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» Ein mechanistisches Verstindnis des Zell-
wachstums und der Entwicklung von Ge-
weben und Organismen erfordert eine de-
taillierte Beschreibung der zelluldren Pro-
zesse, die der Genexpression und -regulati-
on zugrunde liegen. Seit einigen Jahren weif3
man, dass die Genexpressions-Prozesse in
der Zelle riumlich und zeitlich gekoppelt
sind. Dabei entpuppte sich die mRNA als
zentraler Koordinator der Expression Pro-
tein-kodierender Gene. Zudem werden im
Zellkern viele nicht-kodierende RNAs syn-
thetisiert, die genregulatorische Funktionen
haben. Somit wird die Genforschung der Zu-
kunft zu einem groBen Teil RNA-Forschung
sein. Hier skizzieren wir Ergebnisse von fiinf
Forschungsgruppen, die am Genzentrum
der Universitit Miinchen und an benach-
barten aufleruniversitiren Instituten die viel-
filtigen RNA-Funktionen untersuchen. Wir
zeigen Wege auf, die die RNA-Forschung
gehen kann, um zu einem besseren Ver-
stindnis der Genkontrolle zu gelangen.

mRNA-Transkriptionszyklus

Die Synthese der mRNA im Zellkern wird
durch RNA-Polymerase II (Pol II) bewerk-
stelligt. Die atomare Kristallstruktur der ge-
samten Pol II aus Bickerhefe, die 12 Poly-
petide umfasst und ein Molekulargewicht
von 0,5 MDa aufweist, ist nun fertig ge-
stellel’> %31 Darauf aufbauende Réntgen-
strukturanalysen visualisierten die DNA-
‘Iranskriptionsblase, das RNA-Transkript
und das N'TP-Substrat am wachsenden En-
de der RNA und zeigten, wie die mRNA-
Kette verlingert wird (A44. 7). Es wurden Er-
kldrungen dafiir gefunden, wie die eintre-
tende DNA-Doppelhelix und das austre-
tende DNA-RNA-Hybrid entwunden wer-
den™ 31, Pol IT hat ein “stimmbares” akti-
ves Zentrum, an dem kurze 3'-Fragmente
der mRNA nukleolytisch abgespalten wer-
den konnen, um diejenigen Pol II-Molekiile
zu reaktivieren, die aufgrund eines DNA-
Schadens arretiert sind, oder um fehlinkor-
porierte Nukleotide zu entfernenl® ©1. Dazu
komplementiert der extrinsische Faktor
T'FIIS das aktive Zentrum und richtet die
mRNA so aus, dass eine Phosphodiester-
bindung gebrochen wird.

BIOspektrum - Sonderausgabe - 11. Jahrgang

Die Vorldiufer-mRNA, die aus Pol II aus-
tritt, wird kotranskriptionell prozessiert. Da-
zu binden Prozessier-Faktoren an die phos-
phorylierte C-terminale Domine (C'TD) der
Polymerase. Die Struktur eines C'T'D-Phos-
pho-Peptidfragments im Komplex mit ei-
nem 3'-RNA-Prozessierfaktor erklirt, wie es
zu einer physikalischen Kopplung von
‘Transkription und 3'-RNA-Prozessierung
kommt!7l. Am Ende des Transkriptions-Zy-
klus wird die C'T'D dephosphoryliert, um
Initiations-kompetente Polymerase zu rege-
nerieren. Der Mechanismus der hierbei
wirksamen C'T'D-Phosphatasen ist nun eta-
bliert!® %191 Ein Ziel fiir die nihere Zukunft
stellt die Untersuchung des Mechanismus
inhibitorischer RNAs dar. Ein lingerfristiges
Ziel ist es, die Transkriptions-Initiation zu
verstehen, in der Hoffnung, auch Promo-
ter-Spezifitit und Transkriptions-Regulation
zu untersuchen. Schritte in diese Richtung
sind die ersten Strukturbestimmungen von
Untereinheiten des Mediator-Komplexes,
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der eine zentrale Rolle in der Genregulation
spielt (Baumli, Hoeppner, Cramer, zwei Ar-
tikel im Druck).

