligt sind

Molekulare Signalverarbeitung
auf der DNA

Zellen regeln die Konzentrationen ihrer
Proteine in Abhéngigkeit von ihrem
internen Zustand und dem ihrer duferen
Umgebung. Beispielsweise miissen Bak-
terien die Produktion ihrer metaboli-
schen Enzyme an das Nahrungsmittelan-
gebot anpassen und auf externen Stress
mit NotmaBnahmen reagieren. In mehr-
zelligen Organismen steuern komplexe
Mechanismen die Differenzierung der
Zellen und bewirken damit, dass gene-
tisch identische Zellen unterschiedliche
Formen und Funktionen erhalten. Die
Umwandlung und Verarbeitung von Sig-
nalen sind dafiir grundlegend, &hnlich
wie bei Steuer- und Regelprozessen in
der Technik. Viele Signale werden durch
Signaltransduktions-Mechanismen um-
gewandelt und in Form von DNA-binden-
den Proteinen, den Transkriptionsfakto-
ren (TF), auf die Transkriptions-Ebene
weitergeleitet. Hier konnen mehrere Sig-
nale direkt durch Wechselwirkungen
zwischen den TF, den zugehorigen
Bindungspldtzen auf der DNA, und der
RNA Polymerase (RNAP) in ein einziges
Ausgabesignal integriert werden: die
Transkriptionsrate eines Gens (Abb. 1).
Verschiedene Gene erfordern unter-
schiedliche logische Verkniipfungen der
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Abb. 2: Schematische Darstellung von regulatori-
schen Regionen, die ein logisches (a) ODER, (b)
inverses UND, (c) exklusives ODER (XOR) von
zwei Eingangssignalen A und B implementieren

Eingangssignale. Beispielsweise muss
ein metabolisches Enzym wie p-Galacto-
sidase in E.coli hergestellt werden, wenn
das Substrat (Lactose) vorhanden UND
die Zelle hungrig ist, wihrend viele Gene
in mehrzelligen Organismen in dem ei-
nen ODER anderen Zelltyp bendétigt wer-
den, aber NICHT in den restlichen. Ne-
ben der Logik spielt natiirlich auch die
absolute Konzentration, d.h. die Ampli-
tude des Ausgangssignals, eine wichtige
Rolle. Beides, Logik und Amplitude,
muss fiir jedes Gen in die genomische Se-
quenz ,einprogrammiert® sein. Nach
heutigem Wissen liegt diese Information
vor allem in der regulatorischen DNA,
die die Bindungspldtze fiir die TF ent-
hélt.

Komplexe Funktionen mit einfachen
Mechanismen?

Wie ist also die Relation zwischen Ein-
gangssignalen und Ausgabesignal in der
regulatorischen DNA kodiert? Ein Ver-
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stéindnis dieses Codes erfordert zunéchst
ein Verstindnis der molekularen Mecha-
nismen fiir die Transkriptionsregulation.
Diese sind vielfiltig, doch aus der Be-
trachtung von Beispielen ergeben sich
einige einfache Grundprinzipien [1]: (a)
Zur Erhohung bzw. Absenkung der
Transkriptionsrate durch TF geniigt eine
unspezifische Anziehung zu bzw. steri-
sche Verdriangung der RNAP von ihrem
Bindungsplatz, dem Promoter, am Trans-
kriptionsstart, siehe Abbildungl. (b) Je-
der TF erkennt ein fiir ihn spezifisches
DNA Sequenz-Motiv, und die Affinitét je-
des Bindungsplatzes ist durch die Wahl
seiner Sequenz {iiber einen weiten Be-
reich programmierbar [2]. (c) Die gegen-
seitige Wechselwirkung der TF auf der
DNA kann ebenfalls unspezifischer Natur
sein und ist programmierbar iiber die re-
lative Lage der Bindungspldtze auf der
DNA. Wie spielen alle diese molekularen
Wechselwirkungen zusammen und wel-
che regulatorischen Funktionen kénnen
damit implementiert werden? Fiir einfa-
che Funktionen kann man sich dies rela-
tiv leicht vorstellen: Wenn z.B. eine
ODER-Verkniipfung implementiert wer-
den soll, dann kann ein schwacher Pro-
moter mit zwei starken Bindungsplétzen
fiir zwei verschiedene TF kombiniert
werden, so dass beide unabhéngig von-
einander die Transkription aktivieren
konnen, siehe Abbildung 2a. Als Beispiel
fiir eine negative Regulation ist in Abbil-
dung 2b die Implementierung eines in-
versen UND gezeigt, d.h. das Gen soll im-
mer aktiv sein, au3er wenn beide TF in
hoher Konzentration vorhanden sind
(hier gentigt ein starker Promoter in Ver-
bindung mit zwei schwachen reprimie-
renden Bindungsplidtzen, an die die TF
kooperativ binden). Jedoch fiir komple-
xere Funktionen, die zum Beispiel wéh-
rend der Entwicklung hoherer Organis-
men bendtigt werden [3], ist a priori
unklar ob diese einfachen Prinzipien
ausreichen und wie gegebenenfalls Rea-
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lisierungen aussehen. Fiir solche Fragen
sind quantitative theoretische Modelle
ein niitzliches Instrument [4].

