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Vorwort

Seit die letzte Auflage dieses Buchs erschienen ist, wurden tiber finf Millionen
wissenschaftliche Arbeiten veroffentlicht. Zusdtzlich nimmt das Ausmaf} der
digitalen Medien immer weiter zu: neue Daten iber Genomsequenzen, Protein-
Interaktionen, Molekularstrukturen und Genexpression — alle in riesigen Daten-
banken gespeichert. Die Herausforderung sowohl fiir Wissenschaftler als auch
fiir Buchautoren besteht darin, diese {iberwiltigende Masse an Information in ein
zugingliches und zeitgemifles Verstindnis dartiber wie Zellen funktionieren,
umzuwandeln.

Hilfreich ist die grofie Zunahme an Review-Artikeln, die versuchen, ,Roh-
wissen” leichter verstandlich zu machen, obwohl die grofle Mehrheit dieser
Reviews immer noch ziemlich stark fokussiert ist. Mittlerweile versucht uns
eine schnell wachsende Ansammlung von Online-Quellen zu tiberzeugen, dass
das Verstindnis nur wenige Mausklicks entfernt ist. In einigen Bereichen war
diese Verdnderung, wie wir auf Wissen zugreifen, sehr erfolgreich — zum Beispiel
bei der Entdeckung der neuesten Information iiber unsere eigenen medizini-
schen Probleme. Aber um etwas so schones und komplexes zu verstehen wie das
Funktionieren lebender Zellen, braucht es mehr als nur ein Wiki-Dies oder Wiki-
Das. Es ist extrem schwer, die wertvollen und besténdigen Juwelen aus so viel
Miill herauszufinden. Viel effektiver ist eine sorgsam ausgearbeitete Schilderung,
die logisch und schrittweise durch die wesentlichen Begriffe, Komponenten und
Experimente fiithrt, sodass die Leser sich selbst ein einprigsames, konzeptionelles
Grundgerist der Zellbiologie bilden kénnen. Dieses Konzept ermdglicht ihnen,
die ganze neue Wissenschaft kritisch zu beurteilen und, noch wichtiger, sie zu
verstehen. Das ist es, was wir mit Molecular Biology of the Cell erreichen wollen.

Bei der Vorbereitung dieser neuen Auflage mussten wir zwangsldufig einige
schwierige Entscheidungen treffen. Um spannende, neue Entdeckungen auf-
zunehmen, mussten wir, um das Buch transportabel zu halten, vieles streichen.
Wir haben neue Abschnitte hinzugefiigt, wie diejenigen iiber neue RNA-Funk-
tionen, Fortschritte in der Stammzellbiologie, neue Methoden zur Untersuchung
von Proteinen und Genen und zur Abbildung von Zellen, Fortschritte in der
Genetik und Behandlung von Krebs und zeitlicher Ablauf, Wachstumskontrolle
und Morphogenese der Entwicklung.

Die Chemie einer Zelle ist extrem komplex und jede Liste von Zellteilen und
ihren Wechselbeziehungen — ganz gleich wie vollstindig sie ist — wird gewaltige
Liicken in unserem Verstandnis hinterlassen. Wir begreifen inzwischen, dass wir,
wenn wir Giberzeugende Erklarungen fiir das Verhalten einer Zelle liefern wollen,
quantitative Information iiber Zellen benétigen. Diese Informationen sind an
ausgefeilte mathematische/computergestiitzte Ansitze gebunden, die z.T. noch
gar nicht erfunden sind. Dementsprechend zeichnet es sich ab, dass es immer
mehr zum Ziel von Zellbiologen wird, ihre Studien weiter in Richtung quantita-
tiver Beschreibungen und mathematischer Schlussfolgerungen zu verlagern.
Dieses Konzept und einige seiner Methoden legen wir in einem neuen Abschnitt
am Ende von Kapitel 8 dar.

Konfrontiert mit der Unermesslichkeit dessen was wir tiber Zellbiologie
gelernt haben, mag es verlockend fiir einen Studenten sein zu glauben, dass es
nur noch wenig zu entdecken gibt. Je mehr wir jedoch iiber Zellen herausfinden,
umso mehr neue Fragen tauchen auf. Um deutlich zu machen, wie liickenhaft
unser Verstindnis von der Zellbiologie ist, haben wir einige wichtige Wissens-
licken am Ende eines jeden Kapitels in dem Abschnitt Was wir nicht wissen
hervorgehoben. Diese kurzen Listen enthalten nur einen winzigen Teil der
heiklen, unbeantworteten Fragen und Herausforderungen fiir die nachste Gene-
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Vorwort

ration von Wissenschaftlern. Wir freuen uns darauf, dass einige unserer Leser in
der Zukunft Antworten darauf liefern werden.

Parallel zum Text und eng mit ihm verflochten werden die Themen anhand
von iiber 1.500 Abbildungen erklirt. Wir haben deren Ubereinstimmung zwi-
schen den verschiedenen Kapiteln verbessert, insbesondere in Bezug auf Ver-
wendung von Farben und gingigen Symbolen. Membranpumpen und -kanile
sind ein gutes Beispiel. Um Textunterbrechungen zu vermeiden, wurde ein Teil
des Materials in leicht zugingliche Tafeln verschoben. Die meisten wichtigen
Proteinstrukturen wurden iiberarbeitet und einheitlich gefarbt. Fiir jedes Protein
ist inzwischen der entsprechende Protein Data Bank (PDB)-Code angegeben. Er
kann verwendet werden, um Zugriff auf Online-Tools zu erhalten, die zusétz-
liche Information tiber das Protein liefern, wie z. B. auf der RCSB PCB-W ebseite
(www.rcsb.org). Mithilfe dieser Zusammenhiinge konnen die Leser dieses Buchs
die Proteine, die den Kern der Zellbiologie bilden, besser verstehen.

(e

Wir leben in einer Welt, die uns mit vielen komplexen Sachverhalten
konfrontiert, die alle mit der Zellbiologie verbunden sind: Biodiversitit, Klima-
wandel, Sicherung der Erndhrung, Umweltzerstérung, Raubbau an Ressourcen
und Krankheiten des Menschen. Wir hoffen unser Lehrbuch hilft dem Leser
besser zu verstehen und diese Herausforderungen woméglich besser zu bewilti-
gen. Wissen und Verstdndnis liefern die Macht einzugreifen.

(il

Bevor wir mit den Arbeiten an dieser Auflage begannen, baten wir einige
Wissenschaftler, die die letzte Auflage verwendet hatten, um Studenten in der
Zellbiologie zu unterrichten, sich mit uns zusammenzusetzen und Verbes-
serungsvorschlige einzubringen. Sie gaben uns hilfreiche Riickmeldungen, die
uns bei der Neuauflage inspirierten. Wir profitierten auch von den wertvollen
Beitrigen einer Gruppe von Studenten, die die meisten Kapitel Korrektur lasen.

(-..)

Wir danken unseren Ehepartnern, Familien, Freunden und Kollegen fiir [hre
anhaltende Unterstiitzung, die es wieder einmal moglich gemacht hat, dass dieses
Buch geschrieben werden konnte.

Als wir diese Auflage gerade fertiggestellt hatten, erlag Julian Lewis, unser
Koautor, Freund und Kollege seinem Krebsleiden, gegen das er zehn Jahre lang
so heroisch gekampft hatte. Seit 1979 trug Julian in groflem Umfang zu allen
sechs Auflagen bei. Er war unser wortgewandtester Schreiber und brachte
sowohl den Stil als auch den Ton all der vielen Kapitel, die er bearbeitete auf
ein hohes Niveau. Er war bekannt fiir seine sorgfiltige, wissenschaftlich exakte
Vorgehensweise. Sein Schreiben war von Klarheit und Schlichtheit geprigt.
Julian ist unersetzbar, und wir werden alle seine Freundschaft und Zusammen-
arbeit schmerzlich vermissen. Die sechste Auflage widmen wir seinem An-
denken.
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Kontrolle der
Genexpression

Die DNA eines Organismus codiert fiir alle RNA- und Proteinmolekiile, die zum
Aufbau seiner Zellen notwendig sind. Trotzdem wiirde es uns die Beschreibung
der vollstaindigen DNA-Sequenz eines Organismus — gleichgiiltig, ob es sich um
die paar Millionen Nukleotide eines Bakteriums oder um die mehreren Milliar-
den Nukleotide eines Menschen handelt — nicht ermdglichen, den Organismus
zu rekonstruieren, genauso wenig, wie es moglich wire, ein Theaterstiick von
Shakespeare aus einem englischen Worterbuch abzuleiten. In beiden Fillen
stehen wir vor dem gleichen Problem, ndmlich: Wie werden die Elemente der
DNA-Sequenz bzw. des Worterbuches benutzt? Unter welchen Bedingungen
wird jedes einzelne Genprodukt hergestellt und — wenn es hergestellt ist —
welche Funktion iibt es aus?

In diesem Kapitel konzentrieren wir uns auf die erste Hélfte dieses Problems:
Wir werden die Regeln und Mechanismen betrachten, nach denen eine Gruppe
von Genen in jeder Zelle selektiv aktiviert werden kann. Diese Mechanismen
arbeiten auf vielen Ebenen, und wir werden jede Ebene der Reihe nach behan-
deln. Wir beginnen mit einer Ubersicht iiber einige der beteiligten Grundprinzi-
pien.

7.1 Ein Uberblick liber die Genkontrolle

Die verschiedenen Zelltypen eines vielzelligen Organismus unterscheiden sich
sowohl in ihrer Morphologie als auch in ihrer Funktion wesentlich voneinander.
Vergleichen wir beispielsweise bei einem Sauger ein Neuron mit einer Leberzelle,
sind die Unterschiede so extrem, dass es schwierig wird sich vorzustellen, dass
beide Zellen das gleiche Genom enthalten (Abb. 7-1). Aus diesem Grund, und
weil die Zelldifferenzierung héufig irreversibel ist, nahmen die Biologen ur-
spriinglich an, dass Gene im Verlauf der Differenzierung selektiv verloren gehen.
Jetzt wissen wir jedoch, dass die Zelldifferenzierung im Allgemeinen ohne
Verdnderungen in der Nukleotidsequenz des Zellgenoms zustande kommt.
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Ein Uberblick iiber die
Genkontrolle

Transkriptionskontrolle durch
sequenzspezifische DNA-
Bindeproteine

Transkriptionsregulatoren
schalten Gene an und aus

Molekulargenetische
Mechanismen die spezialisierte
Zelltypen schaffen und erhalten

Mechanismen, die das
Zellgedachtnis in Pflanzen und
Tieren verstarken

Posttranskriptionale Kontrolle

Regulation der Genexpression
durch nicht codierende RNAs

Abb. 7-1 Ein Neuron und eine Leberzelle
teilen das gleiche Genom. Die langen Aste
dieses Neurons aus der Retina ermdglichen es
ihm, elektrische Signale von vielen Zellen zu
empfangen und diese Signale an viele be-
nachbarte Zellen weiterzuleiten. Die Leberzel-
le, die im gleichen Maf3stab gezeichnet ist, ist
an vielen Stoffwechselvorgéngen beteiligt, da-
runter die Verdauung und Entgiftung von
Alkohol und Arzneistoffen. Beide Zelltypen
enthalten das gleiche Genom, aber sie expri-
mieren unterschiedliche RNAs und Proteine.
(Neuron nach S. Ramoén y Cajal, Histologie du
Systeme Nerveux de 'Homme et de Vertebres,
1909-1911. Paris: Maloine; Nachdruck Madrid:
CS.I.C, 1972)
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412 Kapitel 7: Kontrolle der Genexpression

7.1.1 Die verschiedenen Zelltypen eines vielzelligen Organismus
enthalten die gleiche DNA

Die Zelltypen eines vielzelligen Organismus entwickeln sich unterschiedlich, weil
sie verschiedene RNA- und Proteinmolekiile synthetisieren und anreichern. Erste
Hinweise darauf, dass sie dies ohne Anderung ihrer DNA-Sequenz tun, stammen
von klassischen Experimenten an Froschen. Wenn der Kern einer vollstindig
differenzierten Froschzelle in ein Frosch-Ei injiziert wird, dessen Kern vorher
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Abb. 7-2 Differenzierte Zellen enthalten alle zur Bildung eines kompletten Organismus nétigen genetischen Informationen. (A) Der in ein entkerntes Ei
transplantierte Kern einer Hautzelle eines erwachsenen Froschs kann die Entwicklung einer ganzen Kaulquappe bewirken. Der unterbrochene Pfeil deutet an, dass
ein weiterer Transferschritt notig ist, um dem transplantierten Genom Zeit zu geben, sich einer embryonalen Umgebung anzupassen. Dabei wird ein Kern des
sich entwickelnden frilhen Embryos in eine weitere entkernte Eizelle gebracht. (B) Bei vielen Pflanzenarten behalten die differenzierten Zellen die Fahigkeit zur
,Entdifferenzierung”. Dadurch kann aus einer einzelnen Zelle ein Klon von Nachkommen hervorgehen, aus dem spéter eine vollstandige Pflanze entstehen kann.
(C) Ein Zellkern aus einer differenzierten Zelle von einer ausgewachsenen Kuh wurde in eine entkernte Eizelle einer anderen Kuh eingebracht, aus der ein Kalb
entstehen kann. Verschiedene, aus differenzierten Zellen desselben Spenders hervorgegangene Kélber sind alle Klone dieses Spenders und somit genetisch
identisch. (A, verandert nach J. B. Gurdon, Sci. Am. 219:24-35, 1968. Mit Erlaubnis von Scientific American.)



7.6 Posttranskriptionale Kontrolle

entfernt wurde, ist der injizierte Spenderkern in der Lage, die Empfinger-Eizelle
zur Entwicklung einer normalen Kaulquappe zu programmieren (Abb. 7-2A).
Da die Kaulquappe das vollstindige Spektrum differenzierter Zellen enthilt, die
alle ihre DNA-Sequenzen vom Kern der urspriinglichen Spenderzelle erhalten
haben, muss gefolgert werden, dass die differenzierte Spenderzelle keine wesent-
lichen DNA-Sequenzen verloren hat. Ahnliche Riickschliisse liefien Experimente
mit verschiedenen Pflanzen zu. Hierbei wurden Stiicke von differenzierten Zell-
geweben in Kulturmedium kultiviert und danach in einzelne Zellen zerlegt.

7.6 Posttranskriptionale Kontrolle

Im Prinzip konnte jeder Schritt der Genexpression kontrolliert werden. Tatsich-
lich kann man auch Beispiele fiir jede Art der Regulation finden, und viele Gene
werden iiber mehrere Mechanismen reguliert. Wie wir gesehen haben, ist die
Kontrolle der Initiation der Gentranskription fiir alle Gene die wichtigste Form
der Kontrolle. Andere Kontrollen kénnen auch spiter auf dem Weg von der
DNA zum Protein eingreifen, um die Menge des hergestellten Genprodukts zu
regulieren — und in manchen Fillen die exakte Aminosiuresequenz des Protein-
produkts festzulegen. Diese posttranskriptionalen Kontrollen, die ihre Funk-
tion ausiiben, nachdem die RNA-Polymerase an den Promotor des Gens gebun-
den und die RNA-Synthese bereits begonnen hat, sind fiir die Regulation vieler
Gene entscheidend.

In den folgenden Abschnitten werden wir die Vielfalt der posttranskrip-
tionalen Regulation in der zeitlichen Abfolge der Regulationsereignisse betrach-
ten, die auf ein RNA-Molekiil nach Beginn der Transkription einwirken kénnen
(Abb. 7-54).

7.6.1 Transkriptionsabschwdchung bewirkt eine vorzeitige
Beendigung der Transkription einiger RNA-Molekiile

Seit Langem weif3 man, dass die Expression bestimmter Gene durch eine vor-
zeitige Beendigung der Transkription gehemmt wird, ein Phanomen, das Trans-
kriptionsabschwéchung (engl. attenuation) genannt wird. In einigen dieser Fille
nimmt die wachsende RNA-Kette eine Struktur an, durch die sie mit der RNA-
Polymerase derart in Wechselwirkung tritt, dass die Transkription abbricht.
Wird das Genprodukt benétigt, binden Kontrollproteine an die wachsende Kette
und beseitigen die Abschwichung, sodass die Transkription eines vollstindigen
RNA-Molekiils moglich wird.