mRNA-Export

In Eukaryoten stellt der Export der mRNA
vom Nukleoplasma in das Zytoplasma einen
weiteren Schritt in der Genexpression dar.
Die mRNA wird dabei durch die Kernporen
geschleust, die die Kernmembran durch-
spannen'’ 12131 Am mRNA-Export und an
der mRNA-Verpackung sind eine Vielzahl
von Proteinen beteiligt. In der Biickerhefe
Saccharomyces cerevisiae bindet der so ge-
nannte THO-Komplex bereits wihrend der
‘Iranskriptionselongation und nimmt die
naszente mRNA entgegen. Der THO-Kom-
plex st fiir einen effizienten mRNA-Export
notwendig, da er direkt an die mRNA-Ex-
portfaktoren Sub2 und Yral bindet, die fiir
den intranukledren Teil des Exports essen-
tiell sind['* 1511, Der Protein-Komplex aus
THO, Sub2 und Yral wurde TREX-Kom-
plex genannt, da er Transkription und
mRNA-Export miteinander verbindet!!°l,
Yral rekrutiert den mRNA-Exporter Mex67-
Mitr2, der wiederum mit den Untereinheiten
der Kernpore interagiert (A46. 2)1V7. Auf der
zytoplasmatischen Seite muss die mRNA
freigesetzt werden, damit sie als Matrize fiir
die Proteinsynthese an den Ribosomen zur
Verfiigung steht. Ein wichtiges Ziel zukiinf-
tiger Forschung wird es sein, die zeitliche
Abfolge und Regulation der verschiedenen
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Abb. 1: Biogenese der mRNA. Neuere Strukturinformation gibt mechanistische Einblicke in die
verschiedenen Phasen des Transkriptionszyklus. Details siehe Text.



524

Lokalisation

Interaktionen der am mRNA-Export betei-
ligten Proteine aufzukliren. Auch sind die
Prozesse, die zur Freisetzung der mRNA auf
der zytoplasmatischen Seite der Kernporen
fiihren, groBtenteils unverstanden.

mRNA-Lokalisation

Auf den RNA-Export kann eine Lokalisati-
on der mRNA folgen, die eine rdumlich kon-
trollierte Produktion von Proteinen wihrend
der 'Iranslation an spezifischen Orten im Zy-
toplasma ermdglicht (444, 2)I'81. Dies kann
zu einer asymmetrischen Verteilung von Pro-
teinen wihrend der Zellteilung, zur Gene-
rierung von Polaritit wihrend der Embryo-
nalentwicklung oder zur koordinierten Syn-
these von Untereinheiten eines Protein-
komplexes fithren. Die mRNA-Lokalisati-
on kann durch den gezielten Transport von
mRNAs in Form von Ribonukleoprotein-
partikeln (RNPs) unter Zuhilfenahme des
Zytoskeletts erreicht werden!!],

Der Prozess des mRNP-"Transports ist am
besten in §. cerevisiae verstanden. Signale in
lokalisierten Hefe-mRNAs werden vom
RNA-bindenden Protein SheZp bereits
innerhalb des Zellkerns iiber ein neuartiges
RNA-Bindungsmotiv erkannt/?2!l, Der aus
dem Zellkern exportierte RNP-Komplex
enthilt neben zu lokalisierenden mRNAs
und She2p noch weitere RNA-bindende
Proteine wie den 'Iranslationsrepressor
Puf6p!??l und bindet im Zytoplasma an ei-
nen Myosin-Proteinkomplex, mit dessen

Abb. 2: RNA als Koordinator der
Genexpression: mRNA-Synthese,
-Export und -Lokalisation in einer
eukaryotischen Zelle. Details siehe
Text.

Hilfe das RNP entlang von polarisierten Ak-
tin-Filamenten in die Zellknospe transpor-
tiert wird!?}l. Dort werden die transportier-
ten mRNAs verankert und lokal translatiert.
Eine spannende Frage fiir die Zukunft ist
die Zusammensetzung der transportierten
RNPs. Uberraschenderweise haben Analy-
sen von neuronalen RNPs, die lokalisierte
mRNAs enthalten, ergeben, dass diese Kom-
plexe mehrere hundert Mega-Dalton schwer
sein konnen und 'leile der Translationsma-
schinerie wie Ribosomen und Elongations-
faktoren enthalten!?¥l. Dies deutet darauf
hin, dass nicht nur die mRNAs selbst, son-
dern auch die fiir die lokale Proteinsynthe-
se notige Maschinerie transportiert wird. Es
muss nun untersucht werden, wie sich lo-
kalisierte RNPs anderer Zelltypen zu-
sammensetzen. Darauf aufbauend wird man
verstehen wollen, wie die RNP-Biogenese
abliuft, und wie RNP-Komplexe am Zielort
bei der 'Translationsaktivierung wieder zer-
legt werden.

