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Diskontinuierliche Gene und das Spleifien von RNA (Nobel-Vortrag) **

Phillip A. Sharp*

Einleitung

Ende der siebziger Jahre war die physikalische Struktur eines
Gens durch Arbeiten mit Bakterien bekannt. Die Sequenzen des
Gens, der RNA und des Protein werden colinear organisiert und
exprimiert. Molekulargenetiker vermuteten, daB Gene in euka-
ryotischen Organismen ein dhnliches Verhalten zeigen wie jene
in prokaryotischen Organismen, und man hielt somit die bakte-
rielle Genstruktur fir universell. Daraus folgte, daB bei gleicher
Genstruktur auch der Regulationsmechanismus dhnlich sein
miiBte. Was fur Bakterien galt, wiirde also auch fiir Elefanten
gelten.

Viele biochemische Aspekte des genetischen Materials und
seiner Expression in Zellen mit Kernen deuteten jedoch darauf-
hin, daB die einfache Molekularbiologie der bakteriellen Genex-
pression nicht universell sein konnte. Erstens sind die von den
Genen im Kern transkribierten RNAs von der Translationsma-
schinerie im Cytoplasma physikalisch getrennt. Daher konnte
das Kernkompartiment der Ort des selektiven RNA-Prozessie-
rens und -Transportes sein. Zweitens variiert der DNA-Gehalt
von eukaryotischen Keimzellen bei offenbar gleicher Anzahl
von Genen betréchtlich zwischen den Organismen. Einige Orga-
nismen scheinen zehnmal mehr DNA zu haben, als fiir die Co-
dierung aller Proteine nétig ist. Drittens vermutete man wegen
des zuvor beschriebenen Phinomens der heterogenen nucleiren
RNA (hnRNA), daB lange RNAs von den diversen Kernse-
quenzen transkibiert wiirden'™. Diese hnRNAs haben — vergli-
chen mit cytoplasmatischen mRNAs — eine kurze Halbwertszeit
und konnten daher Vorldufer der mRNAs sein. Des weiteren
schienen sowohl die lange hnRNA als auch die kiirzere mRNA
modifizierte 5- und 3-Termini zu haben, ndmlich eine
"mGppX-Kappe!*~#! bzw. Polyadenylreste!® 7). Die Bedeu-
tung dieser mRNAs wurde kontrovers diskutiert, da es nicht
gelang, eine Vorldufer-Produkt-Beziehung zwischen nucleérer
RNA-Population und cytoplasmatischer mRNA herzustellen.

Ob die Struktur von Genen in eukaryotischen Zellen der von
Genen von Bakterien dhnelt, interessierte damals gar nicht so
sehr. Man wollte den genauen biochemischen Weg zwischen
einem Gen im Kern und seiner mRNA im Cytoplasma heraus-
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finden. Es gab die Hypothese, daB dieser Vorgang mit der Initia-
tion der Transkription durch die RNA-Polymerase 11(B) be-
ginnt und bis zur vollstdndigen Transkription iiber den Termi-
nus des Gens hinaus verlauft. Die vom Gen transkribierte
Vorldufer-RNA wiirde moglicherweise prozessiert und die
mRNA selektiv in das Cytoplasma transportiert werden. Die
Regulation der Genexpression, d.h. die Grundlage fast aller
interessanten biologischen Abldufe, wie Krebsentstehung, die
zelluldre Antwort auf Infektion und Entwicklungsvorginge,
wiirde primir auf Verdnderungen der Geschwindigkeit oder der
Effizienz der unterschiedlichen Schritte dieses Weges beruhen.
Das Verstidndnis des Ablaufs der eukaryotischen Genexpression
versprach neue Einsichten in den Mechanismus der Regulation
und derjenigen biochemischen Ereignisse, die die verschiedenen
biologischen und biomedizinischen Phinomene kontrollieren.

Hintergrund

Das spite Stadium der Adenovirus-Infektion war das beste
System, um den Weg vom Gen im Kern tiber nucledre Vorldufer-
RNA und cytoplasmatische mRNA zum Protein zu untersuchen.
Wir hatten zuvor schon einige Kartierungen des viralen Ge-
noms mit Restriktionsendonuklease-Schnittstellen durchgefiihrt
(Abb. 1)I® und Fragmente des Genoms benutzt, um die
Positionen der cytoplasmatischen mRNAs, die withrend der frii-
hen und der spiten Stadien der Infektion gebildet werden, zu
kartieren'®). Wir hatten auch die Hiufigkeiten (in Kopien pro
Zelle) von nuclédren und cytoplasmatischen RNAs bestimmt!*9!
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Abb. 1. Kartierung durch Schnittstellen der Restriktionsendonucleasen £coRI
(oben) und HindIIl (Mitte). Den annihernd 35000 Basenpaaren der DNA des
Adenovirus 2 wurden 100 Kartierungseinheiten zugeordnet (unten). Die Position
der Schnittstellen wurde durch vertikale Linien markiert, und die Fragmente wur-
den nach ihrer Linge mit Buchstaben gekennzeichnet. Die viralen r- und 1-Stringe
werden nach rechts bzw. links transkribiert. Die Sequenzen des mR NA-Stiickes, die
das reichlich vorhandene Hexon(II)-Protein spezifizieren, werden durch den Balken
Giber der Grenze der £coRI-Fragmente A und B markiert.
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und vermuteten, da ausreichende Mengen von RNA aus bei-
den Kompartimenten gewonnen werden koénnten, um ihre
Strukturen direkt unter dem Elektronenmikroskop und durch
die damals neu entwickelte Methode der RNA-DNA-Hybridi-
sierung zu vergleichen. Diese frilhen Untersuchungen zeigten,
daB bestimmte virale RNA-Sequenzen auf den Kern beschrinkt
sind, was nahelegte, dal nur ganz bestimmte RNAs prozessiert
undjoder in das Cytoplasma transportiert werden!!!% SchlieB3-
lich wurde erkannt, daB lange nucledire RNA wihrend der spé-
ten Infektionsstadien vom Adenovirus-Genom transkribiert
wird!*2! und daB die stabilen cytoplasmatischen RNAs kiirzer
als die vorherrschenden nucledren RNAs sind. Somit wurde die
Produktion von RNAs wihrend der spiten Stadien der Adeno-
virus-Infektion zum Musterbeispiel flir das mit zelluldren Ge-
nen assoziierte Phinomen der heterogenen nucledren RNA.