Ein gut studiertes Beispiel der Transkriptionsabschwichung ereignet sich
wihrend des Lebenszyklus des HIV, des menschlichen Immunschwichevirus,
dem Verursacher des erworbenen Immunschwichesyndroms (AIDS). Wenn das
HIV-Genom sich in das Wirtsgenom integriert hat, wird die virale DNA durch
die zellulire RNA-Polymerase II transkribiert (s. Abb. 5-62). Diese Wirts-
polymerase beendet aber iiblicherweise die Transkription, nachdem sie Trans-
kripte von einigen Hundert Nukleotiden hergestellt hat, und ist deswegen nicht
in der Lage, das ganze Genom des Virus effizient zu transkribieren. Wenn die
Bedingungen fiir das Wachstum des Virus giinstig sind, verhindert ein vom Virus
codiertes Protein namens Tat, das an eine spezifische Haarnadelstruktur in der
entstehenden RNA bindet, die eine ,hervorspringende Base“ enthilt, die vor-
zeitige Beendigung (s. Abb. 6-89). Sobald Tat an diese besondere RNA-Struktur
(TAR genannt) gebunden hat, sammelt es mehrere Wirtszellproteine, die es der
RNA-Polymerase ermoglichen, die Transkription fortzusetzen. Die normale
Funktion zumindest einiger dieser Proteine ist es, das Pausieren und den vor-
zeitigen Abbruch der RNA-Polymerase zu verhindern, wenn sie normale Gene
der Zelle transkribiert. Offensichtlich ist ein normaler Mechanismus der Zelle
von HIV iibernommen worden, um die Transkription seines eigenen Genoms
durch ein einziges Virusprotein kontrollieren zu kénnen.
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Abb. 7-54 Mechanismen der posttranskriptionalen
Kontrolle der Genexpression. Die endgtltige Syn-
thesegeschwindigkeit eines Proteins kann im Prinzip
durch irgendeinen der mit Grobuchstaben aufgelis-
teten Schritte kontrolliert werden. Auch das RNA-
Spleifien, das RNA-Editieren und die translationale
Recodierung kénnen die Aminosduresequenz in ei-
nem Protein verandern; dies ermdglicht der Zelle,
mehr als nur eine Proteinvariante vom gleichen Gen
zu bilden. Nur einige wenige der hier gezeigten
Schritte sind wahrscheinlich fir die Regulation eines
bestimmten Proteins entscheidend.
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Abb. 7-55 Ein Riboswitch, der auf Guanin rea-
giert. (A) In diesem Beispiel aus Bakterien kontrolliert
der Riboswitch die Expression der Gene fiir die Pu-
rinbiosynthese. Wenn die Guaninkonzentration in
Zellen niedrig ist, dann transkribiert eine trans-
kriptverlangernde RNA-Polymerase die Gene der Pu-
rinbiosynthese und deshalb werden die fiir die Gua-
ninsynthese bendtigten Enzyme exprimiert. (B) Wenn
reichlich Guanin vorhanden ist, bindet es den Ribos-
witch und verursacht, dass dieser eine Konformati-
onsanderung erfahrt, die die RNA-Polymerase dazu
zwingt, die Transkription einzustellen (s. Abb. 6-11).
(C) An ein Riboswitch gebundenes Guanin (rot). Es
sind nur diejenigen Nukleotide gezeigt, die die Gua-
nin-Bindungstasche bilden. Es existieren viele andere
Riboswitche, dazu zdhlen auch jene, die S-Adenosyl-
methionin, Coenzym B,,, Flavinmononukleotid,
Adenin, Lysin und Glycin erkennen. (Veréndert nach
M. Mandal und R. R. Breaker, Nat. Rev. Cell Biol. 5:451-
463, 2004. Mit Erlaubnis von Macmillan Publishers
Ltd., und nach C. K. Vanderpool und S. Gottesman,
Mol. Microbiol. 54:1076-1089, 2004. Mit Erlaubnis von
Blackwell Publishing.)

7.6.2 Riboswitche stellen wahrscheinlich eine alte Form der
Genkontrolle dar

In Abschnitt 6.3 haben wir die Vorstellung erortert, dass RNA sowohl die
Funktion von DNA als auch von Protein innehatte und sowohl Erbinformation
speicherte als auch chemische Reaktionen katalysierte, bevor die modernen
Zellen auf der Erde entstanden. Die Entdeckung der Riboswitche zeigte, dass
RNA auch Kontrollvorrichtungen bilden kann. Riboswitche sind kurze RNA-
Sequenzen, die bei Bindung kleiner Molekiile, wie Metaboliten, ihre Konforma-
tion andern. Jeder Riboswitch erkennt ein bestimmtes kleines Molekiil, und die
sich ergebende Konformationsénderung dient dazu, die Genexpression zu regu-
lieren. Riboswitche sitzen oft in der Nahe des 5-Endes der mRNAs, und sie
falten sich, wihrend die mRNA synthetisiert wird, und blockieren oder erlauben
das Voranschreiten der RNA-Polymerase, je nachdem, ob das kleine Regulator-
molekil gebunden ist oder nicht (Abb. 7-55).

Riboswitche sind besonders in Bakterien iiblich, in denen sie wichtige kleine
Metaboliten in der Zelle wahrnehmen und die Genexpression entsprechend
anpassen. Ihre vielleicht bemerkenswerteste Eigenschaft ist die hohe Spezifitit
und Affinitdt, mit der jeder Riboswitch nur das jeweils passende kleine Molekiil
erkennt; in vielen Fillen wird jede chemische Eigenschaft des kleinen Molekiils
durch die RNA gelesen (Abb. 7-55C). Zudem sind die beobachteten Bindungs-
affinititen so fest wie diejenigen, die man normalerweise zwischen kleinen
Molekiilen und Proteinen beobachtet.

Riboswitche sind vielleicht insofern die 6konomischsten Beispiele von Gen-
Kontrollvorrichtungen, als sie die Notwendigkeit fiir Regulatorproteine ins-
gesamt umgehen. In dem in Abb. 7-55 gezeigten Beispiel kontrolliert der
Riboswitch die Transkriptionselongation, aber Riboswitche regulieren auch an-
dere Schritte der Genexpression, wie wir an spéterer Stelle in diesem Kapitel
noch sehen werden. Offensichtlich kénnen hoch entwickelte Gen-Kontrollvor-
richtungen aus kurzen RNA-Sequenzen gebildet werden, eine Tatsache, die die
Hypothese einer frithen ,RNA-Welt“ unterstiitzt.
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7.6.3 Durch alternatives RNA-Spleif3en kénnen verschiedene
Formen eines Proteins von ein und demselben Gen entstehen

Wie in Kapitel 6 (s. Abb. 6-26) besprochen, verkirzt das RNA-Spleifien die
Transkripte vieler eukaryotischer Gene, indem die Intronsequenzen aus der
Vorldaufer-mRNA entfernt werden. Wir haben auch gesehen, dass eine Zelle das
RNA-Transkript auf verschiedene Weise spleifien und dadurch unterschiedliche
Polypeptidketten von demselben Gen herstellen kann — ein Prozess, der alter-
natives RNA-Spleifien genannt wird (Abb. 7-56). Ein wesentlicher Anteil der
Gene von Tieren (schitzungsweise 90 % im Menschen) fithrt auf diese Weise zu
mehreren Proteinen.

Falls es verschiedene Spleifimoglichkeiten an mehreren Stellen des Trans-
kripts gibt, kann ein einzelnes Gen zu Dutzenden von Proteinen fithren. Ein Gen
bei Drosophila kann, als allerdings auflergewohnliches Beispiel, durch alternati-
ves Spleifien theoretisch zu etwa 38.000 unterschiedlichen Proteinen fithren
(Abb. 7-57), jedoch konnte bisher nur ein Teil dieser Formen experimentell
beobachtet werden. Bedenken wir, dass das Drosophila-Genom etwa 14.000
identifizierte Gene hat, dann wird deutlich, dass die Komplexitit der Proteine
eines Lebewesens die Anzahl seiner Gene weit iberschreiten kann. Dieses
Beispiel zeigt auch die Gefahr, die Anzahl der Gene mit der Komplexitit eines
Lebewesens gleichzusetzen. Ein Beispiel: Alternatives Spleifien ist bei einzelligen
Sprosshefen selten, aber sehr iiblich bei Fliegen. Die Sprosshefe hat etwa
6.200 Gene, von denen nur rund 300 gespleifit werden, und fast alle haben nur
ein einziges Intron. Zu behaupten, dass Fliegen nur zwei- bis dreimal so viele

Abb. 7-57 Alternatives SpleiBen des RNA-Transkripts des Dscam-Gens von Drosophila. DSCAM-
Proteine haben mehrere verschiedene Funktionen. In Zellen des Fliegen-Immunsystems vermitteln
sie die Phagocytose bakterieller Krankheitserreger. In Zellen des Nervensystems sind DSCAM-
Proteine fir die Verschaltung der Nervenzellen nétig. Die endgultige mRNA enthalt 24 Exons, von
denen 4 (mit A, B, C und D bezeichnet) im Dscam-Gen als Gruppen alternativer Exons vorliegen. Jede
RNA enthélt 1 von 12 Alternativen fiir Exon A (rot), 1 von 48 Alternativen fir Exon B (griin), 1 von
33 Alternativen fir Exon C (blau) und 1 von 2 Alternativen fiir Exon D (gelb). In der Abbildung ist nur
eines der vielen moglichen SpleiSmuster (angedeutet durch die rote Linie und die reife mRNA
darunter) dargestellt. Jede Variante des DSCAM-Proteins wiirde sich in ungefahr die gleiche Gestalt
falten (vorzugsweise eine Serie extrazelluldrer immunoglobulinartiger Doménen, verbunden mit
einer membrandurchspannenden Region, s. Abb. 24-48, aber die Aminosauresequenz der Doménen
wiirde sich abhangig vom SpleiBmuster unterscheiden. Die Diversitat der DSCAM-Varianten tragt
ebenso zur Plastizitdt des Immmunsystems wie zur Bildung komplexer neuronaler Schaltkreise bei;
wir greifen die spezifische Rolle der DSCAM-Varianten wieder genauer auf, wenn wir die Entwicklung
des Nervensystems in Kapitel 21 beschreiben. (Verdndert nach D. L. Black, Cell 103:367-370, 2000. Mit
Erlaubnis von Elsevier.)
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Abb. 7-56 Fiinf Muster des alternativen Splei-
Bens. In jedem Fall wird ein einzelner Typ von RNA-
Transkripten auf zwei verschiedene Arten gespleif3t,
wodurch zwei verschiedene mRNAs (1 und 2) entste-
hen. Die dunkelblauen Kdstchen markieren Exonse-
quenzen, die in beiden mRNAs vertreten sind. Die
hellblauen Kdstchen markieren mogliche Exonse-
quenzen, die nur in einer der mRNAs auftreten. Die
Kastchen werden mit roten Linien verbunden, um
anzudeuten, wo Intronsequenzen (gelb) entfernt
werden. (Verandert nach H. Keren et al., Nat. Rev.
Genet. 11:345-355, 2010. Mit Erlaubnis von Macmillan
Publishers Ltd.)
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Abb. 7-58 Negative und positive Kontrolle des
alternativen RNA-Spleiens. (A) Bei der negativen
Kontrolle bindet ein Repressorprotein an eine
spezifische Sequenz des pra-mRNA-Transkripts
und blockiert damit den Zugang der Spleif3-
maschinerie zu einer Spleifverbindung. Dies hat
oft die Verwendung einer sekundéren Spleif3stelle
zur Folge, wodurch ein verandertes SpleiSmuster
entsteht (s. Abb. 7-56). (B) Bei der positiven Kon-
trolle ist es der SpleiBmaschine ohne Untersttit-
zung durch ein Aktivatorprotein nicht moglich,
eine bestimmte Intronsequenz zu entfernen. Weil
RNA flexibel ist, konnen die Nukleotidsequenzen,
die diese Aktivatoren binden, viele Nukleotidpaare
entfernt von den SpleiBverbindungen, die sie
kontrollieren, lokalisiert sein. Sie heilen oft Spleil3-
Verstdrker in Analogie zu den Transkriptionsver-
starkern, die an friiherer Stelle in diesem Kapitel
erwahnt wurden.

Gene wie Hefen haben, bedeutet, den Unterschied in der Komplexitit dieser zwei
Genome weit zu unterschitzen.

Es gibt Fille, wo das alternative Spleifen deshalb auftritt, weil es eine
»Intronsequenzmehrdeutigkeit” (engl. intron sequence ambiguity) gibt: Der nor-
male, in Kapitel 6 besprochene Spleiflosomenmechanismus zur Entfernung von
Introns ist nicht in der Lage, zwischen zwei oder mehreren alternativen Paa-
rungen der 5’- und 3’-Spleif3stellen sauber zu unterscheiden, sodass durch Zufall
bei verschiedenen individuellen Transkripten eine unterschiedliche Auswahl
getroffen wird. Wo dieses konstitutive alternative Spleifien auftritt, werden
mehrere Versionen des Proteins ein und desselben Gens in allen Zellen her-
gestellt, in denen dieses Gen exprimiert wird.

In vielen Fillen jedoch ist das alternative Spleifien reguliert. Im einfachsten
Beispiel wird das regulierte SpleifSen benutzt, um von der Synthese eines nicht
funktionsfahigen Proteins zur Synthese eines funktionierenden umzuschalten
(oder umgekehrt). Die Transposase z. B., die die Transposition des P-Elements
bei Drosophila katalysiert, wird in den Keimzellen der Fliege in einer funktions-
fahigen Form und in den Somazellen in einer funktionsunfihigen Form syn-
thetisiert, wodurch es moglich ist, dass das P-Element sich iiber das Fliegen-
genom verteilt, ohne dass Schiaden in den Somazellen verursacht werden
(s. Abb. 5-61). Der Unterschied in der Transposonaktivitit konnte auf die
Anwesenheit einer Intronsequenz in der Transposase-RNA zuriickgefithrt wer-
den, die nur in den Keimzellen entfernt wird.

Das regulierte RNA-Spleifien kann, neben der Befahigung zum Wechsel von
der Synthese eines funktionierenden Proteins zu der einer nicht funktionieren-
den Form (oder umgekehrt), geméaf den Bediirfnissen der Zelle unterschiedliche
Versionen eines Proteins in unterschiedlichen Zelltypen erzeugen. Tropomyosin
beispielsweise wird in unterschiedlichen Zellen in unterschiedlichen Formen
hergestellt (s. Abb. 6-26). Zelltypspezifische Formen vieler anderer Proteine
werden auf die gleiche Weise gebildet.

Das RNA-Spleifien kann entweder negativ reguliert werden, indem ein
Kontrollmolekiil den Zugang zu einer bestimmten Spleifistelle auf der RNA fiir
die Spleifimaschinerie blockiert, oder positiv, indem ein Kontrollmolekiil die
Spleifimaschine zu einer andernfalls ignorierten Spleif3stelle lenkt (Abb. 7-58).

Aufgrund der Plastizitat des RNA-Spleifiens kann die Blockade einer ,star-
ken“ Spleifsstelle eine ,schwache” Stelle freigeben und in einem anderen Spleif3-
muster resultieren. Somit kann man das Spleifien eines Vorldufer-RNA-Molekiils
als feines Gleichgewicht zwischen konkurrierenden Spleifistellen ansehen — ein
Gleichgewicht, das leicht durch die Einwirkung von Regulationsproteinen auf das
Spleifien aus der Balance gebracht werden kann.
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7.6.4 Die Definition eines Gens wurde nach der Entdeckung des
alternativen RNA-Spleiens gedndert

Die Entdeckung, dass Eukaryoten gewohnlich Introns enthalten und dass ihre
codierenden Sequenzen in mehr als einer Art zusammengesetzt werden konnen,
hat die Diskussion um die Definition des Gens neu belebt. Die erste klare
Definition eines Gens in der Terminologie der Molekularbiologie wurde in den
frithen 1940er-Jahren aus Arbeiten tiber die biochemische Genetik des Pilzes
Neurospora erhalten. Bis dahin wurde ein Gen funktionell als Abschnitt des
Genoms definiert, der als Einheit der Meiose segregiert und durch den ein
definierbares Phanotypmerkmal entsteht, wie z. B. rote oder weifle Augen bei
Drosophila oder glatte oder runzlige Samen bei Erbsen. Die Arbeiten an Neuro-
spora zeigten, dass die meisten Gene mit solchen Abschnitten auf dem Genom
zusammenfallen, die die Synthese eines einzelnen Enzyms bestimmen. Dies
fithrte zu der Hypothese, dass ein Gen fiir eine Polypeptidkette codiert. Diese
Hypothese hat sich fiir die weitere Forschung als enorm fruchtbar erwiesen, und
je mehr man in den 1960er-Jahren tiber den Mechanismus der Genexpression
lernte, desto mehr wurde ein Gen als ein Stiick DNA erkannt, das in RNA
transkribiert wird, das fiir eine einzelne Polypeptidkette (oder eine einzelne
Struktur-RNA, wie beispielsweise ein tRNA- oder ein rRNA-Molekiil) codiert.
Die Entdeckung der Mosaik-Gene und Introns in den spiten 1970er-Jahren
konnte noch leicht mit der urspriinglichen Definition eines Gens in Einklang
gebracht werden, vorausgesetzt, dass nur eine einzige Polypeptidkette durch die
RNA sperzifiziert wurde, die von irgendeiner DNA transkribiert wurde. Es ist jetzt
jedoch klar, dass viele DNA-Sequenzen bei Zellen hoherer Eukaryoten zwei oder
mehrere unterscheidbare (aber verwandte) Proteine mithilfe des alternativen
Spleiflens hervorbringen. Wie sollen wir nun ein Gen definieren?