Grobskalige biophysikalische Modelle

In der Molekularbiologie sind hédufig me-
soskopische Lingen- und Zeitskalen re-
levant, die einerseits so groB sind, dass
eine detaillierte atomare Modellierung
weder moglich noch sinnvoll wéire, und
andererseits klein genug, dass thermi-
sche Fluktuationen eine wichtige Rolle
spielen. Fiir dieses Regime bietet die sta-
tistische Physik ein breites Repertoire an
theoretischen Methoden, die den Schritt
von einzelnen Molekiilen zu molekularen
Systemen ermoglichen. So kann im vor-
liegenden Fall das Zusammenspiel der
Proteine und der DNA in der Transkrip-
tions-Regulation durch wenige messbhare
effektive Wechselwirkungsparameter be-
schrieben werden [4]. Als Beispiel be-
trachten wir eine etwas komplexere logi-
sche Verkniipfung, das exklusive ODER
(XOR), bei dem im Gegensatz zum ge-
wohnlichen ODER das Gen nicht aktiv
sein soll wenn beide TF in hoher Konzen-
tration vorhanden sind. Mit den bereits
erwdhnten molekularen Mechanismen
ldsst sich das XOR nur realisieren, wenn
mehr als ein Bindungsplatz pro TF ver-
wendet wird [4]. Die einfachste Realisie-
rung ergibt sich durch Kombination der
Realisierungen fiir das ODER und das in-
verse UND, wie in Abbildung 2c¢ gezeigt.
Dass diese Anordnung tatsédchlich funk-
tioniert zeigt die mit dem theoretischen
Modell berechnete Input-Output Relation
in Abbildung 3. AuBlerdem zeigt das Mo-
dell auch in welchem Bereich die (effek-
tiven) Wechselwirkungsparameter liegen
miissen, damit die Input-Output Relation
die charakteristische XOR Form auf-
weist.

Ausblick

Hohere Organismen benotigen noch viel
kompliziertere regulatorische Funktio-
nen als die hier gezeigten [3]. Es ist da-
her nicht verwunderlich, dass sie auch
mehr molekulare Regulations-Mechanis-
men haben als Bakterien. Es zeigt sich,
dass vor allem Mechanismen, die Akti-
vierung oder Reprimierung iiber grof3ere
Abstédnde auf der DNA ermdglichen, we-
sentlich fiir die Konstruktion komplexer
Transkriptions-Regulation sind [4]. De-
ren quantitative Untersuchung steckt
noch in den Anfingen und ist eine wich-
tige interdisziplindre Aufgabe fiir die Na-
turwissenschaften. Schon heute kann
man sich jedoch gut vorstellen, wie evo-

Abb. 3: Berechnete Transkriptionsrate als Funk-
tion der TF-Konzentrationen [A] und [B] fiir ein
Gen mit der in Abbildung 2 (c) angedeuteten
XOR-Regulation, siehe [4]. Dabei sind die , pro-
grammierbaren” Protein-DNA Affinitaten inner-
halb des physiologischen Regimes geeignet ge-
wahlt, wahrend die Protein-Protein
Wechselwirkungen bei einer typischen Starke
festgehalten wurden.

lutionédre Prozesse das Regulations-Pro-
gramm der Gene durch Verschieben oder
Andern der TF-Bindungssequenzen
L2umprogrammieren®. Dabei konnten zu-
nichst bestehende Module neu kombi-
niert werden, um eine rudimentire neue
Funktionalitdt zu erreichen, gefolgt von
,Fine-Tuning“ durch einzelne Mutatio-
nen. Mit einem ausreichenden Verstind-
nis dieser Systeme wiirden sich sicher-
lich vielféltige wertvolle Anwendungen
in der Medizin ergeben, z.B. konnte man
sich vorstellen, dass eines Tages ein me-
dizinisches Bakterium in unseren Kor-
pern verschiedene Krankheitssignale lo-
kal erkennt, diagnostiziert und sofort
gezielte GegenmaBnahmen einleitet.
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FORSCHUNG + ENTWICKLUNG

Wo eigentlich nichts leben und wachsen diirfte, ha-
ben Forscher jetzt Hinweise auf eine komplexe Ge-
meinschaft verschiedenster Bakterienarten entdeckt.
Ein Wissenschaftler-Team aus sechs europaischen
Landern hat DNA-Molekiile von Mikroorganismen in
Wasserproben gefunden, die aus einem so genannten
.Brine-Becken” des Mittelmeers stammen. Brine-
Becken sind Senken in 3.000 bis 4.000 Metern Tiefe,
in denen hoher Druck und eine extreme Salzkonzen-
tration herrschen, wahrend Sauerstoff vollstandig
fehlt. lhre Ergebnisse beschreiben die Forscher in
Science. Jetzt wollen Forscher an der GBF versuchen,
die neu entdeckten Bakterien, die ihre Existenz bis-
lang nur durch Spuren ihrer DNA verraten, in Kultur zu
zlichten und naher zu untersuchen.

ww.gbf.de

Wissenschaftlern des Max-Planck-Instituts fiir Bio-
chemie ist es gelungen, E. coli-Bakterien unter Selek-
tionsdruck dazu zu bringen, synthetische Aminosau-
ren ihrem genetischen Code hinzu zu fiigen und neue
Klassen von fluoreszierenden Proteinen zu erzeugen:
Durch den Einbau einer Elektronen-spendenden Ami-
nogruppe in das bekannte ,Griin-fluoreszierende
Protein” entstand auf diese Weise ein , Gold-fluo-
reszierendes Protein”, ein lang erwartetes Werk-
zeug fiir dynamische biophysikalische Untersuchun-
gen von Zellen und Geweben. Durch Hinzufiigen
neuer Aminosduren zum genetischen Code lassen
sich somit neuartige Proteine mit maBgeschneiderten
physikalisch-chemischen Eigenschaften und Funktio-
nen erzeugen, die in der Natur nicht vorkommen. (An-
gewandte Chemie, Online-Edition 1. Dezember 2004).
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