Die Entdeckung des Spleifiens von RNA

Zum Vergleich der Struktur einer cytoplasmatischen mRNA
mit der einer nucledren Vorlaufer-RNA!" 3! benétigte man gerei-
nigte, spezifische, homogene mRNA. Die am hiufigsten vor-
kommende mRNA, die das Hexon-Protein des Adenovirus co-
diert, wurde durch Gelelektrophorese von anderen viralen
mRNAs getrennt und fiir elektronenmikroskopische Kartie-
rungsuntersuchungen verwendet!!*], Ray White fand als Fellow
in Stanford, daB RNA-DNA-Hybride in Lésungen mit hohen
Formamidkonzentrationen stabiler waren als DNA-DNA-Du-
plexe!'®!. Dieses physikalische Phinomen wurde von Davidson
et al.'%) charakterisiert und bildete die Grundlage fiir die R-
Schleifen-Methode, mit der ein Hybrid aus einem RNA- und
einem DNA-Strang gebildet wird, wobei der andere DNA-
Strang als leicht zu beobachtende Schleife verdringt wird. Die
Adenovirus-mRNA fiir das Hexon-Protein wurde durch die R-
Schleifen-Methode dem HindIII-A-Fragment des Adenovirus 2
zugeordnet (siche Abb. 1)!31,

Die elektronenmikroskopische Analyse der R-Schieifen zwi-
schen der Hexon-mRNA und dem HindlII-A-DNA-Fragment
zeigte die Anwesenheit von RNA-Schwinzen am 5- und am
3'-Ende des Hybrids (Abb. 2A, B und C). Der Einzelstrang-
RNA-Schwanz am 3-Ende des Hybrids war nicht Uberra-
schend, da die RNA bekanntermaBen nach der Transkription
polyadenyliert wird. Der Einzelstrang-RNA-Schwanz am 5'-

Ende des Hybrids war jedoch unerwartet, hitte dieser doch aus
den RNA-DNA-Hybriden durch Bildung von Duplex-DNA
verdringt werden k6nnen, ein Vorgang, der ,,branch migration®
genannt wird. Tatsdchlich waren schon frither ahnliche 5-RNA-
Schwinze in R-Schleifen-Kartierungen von Adenovirus-mRNA
gefunden worden und auf branch migration zuriickgefiihrt wor-
den!!”-18] Gegen die branch migration sprach jedoch die Tatsa-
che, daB die Langen der 5'-Schwiéinze mit etwa 170 Nucleotiden
relativ einheitlich waren. Um die Verdrdngung von RNA-Se-
quenzen durch konkurrierende DNA-Sequenzen za vermeiden,
benutzten wir einen denaturierten Einzelstrang des Hindlll-
Fragments (Abb. 2D, E und F), um ein RNA-DNA-Hybrid zu
bilden. Uberraschenderweise bildete der 5-RNA-Schwanz wie-
derum kein Hybrid mit den benachbarten Sequenzen der Virus-
DNA, so dafl angenommen wurde, dafl diese RNA-Sequenzen
von anderen DNA-Sequenzen abstammten.

Konnten jene DNA-Sequenzen, die zur 5'-Schwanzsequenz,
der Leader-RNA-Sequenz, transkribiert wurden, stromauf-
wirts von der Hexon-mRNA, vielleicht als Teil der langen nu-
cledren DNA, lokalisiert sein? Um diese Frage zu beantworten,
wurde ein Strang des EcoRI-A-DNA-Fragments mit der He-
xon-RNA hybridisiert. Dieses DNA-Fragment enthielt alle line-
aren viralen Sequenzen, die von der Polymerase vor der Begeg-
nung mit dem Rumpf der Hexon-mRNA hétten transkribiert
werden konnen. Uberraschenderweise hybridisierten die Leader-
RNA-Sequenzen mit drei kurzen DNA-Sequenzen und bildeten
drei unterschiedlich groBe Schleifen a, b und ¢ aus intervenieren-
der Einzelstrang-DNA (Abb. 2G und H). Die Lingen dieser
Schleifen zeigten die Positionen der Leadersequenzen L1, L2
und L 3 bei etwa 16.9, 19.8 bzw. 26.9 Kartierungseinheiten auf
dem Genom. Durch die Entfernungen zwischen den drei Schlei-
fen konnten die Lingen der beiden inneren Leader-Sequenzen
auf 80 und 110 Nucleotide geschitzt werden. Die Leader-Se-
quenz am 5'-Ende war sehr kurz, aber langer als 15 Nucleotide.

Wir schlugen den Mechanismus des RNA-Spleilens vor,
durch den die endgiiltige Hexon-mRNA gebildet wiirde!!3!,
Man wubte, dull der Kern von virusinfizierten Zellen lange
RNAs enthielt, die von den viralen Sequenzen zwischen dem
5'-Leader L1 — bei 17 Kartierungseinheiten — und dem Rumpf
der Hexon-mRNA - zwischen 51.7 und 61.3 Kartierungsein-
heiten — transkribiert wurden™? 2%\ Die lange nucleire RNA
enthielt wahrscheinlich Sequenzen fiir alle drei Leader-Sequen-
zen L1, L2 und L3 sowie fiir den Rumpf der mRNA. Man
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Abb. 2. Elektronenmikroskopische Aufnahmen und schematische Darstellungen
von Hybriden der Hexon-mRNA und Fragmenten der Adenovirus-2-DNA [13]. A,
B) Beispiele von R-Schleifen-Hybriden nach der Inkubation von Hexon-mRNA
und Duplex-HindlII-A-Fragment-DNA. C) Schematische Darstellung von A und
B. D, E) Zwei Beispicle von Hybriden aus Hexon-mRNA und dem einzelstriingigen
HindlI1-A-Fragment. F) Schematische Darstellung von E. Die einzelstringige
RNA am Ende der Hybridregion wird durch eine geschliingelte Linie dargestellt. In
A, B, D und E sind die Positionen der RNA-Schwiinze an den 5'- und 3'-Enden der
Hybride durch Pfeile markiert. () Beispiel eines [ybrids zwischen einzelstrangiger
EcoRI-A-DNA und Hexon-RNA. H) Schematische Darstellung von G. Die Hy-
bridregion ist durch die breite Linie hervorgehoben; die Schleifen a, b und ¢ (einzel-
stringige, nicht hybridisierte DNA) werden durch Hybridregionen verbunden, die
durch Hybridisierung von , stromaufwirts “-DNA-Sequenzen mit dem 5'-Schwanz
der Hexon-mRNA entstehen. Die MaBeinheit unter den Photos entspricht 0.1 pm,

vermutete, da} diese Sequenzen durch Excision der dazwischen-
liegenden Sequenzen und Ligation der flankierenden RNAs
,zZusammengeschweiBt'* wurden, ein Vorgang, der RNA-
SpleiBen genannt wurde (Abb.3). In der Tat kamen die
nucledren RNAs relativ hiaufig vor und waren einfach durch
Elektronenmikroskopie der RNA-DNA-Hybride zu beobach-
ten!?!1, Bei der Analyse der Struktur dieser RNA-DNA-Hybri-
de wurden auch die Zwischenprodukte identifiziert, bei denen
nur L1 und L2 oder L1, L2 und L 3 durch SpleiBen verbunden
worden waren.