In jenen relativ seltenen Fillen, in denen zwei sehr verschiedene eukaryoti-
sche Proteine von einer einzelnen Transkriptionseinheit hergestellt werden,
nimmt man an, dass die beiden Proteine von verschiedenen Genen produziert
werden, die auf dem Chromosom iiberlappen. Es scheint jedoch unnétig kom-
pliziert, die meisten Proteinvarianten, die durch alternatives SpleifSen entstehen,
als solche zu betrachten, die von iiberlappenden Genen abstammen. Sinnvoller
ist es, die urspriingliche Definition zu modifizieren und eine DNA-Sequenz als
einzelnes proteincodierendes Gen zu werten, wenn sie als eine Einheit trans-
kribiert wird und fiir einen Satz von nahe verwandten Polypeptidketten (Pro-
teinisoformen) codiert. Diese Definition wird auch jenen DNA-Sequenzen ge-
recht, die fiir Proteinvarianten codieren, die durch andere posttranskriptionale
Prozesse als das RNA-Spleifien entstehen, wie z. B.Transkriptspaltung und RNA-
Editierung (s. unten).

7.6.5 Eine Anderung der Stelle der RNA-Transkriptspaltung und der
Polyadenylierung kann den carboxyterminalen Bereich eines
Proteins verandern

In Kapitel 6 haben wir gehort, dass das 3’-Ende des mRNA-Molekiils bei
Eukaryoten nicht wie in Bakterien durch den Abschluss der RNA-Synthese
durch die RNA-Polymerase gebildet wird. Stattdessen entsteht es durch eine
Spaltungsreaktion an der RNA, die durch zusétzliche Faktoren katalysiert wird,
wihrend das Transkript verldngert wird (s. Abb. 6-34). Die Zelle kann die Stelle
dieser Spaltung kontrollieren, sodass das Carboxyende des entsprechenden Pro-
teins verdndert wird. Im einfachsten Fall ist eine Proteinvariante nur eine
gestutzte Version der anderen; in vielen Fillen liegen jedoch die alternativen
Schnitt- und Polyadenylierungsstellen innerhalb von Intronsequenzen und das
Spleiimuster wird dadurch verandert. Dieser Vorgang kann zwei eng verwandte
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Abb. 7-59 Die Regulation der RNA-Spaltungs- und
poly-A-Anheftungsstelle bestimmt, ob ein
Antikorpermolekil sezerniert wird oder memb-
rangebunden bleibt. Bei nicht stimulierten B-Lym-
phocyten (links) wird ein langes RNA-Transkript ge-
bildet, und die Intronsequenz (gelb) nahe seinem 3’-
Ende wird durch RNA-SpleiBen entfernt, um ein
mMRNA-Molekil zu erzeugen, das fir ein mem-
brangebundenes Antikdrpermolekil codiert. In der
Abbildung ist nur ein Teil des Antikorpergens gezeigt;
das tatsachliche Gen und seine mRNA wiirden sich
noch weiter links im Diagramms erstrecken. Nach
Antigenstimulierung (rechts) wird das RNA-Transkript
stromaufwarts von der 3’-Spleif3stelle des Introns ge-
schnitten und polyadenyliert. Als Folge davon ver-
bleibt ein Teil der Intronsequenz als codierende Se-
quenz in dem kurzen Transkript und spezifiziert den
hydrophilen C-terminalen Anteil des sezernierten An-
tikérpermolekiils (braun). (Nach D. Di Giamartino et
al., Mol. Cell 43:853-866, 2011. Mit Erlaubnis von
Elsevier.)
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Proteine erzeugen, die sich nur in den Aminosduresequenzen an ihren C-
terminalen Enden unterscheiden. Genaue Untersuchung von RNAs, die vom
Humangenom in einer Vielzahl von Zellarten gebildet werden (s. Abb. 7-3),
zeigen, dass 50 % der menschlichen proteincodierenden Gene mRNA-Arten
erzeugen, die sich an ihren Polyadenylierungsstellen unterscheiden.

Ein gut untersuchtes Beispiel der regulierten Polyadenylierung ist der
Wechsel von der Synthese eines membrangebundenen zur Synthese eines sezer-
nierten Antikorpers wihrend der Entwicklung der B-Lymphocyten (s. Abb. 24—
22). Zu Beginn der Lebensgeschichte eines B-Lymphocyten wird der von ihm
produzierte Antikorper in der Plasmamembran verankert, wo er als Rezeptor fiir
ein Antigen wirkt. Die Stimulierung durch das Antigen veranlasst die Zelle, sich
zu vermehren und mit der Sezernierung ihres Antikorpers zu beginnen. Die
sezernierte Form des Antikorpers ist mit der membrangebundenen Form mit
Ausnahme des dufersten Carboxyendes identisch. In diesem Teil des Proteins
trigt die membrangebundene Form eine lange Kette hydrophober Aminosduren,
die die Lipid-Doppelmembran durchdringen, wiahrend die sezernierte Form hier
eine viel kiirzere Folge hydrophiler Aminosduren aufweist. Der Wechsel von
einem membrangebundenen zu einem sezernierten Antikorper wird {iber eine
Anderung der Schnitt- und Polyadenylierungsstelle in der RNA erzeugt, wie in
Abb. 7-59 skizziert.

Die Anderung wird durch einen Anstieg in der Konzentration einer Unter-
einheit eines Proteins (CStF) bewirkt, das die Spaltung der RNA fordert
(s. Abb. 6-34). Die erste Spalt- und poly-A-Anheftungsstelle, auf die eine trans-
kribierende RNA-Polymerase stofit, ist suboptimal und wird normalerweise in
nicht stimulierten B-Lymphocyten iibergangen, was zur Synthese der lingeren
RNA-Transkripte fithrt. Wenn der B-Lymphocyt aktiviert ist, um Antikoérper zu
bilden, dann steigert er seine CStF-Konzentration; infolgedessen wird nun die
RNA an der suboptimalen Stelle gespalten und das kiirzere Transkript wird
hergestellt. So hat die Anderung in der Konzentration eines allgemeinen RNA-
Prozessierungsfaktors drastische Auswirkungen auf die Expression eines spezi-
fischen Gens.

7.6.6 RNA-Editierung kann den Inhalt der RNA-Botschaft verandern

Die von den Zellen genutzten molekularen Mechanismen sind eine stetige
Quelle von Uberraschungen. Ein Beispiel ist das Phinomen der RNA-Editie-
rung, durch das die Nukleotidsequenz von mRNA-Transkripten verandert wird,
nachdem sie synthetisiert wurden, wodurch sich die in ihnen codierte Botschaft
verdndert. In Kapitel 6 haben wir gesehen, dass tRNA- und rRNA-Molekiile nach



7.6 Posttranskriptionale Kontrolle 467

ihrer Synthese chemisch modifiziert werden: Hier konzentrieren wir uns auf
Anderungen an mRNAs.

In Tieren gibt es zwei grundsitzliche Arten von mRNA-Editierung: die
Desaminierung von Adenin, bei der Inosin entsteht (A-zu-I-Editierung), und
nicht so hdufig die Desaminierung von Cytosin, bei der sich Uracil bildet (C-zu-
U-Editierung; s. Abb. 5-43). Weil diese chemischen Modifikationen die Paa-
rungseigenschaften der Basen dndern (I paart mit C und U paart mit A), kénnen
sie tiefgreifende Auswirkungen auf den Informationsgehalt der RNA haben.
Wenn das Editieren in einer codierenden Region stattfindet, kann es die Amino-
sduresequenz des Proteins verdndern oder durch ein vorzeitiges Stopp-Codon
ein gestutztes Protein erzeugen. Editierungen, die sich auflerhalb codierender
Sequenzen abspielen, konnen das Muster der pra-mRNA-Spleiffung, den Trans-
port der mRNA vom Zellkern ins Cytosol, die Effizienz, mit der die RNA
translatiert wird, oder die Basenpaarung zwischen microRNAs (miRNAs) und
ihren mRNA-Zielen beeintrichtigen, eine Regulationsform, die an spéterer Stelle
in diesem Kapitel behandelt wird.

Die A-zu-I-Editierung herrscht besonders beim Menschen vor, wo es bei
etwa tausend Genen vorkommt. Enzyme namens ADARs (Adenosindesaminasen
agierend an RNA, engl. adenosine deaminases acting on RNA) fithren diesen
Editiertyp durch; diese Enzyme erkennen eine doppelstringige RNA-Struktur,
die sich durch Basenpaarung zwischen der zu editierende Stelle und einer
komplementéren Sequenz, die irgendwo auf dem gleichen RNA-Molekil sitzt,
normalerweise in einem Intron, bildet (Abb. 7-60). Die Struktur der doppel-
strangigen RNA spezifiziert, ob die mRNA editiert werden soll, und falls ja, wo
genau die Editierung vorgenommen werden soll. Ein besonders wichtiges Bei-
spiel der A-zu-I-Editierung findet an der Vorldufer-mRNA statt, die fiir einen
Transmitter-kontrollierten Ionenkanal im Gehirn codiert. Ein einziger Bearbei-
tungsschritt dndert ein Glutamin zu einem Arginin; die betroffene Aminosdure
liegt an der inneren Wand des Kanals, und der durch das Editieren bewirkte
Austausch dndert die Permeabilitit des Kanals fir Ca®'. Mutierte Méuse, die
diese Editierung nicht durchfithren konnen, sind anfillig fiir epileptische Anfalle
und sterben wihrend oder kurz nach der Entwohnung, was zeigt, dass die
Editierung der Ionenkanal-RNA normalerweise fiir eine ordentliche Gehirnent-
wicklung entscheidend ist.

Die C-zu-U-Editierung, die von einem anderen Enzymsatz durchgefiihrt
wird, ist bei Sdugetieren ebenfalls sehr wichtig. In bestimmten Darmzellen
beispielsweise erfahrt die mRNA fiir Apolipoprotein B eine C-zu-U-Editierung,
die ein vorzeitiges Stopp-Codon erzeugt und deshalb eine verkiirzte Form dieses
Proteins hervorbringt. In Zellen der Leber wird das Editier-Enzym nicht expri-
miert, und das Apolipoprotein B wird in voller Lange gebildet. Die beiden
Proteinisoformen haben unterschiedliche Eigenschaften und jede spielt eine
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Abb. 7-60 Mechanismen der A-zu-I-RNA-Editierung
bei Sdugern. Typischerweise existiert eine zur Editier-
Position komplementdre Sequenz in einem Intron,
und die resultierende doppelstrangige RNA zieht ein
A-zu-l-editierendes Enzym (ADAR) an. Im gezeigten
Fall wird das Editieren im Exon durchgefihrt; in den
meisten Féllen jedoch geschieht dies in den nicht
codierenden Anteilen der mRNA. Das Editieren durch
ADAR findet im Zellkern statt, bevor die pra-mRNA
vollsténdig prozessiert wurde. Mduse und Menschen
besitzen zwei ADAR-Gene: ADR1 wird in vielen Ge-
weben exprimiert und ist in der Leber fir die korrekte
Entwicklung der roten Blutkorperchen erforderlich;
ADR2 wird nur im Gehirn exprimiert, wo es fiir die
richtige Gehirnentwicklung nétig ist.

Abb. 7-61 Die C-zu-U-RNA-Editierung erzeugt eine
gestutzte Form von Apolipoprotein B.
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Abb. 7-62 Das kompakte Genom von HIV,
dem AIDS-Virus des Menschen. Die Lage der
neun HIV-Gene ist griin dargestellt. Die rote
Doppellinie stellt eine in die Wirts-DNA (grau)
integrierte DNA-Kopie des Virusgenoms dar.
Man beachte, dass die codierenden Regionen
mehrerer Gene (iberlappen und die von Tat
und Rev durch Introns geteilt sind. Die blaue
Linie unten in der Abbildung stellt das pra-
mRNA-Transkript der viralen DNA dar, auf der
alle moglichen Splei3stellen (Pfeile) markiert
sind. Es gibt viele alternative Moglichkeiten,
das virale Transkript zu spleif3en; beispiels-
weise behalt die Env-mRNA das Intron, das
aus den mRNAs von Tat und Rev entfernt
wird. Das auf Rev reagierende Element (Rev
response element; RRE) ist als blauer Kreis mit
Stiel angedeutet. Es ist ein 234 Nukleotide
langes Stiick RNA, das sich in eine definierte
Struktur falten kann; Rev erkennt eine beson-
dere Haarnadelstruktur innerhalb dieses gro-
Beren Gebildes.

Das Gag-Gen codiert fir ein Protein, das in
mehrere kleinere Proteine gespalten wird, die
das virale Capsid bilden. Das Pol-Gen codiert
flir ein Protein, das in die Reverse Transkripta-
se, die RNA in DNA umschreibt, und die Inte-
grase, die am Einbau des Virusgenoms (als
doppelstrangige DNA) in das Wirtsgenom be-
teiligt ist, gespalten wird. Das Env-Gen codiert
fur die Hillproteine (s. Abb. 5-62). Tat, Rev,
Vif, Vpr, Vpu und Nef sind kleine Proteine mit
unterschiedlichen Funktionen. So reguliert
beispielsweise Rev den Kernexport

(s. Abb. 7-63) und Tat reguliert die Elongation
der Transkription Uber das gesamte inte-
grierte virale Genom (s. Abschnitt 7.6.1).

3’-Spleil3stellen

Rolle im Fettstoffwechsel, die fiir das Organ, das sie produziert, spezifisch ist
(Abb. 7-61).

Warum die RNA-Editierung tiberhaupt existiert, ist ein Rétsel. Eine Vor-
stellung ist, es sei im Laufe der Evolution entstanden, um ,Fehler” im Genom zu
korrigieren. Eine andere ist, dass es der Zelle eine etwas schludrige Moglichkeit
gibt, von einem einzigen Gen geringfiigig unterschiedliche Proteine herzustellen.
Eine dritte Moglichkeit ist, dass sich das RNA-Editieren urspriinglich aus einem
Abwehrmechanismus gegen Retroviren und Retrotransposons entwickelte und
spiter von der Zelle angepasst wurde, um die Bedeutung bestimmter mRNAs zu
verdndern. In der Tat spielt die RNA-Editierung in der Zellabwehr immer noch
eine wichtige Rolle. Manche Retroviren, einschliefSlich HIV, werden ausgiebig
editiert, nachdem sie Zellen infiziert haben. Dieses Hypereditieren erzeugt viele
schadliche Mutationen im viralen RNA-Genom und verursacht auch, dass virale
mRNAs im Zellkern zuriickgehalten werden, wo sie schliefllich abgebaut werden.
Obwohl sich manche der heutigen Retroviren vor diesem Abwehrmechanismus
schiitzen, trigt die RNA-Editierung vermutlich dazu bei, viele Viren in Schach zu
halten.

7.6.7 Der Transport der RNA aus dem Zellkern kann kontrolliert
werden

Man schitzt, dass bei Sdugetieren nur etwa 5 Prozent der gesamten synthetisier-
ten Menge der RNA jemals den Zellkern verldsst. In Kapitel 6 haben wir gesehen,
dass die meisten RNA-Molekiile bei Sdugetieren einer ausgepragten Bearbeitung
unterliegen und die ,iibrig gelassenen” RNA-Fragmente (ausgeschnittene Introns
und hinter der Spalt-/poly-A-Stelle gelegene RNA-Sequenzen) im Zellkern abge-
baut werden. Unvollstindig prozessierte und sonstwie beschadigte RNAs werden
ebenfalls im Rahmen der Qualititskontrolle fiir die RNA-Produktion im Zellkern
abgebaut.

