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gereinigt werden können. In definierten 
in vitro-Transkriptionsansätzen kann eine 
basale spezifi sche Transkriptionsinitiation 
der Pol I zusammen mit nur zwei aufge-
reinigten Faktoren erreicht werden. Bei 
 diesen Faktoren handelt es sich um den aus 
drei Proteinuntereinheiten bestehenden core 
factor (CF) und dem Initiationsfaktor Rrn3 
(Abb. 1B). In Anwesenheit eines weiteren 
Multiproteinkomplex, dem upstream activa-
tion factor (UAF), der aus den Histonen H3 
und H4 sowie vier hefespezifischen Pro-
teinen besteht, und durch Zugabe des TATA-
bindenden Proteins (TBP) kann die Effi zienz 
der RNA-Synthese durch Pol I in vitro stark 
gesteigert werden. Während Rrn3, CF und 
UAF hochspezifisch für das Pol-I-System 
sind, wird TBP auch von Pol II und Pol III 
verwendet [3].

Die Rekonstitution der Pol-I-Initiations-
aktivität ermöglicht es, die spezifi schen Auf-
gaben der einzelnen Komponenten an der 
stromaufwärts von dem transkribierten 
Bereich liegenden Kontrollregion, dem Pro-
motor, zu charakterisieren. In funktionellen 
Experimenten kann z. B. geklärt werden, in 
welcher Abfolge die Faktoren an den Promo-
tor rekrutiert werden, wie der Gesamtkom-
plex stabilisiert wird, wie die Promotorstruk-
tur geöffnet und die Elongation initiiert wird. 
Ergebnisse dieser Untersuchungen führten 
zu dem Modell, dass UAF und TBP am Pro-
motor zuerst CF und schließlich den Pol-I-
Rrn3-Komplex rekrutieren [2]. Der Pol-I-
Rrn3-Komplex kann dann die Synthese der 
rRNA beginnen. Geht Pol I im Anschluss in 
eine produktive Elongationsphase über, ver-
lässt Rrn3 den Komplex, um wieder für wei-
tere Initiationsvorgänge zur Verfügung zu 
stehen. Die Pol-I-Transkription wird dann am 
Ende des rRNA-Gens wahrscheinlich durch 
das DNA-bindende Protein Nsi1 terminiert 
[4].

Caught in the act – Visualisierung der 
Pol-I-Transkription auf molekularer 
Ebene
Mit dem nun verfügbaren Baukasten an 
Transkriptionsfaktoren und dem aufgerei-
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ó Seit mehr als 20 Jahren versuchen 
Arbeitsgruppen der Universität Regensburg, 
die sich jetzt im Regensburg Center of Bioche-
mistry (RCB) zusammengeschlossen haben, 
die basale RNA-Polymerase(Pol)-I-Transkrip-
tionsmaschinerie der Bäckerhefe molekular 
zu charakterisieren. Eine wachsende Hefe-
zelle kann bis zu 30 Ribosomen pro Sekunde 
produzieren, welche zu einem großen Teil 
aus RNA bestehen, die von Pol I synthetisiert 
wird [1]. Pol I baut demnach bis zu 200.000 
Nukleotiden in ribosomale RNA pro Sekunde 
ein. Diese enorme Syntheseleistung lässt 
sich durch die äußerst effi ziente Transkrip-
tionsinitiation und -elongation von Pol I 
sowie den Umstand erklären, dass rRNA-
Gene in eukaryotischen Genomen in repeti-
tiven Genclustern vorkommen (Abb. 1A). So 
können viele rRNA-Gene gleichzeitig abge-
schrieben werden. Ein Ziel der Regensburger 
Arbeitsgruppen ist es, die Mechanismen der 
rRNA-Gentranskription durch Pol I zu verste-
hen. Um das zu erreichen, soll der Prozess 
der rRNA-Synthese durch Pol I in genau defi -
nierten Systemen biochemisch funktionell 
und strukturell „im Reagenzglas“, in vitro, 
rekonstituiert werden. Diese Ergebnisse ver-
gleichen wir dann mit zellbiologischen 