Die Hypothese des RNA-Spleiflens klirte viele Widersprii-
che: Die lingeren nucledren RNAs und die kiirzeren cytoplas-
matischen mRNAs konnen gemeinsame 5'-Kappen-Termini,
"mGpppX- und 3'-Polyadenosinreste enthalten®?, da nur inne-
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Abb. 3. Der RNA-SpleiBmechanismus, der fiir die Synthese von mRNA des He-
xon-Proteins vorgeschlagen wird. Eine lange nucledre Vorldufer-RNA wird zwi-
schen 16.9 Kartierungseinheiten und der Polyadenin-Steile am Ende des Rumpfes
der Hexon-mRNA (schwarzes Rechteck) transkribiert. Die Region des Adenovirus-
2-Genoms, von dem die Vorldufer-RNA transkribiert wird, ist ganz oben in der
Abbildung gezeigt. Die vier RNA-Segmente in der reifen cytoplasmatischen mRNA
(unten) entstehen aus diesem Vorldufer durch Herausschneiden (Excision) von in-
tervenierenden Sequenzen und Ligation (gestrichelte Pfeile).

re Sequenzen aus dem nucledren Vorlidufer entfernt werden.
Spezifisch fiir den Adenovirus war der Befund, daB viele virale
mRNAs iiber eine gemeinsame 5'-terminale Sequenz zu verfi-
gen schienen!??!, Diese Sequenz, ein langes T 1-Oligonucleotid,
enthilt die Kappe und eine offenbar einzigartige Sequenz aus elf
Resten. Nur wenn viele der spiten viralen mRNAs durch
Spleien desselben Typs von Vorldufer-RNA entstiinden, kénn-
ten sie eine gemeinsame Sequenz an ihren 5-Termini enthalten.
Noch wichtiger war, daBl die Hypothese des RNA-Spleifiens
eine Erklarung fir die hnRNA-Phidnomene bei zelluldren Ge-
nen lieferte. Heterogene nucledre RNA, die von diversen zellula-
ren Genen transkribiert wird, kann durch RNA-Spleilen zu
kiirzeren cytoplasmatischen mRNAs umgeformt werden. Wahr-
scheinlich enthalten die meisten zelluldren Gene Sequenzen, die
durch RNA-SpleiBen entfernt werden, d. h. es handelt sich um
diskontinuierliche Gene.

Diskontinuierliche Gene: Intervenierende Sequenzen
oder Introns in zellulliren Genen

Kurz nach der Entdeckung des RNA-SpleiBlens und der dis-
kontinuierlichen Gene im Adenovirus konnte gezeigt werden,
daB auch viele zellulire Gene intervenierende Sequenzen
( = Introns) enthalten. So haben die Globin-Gene zwei interve-
nierende Sequenzen?# 251 das Ovalbumin-Gen ist in acht Se-
quenzen unterteilt’?®], und die Immunglobulin-Gene enthalten
sowohl kurze als auch lange Introns!?’!. Im Durchschnitt verfii-
gen zellulire Gene iiber etwa acht Introns, und das primire
Transkript ist typischerweise viermal langer als die reife mRNA.
Wenig spiter erkannte man, dal} es eine limitierte Anzahl von
konservierten Sequenzen an jeder Introngrenze gibt!28), Inter-
essanterweise sind diese Consensus-Sequenzen bei Wirbeltier-,
Pflanzen- und Hefezellen gleich!®®), was zu der Vermutung An-
a3 gab, daB das Spleilen ein allgemein giiltiger evolutiondrer
Vorgang ist. Die Introns der Hefen sind im allgemeinen kiirzer
und haben hochkonservierte Sequenzen an ihren Grenzen,
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Der phylogenetische Vergleich von Sequenzen homologer Ge-
ne aus einer Vielzahl von Organismen zeigte, dal3 Intron-Se-
quenzen schneller verdndert wurden als Exon-Sequenzen und
daher wohl in der Regel nicht funktionell waren, zumindest in
dem Sinn, daB sie keine langen spezifischen Sequenzen enthiel-
ten. Dariiber hinaus veridnderte sich die Linge von Introns in
homologen Genen innerhalb evolutiondrer Reihen signifikant,
was auf einen geringen Selektionsdruck hindeutet. SchlieBlich
wurde auch klar, daf spezifische Introns wihrend der Evolution
verloren gegangen sein konnten. Der fiir die Deletion von In-
trons verantwortliche Mechanismus 4hnelt wahrscheinlich der
Gen-Konversion mit einer cDNA-Kopie der mRNA oder einer
partiell gespleiBten intermedidren RNA. Dieser Vorgang konnte
fiir die Entfernung von Introns aus Hefe-Genen bewiesen wer-
denP“ und wirft die Frage auf, warum Introns im Lauf der
Evolution erhalten blieben.

Mutationen in zelluliiren Genen

Viele Krankheiten des Menschen werden von Mutationen
verursacht, die das korrekte RNA-Spleiflen beeintréichtigen.
Annidhernd ein Viertel aller Thalassdmie verursachenden Muta-
tionen in den menschlichen Globin-Genen sind Mutationen in
Sequenzen, die das SpleiBen von RNA steuern. Die Konservie-
rung von Information fiir akkurates Spleifen ist somit ein Selek-
tionsdruck fiir genetische Systeme. Interessanterweise ist bei
Globin-Genen die Zahl der Mutationen, die verdndertes
SpleiBen verursachen, begrenzt®!). Alle charakterisierten Mu-
tationen dndern entweder die konservierte Sequenz der 5'- oder
3'-SpleiBstelle an den Rindern des Introns oder sind Verédnde-
rungen innerhalb des Introns, die neue Consensus-SpleiBstellen
hervorbringen (Abb. 4). Das erstere ist einfach: Die Mutation
der hochkonservierten GU- oder AG-Sequenzen an den Rén-
dern des Introns inaktiviert das Spleilen an dieser Stelle, und
dies fithrt hdufig zur Aktivierung von nahegelegenen kryp-
tischen Spleilstellen. Das zweite ist komplizierter: In diesem
Fall aktiviert eine Mutation von CT nach GT innerhalb des
Introns diese Stelle als 5’-SpleiBistelle, und in der Folge wird eine
stromaufwirts gelegene AG-Sequenz als 3'-SpleiBstelle akti-
viert. Dieses fithrt zur Bildung eines neuen, kurzen Exons aus
der vormaligen Intron-Sequenz (Abb. 4). Daher kénnen Muta-

A CC
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CAGIGTTGGT
5
Kryptische }
§'-8pleifistelien GT
CAG l
neues Exon

Abb. 4. B-Globin-Mutationen. -Globin-Gene von Patienten mit Thalassimie ha-
ben Mutationen, die das RNA-SpleiBen beeinflussen [31]. Die Pfeile markieren die
vertauschten Einzelbasen in den zwei Intron-Strukturen des §-Globin-Gens. Drei
dieser Muytationen verindern konservierte Sequenzen der 3'-SpleiBstelle (links), und
ein Teil der mRNA dieser Mutanten wird an kryptischen 5'-SpleiBstellen prozessiert.
Die vierte Mutation liegt innerhalb der Sequenz des zweiten Introns (rechts) und
verursacht eine 5'-Spleifistelle an dieser Position. Dies fithrt zur Bildung eines neuen
Exons mit den bezeichneten Sequenzen. Exon-Sequenzen sind als Rechtecke und
Intron-Sequenzen als Linien dargestellt.
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tionen sowohl die Position von Spleifistellen als auch die Zahl
der Exons verdndern und so neue Proteine hervorbringen.