Wie in Kapitel 6 beschrieben, wird der Export von RNA-Molekiilen aus dem
Zellkern verzogert, bis deren Bearbeitung abgeschlossen ist. Mechanismen, die
absichtlich diesen Kontrollpunkt iiberwinden, konnen jedoch zur Regulation der
Genexpression verwendet werden. Diese Eigenschaft bildet die Grundlage fiir
eines der am besten verstandenen Beispiele des kontrollierten Kerntransports
von mRNA, das bei HIV, dem AIDS auslosenden Virus, auftritt.

HIV ist, wie wir in Kapitel 5 gesehen haben, ein Retrovirus — ein RNA-Virus,
das, einmal in einer Zelle angekommen, die Bildung einer doppelstringigen
DNA-Kopie seines Genoms steuert, die dann in das Genom des Wirts eingebaut
wird (s. Abb. 5-62). Sobald sie eingebaut ist, kann die DNA des Virus als langes
RNA-Molekiil durch die RNA-Polymerase II der Wirtszelle transkribiert werden.
Dieses Transkript wird dann auf viele unterschiedliche Arten zu tiber 30 unter-
schiedlichen mRNAs gespleif3t, die wiederum zu einer Vielzahl unterschiedlicher
Proteine translatiert werden (Abb. 7-62). Um Virusnachkommen zu bilden,
miissen ganze, nicht gespleifite Transkripte des Virus aus dem Zellkern in das
Cytosol exportiert werden, wo sie dann in virale Capside verpackt werden und als
virales Genom dienen. Dieses grofie Transkript sowie alternativ gepleifSte HIV-
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mRNAs, die das Virus fiir die Proteinsynthese ins Cytosol tiberfithren muss,
tragen immer noch die vollstandigen Introns. Die normale Blockade des Kern-
exports von ungespleifiten RNAs der Wirtszelle stellt somit ein spezielles
Problem fiir HIV dar.

Die Blockade wird auf geniale Weise bezwungen. Das Virus codiert fiir ein
mit Rev bezeichnetes Protein, das an eine spezifische, innerhalb eines viralen
Introns gelegene RNA-Sequenz (genannt ,auf Rev reagierendes Element”, RRE)
bindet. Das Rev-Protein interagiert mit einem Kernexportrezeptor (Crml),
worauf trotz der Gegenwart der Intronsequenzen der Transport viraler RNAs
durch die Kernporen in das Cytosol erfolgt. Wie Exportrezeptoren im Detail
funktionieren, besprechen wir in Kapitel 12.

Die Regulation des Kerntransports durch Rev hat mehrere wichtige Folgen
fiir das Wachstum und die Pathogenese von HIV. Es stellt nicht nur den Kern-
transport bestimmter nicht gespleifiter RNAs sicher, sondern teilt die Virus-
infektion in eine frithe Phase, bei der Rev von einer vollig gespleifiten RNA
translatiert wird und alle intronhaltigen viralen RNAs im Kern zuriickbleiben
und abgebaut werden, und eine spite Phase, in der nicht gespleifite RNAs dank
der Funktion von Rev exportiert werden. Diese zeitliche Abstimmung erlaubt
dem Virus die Replikation, indem die Genprodukte in ungefahr der Reihenfolge
bereitgestellt werden, in der sie benétigt werden (Abb. 7-63). Die Regulation
durch Rev und durch Tat, dem HIV-Protein, das der vorzeitigen Beendigung
entgegenwirkt, erlaubt dem Virus, Latenz zu erlangen, ein Zustand, in dem das
HIV-Genom ins Wirtszellgenom integriert wurde, aber die Bildung viraler Pro-
teine voriibergehend nachgelassen hat. Falls nach dem anfinglichen Eintritt in
eine Wirtszelle die Umsténde fiir eine Transkription und Replikation des Virus
zu schlecht werden, werden Rev und Tat in zu geringen Mengen hergestellt, um

(A) friih in der HIV-Synthese

integrierte virale DNA

. / \ Rev und andere
nicht ge- @ frihe virale Proteine
spleilBte RNASI — werden synthetisiert

‘ gespleil3te a —
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Abb. 7-63 Regelung des Exports aus dem Kern
durch das HIV-Rev-Protein. (A) Frith bei der HIV-
Infektion werden nur vollsténdig gespleite RNAs
(die die codierenden Sequenzen fir Rev, Tat und Nef
tragen) vom Kern exportiert und translatiert. (B) So-
bald sich genug Rev-Protein angesammelt hat und in
den Kern transportiert worden ist, kbnnen nicht ge-
spleif3te virale RNAs vom Kern exportiert werden.
Viele dieser RNAs werden zu Proteinen translatiert,
und die Transkripte voller Ldnge werden zu neuen
Viruspartikeln verpackt.
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Abb. 7-64 Mechanismen zur Lokalisation von
mRNAs. Die zu lokalisierende mRNA verldsst den
Kern durch Kernporen (oben). Einige lokalisierte
mRNAs (linkes Diagramm) bewegen sich durch die
Anlagerung an Motoren des Cytoskeletts zu ihren
Bestimmungsorten. Diese Motoren nutzen die Ener-
gie der ATP-Hydrolyse, um die mRNAs gerichtet ent-
lang der Filamente des Cytoskeletts (rot) zu bewegen
(s. Kapitel 16). An ihrem Ziel werden die mRNAs
durch Ankerproteine (schwarz) an Ort und Stelle ge-
halten. Andere mRNAs diffundieren ungerichtet
durch das Cytosol und werden an ihrer Zielposition
einfach durch Ankerproteine festgehalten (mittlere
Zeichnung). Einige mRNAs (rechtes Diagramm) wer-
den im Cytosol abgebaut, wenn sie nicht durch zu-
fallige Diffusion an einen lokalisierten Proteinkom-
plex (schwarz) binden, der die mRNA festhalt und vor
dem Abbau schiitzt. Jeder Mechanismus benétigt
spezifische Signalsequenzen auf der mRNA, die ge-
wohnlich in der 3'-UTR zu finden sind. Weitere Kom-
ponenten kdnnen die Translation der mRNA blockie-
ren, bis sie am richtigen Ort angekommen ist.
(Verandert nach H. D. Lipshitz und C. A. Smibert, Curr.
Opin. Gen. Dev. 10:476-488, 2000. Mit Erlaubnis von
Elsevier.)

die Transkription und den Export nicht gespleifiter RNAs zu ermoglichen.
Dieser Zustand bremst den Wachstumszyklus des Virus, bis sich die Bedingun-
gen verbessern, woraufhin die Mengen an Rev und Tat ansteigen und das Virus
in den Replikationszyklus eintreten kann.

7.6.8 Einige mRNAs sind besonderen Regionen des Cytosols
zugeordnet

Sobald ein neu synthetisiertes mRNA-Molekiil die Kernpore passiert hat und in
das Cytosol gelangt, wird es normalerweise von einem Ribosom in Empfang
genommen und in eine Polypeptidkette iibersetzt (s. Abb. 6-8). Sobald die erste
Translationsrunde den Nonsense-vermittelten Abbautest ,besteht” (s. Abb. 6-76),
wird die mRNA gewohnlich tatsidchlich translatiert. Wenn die mRNA fiir ein
Protein codiert, das sezerniert oder an der Zelloberfliche prasentiert werden soll,
wird das Protein durch eine Signalsequenz am N-Terminus zum Endoplasmati-
schen Reticulum (ER) gelenkt. In diesem Fall, wie in Kapitel 12 behandelt,
erkennen Bausteine des Proteinsortierapparats der Zelle die Signalsequenz, sobald
diese das Ribosom verlésst, und lotsen den gesamten Komplex aus Ribosom,
mRNA und entstehendem Protein zur Membran des ER, wo der Rest der Poly-
peptidkette synthetisiert wird. In anderen Féllen wird das gesamte Protein an
freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert, und Signale in der fertiggestellten
Polypeptidkette konnen dann das Protein zu anderen Stellen in der Zelle leiten.
Viele mRNAs werden, noch bevor ihre effiziente Translation beginnt, an
besondere Orte in der Zelle geleitet. Dies gestattet der Zelle, ihre mRNA-
Molekiile nahe an den Stellen zu positionieren, an denen das codierte Protein
benotigt wird. Die RNA-Lokalisierung hat man in vielen Organismen beobachtet,
einschliefSlich einzelliger Pilze, Pflanzen und Tiere, und es ist wahrscheinlich,
dass es sich um einen iiblichen Mechanismus handelt, den Zellen verwenden, um
die Bildung von Proteinen auf hoher Ebene an spezifischen Stellen zu konzen-
trieren. Diese Strategie verschafft der Zelle auch andere Vorteile. Sie gestattet
beispielsweise die Errichtung von Asymmetrien im Cytosol der Zelle, ein wich-
tiger Schritt in vielen Entwicklungsphasen. Lokalisierte mRNA, gekoppelt mit
der Translationskontrolle, gestattet der Zelle auflerdem, die Genexpression in
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ihren verschiedenen Teilen unabhéngig zu regulieren. Diese Eigenschaft ist
besonders wichtig in groflen, stark polarisierten Zellen wie Neuronen, wo sie
eine zentrale Rolle bei der Funktion der Synapsen spielt.

Man hat mehrere Mechanismen fiir die mRNA-Lokalisierung entdeckt
(Abb. 7-64), aber sie alle benétigen spezifische Signale in der mRNA selbst.
Diese Signale sind normalerweise in der 3'-untranslatierten Region (UTR) kon-
zentriert, der RNA-Region, die vom Stopp-Codon, das die Proteinsynthese
beendet, bis zum Beginn des poly-A-Schwanzes reicht (Abb. 7-65). Diese
mRNA-Lokalisierung ist normalerweise mit Translationskontrollen gekoppelt,
um sicherzustellen, dass die mRNA ruhig bleibt, bis sie an ihren Platz gewandert
ist.

Ein besonders auffilliges Beispiel der mRNA-Lokalisierung kann im Ei von
Drosophila beobachtet werden, wo die fiir den Transkriptionsregulator Bicoid
codierende mRNA durch Anlagerung an das Cytoskelett in der anterioren Spitze
des sich entwickelnden Eies angesammelt ist. Wenn die Translation dieser
mRNA durch die Befruchtung ausgelost wird, bildet sich ein Gradient des
Bicoid-Proteins, der bei der Steuerung der Entwicklung der Vorderhilfte des
Embryos eine wichtige Funktion erfiillt (s. Abb. 7-26). Viele mRNAs in somati-
schen Zellen sind auf eine dhnliche Weise angeordnet. Beispielsweise ist die
mRNA, die fiir Aktin codiert, bei Séugerfibroblasten durch ein 3’-UTR-Signal an
der Zellrinde angelagert, die viele Aktinfilamente enthalt.

Wir haben in Kapitel 6 gelesen, dass mRNA-Molekiile den Zellkern ver-
lassen und zahlreiche Markierungen in Form von RNA-Modifikationen (das
5-Cap und der 3’-poly-A-Schwanz) und gebundenen Proteinen (z. B. Exon-
Junction-Komplexe) tragen, die den erfolgreichen Abschluss der verschiedenen
pra-mRNA-Prozessierungsschritte signalisieren. Wie wir gerade gehort haben,
kann die 3’-UTR praktisch eine ,Postleitzahl“ enthalten, durch die die mRNA an
verschiedene Stellen der Zelle geleitet wird. Weiter unten werden wir auch
erfahren, dass die mRNA auflerdem Informationen trégt, die die durchschnitt-
liche Lebensdauer einer jeden mRNA im Cytosol und die Effizienz, mit der jede
mRNA in Protein translatiert wird, festlegt. Im weiteren Sinne gleichen die nicht
translatierten Regionen der eukaryotischen mRNA den Transkriptionskontroll-
regionen der Gene: Ihre Nukleotidsequenz enthilt Informationen iiber den
richtigen Gebrauch der RNA, und spezielle Proteine, die diese Information
interpretieren, binden an diese Sequenz. Neben der Information tiber die Ami-
nosduresequenz eines Proteins enthalten also mRNA-Molekiile noch sehr viele
andere Informationen.

7.6.9 Die 5’- und 3’-untranslatierten Bereiche der mRNAs
kontrollieren ihre Translation

Einer der haufigsten Wege, nach der mRNA-Synthese die Menge eines Proteins
zu regulieren, ist, die Translationsinitiation zu kontrollieren. Auch wenn sich die
Details der Translationsinitiation zwischen Eukaryoten und Bakterien (wie wir in
Kapitel 6 gesehen haben) unterscheiden, verwenden sie alle die gleichen grund-
legenden Kontrollstrategien.

In mRNAs von Bakterien wird wenige Nukleotide vor dem initiierenden
AUG-Codon stets eine konservierte Sequenz von sechs Nukleotiden, die Shine—
Dalgarno-Sequenz, gefunden. In Bakterien werden Translationskontrollmecha-
nismen von Proteinen oder RNA-Molekillen ausgefithrt und sie schlieflen im
Allgemeinen eine Freilegung oder Blockade der Shine—Dalgarno-Sequenz ein
(Abb. 7-66).

Auf mRNAs von Eukaryoten gibt es keine solche Sequenz; stattdessen wird,
wie wir in Kapitel 6 besprochen haben, die Auswahl eines AUG-Codons als
Translationsstartstelle zum Grofiteil durch seine Ndhe zum Cap am 5’-Ende des
mRNA-Molekiils bestimmt, der Stelle, an der die kleine ribosomale Untereinheit

L
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Abb. 7-65 Ein Experiment, das die Bedeutung der
3’-UTR fiir den Transport von mRNA an spezifische
Orte im Cytoplasma zeigt. Fir dieses Experiment
wurden durch In-vitro-Transkription von DNA in Ge-
genwart von fluoreszenzmarkierten Derivaten des
UTP zwei unterschiedlich fluoreszenzmarkierte RNAs
hergestellt. Die eine RNA (markiert mit einem roten
Fluorochrom) enthélt die fiir das Drosophila-Protein
Hairy codierende Region sowie die anschlieBende
3’-UTR (s. Abb. 6-21). Die andere RNA (griin markiert)
enthalt auch die fur Hairy codierende Region, die
3’-UTR wurde jedoch entfernt. Die beiden RNAs wur-
den gemischt und in einen Drosophila-Embryo in
einem frihen Entwicklungsstadium injiziert, in dem
viele Kerne in einem syncytialen Cytoplasma zu fin-
den sind (s. Abb. 7-26). Als die markierten RNAs nach
10 Minuten sichtbar gemacht wurden, war die hairy-
RNA von voller Lange (rot) auf die apikale Seite der
Kerne (blau) begrenzt, wahrend das Transkript ohne
3’-UTR (griin) nicht lokalisiert wurde. Hairy ist einer
von vielen Transkriptionsregulatoren, die im sich ent-
wickelnden Embryo von Drosophila die Information
Uber die Position festlegen (wie in Kapitel 21 dis-
kutiert). Die Lokalisation seiner mRNA (die, wie in
diesem Experiment gezeigt, von der 3’-UTR abhéngig
ist) ist fur die richtige Entwicklung der Fliege not-
wendig. (Mit freundlicher Genehmigung von Simon
Bullock und David Ish-Horowicz.)
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Abb. 7-66 Mechanismen der Translationskontrol-
le. Obgleich diese Beispiele von Bakterien stammen,
sind viele gleiche Prinzipien in Eukaryoten wirksam.
(A) Sequenzspezifische RNA-Bindungsproteine repri-
mieren die Translation spezifischer mRNAs, indem sie
fur Ribosomen den Zugang zur Shine-Dalgarno-Se-
quenz (orange) blockieren. Beispielsweise reprimieren
manche ribosomalen Proteine die Translation ihrer
eigenen RNA. Dieser Mechanismus erlaubt der Zelle,
die ausgewogenen Mengen der verschiedenen Kom-
ponenten, die zur Bildung der Ribosomen erforder-
lich sind, korrekt aufrechtzuerhalten. (B) Ein RNA-
,Thermosensor” erlaubt eine wirksame Translations-
initiation nur bei erhdhten Temperaturen, bei denen
die Haarnadelstruktur geschmolzen wurde. Ein Bei-
spiel kommt beim Humanpathogen Listeria mono-
cytogenes vor, bei dem die Translation seiner Viru-
lenzgene bei 37 °C, der Temperatur des Wirts,
zunimmt. (C) Die Bindung eines kleinen Molekdils an
einen Riboswitch verursacht eine grof3e Struktur-
anderung der RNA, wodurch eine andere Reihe von
Stamm-Schleifen-Strukturen gebildet wird. Im ge-
bundenen Zustand wird die Shine-Dalgarno-Sequenz
(orange) verborgen und dadurch die Translationsini-
tiation blockiert. In vielen Bakterien wirkt S-Adenosyl-
methionin auf diese Weise, um die Bildung der En-
zyme zu blockieren, die es synthetisieren. (D) Eine
»Antisense”-RNA, die irgendwo vom Genom gebildet
wurde, geht Basenpaarungen mit einer spezifischen
mMRNA ein und blockiert ihre Translation. Viele Bakte-
rien regulieren die Expression der Eisenspeicherpro-
teine auf diese Weise.

an die mRNA bindet und mit der Suche nach dem initiierenden AUG-Codon
beginnt. In Eukaryoten koénnen Translationsrepressoren an das 5’-Ende der
mRNA binden und dadurch die Translationsinitiation hemmen. Andere Repres-
soren erkennen Nukleotidsequenzen in der 3’-UTR bestimmter mRNAs und
vermindern die Translationsinitiation durch Stérung der Kommunikation zwi-
schen dem 5'-Cap und dem 3’-poly-A-Schwanz — ein Schritt, der fiir eine
erfolgreiche Translation nétig ist (s. Abb. 6-70). Eine besonders wichtige Art
der Translationskontrolle der Eukaryoten stiitzt sich auf kleine RNAs (micro-
RNAs oder miRNAs genannt), die an mRNAs binden und die hergestellte
Proteinmenge verringern, wie spiter in diesem Kapitel behandelt wird.