Kleine regulatorische RNAs

Neben den Protein-kodierenden mRNAs
existiert eine Vielzahl nicht-kodierender
RNAs, die an so diversen Prozessen wie dem
SpleiBen von pri-mRNAs (snRNAs), der
Translation (rRNAs und tRNAs), der Pro-
tein-"Translokation ins Endoplasmatische
Retikulum (7SL-RNA) und an einer Viel-
zahl weiterer Prozesse beteiligt sind. Vor we-
nigen Jahren wurde eine neuartige Klasse
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nicht-kodierender RNAs identifiziert, die so
genannten kleinen regulatorischen RNAs,
die nur 21-25 Nukleotide (nt) lang sind. Die-
se kleinen RNAs bilden drei Familien, die
small interfering RNAs (siRNAs), die micro-
RNAs (miRNAs), und die repeat-associated
siRNAs (rasiRNAs). siRNAs vermitteln den
Prozess der RNA-Interferenz (RNAI), indem
sie mit vollstindig komplementirer Ziel-
RNA hybridisieren und deren Abbau steu-
ern!®l, miRNAs hybridisieren an partiell
komplementire Bereiche einer Ziel-mRNA
und inhibieren deren Translation!?% 271,
rasiRNAs erkennen komplementire Chro-
matinbereiche und rekrutieren Methyl-
transferasen, die wiederum die Ausbildung
von transkriptionell inaktivem Heterochro-
matin vermitteln?],

Kleine nicht-kodierende RNAs werden
aus langen doppelstringigen (ds) RNA-Mo-
lekiilen mit Hilfe des RNase-III-Enzyms
Dicer gebildet. Im Falle der rasiRNAs ent-
stehen solche langen dsRNAs aus sezse- und
antisense-'Transkription desselben genomi-
schen Lokus. rasiRNAs kénnen auch mit ih-
ren langen dsRNA-Vorldufern hybridisieren
und als "Transkriptions-Startpunket fiir RNA-
abhingige RNA-Polymerasen wirken, was
zu einer Amplifikation des Signals fiihrt.
Reife rasiRNAs werden in den so genann-
ten RITS-Komplex inkorporiert, der
die Ausbildung von Heterochromatin steu-
ert?8), miRNAs werden im Zellkern
durch Pol II als primdre miRNA-Transkrip-
te (pri-miRNAs) synthetisiert (Abb. 3).
Pri-miRNAs werden vom RNase-111-Enzym
Drosha noch im Zellkern zu miRNA-Vor-
liufermolekiilen (pri-miRNAs) prozessiert,
die eine Haarnadel-Struktur aufweisen. Pri-
miRNAs werden dann durch den Exportre-
zeptor Exportin-5 in das Zytoplasma ge-
bracht, von Dicer weiter prozessiert und in
miRNA-Protein-Komplexe (miRNPs) in-
korporiert, die Proteine der Argonaute-Fa-
milie beinhalten!?”). Die miRNA-Profile ver-
schiedener Organismen, Zelltypen und Ent-
wicklungsstadien sind nun bekannt und zei-
gen, dass miRNAs zentrale Regulatoren der
Embryonalentwicklung, der Zelldifferen-
zierung und der Zellspezifikation sind. So
spielen Sduger-miRNAs eine wichtige Rol-
le bei der Insulin-Sekretion aber auch bei der
Entstehung von verschiedenen Krebsar-
tenl?0],

Aufgrund der vielen Entwicklungen der
letzten zehn Jahre ist davon auszugehen,
dass die RNA-Forschung auch in den nich-
sten zehn Jahren spannende und unerwar-
tete Ergebnisse hervorbringen wird, die uns
dem Ziel, die hochkomplexe Kontrolle der
Genaketivitit zu verstehen, Schritt fiir Schritt
niher bringen werden.
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Abb. 3: RNA als Regulator der
Genexpression: Biogenese und
Funktion von miRNAs. Details
siehe Text. 7mG: 7-Methyl-
Guanin; AAAA: Poly-A-

Schwanz; p: 5’-Phosphat. m&
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