Fehler beim Spleiflen von RNA komplexer Gene sind wahr-
scheinlich nicht ungewéhnlich. Gelegentlich kénnen Exons
iibergangen werden, und in einigen Féllen kann zirkulire RNA
gebildet werden!®% 231, Da vielen dieser RNAs noch keine spezi-
fischen Funktionen zugeordnet worden sind, koénnte ihre Bil-
dung ein Grundrauschen des Systems sein. Interessanterweise
wurde vor kurzem vorgeschlagen, daB in Zellen ein mRNA-
Uberwachungssystem RNAs beim Eintritt ins Cytoplasma zer-
stort, wenn sie einen offenen Leserahmen enthalten, der durch
ein Translationsterminationssignal unterbrochen wird®#!, Die-
ses System wiirde wahrscheinlich die meisten RNAs mit SpleiB-
fehlern beim Transport ins Cytoplasma abbauen.

Warum gibt es diskontinuierliche Gene und
RNA-Spleifien?

Es ist schwer zu erkldren, warum Introns innerhalb der Gene
der meisten, wenn nicht aller Eukaryoten wihrend der Evolu-
tion erhalten blieben. Die Intron-Exon-Struktur der Gene war
bei der Entwicklung neuer Gene im Lauf der Evolution sicher-
lich sehr wichtig. So ist das Gen fiir Fibronectin des Menschen
aus drei Exon-Typen aufgebaut, wovon jeder einen spezifischen
Typ von Proteinfaltungsdomine codiert (Abb. 5)1*31. Die glei-

Fibronectin-Protein:

HQNW { COOH
Fibronectin-Gen:
s-HHHHEHHE -3
Protein-Subdoméne
Typ | & - wird auch in Plasminogen-Aktivatoren im Gewebe gefunden

Typ U . - wird auch in Blutgerinungs-Proteinen gefunden

Typ I - wird auch in-Zelloberfiichen-Rezeptoren und anderen

Proteinen der extrazelluléren Matrix gefunden

Abb. 5. Fibronectin-Gen durch Exen-Duplikation. Fibronectin, ein groBes Protein
der extrazelluliren Matrix, besteht hauptsichlich aus den drei Proteinsubdoménen
I, II und III, die als schriige rote Ellipsoide, vertikale blaue Ellipsoide bzw. gelbe
Kreise gezeigt werden. Jede dieser Doménen wird durch ein definiertes Exon-
Muster aus ein oder zwei Exons codiert (vertikale Rechtecke). Diese Exon-Einhei-
ten sind im Fibronectin-Gen und auch in anderen Genen, die diese Domiinen ent-
halten, dupliziert. In zwei Féllen, gekennzeichnet durch die griinen Rechtecke, wur-
den die Introns, die die typischen Doppel-Exon-Strukturen der Subdoméne I1I
trennen, entfernt. Diese Muster geben AnlaB zu der Vermutung, daB Teile dieser
Gene von Abkdmmlingen einer gemeinsamen Vorldufer-Exon-Konfiguration gebil-
det wurden [36].

chen drei Proteinfaltungsdoménen und die korrespondierenden
Exon-Strukturen werden auch in anderen Genen gefunden, von
denen einige Zelloberflichen-Rezéptoren und Blutgerinnungs-
Proteine codieren. So entstand das Fibronectin-Gen durch Tan-
dem- und verstreute Duplikation von Exon-Einheiten iiber Brii-
che und Verkniipfungen innerhalb der Intron-Sequenzen. Da
diese Exon-Einheiten durch pridzises RNA-Spleillen verbunden
werden und funktionelle Proteindoménen codieren, ist das re-
sultierende Protein stabil und hat mehrere Funktionen. Ver-
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dopplung und Nutzung einer Exon-Einheit ist ein allgemeiner
Mechanismus zur Bildung neuer Gene, durch die viele Zellober-
flichen-Rezeptoren und andere Proteintypen bei Wirbeltieren
codiert werden. Daher ist die Existenz von Exon-Einheiten, die
funktionellen Proteindoménen entsprechen, entscheidend fiir
die Evolution von komplexen Organismen gewesen.

Die Fihigkeit, auf der Stufe des RNA-Spleifiens durch Wahl
verschiedener Exon-Kombinationen Proteine mit verschiedenen
Funktionen zu erzeugen, ist fiir die Entwicklung vieler Wirbel-
tiere unabdingbar. Etwa eines von zwanzig Genen wird in ver-
schiedenen Zelltypen oder Entwicklungsstadien auf alternativen
Wegen des Spleiflens exprimiert. So werden nucleédre Vorldufer-
RNAs des Fibronectin-Gens zu verschiedenen mRNAs ge-
spleiBt, die zwanzig Proteine codieren. Diese Proteine haben
infolge ihrer Strukturunterschiede auch leicht unterschiedliche
Funktionen. Auch tauchen einige Exons in mRNAs aus Leber-
zellen nicht auf, die in mRNAs anderer Zelltypen auftreten
(Abb. 6). Das von der Leber sekretierte Fibronectin zirkuliert

RS- >

Bindung an
ElNB EllA v Lymphocyten-

Rezeptoren
oveser (IHEHHAT  ONERL
[ e

Leber —iF MiHi=iRIM Yi- siim I~
I B 4
L

Abb. 6. Alternatives SpleiBen von Fibronectin-codierender RNA. Die Exons, die
als EIIIB und EIIIA bezeichnet sind, werden zur reifen RNA gespleiBt, die in vielen
Zelltypen einschlieBlich Fibroblasten, synthetisiert wird. Die mRNA aus Leberzel-
len enthilt diese zwei Exons jedoch nicht, sondern sie werden bei der Synthese der
mRNA ausgelassen. Des weiteren sind fiinf Variationen des SpleiBmusters der V-
Region gezeigt. Alle diese SpleiBvariationen werden in den meisten Zelltypen gefun-
den. Die Fibronectin-Proteine, die von der ersten und dritten mRNA codiert wer-
den, binden unterschiedlich an Rezeptoren von Lymphocyten. Insgesamt werden
mindestens zwanzig verschiedene Proteine von einem einzigen Fibronectin-Gen syn-
thetisiert.

frither im Blutkreislauf als andere Fibronectin-Typen, weil es
weniger Proteindominen enthilt, die durch Zelloberflichen-
Rezeptoren erkannt werden®¢!. Das von anderen Zellen sekre-
tierte Fibronectin wird typischerweise in der intrazelluliren Ma-
trix fester Gewebe gefunden. Ahnlich unterschiedliche Zellad-
hision findet man auch nach alternativem Spleilen in einem
anderen Teil der Fibronectin-mRNA. Durch alternatives
SpleiBen kann also derselbe Satz von Gensequenzen fiir unter-
schiedliche Funktionen genutzt werden.