7.6.10 Die Phosphorylierung eines Initiationsfaktors regelt die
Proteinsynthese umfassend

Eukaryotische Zellen senken die Geschwindigkeit ihrer Proteinsynthese als
Reaktion auf verschiedene Bedingungen, einschliefllich Mangel an Wachstums-
faktoren oder Nahrstoffen, Infektionen durch Viren und Hitzeschock. Diese
Kontrolle wird zu einem grofien Teil durch die Phosphorylierung des Trans-
lationsinitiationsfaktors elF-2 durch eine spezifische Proteinkinase, die auf sich
andernde Bedingungen reagiert, gesteuert.

Die normale Funktion des eIF-2 ist in Abschnitt 6.2.10 besprochen worden.
Er bildet einen Komplex mit GTP und vermittelt die Bindung der Methionyl-
Initiator-tRNA an die kleine Ribosomenuntereinheit, die sich dann an das
5'-Ende der mRNA heftet und ihre Suche an der mRNA beginnt. Nach dem
Erkennen eines AUG-Codons hydrolysiert das elF-2-Protein das gebundene
GTP zu GDP, was zu einer Konformationsinderung im Protein fithrt, wodurch
es von der kleinen Ribosomenuntereinheit entlassen wird. Die grof3e Ribosomen-
untereinheit verbindet sich nun mit der kleinen, um das komplette Ribosom zu
bilden, das die Proteinsynthese beginnt.
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Da elF-2 sehr fest an GDP gebunden ist, wird ein Guanin-Nukleotid-Aus-
tauschfaktor (s. Abschnitt 3.2.22), als eIF-2B bezeichnet, zur Freisetzung des
GDP benotigt, damit ein neues GTP binden und elF-2 wiederverwendet werden
kann (Abb. 7-67A). Der erneute Einsatz des elF-2 wird unterdriickt, wenn es im
phosphorylierten Zustand vorliegt; das phosphorylierte elF-2 bindet ungew6hn-
lich fest an eIF-2B und inaktiviert es dadurch. In den Zellen gibt es mehr eIF-2
als elF-2B, und selbst ein Bruchteil an phosphoryliertem elF-2 geniigt, um
nahezu alles verfiigbare elF-2B einzufangen. Dies verhindert die Wiederverwen-
dung von nicht phosphoryliertem elF-2 und verlangsamt die Geschwindigkeit
der Proteinsynthese wesentlich (Abb. 7-67B).

Die Regulierung der Menge an aktivem eIF-2 ist in Sdugerzellen besonders
wichtig, da sie Teil des Mechanismus ist, der es ihnen ermdéglicht, einen Ruhe-
zustand (als Gy bezeichnet) einzunehmen, in dem sie sich nicht teilen und in
dem die gesamte Proteinsynthese auf etwa ein 1/5 der Geschwindigkeit in
proliferierenden Zellen reduziert ist.

7.6.11 Initiation an AUG-Codons oberhalb des Start-Codons kann
die Translation bei Eukaryoten regulieren

Wir haben in Kapitel 6 gesehen, dass die Translation bei Eukaryoten normaler-
weise am ersten AUG nach dem 5’-Ende der mRNA beginnt, dem ersten AUG,
das die kleine Ribosomenuntereinheit auf ihrer Suche antrifft. Die Nukleotide
unmittelbar um das AUG beeinflussen ebenfalls die Wirksamkeit der Trans-
lationsinitiation. Wenn die Erkennungsstelle schwach ist, wird die Ribosomen-
untereinheit auf ihrer Suche das erste AUG-Codon auf der mRNA manchmal
tiberlesen und stattdessen zum zweiten oder dritten AUG-Codon weiterlaufen.
Dieses Phidnomen, das als ,,durchléssige Suche” (engl. leaky scanning) bekannt ist,
ist eine oft benutzte Strategie, um von derselben mRNA zwei oder mehr nahe
verwandte Proteine herzustellen, die sich nur in ihrem N-Terminus unterschei-
den. Eine besonders wichtige Anwendung dieses Mechanismus ist die Bildung
des gleichen Proteins mit und ohne Signalsequenz am N-Terminus. Dies ermog-
licht, dass das Protein an zwei unterschiedliche Orte in der Zelle (z. B. sowohl zu
Mitochondrien als auch zum Cytosol) geleitet wird. Zellen konnen die relativen
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Mengen der durch ,durchléssige Suche” hergestellten Proteinisoformen kontrol-
lieren; beispielsweise fithrt ein zelltypspezifischer Anstieg in der Menge des
Initiationsfaktors eIF-4F zu einer bevorzugten Nutzung des AUG, das am nédchs-
ten zum 5’-Ende der mRNA liegt.

Ein weiterer bei Eukaryoten gefundener Kontrolltyp nutzt einen oder meh-
rere kurze offene Leseraster — kurze DNA-Abschnitte, die mit einen Start-Codon
(ATG) beginnen und mit einem Stopp-Codon enden, ohne Stopp-Codons
dazwischen — die zwischen dem 5’-Ende der mRNA und dem Beginn des Gens
liegen. Haufig sind die Aminosduresequenzen, die durch diese vorangestellten
offenen Leseraster (uORFs, engl. upstream open reading frames) codiert sind,
nicht wichtig; vielmehr haben diese uORFs eine reine Kontrollfunktion. Ein auf
dem mRNA-Molekiill vorhandenes uORF senkt im Allgemeinen die Translation
des nachgelagerten Gens, da es einen Ribosomeninitiationskomplex auf der
Suche abfingt und das Ribosom so das uORF translatiert und von der mRNA
abspringt, bevor es die eigentliche proteincodierende Sequenz erreicht.

Man wiirde erwarten, dass, wenn die Aktivitit eines allgemeinen Trans-
lationsfaktors (wie des oben besprochenen elF-2) vermindert wird, die Trans-
lation aller mRNAs ebenso vermindert wiirde. Entgegen dieser Erwartung kann
jedoch die Phosphorylierung von elF-2 selektive Effekte zeigen und sogar die
Translation von bestimmten mRNAs, die uORFs enthalten, erhohen. Auf diese
Weise konnen sich Zellen einem Mangel an bestimmten Nahrstoffen anpassen,
indem sie die Synthese aller Proteine beenden, mit Ausnahme derer, die fir eine
Synthese der fehlenden Substrate nétig sind. In allen Einzelheiten wurde der
Mechanismus fiir eine bestimmte Hefe-mRNA aufgeklért, die fir ein mit Gend
bezeichnetes Protein codiert, ein Transkriptionsregulator, der viele Gene akti-
viert, die fiir Proteine codieren, die fiir die Aminosduresynthese wichtig sind.

Die Gcn4-mRNA enthélt vier kurze uORFs, und wenn ausreichend Amino-
sduren vorhanden sind, translatieren Ribosomen die uORFs und lésen sich im
Allgemeinen ab, bevor sie die codierende Region von Gcn4 erreichen. Eine durch
Aminosdauremangel ausgeloste allgemeine Abnahme der elF-2-Aktivitat macht
es wahrscheinlicher, dass eine suchende kleine Ribosomenuntereinheit iiber die
uORFs hinweggeht (ohne sie zu translatieren), bis sie sich einen eIF-2 aneignet
(s. Abb. 6-70). Ein solches Ribosom kann dann die Translation der tatsdchlichen
Gcn4-Sequenz initiieren, und die gesteigerte Menge dieses resultierenden Trans-
kriptionsregulators fithrt zur Produktion von Enzymen fiir die Synthese von
Aminosduren.

7.6.12 Interne Ribosomeneintrittsstellen bieten eine Moglichkeit
der Translationskontrolle

Obwohl bei Eukaryoten die Translation bei etwa 90 % der mRNAs mit dem
ersten AUG nach dem 5'-Cap beginnt, konnen manche AUGs, wie wir im
vorigen Abschnitt gesehen haben, bei dem Suchvorgang tibergangen werden.
In diesem Abschnitt werden wir eine weitere Moglichkeit besprechen, durch die
Zellen die Translation an Stellen fern vom 5'-Ende der mRNA beginnen
konnen. Hier wird die Translation mithilfe einer besonderen RNA-Sequenz
begonnen, die als interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) bezeichnet wird.
In einigen Féllen liegen zwei unterschiedliche proteincodierende Sequenzen als
Tandem auf derselben mRNA; die Translation der ersten Sequenz geschieht
iiber den tiblichen Suchmechanismus und die Translation der zweiten {iber eine
IRES. IRES-Sequenzen sind normalerweise mehrere Hundert Nukleotide lang
und falten sich in bestimmte Strukturen, an die viele, aber nicht alle der Proteine
binden, die fiir die Initiation der normalen 5’-Cap-abhdngigen Translation notig
sind (Abb. 7-68). Unterschiedliche IRESs benoétigen tatséchlich unterschiedli-
che Untergruppen von Initiationsfaktoren. Alle sind jedoch unabhingig von
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einer 5’-Cap-Struktur und dem sie erkennenden Translationsinitiationsfaktor
elF-4E.

Manche Viren verwenden IRESs als Teil einer Strategie, damit ihre eigenen
mRNA-Molekiile translatiert werden, wihrend die normale 5’-Cap-abhéngige
Translation der Wirts-mRNAs blockiert wird. Bei der Infektion bilden diese
Viren eine im Genom des Virus codierte Protease, die den Translationsfaktor
elF-4G der Wirtszelle spaltet und ihn dadurch unfihig macht, an elF-4E, den
Cap bindenden Komplex, zu binden. Dies legt den grofiten Teil der Wirtszell-
translation still und lenkt den Translationsapparat wirkungsvoll zu den IRES-
Sequenzen um, die sich auf den viralen mRNAs befinden. (Das geschnittene elF-
4G ist noch in der Lage, die Translation an diesen internen Stellen zu initiieren.)

Die vielen Weisen, auf die Viren die Proteinsynthesemaschinerie ihrer
Wirtszellen zu ihrem eigenen Vorteil manipulieren, iiberrascht Biologen immer
wieder. Die Untersuchung dieses ,, Wettriistens“ zwischen Menschen und Krank-
heitserregern hat zu vielen grundlegenden Einsichten in die Arbeitsweisen der
Zelle gefiihrt, und wir werden diesem Thema in Kapitel 23 nochmals begegnen.

7.6.13 Eine Veranderung der mRNA-Stabilitat kann die
Genexpression regulieren

Die meisten mRNAs der Bakterien sind sehr instabil und haben eine Halbwerts-
zeit von weniger als ein paar Minuten. Exonukleasen, die in 3’'—5’-Richtung
arbeiten, sind normalerweise fiir den raschen Abbau der mRNAs zustindig. Da
bakterielle mRNAs sowohl sehr rasch synthetisiert als auch sehr rasch wieder
abgebaut werden, kann sich ein Bakterium schnell an Verdnderungen seiner
Umwelt anpassen.

In der Regel sind die mRNAs der eukaryotischen Zellen viel stabiler. Einige,
wie z. B. die des B-Globins, haben eine Halbwertszeit von mehr als 10 Stunden.
Aber die meisten haben eine betrachtlich kiirzere Halbwertszeit, normalerweise
unter 30 Minuten. Die mRNAs, die fiir Proteine wie die Wachstumsfaktoren und
Transkriptionsregulatoren codieren, deren Bildungsgeschwindigkeit sich in Zel-
len rasch andern muss, besitzen besonders kurze Halbwertszeiten.

In Kapitel 6 haben wir gesehen, dass die Zelle iiber mehrere Mechanismen
verfiigt, um nicht richtig prozessierte RNAs rasch zu zerstoren; hier betrachten
wir das Schicksal der typischen ,normalen” eukaryotischen RNA. Es gibt zwei
Mechanismen, um jede von der Zelle gebildete mRNA schlief3lich abzubauen.
Beide beginnen mit einer schrittweisen Verkiirzung des poly-A-Schwanzes durch

Abb. 7-68 Zwei Mechanismen fiir die Translations-
initiation. (A) Der normale Cap-abhdngige Mechanis-
mus braucht eine Gruppe von Initiationsfaktoren,
deren Versammlung auf der mRNA durch das Vor-
handensein eines 5’-Caps und eines poly-A-Schwan-
zes (s. auch Abb. 6-70) stimuliert wird. (B) Der haupt-
sachlich bei Viren vorkommende IRES-abhédngige
Mechanismus benétigt nur eine Untergruppe der
normalen Translationsinitiationsfaktoren, die sich di-
rekt auf der gefalteten IRES ansammeln. (Verdndert
nach A. Sachs, Cell 101:243-245, 2000. Mit Erlaubnis
von Elsevier.)
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Abb. 7-70 Der Wettstreit zwischen mRNA-
Translation und mRNA-Abbau. Die gleichen
zwei Merkmale eines mRNA-Molekails, 5'-Cap und
3’-poly-A-Schwanz, werden sowohl bei der
Translationsinitiation als auch beim desadenylie-
rungsabhangigen mRNA-Abbau (s. Abb. 7-69)
benutzt. Die Desadenylase, die den poly-A-
Schwanz von 3’ nach 5’ verkiirzt, assoziiert auch
mit dem 5’-Cap. Wie in Kapitel 6 (s. Abb. 6-70)
beschrieben, assoziiert auch die Translationsini-
tiationsmaschinerie mit dem 5’-Cap und dem
poly-A-Schwanz. (Verandert nach M. Gao et al.,
Mol. Cell 5:479-488, 2000. Mit Erlaubnis von Else-
vier.)
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Abb. 7-69 Zwei Mechanismen fiir den Abbau eukaryotischer mRNA. Eine kritische
Schwelle der Lénge des poly-A-Schwanzes induziert den raschen 3'—5’-Abbau und
steht moglicherweise in Zusammenhang mit dem Verlust von poly-A-bindenden Prote-
inen. Wie in Abb. 7-70 gezeigt, assoziiert die Desadenylase sowohl mit dem 3’-poly-A-
Schwanz als auch mit der 5’-Cap-Struktur, und diese Verbindung kann an dem Signal zur
Beseitigung der Cap-Struktur nach der poly-A-Verkiirzung beteiligt sein. Obwohl der
5'—3’- und der 3'—5'-Abbau hier an verschiedenen RNA-Molekiilen gezeigt werden,
kénnen beide Vorgange zusammen am selben Molekil ablaufen. (Verédndert nach C. A.
Beelman und R. Parker, Cell 81:179-183, 1995. Mit Erlaubnis von Elsevier.)

eine Exonuklease, ein Vorgang, der beginnt, sobald die mRNA das Cytosol
erreicht. In gewissem Sinn wirkt diese poly-A-Verkiirzung als Zeitmesser, der
die Lebensdauer jeder mRNA herunterzihlt. Sobald der poly-A-Schwanz auf eine
kritischeLange gekiirzt ist (etwa 25 Nukleotide beim Menschen), trennen sich die
beiden Wege. Auf dem einen Weg wird das 5'-Cap entfernt (ein Vorgang, den
man Decappping nennt) und die ,freigelegte® mRNA wird rasch von ihrem
5'-Ende her abgebaut. Auf dem anderen Weg wird die mRNA weiterhin von
ihrem 3’-Ende her abgebaut, durch den poly-A-Schwanz in die codierenden
Sequenzen hinein (Abb. 7-69).