Befunden in lebenden Hefezellen, in vivo. 
Während der in vitro-Ansatz genau defi nierte 
Systeme nutzen kann, enthält er wahrschein-
lich nicht den vollständigen Satz an allen in 
vivo beteiligten Faktoren. Im Gegensatz hier-
zu ist eine große Limitation der in vivo-Ana-
lysen, die das vollständige System beschrei-
ben, dass man direkte und indirekte Effekte 
auf die rRNA-Synthese häufi g nicht unter-
scheiden kann. Somit ergänzen und stärken 
sich beide Ansätze und erschließen das 
gesamte Potenzial des  aktuell verfügbaren 
Methodenspektrums der Biochemie.

Der biochemische Baukasten: 
Analyse der Pol-I-Transkription 
in vitro
Der biochemische Ansatz versucht, die kom-
plexen Mechanismen von in vivo-Prozessen 
in isolierten Systemen nachzuvollziehen. 
Hierzu wurden in den Anfängen die interes-
sierenden Faktoren in langwierigen Reini-
gungsschritten aus den Ursprungsorganis-
men isoliert [2]. Heutzutage wird nur noch 
das Pol-I-Enzym (welches aus 14 Unterein-
heiten besteht) aus Hefe isoliert, während die 
beteiligten Transkriptionsfaktoren in hetero-
logen Systemen rekombinant exprimiert und 
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durch Komplexbildung mit Rrn3 in einer 
monomeren, initiationskompetenten Form 
stabilisiert wird [7, 8]. Der Pol-I-Rrn3-Kom-
plex kann dann mit CF einen minimalen 
Präintiationskomplex (PIC) am rRNA-Gen-
promotor bilden [9]. Dieser PIC geht nach 
erfolgreichem Transkriptionsstart in einen 
initial transkribierenden Komplex und 
schließlich in einen produktiv elongierenden 

Schnappschüsse von Strukturen verschiede-
ner Multiproteinkomplexe in unterschied-
lichen funktionellen Stadien zu bestimmen 
[6]. Mit diesen Strukturen kann man nun die 
komplexen Abläufe verstehen und mit ande-
ren Transkriptionssystemen vergleichen. 
Inspiriert von solchen Schnappschüssen 
wurde gezeigt, dass Pol I in einem inaktiven 
dimeren Zustand vorliegen kann [5] und 

nigten Pol-I-Enzym wird auch eine struktu-
relle Untersuchung möglich. Die lange domi-
nierende Technik der Röntgenstrukturana-
lyse von Proteinkristallen erlaubte die 
Bestimmung der atomaren Struktur der Pol I 
mit allen ihren Untereinheiten [5]. In den 
vergangenen Jahren hat eine technische 
„Revolution“ auf dem Gebiet der Kryoelek-
tronenmikroskopie (EM) es ermöglicht, 

˚ Abb. 1: Untersuchungen der Transkription der ribosomalen (r)RNA-Gene durch die DNA-abhängige RNA-Polymerase (Pol)  I in dem eukaryotischen 
Modellorganismus Hefe. A, In allen Eukaryoten (hier Bäckerhefe) synthetisiert Pol I die rRNA von Mulitkopiengenloc i (r)DNA. B, In Hefe wird die 
 Initiation der rRNA-Transkription durch die Promotor-gebundenen Faktoren upstream activation factor (UAF), TATA-bindendes Protein (TBP) und core 
factor (CF) reguliert, die zur Rekrutierung des initiationskompetenten Rrn3-Pol-I-Komplexes führen. Rrn3 dissoziiert von Pol I  in den frühen Phasen der 
Elongation, in denen Nukleosomen im Gen durch die Transkription depletiert werden und das Protein Hmo1 mit den abg eschriebenen rRNA-Genen 
assoziiert und wahrscheinlich die Pol-I-Elongation unterstützt. Die Termination der Pol-I-Transkrip tion erfordert den DNA-gebundenen Faktor Nsi1. 
C, Von Pol I transkribierte rRNA-Gene wurden schon im Jahr 1969 unter dem EM visualisiert. Die beobachteten Strukturen werden auch als  christmas 
trees bezeichnet. Bis zu hundert transkribierende Pol-I-Moleküle bilden den „Christbaumstamm“, von Pol I neu transkribierte rRNAs bilden die „Äste“ 
und Proteine, die mit den 5′-Enden der rRNA assoziieren, bilden die „Christbaumkugeln“ (entnommen aus Miller OL, JR, Beatty BR (1969) Portrait of a 
gene. J Cell Physiol 74 (Suppl 1): 225–232). D, In Regensburg werden die Pol-I-Transkription und rRNA-Gen-Chromatinstruktur funktionell und struktu-
rell untersucht.
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rakterisierung der drei Polymerasen 
beschrieben [13].