Alternatives Spleien von Vorldufer-mRNA in verschiedenen
Zelltypen muB auch Unterschiede bei den Faktoren, dic den
SpleiBvorgang regulieren, widerspiegeln. Diese Faktoren konn-
ten nur in wenigen Fillen, vor allem durch die Analyse von
Mutanten mit einem Defekt in der Regulation, identifiziert wer-
den. Die Entwicklung des Geschlechts-Dimorphismus bei der
Fruchtfliege Drosophila wird auf der Ebene des alternativen
RNA-SpleiBens durch die Expression einer Gen-Kaskade regu-
liert. Schon in einem frithen Stadium wird das weibliche oder
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minnliche SpleiBmuster durch ein Ablesen des Verhiltnisses
von Geschlechtschromosomen zu autosomalen Chromosomen
festgelegt. Danach wird der Entwicklungsvorgang von einem
autoregulatorischen ProzeB3 kontrolliert, der die weiblichen oder
ménnlichen SpleiBmuster in vielen, wenn nicht gar allen Zellen
aufrechterhilt!3”), Interessanterweise gehoren die meisten der
Proteine, die durch diese geschlechtsregulierenden Gene codiert
werden, zu einer Familie von Proteinen, die eine oder mehrere
RNA-Erkennungssubdoméinen und die auffillige, sich wieder-
holende Aminosiuresequenz Arg-Ser gemeinsam haben!*®],
Wabhrscheinlich wechselwirken diese Proteine {iber die Arg-Ser-
Reste direkt mit anderen Proteinen, was fiir die Bildung des
SpleiBapparats wichtig ist.

Gab es diskontinuierliche Gene in Progenoten?

Die diskontinuierliche Genstruktur mul3 sehr alt sein und
schon vor der Divergenz der Organismen, aus der Pflanzen,
Hefe und Menschen hervorgingen, bestanden haben!?°!. Erstens
existiert im Kern aller Eukaryoten — wie im folgenden beschrie-
ben wird — ein komplexer SpleiBapparat, an dem mehr als 50—
100 Proteine und fiinf kleine RNAs beteiligt sind. Dieser
SpleiBapparat ist hochkonserviert und kann nicht spontan in
den verschiedenen Zellinien entstanden sein. Zweitens sind In-
trons in Positionen innerhalb homologer Gene von Pflanzen-
und Tierzellinien konserviert. Dies beweist, daB diskontinuierli-
che Gene und RNA-SpleiBlen in gemeinsamen Vorldufer-Orga-
nismen, den Progenoten, schon vor einer Milliarde Jahren vor-
handen waren. Manche Wissenschaftler postulieren, dall Gene
sich urspriinglich als Exons herausbildeten und daB die Proge-
noten, aus denen sich die heutige prokaryotischen und euka-
ryotischen Organismen entwickelten, eine diskontinuierliche
Genstruktur besaBen®®~*4, Man stellt sich vor, daB diese ur-
springlichen Exon-Sequenzen stabile Proteinfaltungsdoménen
codieren. Durch den Zusammenbau mehrerer Exon-Sequenzen
durch RNA-Spleillen entsteht dann ein Protein mit stabilen Fal-
tungsdominen, das mit hoher Wahrscheinlichkeit entweder
strukturell oder katalytisch wirksam wére. Wenn Gene tatsich-
lich so entstanden sind, dann diirfte die Position der Introns in
bezug auf die Sekundirstruktur der Proteine nicht zuféllig sein.
Beweise fiir diese Hypothese wurden in der Exon-Intron-Struk-
tur von entwicklungsgeschichtlich alten Proteinen gesucht, die
fiir den Energiehaushalt wichtig sind. Beispielsweise ist die
Struktur und die Funktion des Enzyms Pyruvat-Kinase in Bak-
terien, Hefen und Hithnern konserviert (Abb. 7)1*3!. Das Gen in
Bakterien und Hefen ist nicht durch Introns unterbrochen, ent-
hélt aber in Hithnern zehn Introns, davon neun innerhalb der
Codierungssequenz. Die Positionen dieser neun Introns sind —
wenn man die Proteinstruktur betrachtet — nicht zuféllig. Er-
stens befinden sich die ersten drei Introns im N-terminalen Teil
des Proteins zwischen sich wiederholenden Strukturmotiven
eines a-Helix-f-Faltblatts. Zweitens hat die Pyruvat-Kinase am
Mononucleotid-Bindungsort eine gemeinsame Intron-Position
mit einem anderen alten metabolischen Enzym, der Alkohol-
Dehydrogenase. In der Pyruvat-Kinase besetzt das achte Intron
eine Position, die der eines Introns in der Dehydrogenase éihn-
lich ist. Da die Bildung dieser zwei Enzyme aus einer gemeinsa-
men Proteinsubdomine in die Zeit vor der entwicklungs-
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Abb. 7. Die Struktur der Pyruvat-Kinase und die Position der Introns [44] (mit freundlicher Genehmigung, Copyright ¢; 1993, Cell Press,
Cambridge, MA, USA). Links wird die Pyruvat-Kinase schematisch als ein Protein mit Sekundir- und Tertidrstruktur gezeigt. Rechts ist die
an den Intron-Positionen aufgeweitele Tertidirstruktur dargestellt. Die ersten drei Introns liegen zwischen repetitiven a-Helix- (Zylinder) und
f-Faltblatt-Strukturen (Pfeile). Das Intron 8 liegt in annéhernd dquivalenten Positionen in der Mononucleotidbindungsfurche der Pyruvat-Ki-

nasc und der Alkohol-Dehydrogenase aus Mais.

geschichtlichen Divergenz von prokaryotischen und eukaryoti-
schen Organismen zuriickreicht, iassen diesc Ergebnisse vermu-
ten, daB die Vorldufer-Organismen von prokaryotischen und
eukaryotischen Organismen eine diskontinuierliche Gen-Struk-
tur gehabt haben, die eher fiir eine heutige eukaryotische Zelle
typisch ist (siche Lit. [44] fiir eine weiterfiihrende Diskussion).