Nahezu alle mRNAs unterliegen den beiden Abbauarten, und die spezi-
fischen Sequenzen jeder mRNA legen fest, wie schnell jeder Schritt ablauft und
damit wie lange jede mRNA in der Zelle bestehen bleibt und in der Lage ist,
Protein zu bilden. Die 3'-UTR-Sequenzen sind besonders wichtig bei der Kon-
trolle der mRNA-Lebensdauer, und sie tragen oft Bindungsstellen fiir bestimmte
Proteine, die die Geschwindigkeit der poly-A-Verkiirzung, des Decappings oder
des 3'—5'-Abbaus steigern oder drosseln. Die Halbwertszeit einer mRNA wird
auch dadurch beeinflusst, wie effizient sie translatiert wird. Die poly-A-Verkiir-
zung und das Decapping konkurrieren direkt mit der Maschinerie, die die mRNA
translatiert; deshalb wirken sich alle Faktoren, die die Translationseffizienz einer
mRNA beeinflussen, auf ihren Abbau gegenteilig aus (Abb. 7-70).

Obwohl die poly-A-Verkiirzung die Halbwertszeit der meisten eukaryoti-
schen mRNAs verkiirzt, konnen manche mRNAs durch einen spezialisierten
Mechanismus abgebaut werden, der diesen Schritt insgesamt umgeht. In diesen
Fallen schneiden Nukleasen die mRNA intern, sodass sie von einem Ende das
Cap und vom anderen den poly-A-Schwanz entfernen, wodurch beide Hilften
schnell abgebaut werden. Die auf diese Weise zerstorten mRNAs tragen spezi-
fische Nukleotidsequenzen, oft in den 3'-UTRs, die als Erkennungssequenzen fiir
diese Endonukleasen dienen. Diese Strategie macht es besonders einfach, die
Stabilitit dieser mRNAs streng zu regulieren, indem die Endonukleasestelle als
Reaktion auf duflere Signale blockiert oder exponiert wird. Die Zugabe von Eisen
zu Zellen verringert beispielsweise die Stabilitdt der mRNA, die fiir das Rezep-
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torprotein codiert, das das Eisen transportierende Protein Transferrin bindet;
dies verursacht, dass der Rezeptor in geringerem Mafle gebildet wird. Diese
Wirkung wird durch das eisenempfindliche RNA-bindende Protein Aconitase
vermittelt. Aconitase kann an die 3’-UTR der Transferrinrezeptor-mRNA bin-
den, so die endonukleolytische Spaltung der mRNA verhindern und eine Erho-
hung der Rezeptorproduktion bewirken. Durch Zugabe von Eisen wird die
Aconitase von der mRNA freigesetzt, wodurch die Spaltungsstelle exponiert
wird und somit die Stabilitit der mRNA abnimmt (Abb. 7-71).

7.6.14 P-Korperchen und Stressgranula sind an der Regulation der
mRNA-Stabilitat beteiligt

In Kapitel 3 und 6 haben wir gesehen, dass grofSe Aggregate aus Proteinen und
Nukleinséduren, die zusammenarbeiten, oft durch lockere, niedrigaffine Verbin-
dungen in Nachbarschaft gehalten werden (s. Abb. 3-36). Auf diese Weise
fungieren sie als ,Organellen“, obwohl sie nicht von Membranen umschlossen
sind. Viele der im vorigen Abschnitt behandelten Ereignisse — einschliefSlich des
Cap-Abbaus und des RNA-Abbaus — finden in Aggregaten statt, den sogenann-
ten Prozessierungs- oder P-Korperchen, die im Cytosol vorliegen (Abb. 7-72).

AAA 3
‘ mRNA ist stabil und wird translatiert

Spaltung durch
Endonuklease

AAA 3’

KEINE TRANSFERRINREZEPTOR-SYNTHESE

Abb. 7-71 Zwei durch Eisen vermittelte
posttranslationale Kontrollen. (A) Wahrend
des Eisenmangels blockiert die Bindung der
Aconitase an die 5’-UTR der Ferritin-mRNA
die Translationsinitiation; ihre Bindung an
die 3’-UTR der Transferrinrezeptor-mRNA
blockiert eine Endonuklease-Schnittstelle
und stabilisiert dabei die mRNA. (B) Als Re-
aktion auf die Zunahme der Eisenkonzentra-
tion im Cytosol steigert eine Zelle ihre Ferri-
tinsynthese, um das zusatzliche Eisen zu
binden, und sie senkt die Synthese des
Transferrinrezeptors, um weniger Eisen
durch die Plasmamembran zu beférdern.
Beide Reaktionen werden durch das gleiche
auf Fe-lonen reagierende Kontrollprotein,
Aconitase, ausgelost, das gemeinsame Ei-
genschaften in einer Haarnadelstruktur in
den mRNAs von Ferritin und vom Transfer-
rinrezeptor erkennt. Aconitase dissoziiert von
der mRNA, wenn es ein Fe-lon bindet. Da der
Transferrinrezeptor und das Ferritin durch
verschiedene Mechanismen reguliert wer-
den, antworten ihre Spiegel entgegen-
gesetzt auf Eisen-Konzentrationen, obwohl
sie durch das gleiche eisenabhdngige Kon-
trollprotein reguliert werden. (Verandert
nach M. W. Hentze et al., Science 238:1570-
1573, 1987 und J. L. Casey et al., Science
240:924-928, 1988. Mit Erlaubnis der AAAS.)

Abb. 7-72 Sichtbarmachen der P-Korper-

chen. Menschliche Zellen wurden mit einem Antikor-
per gegen eine Komponente des Enzyms Dcpla (de-
capping enzyme, linke Bilder), das an der mRNA das
Cap beseitigt, und gegen das Protein Argonaut (mitt-
lere Bilder) gefarbt. Wie an spaterer Stelle in diesem
Kapitel beschrieben, ist Argonaut eine Schllsselkom-
ponente der RNA-Interferenzwege. Die Ubereinan-
dergelegten Bilder (rechte Bilder) zeigen, dass die
beiden Proteine im Cytoplasma gemeinsam in den
sogenannten P-Korperchen lokalisieren. (Verandert
nach J. Liu et al., Nat. Cell Biol. 7:719-723, 2005. Mit
Erlaubnis von Macmillan Publishers Ltd.)
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Abb. 7-73 Mébgliches Schicksal eines mRNA-Mole-
kiils. Ein aus dem Zellkern freigesetztes mRNA-Mole-
kil kann aktiv translatiert (Mitte), in Stressgranula
gespeichert (rechts) oder in P-Kérperchen abgebaut
(links) werden. Wenn sich die Bedtirfnisse der Zelle
andern, kénnen mRNAs, wie durch die Pfeile ange-
deutet, von einer Stelle zur ndchsten verschoben
werden.

Obwohl viele mRNAs letztendlich in P-Korperchen abgebaut werden, blei-
ben manche intakt und werden spiter wieder dem Vorrat der translatierenden
mRNAs zuriickgegeben. Um auf diese Weise ,gerettet” zu werden, wandern die
mRNAs von den P-Korperchen zu einem anderen Aggregattyp, dem Stress-
granulum, das Translationsinitiationsfaktoren, poly-A-Bindeproteine und kleine
Ribosomenuntereinheiten enthélt. Die Translation selbst findet in den Stress-
granula nicht statt, aber mRNAs kénnen ,translationsbereit® gemacht werden,
wenn die an sie in den P-Korperchen gebundenen Proteine durch diejenigen in
den Stressgranula ersetzt werden. Die Wanderung der mRNAs zwischen der
aktiven Translation, den P-Kérperchen und den Stressgranula kann als mRNA-
Kreislauf (Abb. 7-73) angesehen werden, in dem die Konkurrenz zwischen
Translation und mRNA-Abbau sorgfiltig kontrolliert wird. Wenn der Start der
Translation blockiert wird (durch Hungern, Arzneistoffe oder genetische Mani-
pulation), vergrofSern sich die Stressgranula, da ihnen immer mehr nicht trans-
latierte mRNAs zur Speicherung direkt zugefiihrt werden. Wenn eine Zelle die
grof3e Investition gemacht hat, ein ordentlich prozessiertes mRNA-Molekiil zu
erzeugen, kontrolliert sie offensichtlich sein nachfolgendes Schicksal sorgfiltig.

Zusammenfassung

Viele Schritte auf dem Weg von der RNA zum Protein werden durch die Zellen
reguliert, um die Genexpression zu kontrollieren. AufSer der Kontrolle im Anfangs-
stadium der Transkription werden die meisten Gene auf mehreren Ebenen
reguliert. Zu den Regulationsmechanismen zéihlen: (1) RNA-Transkriptabschwi-
chung durch vorzeitige Beendigung, (2) alternative RNA-Spleifistellenauswahl,
(3) Kontrolle der 3'-Endenbildung durch Schneiden und poly-A-Anheftung,
(4) RNA-Editierung, (5) Kontrolle des Transports vom Zellkern zum Cytosol,
(6) Lokalisierung der mRNAs in bestimmten Zellregionen, (7) Kontrolle des
Translationsstarts und (8) regulierter mRNA-Abbau. Die meisten dieser Kontroll-
vorgiinge erfordern die Erkennung spezifischer Sequenzen oder Strukturen im zu
regulierenden RNA-Molekiil, eine Aufgabe, die entweder durch Regulationspro-
teine oder regulatorische RNA-Molekiile ausgefiihrt wird.

7.7 Regulation der Genexpression durch nicht
codierende RNAs

Im vorigen Kapitel haben wir das zentrale Dogma eingefithrt, demgeméfd der
Fluss der genetischen Information von der DNA iiber die RNA zum Protein
verlauft (s. Abb. 6-1). Aber wir haben immer wieder in diesem Buch gesehen,
dass RNA-Molekiile neben ihrer Ubermittlerfunktion fiir genetische Information
viele andere entscheidende Aufgaben in der Zelle wahrnehmen. Unter diesen
nicht codierenden RNAs sind rRNA- und tRNA-Molekiile, die fiir das Lesen des
genetischen Codes und die Proteinsynthese verantwortlich sind. Das RNA-
Molekiil in der Telomerase dient als Matrize fiir die Replikation der Chromoso-
menenden, snoRNAs modifizieren ribosomale RNA und snRNAs fithren die
wichtigsten Abldufe des RNA-Spleifiens aus. Und im vorangegangenen Abschnitt
haben wir gesehen, dass Xist-RNA eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung einer
Kopie des X-Chromosoms in weiblichen Individuen spielt.

Eine Reihe von Entdeckungen in jiingster Zeit hat offenbart, dass nicht
codierende RNAs weit mehr vorherrschen, als man zuvor dachte. Wir wissen
jetzt, dass solche RNAs weitreichende Aufgaben bei der Regulation der Gen-
expression sowie dem Schutz des Genoms vor Viren und springenden Elementen
wahrnehmen. Diese neu entdeckten RNAs sind Gegenstand dieses Abschnitts.
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7.7.1 Kleine nicht codierende RNA-Transkripte regulieren durch
RNA-Interferenz viele tierische und pflanzliche Gene

Wir beginnen unsere Besprechung mit einer Gruppe kurzer RNAs, die RNA-
Interferenz oder RNAI ausfithren. Hier dienen kurze einzelstringige RNAs (20—
30 Nukleotide) als Leit-RNA, die selektiv — iiber Basenpaarung — andere RNAs in
der Zelle umgruppiert und bindet. Wenn es sich bei dem Ziel um eine reife
mRNA handelt, konnen die kleinen nicht codierenden RNAs ihre Translation
hemmen oder sogar ihre Zerstérung katalysieren. Falls das RNA-Zielmolekiil sich
im Transkriptionsvorgang befindet, kann die kleine nicht codierende RNA an es
binden und die Bildung bestimmter repressiver Chromatinarten auf seiner an-
gehefteten DNA-Matrize steuern (Abb. 7-74). Drei Klassen kleiner nicht codie-
render RNAs arbeiten auf diese Weise — microRNAs (miRNAs), kleine interferie-
rende RNAs (siRNAs, engl. small interfering RNAs) und piwi-wechselwirkende
RNAs (piRNAs, engl. piwi-interacting RNAs) — und wir behandeln sie nach-
einander in den folgenden Abschnitten. Obwohl sie sich hinsichtlich der Weise,
wie die kurzen Stiicke einzelstringiger RNA erzeugt werden, unterscheiden, orten
alle drei Arten kurzer RNAs ihre Ziele iiber eine RNA-RNA-Basenpaarung und
im Allgemeinen verursachen sie eine Verringerung der Genexpression.

7.7.2 miRNAs regulieren die mRNA-Translation und -Stabilitat

Der Mensch exprimiert beispielsweise tiber 1.000 verschiedene microRNAs
(miRNAs), und diese scheinen zumindest ein Drittel aller menschlichen pro-
teincodierenden Gene zu regulieren. Sobald sie hergestellt sind, basenpaaren sich
miRNAs mit bestimmten mRNAs und stimmen deren Translation und Stabilitét
fein ab. Die miRNA-Vorstufen werden von der RNA-Polymerase II synthetisiert,
mit einem Cap versehen und polyadenyliert. Sie unterliegen dann einer speziel-
len Art von Prozessierung, nach der sich die miRNA (typischerweise 23 Nukleo-
tide lang) mit einer Reihe von Proteinen zu einem Komplex namens RISC (RNA-
induzierter Stilllegungskomplex, engl. RNA-induced silencing complex) zusam-
menlagert. Sobald sich der RISC gebildet hat, spiirt er seine Ziel-mRNAs auf,
indem er nach komplementiren Nukleotidsequenzen sucht (Abb. 7-75). Diese
Suche wird durch das Argonaut-Protein erheblich erleichtert, eine Komponente
des RISC, die die 5'-Region der miRNA festhilt, sodass sie optimal fiir die
Basenpaarung mit einem anderen RNA-Molekiil positioniert ist (Abb. 7-76). In
Tieren erstreckt sich die Basenpaarung normalerweise {iber zumindest sieben
Nukleotidpaare und findet zumeist in der 3'-UTR der Ziel-mRNA statt.

Sobald die mRNA von der miRNA gebunden wurde, sind mehrere Aus-
wirkungen moglich. Wenn die Basenpaarung weitreichend ist (was beim Men-
schen uniiblich, aber bei Pflanzen iblich ist), wird die mRNA vom Argonaut-
Protein gespalten, wodurch ihr poly-A-Schwanz erfolgreich entfernt und sie den
Exonukleasen ausgesetzt wird (s. Abb. 7-69). Auf die Spaltung der mRNA folgt

Translationsrepression Bildung von Heterochromatin

die Ziel-RNA transkribiert wird

Abb. 7-74 RNA-Interferenz in Eukaryoten.
Aus doppelstrdngigen RNAs werden einzel-
strangige Interferenz-RNAs gebildet. Diese or-
ten Ziel-RNAs Uber Basenpaarung und an die-
sem Punkt sind, wie gezeigt, mehrere
Schicksale maglich. Wie im Text beschrieben,
gibt es mehrere Arten von RNA-Interferenz; die
Art und Weise, wie die doppelstrangige RNA
gebildet und bearbeitet wird, sowie das letzt-
endliche Schicksal der Ziel-RNA hdngen von
dem jeweiligen System ab.
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Abb. 7-75 miRNA-Prozessierung und Wirk-
mechanismus. Die miRNA-Vorstufe bildet tiber
die Komplementaritat zwischen einem Teil ihrer
Sequenz und einem anderen eine doppelstran-
gige Struktur. Diese RNA wird beschnitten, wéh-
rend sie noch im Zellkern ist, und dann ins
Cytosol exportiert, wo sie vom Enzym Dicer noch
weiter geschnitten wird, sodass die richtige
miRNA entsteht. Argonaut, in Verbindung mit
anderen Komponenten des RISC, verbindet sich
zundchst mit beiden Strangen der miRNA, spaltet
dann einen davon und verwirft ihn. Der andere
Strang lenkt RISC durch Basenpaarung zu spezi-
fischen mRNAs. Wenn die RNA-RNA-Paarung
weitreichend ist, wie man es Ublicherweise in
Pflanzen beobachtet, dann schneidet Argonaut
die Ziel-mRNA und verursacht dadurch ihren ra-
schen Abbau. Bei Sdugern erstreckt sich die
miRNA-mRNA-Paarung oft nicht weiter als bis zu
einer kurzen 7-Nukleotid-,Keim“-Region in der
Néhe des 5’-Endes der miRNA. Diese weniger
ausgedehnte Basenpaarung fuhrt zur Hemmung
der Translation, mRNA-Destabilisierung und
Ubergabe der mRNA an P-Kérperchen, wo sie
letztlich abgebaut wird.