Seit der Entdeckung von Pol I, II und III 
sind etwas mehr als 50 Jahre vergangen und 
man hat viel über die verschiedenen Tran-
skriptionssysteme gelernt. Ohne Zweifel gibt 
es noch viel Spannendes zu herauszufi nden, 
bis wir genau verstehen werden, was die 
Gemeinsamkeiten und Besonderheiten der 
drei Transkriptionssysteme ausmacht, die 
den ersten und bedeutenden Schritt der 
eukaryotischen Genexpression kontrollieren. 
In Regensburg haben sich die Teams der Bio-
chemie III  mit der funktionellen 
 Transkriptionsanalyse (AG Tschochner), der 
Chromatin-ständigen (ex vivo) Analyse (AG 
Griesenbeck) und der Strukturellen Bioche-
mie zur Strukturaufklärung (AG Engel) zu 
einem thematischen Schwerpunkt zusam-
mengefunden, um unser Gesamtverständnis 
der Mechanismen der rDNA-Transkription 
weiter zu verbessern (Abb. 1D). ó
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wichtige Einblicke zu gewinnen, wie die 
Pol-I-Transkriptionsmaschinerie natives 
Chromatin transkribiert.

Und wie sieht es in der Zelle aus? – 
Analyse der Pol-I-Transkription in vivo
Während viele Erk enntnisse über die Pol-I-
Transkription mittels biochemischer in vitro-
Experimente gesammelt wurden, spielten – 
vor allem auch in der Hefe – in vivo-Analysen 
eine große Rolle. Hierbei nutzte man die 
einfache genetische Manipulierbarkeit der 
Hefe und konnte über genetisches Screening 
distinkte Mutanten beschreiben, die einen 
Einfl uss auf die zelluläre rRNA-Synthese hat-
ten, die zur Identifi kation von spezifi schen 
Komponenten der Pol-I-Transkriptionsma-
schinerie führten [2]. Auch konnte die Asso-
ziation dieser Komponenten mit den endoge-
nen rRNA-Genen in verschiedenen physiolo-
gischen Situationen über Chromatin-Immu-
nopräzipitation (ChIP) beschrieben werden. 
Eine alternative weniger verbreitete Metho-
dik ist das Chromatin endogeneous cleavage 
(ChEC). ChIP- und ChEC-Experimente haben 
viel dazu beigetragen zu verstehen, wie sich 
die Assoziation der Pol-I-Transkriptionsma-
schinerie und rRNA-Gen-Chromatinzustände 
in bestimmten physiologischen Situationen 
oder Hefemutanten ändert [16, 17].