Ist das Gen ein Exon?

Zuerst wurde das Gen als Vererbungscinheit auf einem Chro-
mosom genetisch definiert. Die chemische Definition eines Gens
wurde jedoch schwieriger, als die Komplexitit der genetischen
Information und ihrer Modifikationen entdeckt wurden. Die
Existenz des alternativen Exon-SpleiBens, durch den die Infor-
mation einer Exon-Einheit wahlweise nur in bestimmten Zellen
exprimiert werden kann, wiirde bedeuten, daf3 ein Exon einem
Gen und damit dem Minimum an Information entspricht, das
als diskrete Einheit exprimiert wird. Dieses Konzept wird beim
trans-Spleifivorgang besonders relevant!*®). In diesem Fall wer-
den Exons, die von verschiedenen Chromosomorten und in vie-
len Fillen sogar von verschiedenen Chromosomen transkribiert
worden sind, durch RNA-SpleiBen verbunden. Das trans-
Spleifen von Exons und Introns wurde bei parasitisch lebenden
Trypanosomen*®! und dem Plattwurm C. elegans™®”! gefunden
und auch fiir einige menschliche Gene diskutiert!*®), Im Fall des
trans-SpleiBens konnen sowohl die Vererbungseinheit als auch
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der Ort auf einem Chromosom einem einzigen Exon entspre-
chen.

Es ist jedoch unwahrscheinlich, daf3 die derzeitige Arbeitsde-
finition eines Gens als die lineare Aneinanderreihung von Ex-
ons, die durch RNA-Spleifien verbunden werden, in naher Zu-
kunft radikal verdndert wird. Das ist insofern sinnvoll, als daB
die Existenz multipler Vorginge, die zusammen RNA-Editing
genannt wird, die biochemische Definition eines Gens weiter
kompliziert!*?!. Da die friiheste Einheit der genetischen Infor-
mation moglicherweise als Exon evolvierte, konnte sich das all-
gemeine Konzept von Exons als Geneinheiten gegeniiber ande-
ren Yorschligen durchsetzen.

Das Spleifien von nucleéiren Vorliufer-RNAs
zu mRNAs

Die Entwicklung einer Reaktion, in der 18sliche Zellkompo-
nenten die Vorlaufer-RNAs (pra-mRNAs) zu mRNAs umset-
zen, war entscheidend fiir unser Verstdndnis des SpleiBvor-
gangs!3%. Mit hochradioaktiven pri-mRNA-Substraten wurde
so eine biochemische Analyse des Spleiens méglich!®!: 521, Es
iberrascht nicht, daf kinetische RNA-Zwischenprodukte der
SpleiBreaktion bald identifiziert wurden!®? 341, Sie haben eine
Lasso-Struktur, in der das 5'-Nucleotid des Introns durch eine
2,5'-Phosphodiesterbindung an ein Adenosinrest innerhalb des
Introns gekniipft ist®5l, Da die Adenosineinheit durch 3',5'-
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und 2',5'-Phosphodiesterbriickenkovalent gebunden ist, liegt
hier eine RNA-Verzweigung vor. Die Existenz solcher Verzwei-
gungen wurde durch Nuclease-Verdauungsuntersuchungen der
gesamten nucleiren RNA aus menschlichen Zellen gezeigt!®®).
Die Bildung der Verzweigung geht mit der Spaltung an der 5'-
SpleiBstelle einher. Die entstandene Lasso-RNA wandert typi-
scherweise bei der Elektrophorese durch ein engporiges Polyac-
rylamidgel langsamer als die pri-mRNA.

Das Spleilen der pri-mRNA erfolgt in zwei Schritten
(Abb. 8, links). Wie schon erwdhnt, wird im ersten Schritt an
der 5'-Spleifstelle gespalten und gleichzeitig die Verzweigung
gebildet. Zu diesem Zeitpunkt hat die 5'-Exon-RNA eine 3-Hy-
droxygruppe, und die intermedidre Lasso-RNA enthilt das In-
tron und das 3'-Exon. Im zweiten Schritt wird die RNA an der
3'-SpleiBstelle gespalten und gleichzeitig die beiden Exons ver-
bunden. Das Intron wird als Lasso-RNA freigesetzt und ist in
vitro recht stabil. In vivo werden Intron-RNAs hingegen fast
immer schnell abgebaut.

Die Tatsache, daB die beiden Bruchstiicke nach dem ersten
Schritt sehr effizient zu den Endprodukten umgewandelt wur-
den, weist darauf hin, daB diese RNAs in einem Komplex ge-
bunden bleiben. Dieser Komplex wurde aufgrund seines Sedi-
mentationskoeffizienten von 60 s in einem Glycerolgradienten
identifiziert und SpleiBosom oder SpleiBkorper genannt!®”- 381,
In fritheren Arbeiten hatte man schon die Bedeutung von klei-
nen nucledren Ribonucleotid-Protein(snRNP)-Partikeln fiir
den Spleiivorgang diskutiert; das SpleiBosom enthilt die klei-
nen nucledren RNAs (snRNAs) U2, U4, US und U6 sowie
unter bestimmten Umstinden auch U1%%, Ahnlich wie ein
Ribosom besteht das SpleiBosom also aus einer Substrat-RNA
und einer Anzahl von stabilen zelluliren RNA-Protein-Kompo-
nenten.

Gruppe I, Gruppe 11 und das Spleiosom

Ein Vergleich der zwei SpleiBosom-Spleiflschritte mit den
RNA-katalysierten Selbst-SpleiBreaktionen der Introns der
Gruppen1 und II zeigt einige frappierende Ahnlichkeiten
(Abb. 8). In allen drei Fillen ist der erste Schritt eine Spaltung
an der 5-Spleilstelle. Bei Introns der Gruppe I wird fiir die
Spaltung ein Guanosin-Cofaktor benétigt, der eine Bindungs-
stelle in den katalytischen Intron-Sequenzen spezifisch be-
setzt!99, Die 3'-Hydroxygruppe dieses Guanosins wird aktiviert
und verdringt in einer Umesterung die 3’-Hydroxygruppe des
5-Exons. Die selbst-spleiienden Introns der Gruppe II spalten
an der 5'-SpleiBstelle durch Aktivierung der 2’-OH-Gruppe an
der Verzweigungsstelle, wodurch eine Lasso-RNA ent-
steht(®*-521 die der von SpleiBosomen gebildeten recht dhnlich
ist. Im zweiten Schritt aller drei Vorginge werden durch eine
Reaktion an der 3'-SpleiBistelle die Exons verbunden und die
Introns verdringt. Der einfachste Mechanismus fiir den zweiten
Schritt des SpleiBens von Introns der Gruppen I und II ist eine
einfache Umesterung. Dies konnte fiir die Reaktionen von In-
trons der Gruppe I gezeigt werden.