Abb. 7-76 Menschliches Argonaut-Protein, das eine miRNA trégt. Das Protein ist in vier
Strukturdomanen gefaltet, jede ist mit einer anderen Farbe kenntlich gemacht. Die miRNA ist
in einer ausgestreckten Form gehalten, die optimal fir die Bildung der RNA-RNA-Basenpaare
ist. Das Aktive Zentrum von Argonaut, das eine Ziel-RNA ,schneidet”, wenn sie mit einer
miRNA ausgiebig Basenpaare ausgebildet hat, ist rot gezeigt. Viele Argonaut-Proteine (z. B.
drei von vier der menschlichen Proteine) haben kein Katalysezentrum und binden deshalb
Ziel-RNAs, ohne sie zu schneiden. (Nach C. D. Kuhn und L. Joshua-Tor, Trends Biochem. Sci. 5'-

38:262-271, 2003. Mit Erlaubnis von Cell Press.)
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die Freisetzung des RISC (mit der assoziierten miRNA), der nun weitere mRNAs
ausfindig machen kann (s. Abb. 7-75). Somit kann eine einzelne miRNA
katalytisch arbeiten und viele komplementire mRNAs zerstoren. Man kann sich
somit diese miRNAs als Leitsequenzen vorstellen, die die abbauenden Nukleasen
mit spezifischen mRNAs in Kontakt bringen.

Falls die Basenpaarung zwischen der miRNA und der mRNA nicht so
ausgedehnt ist (wie man bei den meisten menschlichen miRNAs beobachtet),
schneidet Argonaut die mRNA nicht; stattdessen wird die Translation der
mRNA reprimiert und die mRNA pendelt zu den P-Korperchen (s. Abb. 7-73),
wo sie sich vor den Ribosomen verborgen schliefllich der Verkiirzung des poly-
A-Schwanzes, dem Entfernen des Caps und dem Abbau unterwirft.

Mehrere Eigenschaften machen die miRNAs zu besonders niitzlichen Re-
gulatoren der Genexpression. Erstens kann ein einzelnes miRNA-Molekiil eine
ganze Reihe verschiedener mRNAs regulieren, solange die mRNAs in ihren

3’-OH (RNA-Ende)

Nukleotide, die die
Ziel-RNA ausfindig machen

microRNA

Phosphat

Aktives Zentrum, gezeigt sind die beiden
Mg?+-Atome, die fiir das ,Schneiden” notwendig sind
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UTRs eine gemeinsame Sequenz tragen. Diese Situation ist beim Menschen
iiblich, wo eine einzelne miRNA Hunderte verschiedener mRNAs kontrollieren
kann. Zweitens kann die Regulation durch miRNAs kombinatorisch sein. Wenn
es der Basenpaarung zwischen der miRNA und der mRNA misslingt, die
Spaltung einzuleiten, dann fithren weitere miRNAs, die an dieselbe mRNA
binden, zu einer weiteren Verringerung ihrer Translation. Wie an fritherer Stelle
fiir Transkriptionsregulatoren besprochen, erweitert die kombinatorische Kon-
trolle die fiir die Zelle verfiigbaren Moglichkeiten enorm, indem sie die Gen-
expression mit einer Kombination verschiedener Regulatoren — anstatt mit
einem einzigen Regulator — verbindet. Drittens nimmt eine miRNA im Vergleich
zu einem Protein relativ wenig Raum im Genom ein. Tatsachlich ist ihre kleine
GrofSe der Grund dafiir, dass die miRNAs erst vor kurzem entdeckt wurden.
Obwohl wir erst jetzt beginnen, die volle Bedeutung von miRNAs zu wiirdigen,
ist es klar, dass sie einen sehr wichtigen Teil der zelluldren Ausstattung fir die
Regulation der Expression der Zellgene darstellen. Wir behandeln spezielle
Beispiele von miRNAs, die wichtige Funktionen in der Entwicklung haben, in
Kapitel 21.

7.7.3 RNA-Interferenz wird auch als zellularer Abwehrmechanismus
verwendet

Viele der Proteine, die an dem eben beschriebenen miRNA-Regulationsmecha-
nismus beteiligt sind, haben auch eine weitere Funktion als Abwehrmechanis-
mus: Sie koordinieren den Abbau fremder RNA-Molekiile, insbesondere jener,
die in doppelstriangiger Form vorkommen. Viele springende Elemente und Viren
bilden im Laufe ihres Lebenszyklus zumindest vortibergehend doppelstriangige
RNA, und RNA-Interferenz halt solche potenziell schadlichen Eindringlinge in
Schach. Wie wir sehen werden, liefert diese Form von RNAi der Forschung auch
eine wirkungsvolle Experimentaltechnik, um die Expression einzelner Gene einer
Zelle abzuschalten.

Die Anwesenheit doppelstringiger RNA in der Zelle 16st RNAi aus, indem
sie einen Proteinkomplex anlockt, der Dicer enthilt, die gleiche Nuklease, die
miRNAs prozessiert (s. Abb. 7-75). Dieses Protein spaltet die doppelstrangige
RNA in kleine Bruchstiicke (etwa 23 Nukleotidpaare), die man siRNAs (small
interfering RNAs, kleine interferierende RNAs Interferenz-RNAs) nennt. Diese
doppelstriangigen siRNAs werden dann von Argonaut und anderen Komponen-
ten des RISC gebunden. Wie wir oben fiir miRNAs gesehen haben, wird ein
Strang des RNA-Doppelstrangs von Argonaut geschnitten und verworfen. Das
einzelstrangige siRNA-Molekiil, das tibrig bleibt, lenkt RISC zuriick zu kom-
plementdren RNA-Molekiilen, die vom Virus oder transponierbaren Elementen
gebildet werden. Weil die Paarung in der Regel exakt ist, schneidet Argonaut
diese Molekiile, was zu deren rascher Zerstérung fiihrt.

Jedes Mal, wenn RISC ein neues RNA-Molekil spaltet, wird RISC wieder
freigesetzt. Somit kann ein einzelnes RNA-Molekiil — so wie wir es bei miRNAs
gesehen haben — katalytisch arbeiten und viele komplementire RNAs zerstoren.
Manche Organismen verwenden einen weiteren Mechanismus, der die RNAi-
Antwort noch weiter verstirkt. In diesen Organismen verwenden RNA-abhén-
gige RNA-Polymerasen siRNAs als Primer, um zusétzliche Kopien der doppel-
strangigen RNAs zu bilden, die dann zu siRNAs geschnitten werden. Diese
Vermehrung gewihrleistet, dass die RNA-Interferenz, sobald sie begonnen hat,
sogar dann weiter wirken kann, nachdem die gesamte auslosende doppel-
strangige RNA abgebaut oder ausgediinnt wurde. So konnen beispielsweise
Tochterzellen die spezifische RNA-Interferenz weiterfithren, die in der Mutter-
zelle ausgelost wurde.

In manchen Organismen kann RNA-Interferenzaktivitit durch die Ubertra-
gung von RNA-Fragmenten von Zelle zu Zelle verbreitet werden. Dies ist
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besonders wichtig fiir Pflanzen (deren Zellen, wie wir in Kapitel 19 erfahren
werden, durch diinne, verbindende Kanile vernetzt sind), da es so einer ganzen
Pflanze moglich ist, resistent gegen ein RNA-Virus zu werden, obwohl nur
wenige ihrer Zellen infiziert wurden. Im weiteren Sinn dhnelt die RNAi-Antwort
bestimmten Aspekten des tierischen Immunsystems; in beiden Féllen erzeugt ein
eindringender Organismus eine individuelle Reaktion, und der Wirt wird —
durch Vermehrung der , Angriffs“-Molekiile — systemisch geschiitzt.

Wir haben gesehen, dass miRNAs und siRNAs, obwohl auf leicht unter-
schiedliche Weise erzeugt, auf die gleichen Proteine bauen und ihre Ziele auf
grundsdtzlich dhnliche Weise suchen. Weil siRNAs in den verschiedensten
Spezies zu finden sind, glaubt man, dass sie die élteste Form der RNA-Interferenz
darstellen, mit miRNAs als spétere Verfeinerung. Diese siRNA-vermittelten
Abwehrmechanismen sind fiir Pflanzen, Wirmer und Insekten wesentlich. In
Sdugetieren hat ein proteinbasiertes System (in Kapitel 24 beschrieben) grof3-
tenteils die Aufgabe der Virenabwehr tibernommen.

7.7.4 RNA-Interferenz kann die Heterochomatinbildung steuern

Der eben beschriebene siRNA-Interferenzweg stoppt nicht zwangslaufig mit der
Zerstorung der Ziel-RNA-Molekiile. In manchen Féllen kann die RNA-Interfe-
renzmaschinerie auch selektiv die Synthese der Ziel-RNAs abschalten. Damit dies
ablauft, vereinigen sich die kurzen, vom Protein Dicer gebildeten siRNAs mit
einer Gruppe von Proteinen (einschliefSlich Argonaut), um den RITS-Komplex
(RNA-induzierter transkriptionaler Stilllegungskomplex, engl. RNA-induced
transcriptional silencing complex) zu bilden. Mithilfe einzelstréngiger siRNA als
Leitsequenz bindet dieser Komplex komplementidre RNA-Transkripte, wenn sie
an einer transkribierenden RNA-Polymerase II entstehen (Abb. 7-77). Auf diese
Weise auf dem Genom positioniert, zieht der RITS-Komplex Proteine an, die
benachbarte Histone kovalent modifizieren, und bewirkt schliefSlich die Bildung

doppelstrangige RNA
T T

SiRNAs T
Argonaut und Argonaut und
andere RISC-Proteine W andere RITS-Proteine

\/ \/
S —.— RITS

DER WEG FOLGT JETZT \
EINEM DER IN ABB. 7-76 GEZEIGTEN

Abb. 7-77 Durch siRNA gesteuerteRNA-Interferenz. In vielen Organismen kann doppelstrangige RNA
sowohl die Zerstérung der komplementaren mRNAs (links) als auch die Stilllegung der Transkription (rechts) \ RNA-Polymerase

ankurbeln. Die Anderung der Chromatinstruktur, die durch den gebundenen RITS- (RNA-induzierte trans-
kriptionale Stilllegung, engl. RNA-induced transcriptional silencing) Komplex eingeleitet wird, dhnelt derjeni-
gen in Abb. 7-45. HISTONMETHYLIERUNG

DNA-METHYLIERUNG
TRANSKRIPTIONSHEMMUNG
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von Heterochromatin, um eine weitere Transkriptionsinitiation zu verhindern.
In manchen Féllen werden auch eine RNA-abhéngige RNA-Polymerase und ein
Dicer-Enzym durch den RITS-Komplex rekrutiert, um fortwihrend weitere
siRNAs in situ zu erzeugen. Diese positive Riickkopplungsschleife gewidhrleistet
sogar dann die fortgesetzte Repression des Zielgens, wenn die initiierenden
siRNA-Molekiile verschwunden sind.

Die RNAi-gesteuerte Heterochromatinbildung ist ein wichtiger zellularer
Abwehrmechanismus, der die Ausbreitung transponierbarer Elemente im Ge-
nom beschrinkt, indem er ihre DNA-Sequenzen in einer transkriptionsstummen
Form hilt. Der gleiche Mechanismus wird aber auch bei manchen anderen
Vorgingen in der Zelle verwendet. In vielen Organismen erhélt beispielsweise
die RNA-Interferenzmaschinerie das um Centromere gebildete Heterochromatin
aufrecht. Centromer-DNA-Sequenzen werden in beide Richtungen transkribiert,
wobei komplementidre RNA-Transkripte entstehen, die tiber Basenpaarung eine
doppelstrangige RNA bilden kénnen. Diese doppelstrangige RNA kurbelt den
RNA-Interferenzweg an und stimuliert die Bildung von Heterochromatin, das
die Centromeren umgibt. Dieses Heterochromatin ist wiederum nétig, damit die
Centromere wihrend der Mitose die Chromosomen exakt trennen konnen.

7.7.5 piRNAs schiitzen die Keimbahn vor springenden Elementen

Ein drittes RNA-Interferenzsystem baut auf piRNAs (piwi-wechselwirkende
RNAs, engl. piwi-interacting RNAs, benannt nach Piwi, einer mit Argonaut
verwandten Proteinklasse). piRNAs werden speziell in der Keimbahn gebildet,
wo sie die Bewegung springender Elemente blockieren. Die Gene, die fiir piRNAs
codieren finden sich in vielen Lebewesen, einschliefllich des Menschen, und sie
bestehen grofitenteils aus Sequenzbruchstiicken springender Elemente. Diese
Fragment-Cluster werden transkribiert und in kurze einzelstringige piRNAs
aufgebrochen. Die Prozessierung unterscheidet sich von der bei miRNAs und
siRNAs (z. B. ist das Dicer-Enzym nicht daran beteiligt) und die daraus hervor-
gehenden piRNAs sind geringfiigig langer als miRNAs und siRNAs; zudem sind
sie im Komplex mit Piwi- anstatt mit Argonaut-Proteinen. Sobald sie gebildet
sind, suchen die piRNAs RNA-Ziele durch Basenpaarung und ganz wie siRNAs
schalten sie die Transkription intakter Transposongene stumm und zerstéren
jede RNA (einschlieSlich mRNAs), die von ihnen gebildet wird.

Viele Geheimnisse umgeben die piRNAs. Uber eine Million piRNA-Arten
sind in den Genomen vieler Sdugetiere verschliisselt und in den Hoden expri-
miert, wenngleich nur ein kleiner Anteil gegen die in diesen Genomen vorhan-
denen Transposons gerichtet ist. Sind die piRNAs Uberbleibsel oder ehemalige
Invasoren? Decken sie so viel ,Sequenzraum® ab, dass sie vor jeder fremden DNA
weitgehend Schutz bieten konnen? Eine andere kuriose Eigenschaft der piRNAs
ist, dass viele von ihnen (insbesondere, wenn die Basenpaarung nicht perfekt sein
muss) grundsétzlich die normalen, vom Organismus gebildeten mRNAs angrei-
fen miissten, dies aber nicht tun. Man hat vorgeschlagen, dass die grofie Anzahl
von piRNAs ein System bilden konnte, um ,eigene” RNAs von ,fremden” RNAs
zu unterscheiden und nur Letztere anzugreifen. Wenn das der Fall ist, muss es
fiir die Zelle einen speziellen Weg geben, ihre eigenen RNAs zu verschonen. Eine
Vorstellung ist, dass RNAs, die in der vorausgegangenen Generation eines
Organismus gebildet wurden, irgendwie registriert werden und in nachfolgenden
Generationen von einem piRNA-Angriff verschont bleiben. Ob dieser Mecha-
nismus tatsdchlich existiert oder nicht, und falls ja, wie er dann arbeitet, sind
Fragen, die unser unvollstindiges Verstandnis der vollen Bedeutung der RNA-
Interferenz zeigen.
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7.7.6 RNA-Interferenz wurde ein schlagkraftiges Werkzeug fiir
Experimente

Obwohl die RNA-Interferenz wahrscheinlich als Abwehrmechanismus gegen
Viren und springende Elemente entstand, wurde sie, wie wir gesehen haben,
vollauf in viele Aspekte der normalen Zellbiologie integriert — von der Kontrolle
der Genexpression bis zur Struktur von Chromosomen. Sie wurde auch von
Wissenschaftlern zu einem leistungsfihigen experimentellen Werkzeug ent-
wickelt, das die Inaktivierung nahezu jedes Gens gestattet, indem eine RNAi-
Antwort gegen das Gen hervorgerufen wird. Diese Technik, die leicht in kulti-
vierten Zellen und manchmal in ganzen Tieren und Pflanzen ausgefiihrt wird,
hat neue genetische Ansétze in der Zell- und Molekularbiologie erméglicht. Wir
werden sie im ndchsten Kapitel ausfiihrlicher behandeln, in dem wir moderne
genetische Methoden besprechen, die zur Untersuchung von Zellen eingesetzt
werden (s. Abschnitt 8.5.15). Die RNAI besitzt auch ein grofies Potenzial bei der
Behandlung menschlicher Krankheiten. Da viele Krankheiten beim Menschen
von der Fehlexpression von Genen herriihren, ist die Fihigkeit, diese Gene durch
experimentell eingefiithrte komplementire siRNA-Molekiile abzuschalten, medi-
zinisch vielversprechend. Obwohl der Mechanismus der RNA-Interferenz schon
vor einigen Jahrzehnten entdeckt wurde, werden wir immer noch von seinen
mechanistischen Details und seinen breiten biologischen Konsequenzen iiber-
rascht.