Was macht die Pol-I-Transkription so 
einzigartig?
Wieso haben Eukaryoten Pol I „erfunden“? 
Warum ist die Pol-I-Transkriptionsmaschine-
rie so besonders gut geeignet, die rRNA zu 
synthetisieren? Auch hier gibt es Vermutun-
gen, die auf den Ergebnissen biochemischer 
und struktureller Analysen basieren. Zum 
einen kann es sicherlich an dem Enzym 
selbst liegen. Pol I besteht neben gemeinsa-
men Untereinheiten mit Pol II und/oder III 
aus sieben spezifischen Untereinheiten 
(Abb. 1D). Diese sind für spezifi sche Funkti-
onen des Enzyms verantwortlich und ähneln 
zum Teil dissoziierbaren Transkriptionsfak-
toren des Pol-II-Systems. Diese Untereinhei-
ten unterstützen Pol I bei der Initiation, Elon-
gation, der Erkennung und Ausbesserung 
fehlerhaft elongierter RNA und der Termina-
tion. Zum anderen ist es wohl die hohe Initi-
ationsfrequenz des Pol-I-Systems, durch die 
bis zu 100 elongierende Pol-I-Moleküle 
gleichzeitig auf einem rRNA-Gen gefunden 
werden, wie EM-Analysen von transkribier-
ten rRNA-Genen, die christmas trees, zeigen 
(Abb. 1C). Die Pol-I-Christbäume wurden 
sogar schon kurz vor der biochemischen Cha-

Komplex über [10]. Der Vergleich all dieser 
Zwischenzustände und deren funktionelle 
Beschreibung zeigten, welche strukturellen 
Dynamiken des Pol-I-Enzyms und seiner 
Transkriptionsfaktoren für die Funktion und 
Regulation wichtig sind [11], und wie sich 
diese von anderen Transkriptionssystemen 
unterscheiden. Mit diesen Anpassungen 
wird Pol I den spezifi schen Anforderungen 
der rRNA-Synthese gerecht. Trotz enormer 
Fortschritte ist der Prozess der Pol-I- 
Transkription noch immer nicht vollständig 
dokumentiert. Erst kürzlich wurde die Struk-
tur von UAF im Komplex mit TBP am rRNA-
Genpromotor gelöst [12]. Interessanterweise 
bindet TBP – anders als im Pol-II- und Pol-III-
System – im Komplex mit UAF nicht an die 
DNA, was die Frage aufwirft, wie ein voll-
ständiger PIC aus UAF, TBP, CF und 
Pol I-Rrn3 aussehen wird.

rRNA-Genchromatin – die natürliche 
Matrize der Pol-I-Transkription
Im Zellkern liegt das Genom in Form eines 
Nukleoproteinkomplexes vor, dem  Chroma-
tin. Hauptkomponenten des Chromatins sind 
Histonproteine, welche zusammen mit DNA 
die Nukleosomen bilden [13]. Durch die star-
ken Wechselwirkungen zwischen Histonen 
und DNA ist die DNA-Matrize für die meisten 
nukleären Prozesse unzugänglich. Deswegen 
ist es eine Herausforderung für die kernstän-
digen RNA-Polymerasen, die Transkription 
der DNA-Matrize in Gegenwart von Nukleo-
somen zu bewerkstelligen. Rekonstitutions-
versuche der Transkription zeigten, dass 
gereinigte Pol I und Pol III – im Gegensatz zu 
Pol II – in vitro hergestellte nukleosomale 
Matrizen effi zient transkribieren konnten 
[14]. Details über die Mechanismen, die die-
sem Phänomen zugrunde liegen, fehlen aller-
dings bislang. Interessanterweise deuten 
Untersuchungen an, da ss Pol I in vivo 
Nukleo somen-freie rRNA-Gene abschreibt, 
mit denen das Protein Hmo1 assoziiert [13]. 
Im inaktiven Zustand sind rRNA-Gene, wie 
auch der große Rest des Genoms, in Nukleo-
somen verpackt.

Wie Pol I es schafft, rRNA-Gene von 
Nu kleosomen „zu befreien“, ist weitgehend 
unverstanden [13]. Da es unklar ist, inwie-
weit in vitro rekonstituierte nukleosomale 
Matrizen natürliches Chromatin refl ektieren, 
haben wir eine Technik entwickelt, die es 
mögli ch macht, natives rRNA-Genchromatin 
aus der Hefezelle in ausreichenden Mengen 
zu reinigen [15]. Mithilfe dieser Matrizen 
sollte es in Zukunft möglich sein, weitere 
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