Wegen der Ahnlichkeiten zwischen dem spleiBosomalen Vor-
gang und dem Selbst-Spleilen der Introns ist anzunehmen, dal
diese Prozesse entwicklungsgeschichtlich verwandt sind. Dies
gilt insbesondere fiir Reaktionen der Introns der Gruppe II und
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Abb. 8. Vergleich der Mechanismen des nuclefren pra-mRNA-SpleiBens und des
Selbst-SpleiBens. Die erste Spalte zeigt den mRNA-Vorliufer-SpleiBmechanismus.
Die schraffierten Kreise stellen einen Multikomponentenkomplex, das SpleiBosom,
dar, der die SpleiBreaktion katalysiert. Die zweite Spalte zeigt den SpleiBmechanis-
mus der selbst-spleiBenden Introns der Gruppe 1. Dieser Vorgang wird von einer
Guanosin-Bindungsstelle (dunkle Halbkreise) innerhalb des Introns katalysiert und
nutzt einen Guanosin{G)-Cofaktor im ersten Schritt. Die dritte Spalte zeigt den
SpleiBmechanismus der selbst-spleienden Introns der Gruppe II. Dieser Prozel
wird ebenfails von RNA-Strukturen (dunkle Halbkreise) innerhalb des Introns
katalysiert, nutzt aber anstatt eines Cofaktors einen Adenosinrest (A) im Intron, um
eine Lasso-RNA zu bilden. Jeder der drei Mechanismen beinbaltet zwei Schritte: die
Reaktion an der 5'-Spleiistelle und die anschlieBende Reaktion an der 3'-SpleiB-
stelle.

der SpleiBosomen. Die snRNAs im SpleiBosom kann man sich
als ein zerstiickeltes Intron der Gruppe II vorstellen, wobei diese
RNAs die katalytischen Stellen fiir beide Reaktionen sind. Die
Proteine in den SpleiBosomen kénnten fiir die Erkennung der
Vorldufer-RNA nétig sein, indem sie die snRNAs zu katalyti-
schen Strukturen organisieren und die Komponenten umord-
nen, so daB die Reaktionskette leicht beendet werden kann.
Friih in der Evolution waren vielleicht alle Introns selbst-
spleiBend. Dann koénnten sich im Laufe der Zeit trans-reagie-
rende Komponenten entwickelt haben, die Introns durch Se-
quenzerkennung an den Spleifstellen spleien, wodurch die
cis-Sequenzen innerhalb jedes Introns verkiimmerten(®®). Trans-
reagierende Segmente von Introns der Gruppell, die das
SpleiBen von Introns mit partiell katalytischer Struktur ergiin-
zen, sind nachgewiesen worden!®3],

Einige Jahre nach der Entdeckung des Lasso-Zwischenpro-
duktes beim cis-SpleiBen konnte auch beim trans-Spleifien ein
verzweigtes Zwischenprodukt nachgewiesen werden. Die Che-
mie des trans-Spleifiens ist demnach der des cis-Spleiens sehr
dhnlich!®#). Es ist daher sehr wahrscheinlich, daB die cis- und
trans-SpleiBvorginge Variationen eines grundlegenden Mecha-
nismus sind. Trypanosom-Parasiten, die mRNA ausschlieBlich
durch trans-Spleillen einer kurzen Leader-RNA synthetisieren,
exprimieren offenbar weder U 1- noch U 5-snRNA, aber dafiir
U2-, Ud- und U6-snRNAs!65L

DaB die Sequenzkomplementaritit zwischen dem 5'-Ende der
U1-snRNA und den Consensus-Sequenzen an der 5'-Spleil3-
stelle eine entscheidende Rolle fiir das Spleiflen spielt!®® 67,
konnte durch eine Reihe von Experimenten, einschlieBlich der
Inhibierung des SpleiBens in vitro durch Zugabe von Antiseren,
die fiir U1-snRNP spezifisch sind, bestitigt werden!®8l. Nach
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zwischen U 1- U 2-, U 5- sowie U 6-snRNAs und pri-mRNA. In (a) und (b) sind die pra-mRNA-Consen-
sus-Sequenzen und die snRNA-Sequenzen aus S. cerevisiage wiedergegeben; die mit GroBbuchstaben
bezeichneten Nukleotide sind hochkonserviert zwischen S. cerevisiae und den bekannten Sequenzen
anderer Organismen (auBler Trypanosomen. die keine GUAGUA-Sequenz in der U 2-snRNA haben). Die
mit verschiedenen Farben unterlegten Bereiche zeigen Sequenzen in den U2- und Ué-snRNAs, die
withrend des SpleiBosomcyclus ihre Basenpaar-Partner wechseln. Interne, in (a) und (b) identische

snRNA-Sekundirstrukturen sind als stilisierte Linien und Schleifen gezeigt. Sternchen bezeichnen die
—_— snRNA-Positionen. an denen Mutationen den zweiten SpleiBschritt spezifisch blockieren.