7.7.7 Bakterien verwenden kleine nicht codierende RNAs, um sich
vor Viren zu schiitzen

Bakterien machen die grofie Mehrheit der Biomasse der Erde aus und, was nicht
iiberrascht, Viren, die Bakterien befallen, tibertreffen die Pflanzen- und Tierviren
zahlenméflig. Diese Viren besitzen im Allgemeinen DNA-Genome. Eine neuere
Entdeckung enthiillte, dass viele Bakterienarten (und nahezu alle Arten von
Archaebakterien) einen Vorrat kleiner nicht codierender RNA-Molekiile benut-
zen, um die DNA eindringender Viren ausfindig zu machen und zu zerstoren.
Viele Eigenschaften dieses Abwehrmechanismus, als CRISPR-System bekannt,
dhneln denjenigen, die wir oben fiir miRNAs und siRNAs gesehen haben, aber es
gibt zwei entscheidende Unterschiede. Erstens, wenn Bakterien und Archaeen
erstmals von einem Virus befallen werden, haben sie einen Mechanismus, der
verursacht, dass kurze Bruchstiicke dieser viralen DNA in ihr Genom eingebaut
werden. Diese dienen insofern als ,Impfstoffe®, als sie Matrizen fiir die Bildung
kleiner nicht codierender RNAs werden, die crRNAs (CRISPR-RNAs), die
danach das Virus zerstoren, sollte es die Nachkommen der urspriinglichen Zelle
erneut infizieren. Dieser Aspekt des CRISPR-Systems dhnelt prinzipiell der
adaptiven (erworbenen) Immunitit bei Sdugetieren, insofern als die Zelle eine
Aufzeichnung vergangener Kontakte trégt, die dazu dient, vor kiinftigen Exposi-
tionen zu schiitzen. Die zweite, sich unterscheidende Eigenschaft des CRISPR-
Systems ist, dass diese crRNAs dann mit speziellen Proteinen vergesellschaftet
werden, die es ihnen erlauben, anstatt einzelstringiger RNA-Molekiile doppel-
strangige DNA-Molekiile aufzuspiiren und zu zerstoren.

Obwohl noch viele Einzelheiten der CRISPR-vermittelten Immunitét auf
ihre Entdeckung warten, konnen wir den allgemeinen Vorgang in drei Schritten
skizzieren (Abb. 7-78). Im ersten Schritt werden virale DNA-Sequenzen in
spezielle Regionen des Bakteriengenoms, als CRISPR (geclusterte reguldr unter-
brochene kurze palindromische Wiederholung, engl. clustered regularly inters-
persed short palindromic repeat)-Loci bezeichnet, eingebaut; diese sind benannt
nach der eigenartigen Struktur, die zuerst die Aufmerksamkeit der Wissenschaft-
ler erweckte. In seinem einfachsten Fall besteht ein CRISPR-Locus aus mehreren
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gebunden

Hundert Wiederholungen einer Wirts-DNA-Sequenz, die mit einer grofSen
Sequenzsammlung (typischerweise jeweils 25-70 Nukleotidpaare) durchsetzt
ist, die von fritheren Kontakten mit Viren und anderer Fremd-DNA stammt.
Die neueste virale Sequenz wird immer am 5’-Ende des CRISPR-Locus einge-
baut, dem Ende, das zuerst transkribiert wird. Jeder Locus trdgt deshalb eine
zeitliche Aufzeichnung vorangegangener Infektionen. Viele Bakterien- und Ar-
chaeenarten tragen mehrere grofle CRISPR-Loci in ihren Genomen und sind
damit gegen eine grofie Bandbreite von Viren immun.

Im zweiten Schritt wird der CRISPR-Locus transkribiert, um ein langes
RNA-Molekiil zu bilden, das dann zu viel kiirzeren (etwa 30 Nukleotide) crRNAs
verarbeitet wird. Im dritten Schritt spiiren crRNAs im Komplex mit Cas-
(CRISPR-assoziierten) Proteinen komplementire virale DNA-Sequenzen auf
und steuern deren Zerstérung durch Nukleasen. Obgleich strukturell undhnlich,
entsprechen Cas-Proteine den oben besprochenen Argonaut- und Piwi-Prote-
inen: Sie halten kleine einzelstringige RNAs in einer ausgestreckten Konforma-
tion, die in diesem Fall zum Aufspiiren komplementirer Basenpaare mit DNA
optimiert ist.

Wir haben noch viel tiber die CRISPR-basierte Immunitét in Bakterien und
Archaebakterien zu lernen. Der Mechanismus, iiber den Virussequenzen zu-
néchst identifiziert und ins Wirtsgenom eingebaut werden, ist kaum verstanden,
ebenso die Art und Weise, wie die crRNAs ihre komplementiren Sequenzen in
doppelstriangiger DNA finden. Zudem werden in verschiedenen Bakterien- und
Archaeenarten crRNAs auf verschiedene Weise bearbeitet, und in manchen
Fillen konnen die crRNAs sowohl virale RNAs als auch DNAs angreifen.

Im folgenden Kapitel werden wir sehen, dass bakterielle CRISPR-Systeme
bereits kiinstlich in Pflanzen und Tiere eingebracht worden sind, wo sie zu sehr
leistungsfahigen experimentellen Werkzeugen zur Manipulation von Genomen
wurden.

7.7.8 Lange nicht codierende RNAs haben in der Zelle verschiedene
Funktionen

In diesem und den vorausgegangenen Kapiteln haben wir gesehen, dass nicht
codierende RNA-Molekiile viele Funktionen in der Zelle haben. Dennoch bleiben
wie im Fall der Proteine viele nicht codierende RNAs iibrig, deren Funktion
immer noch unbekannt ist. Viele RNAs unbekannter Funktion gehoren zu einer
Gruppe, die lange nicht codierende RNAs (IncRNAs) genannt werden. Diese
werden willkiirlich als iiber 200 Nukleotide lange RNAs definiert, die nicht fiir
Proteine codieren. Nachdem die Methoden zur Bestimmung der Nukleo-
tidsequenzen aller von einer Zelllinie oder einem Gewebe gebildeten RNA-

Abb. 7-78 CRISPR-vermittelte Immunitat in
Bakterien und Archaebakterien. Nach der
Infektion durch ein Virus (linke Tafel) wird ein
kleines Stlickchen des viralen Genoms in den
CRISPR-Locus eingebaut. Damit dies passiert,
muss ein kleiner Anteil der infizierten Zellen
die anféngliche Virusinfektion tberleben. Die
Uberlebenden Zellen, oder allgemeiner ihre
Nachkommen, transkribieren den CRISPR-Lo-
cus und bearbeiten das Transkript zu crRNAs
(mittlere Tafel). Bei einer erneuten Infektion
mit einem Virus, gegen das die Population
bereits ,geimpft” wurde, wird die eindrin-
gende virale DNA durch eine komplementare
crRNA zerstort (rechte Tafel). Damit ein CRISPR-
System effektiv sein kann, dirfen die crRNAs
nicht den eigentlichen CRISPR-Locus zersto-
ren, auch wenn die crRNAs eine zu ihm kom-
plementdre Sequenz besitzen. Damit crRNAs
das eindringende DNA-Molekdl angreifen,
muss es in vielen Spezies zusatzliche kurze
Nukleotidsequenzen geben, die vom Zielmo-
lekil getragen werden. Da diese sogenannten
PAM (Protospacer benachbartes Motiv, engl.
protospacer adjacent motif)-Sequenzen auf3er-
halb der crRNA-Sequenzen liegen, bleibt der
Wirts-CRISPR-Locus verschont (s. Abb. 8-55).
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Molekiile verbessert wurden, stellte sich die enorme Anzahl der IncRNAs (z. B.
beim menschlichen Genom schitzungsweise 8.000) als eine Uberraschung fiir die
Wissenschaftler heraus. Die meisten IncRNAs werden von der RNA-Polymerase 11
transkribiert und besitzen 5'-Caps und poly-A-Schwiénze, und in vielen Fillen
werden sie gespleifit. Es war schwierig, IncRNAs zu beschreiben, weil, wie nun
bekannt ist, von 75 % des Humangenoms RNA in niedrigen Konzentrationen
gebildet wird. Man denkt, dass die meisten dieser RNAs vom Hintergrund-
»Rauschen“ der Transkription und der RNA-Prozessierung stammen. Gemaf3
dieser Vorstellung bieten solche nichtfunktionalen RNAs keine Fitnessvorteile
oder -nachteile fiir den Organismus und sind ein toleriertes Nebenprodukt der
komplexen Genexpressionsmuster, die in Vielzellern gebildet werden miissen.
Aus diesen Griinden ist es schwierig, die Anzahl der IncRNAs, die in der Zelle
wahrscheinlich eine Funktion haben, abzuschétzen und sie von der Hintergrund-
transkription zu unterscheiden.

Wir sind bereits auf einige wenige IncRNAs gestof3en, darunter die RNA in
der Telomerase (s. Abb. 5-33), die Xist-RNA (s. Abb. 7-52) und eine an der
Pragung beteiligte RNA (s. Abb. 7-49). Andere IncRNAs spielen eine Rolle bei
der Kontrolle der Enzymaktivitidt von Proteinen, der Inaktivierung von Trans-
kriptionsregulatoren, der Beeinflussung von Spleifimustern und der Blockierung
der Translation bestimmter mRNAs.

Hinsichtlich der biologischen Funktion sollte IncRNA als Sammelbegriff
betrachtet werden, der eine grofle Funktionsvielfalt umfasst. Dennoch gibt es
zwel verbindende Eigenschaften der IncRNAs, die der Grund fiir ihre vielen
Aufgaben in der Zelle sein konnen. Die erste ist, dass IncRNAs als Geriist-RNA-
Molekiile fungieren konnen, die Gruppen von Proteinen zusammenhalten, um
deren Funktionen zu koordinieren (Abb. 7-79A). Wir haben bereits ein Beispiel
bei der Telomerase gesehen, wo das RNA-Molekiil Proteinkomponenten zusam-
menhdlt und organisiert. Diese RNA-basierten Geriiste entsprechen den in
Kapitel 3 (s. Abb. 3-78) und Kapitel 6 (s. Abb. 6-47) behandelten Proteingeriis-
ten. RNA-Molekiile eignen sich gut als Geriiste: Kleine RNA-Sequenzstiickchen,
oft die Teile, die die Stamm-Schleifen-Strukturen bilden, konnen als Bindungs-
stellen fiir Proteine dienen, und diese konnen aneinandergereiht sein, mit zufal-
ligen RNA-Sequenzen dazwischen. Diese Eigenschaft mag ein Grund sein,
warum IncRNAs eine relativ geringe Konservierung der Primérsequenz {iber die
Arten hinweg zeigen.

Das zweite Hauptmerkmal der IncRNAs ist ihre Fahigkeit, als Leitsequenzen
zu dienen, indem sie iiber Basenpaarung an spezifische RNA- oder DNA-Zielmo-
lekiile binden. Bei diesem Vorgang bringen sie Proteine, die an sie gebunden sind,
in enge Nachbarschaft zu DNA- und RNA-Sequenzen (Abb. 7-79B). Dieses
Verhalten hat Ahnlichkeit mit demjenigen der snoRNAs (s. Abb. 6-41), crRNAs
(s. Abb. 7-78) und miRNAs (s. Abb. 7-75), die allesamt auf diese Weise wirken,
um Proteinenzyme zu spezifischen Nukleinsduresequenzen zu lotsen.

In manchen Fillen arbeiten IncRNAs einfach iiber Basenpaarung, ohne
Enzyme oder andere Proteine einzubeziehen. Eine Anzahl von IncRNA-Genen
ist beispielsweise in proteincodierende Gene eingebettet, aber sie werden in die
sfalsche Richtung” transkribiert. Diese (gegensinnigen) Antisense-RNAs konnen
mit der mRNA (die in die, richtige” Richtung transkribiert wurde) komplemen-
tire Basenpaare bilden und deren Translation in das Protein blockieren
(s. Abb. 7-66D). Andere Antisense-IncRNAs bilden mit pra-mRNAs Basenpaare,
wenn diese synthetisiert werden, und dndern das RNA-SpleifSmuster, indem sie
Spleifistellensequenzen maskieren. Wieder andere wirken als ,Schwidmme®, in-
dem sie Basenpaare mit miRNAs bilden und dabei deren Wirkungen abschwé-
chen.

Schlief3lich ist anzumerken, dass manche IncRNAs nur in cis arbeiten, d. h.
sie beeinflussen nur das Chromosom, von dem sie transkribiert wurden. Dies
geschieht leicht, wenn die transkribierte RNA noch nicht von den RNA-Poly-
merasen freigesetzt wurde (Abb. 7-79C). Viele IncRNAs diffundieren jedoch weg
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von ihrem Synthesort und wirken in trans. Obwohl die am besten verstandenen
IncRNAs im Zellkern arbeiten, finden sich auch viele im Cytosol. Die Funktionen
— falls vorhanden — der tiberwiegenden Mehrheit dieser cytosolischen IncRNAs
ist noch unentdeckt.

Zusammenfassung

RNA-Molekiile haben neben der Funktion als Informationstrdger zur Spezifizie-
rung der Aminosdurenreihenfolge wéihrend der Proteinsynthese viele andere Ver-
wendungen. Obwohl wir in anderen Kapiteln auf nicht codierende RNAs gestofSen
sind (z. B. tRNAs, ¥rRNAs, snoRNAs), hat die hohe Anzahl der von Zellen
gebildeten nicht codierenden RNAs die Wissenschaftler itiberrascht. Eine gut
verstandene Anwendung nicht codierender RNAs geschieht bei der RNA-Interfe-
renz, bei der sich Leit-RNAs (miRNAs, siRNAs, piRNAs) mit mRNAs basenpaaren.
RNA-Interferenz kann dazu fithren, dass mRNA-Molekiile entweder zerstort
werden oder ihre Translation reprimiert wird. Sie kann auch bewirken, dass
bestimmte Gene in Heterochromatin verpackt werden, um so ihre Transkription
zu hemmen. In Bakterien und Archaebakterien dient die RNA-Interferenz als eine
adaptive Immunantwort, um Viren zu zerstoren, die sie befallen. Vor Kurzem
wurde eine grofSe Familie langer nicht codierender RNAs (IncRNAs) entdeckt.
Obwohl die Funktion der meisten dieser RNAs unbekannt ist, dienen manche als
RNA-Geriiste, um spezifische Proteine und RNA-Molekiile zusammenzubringen,
damit erforderliche Reaktionen beschleunigt werden.

Was wir nicht wissen

¢ Wie wird die Endgeschwindigkeit der Transkription eines Gens durch Hun-
derte von Proteinen spezifiziert, die sich auf seinen Kontrollregionen auf-
bauen? Werden wir je in der Lage sein, diese Geschwindigkeit aus der
Betrachtung der DNA-Sequenzen der Kontrollregionen vorherzusagen?

¢ Wie dirigiert die Sammlung der cis-Regulationssequenzen in einem Genom
das Entwicklungsprogramm eines Vielzellers?

¢ Wie viel der menschlichen Genomsequenz ist funktional und warum wird
der Rest beibehalten?

¢ Welche der Tausende nicht untersuchter nicht codierender RNAs haben eine
Funktion in der Zelle und was sind diese Funktionen?

¢ Waren in frihen Zellen Introns vorhanden (und gingen anschlieffend in
manchen Lebewesen verloren) oder sind sie zu spéteren Zeiten entstanden?

— — ——— ]
Chromosom B

Abb. 7-79 Funktionen der langen nicht codieren-
den RNAs (IncRNAs). (A) IncRNAs konnen als Gerliste
dienen, die Proteine zusammenbringen, die beim
gleichen Vorgang mitwirken. Wie in Kapitel 6 be-
schrieben, konnen sich RNAs zu spezifischen dreidi-
mensionalen Strukturen falten, die oft von Proteinen
erkannt werden. (B) Zusétzlich zu ihrer Geristfunk-
tion konnen IncRNAs (ber die Bildung komplemen-
tarer Basenpaare Proteine an spezifischen Sequenzen
auf RNA- oder DNA-Molekdilen lokalisieren. (C) In
manchen Fallen wirken IncRNAs nur in cis, z. B. wenn
die RNA von der RNA-Polymerase an Ort und Stelle
festgehalten wird (oben). Andere IncRNAs diffundie-
ren jedoch weg von ihren Syntheseorten und wirken
somit in trans.
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