der Entdeckung der Lasso-RNA wurde eine Consensus-Se-
quenz in der Region neben der Verzweigungsstelle gefunden.
Diese Consensus-Sequenz ist zu einer konservierten inneren Se-
quenz in der U 2-snRNA komplementér, und durch Mutations-
analysen konnte gezeigt werden, daBl diese Wechselwirkung
auch fiir das SpleiBen wichtig ist!®®). Schon friih in der SpleiB-
reaktion erkennen U 1- und U 2-snRNAs Consensus-Sequenzen
an der 5-8plei- und an der Verzweigungsstelle (Abb. 9a). Zu
diesem Zeitpunkt sind U4- und U 6-snRNAs durch eine ausge-
dehnte komplementire Region aneinander gebunden!”®. Die
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snRNA U6 unterscheidet sich dadurch von den anderen
snRNAs, daB sie nicht durch core-Peptide, die von Sm-Lupus-
Antiseren erkannt werden, gebunden wird; auflerdem wird sie
von einer anderen Polymerase transkribiert und ist am 5'-Termi-
nus anders modifiziert. Die U 6-snRNA ist zudem das am hoch-
sten konservierte Mitglied der snRNA-Familie und kénnte eine
besondere katalytische Rolle spielen. Das U4/U 6-snRNP bin-
det das U 5-snRNP und der entstandene spezifische tri-snRINP-
Komplex bildet mit anderen Komponenten wahrscheinlich das
SpleiBosom 74,
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Nach der Bildung des SpleiBosoms erfolgen wichtige Umor-
ganisationen der suRNAs (Abb. 9b). Genetische und biochemi-
sche Untersuchungen zeigen, daf die U 6- mit der U2-snRNA
durch eine ausgedehnte komplemerntire Region im SpleiBosom
gepaart sind!’* 73, Zur Paarung der U2- und U 6-Strukturen
muB die U4-snRNA von der U 6-snRNA abdissoziieren. Tat-
sdchlich kann die U4-snRNP nach dieser Umwandlung vom
aktiven Spleiflosom abgegeben werden. Die komplementiiren
Sequenzen zwischen der U 1-snRNA und der 5'-Spleifistelle dis-
soziieren wahrscheinlich auch vor dem ersten SpleiBschritt und
die 5'-SpleiBstelle paart sich mit einer anderen Region der U 6-
snRNA# 751 Man glaubt, daB die U 5-snRNA wichtig fiir die
Erkennung der Exon-Sequenzen ist, die den SpleiBstellen direkt
benachbart liegen. Mutationen in diesen benachbarten Sequen-
zen haben starke Auswirkungen auf die SpleiBeffizienz, und
diese Effekte kénnen durch komplementdre Verdnderungen in
den U 5-snRNAs verringert werden!"®!, Es ist moglich, dafl es zu
weiteren Umorganisationen in den von den snRNAs gebildeten
Sekundarstrukturen zwischen dem ersten und dem zweiten
Spleifischritt kommt. Einige Mutationen in U2 und U6 (Posi-
tionen mit * gekennzeichnet), inaktivieren nur den zweiten
Schritt!? 731, Betrachtet man das Netzwerk der komplement-
ren Sequenzen zwischen snRNAs und der pri-mRNA im
Spleiflosom genauer, findet sich eine Verdichtung von snRNA-
Strukturen — moglicherweise eine Tertidrstruktur — nahe der
Verzeigungstelle und den Sequenzen der 5'-SpleiBstellen. Diese
Anordnung von snRNAs konnte das katalytische Zentrum fiir
den ersten Schritt sein. Weitere Umorganisationen fithren mog-
licherweise zu einer weiteren katalytischen Stelle fiir den zweiten
Schritt.

Die Bildung des Spleifiosoms

Finige stabile Komplexe, die snRNAs und pra-mRNA ent-
halten, wnrden teilweise charakierisiert und ein SpleiBosemcy-
clus entworfen (Abb. 10)!77!. Der Komplex CC bildet sich an der
pri-mRNA durch Erkennung der Sequenz der 5'-Spleilistelle
durch U1-snRNP und der Sequenzen der Verzweigungs- und
der 3-SpleiBstelle!”® 301 Fiir Sdugetiersysteme ist eine Pyri-
midinsequenz nahe der 3'-SpleiB- und der Verzweigungstelle be-
sonders wichtig. Die darauffolgende Bindung von U2-snRNP
an die pri-RNA fithrt zur Bildung des sehr stabilen Komple-
xes A und hingt entscheidend vom Protein U2AF ab!®!l, das
die Polypyrimidinsequenz durch prototypische RNA-bindende
Dominen erkennt und Wechselwirkungen mit den anderen
Komponenten des Spleiens durch Arg-Ser-Wiederholungsse-
quenz vermittelt. Interessanterweise enthélt das — auch fir die
stabile U2-snRNP-Bindung ndtige — U1-snRNP ein gebunde-
nes Protein mit einer Arg-Ser-Wiederholungssequenz, das U1-
70-kd-Polypeptid. Ob U2 AF und das 1J1-70-kd-Polypeptid di-
rekt iiber das Intron kommunizieren, ist nicht klar.

Das B1-SpleiBosom bildet sich, wenn der U4/U6/US5-
snRNA-Komplex an den Komplex A bindet. Wahrscheinlich
dissoziiert im Komplex B1 die U4-snRNA von der U 6-snRNA
und auch die U 1-snRNA von der 5'-SpleiBstelle. Diese Ereignisse
definieren den Komplex B2, welcher der Vorliufer des Komple-
xes C1 ist. Der erste Schritt des SpleiBens findet nun im Komplex
C1 statt. Fiir die Entstehung des Komplexes C2 sind wahr-
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Abb. 10. Schematische Darstellung des Spleiosomcyclus unter Beriicksichtigung
der Rolle von kleinen nucledren Ribonucleoprotein(snRNP)-Partikeln bei pri-
mRNA-Spleiffen. Pra-mRNA (oben), die zwel durch ein Intron getrennte Exons
enthilt, tritt in die snRNP-SpleiB-Komplexe ein und verliBt sie als mRNA (unten)
und als herausgeschnittenes Lasso-Intron (links). Andere, nicht-snRNP-Faktoren
werden fiir die SpleiBosombildung bendtigt, wurden aber der Einfachheit halber
weggelassen. CC, A, B1, B2, C1, C2 und I sind Komplexe innerhalb des Spleifiwe-
ges, die biochemisch undjoder genetisch unterschieden werden konnten. 5°-SS, 3'-
S8, bs und Py bezeichnen 5'- und 3'-SpleiBstellen, Verzweigungsstellen bzw. Polypy-
rimidinsequenzen und U 1, U2, U4, US sowie U6 die einzelnen snRNPs.

scheinlich weitere Umorganisationen notwendig, um den zwei-
ten SpleiBschritt zu katalysieren. Der Komplex C2 dissoziiert in
die frisch verbundenen Exons und den snRNP-Intron-Kom-
plex L. In der Zelle wandert dann das gespleiite Produkt ins
Cytoplasma. Komplex 1 wird zuriickgehalten und umgesetzt:
Die snRNPs werden fiir weiteres Spleifien in vivo wiederverwer-
tet, die Lasso-Intron-RNA wird abgebaut. Da alle snRNAs sehr
stabil sind, durchlaufen sie wahrscheinlich viele SpleiBcyclen.
Man sollte erwarten, daBl am Zusammenbau und an der Um-
organisation der Komplexe, die so kompliziert sind wie die des
Spleiiosomencyclus, einige Proteine beteiligt sind. Durch aus-
fithrliche genetische Analyse wurden mehrere Genprodukte aus
Hefe identifiziert, die fiir das SpleiBen in vivo oder in vitro
bedeutsam sind'®? #3], Temperaturempfindliche Mutationen in
Precursor-RNA-processing(PRP)-Genen verursachen eine An-
reicherung von ungespleiBter pri-mRNA im Kern und/oder er-
zeugen Extrakte, die fiir das Spleiflen in vitro ungeeignet sind
(Abb. 11). Man schitzt, daB mindestens 100 Gene Produkte co-
dieren, die fiir das DNA-Spleifen von Bedeutung sind; das ent-
spricht etwa 2% des gesamten Hefe-Genoms. Der SpleiBapparat
ist also eine bedeutende Komponente des Kerns. Die Aminosiu-
resequenzen, die fiir einipe der PRP-Gene vorhergesagt wurden,
haben vermutlich spezifische Funktionen, wie RNA-Bindung
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Abb. 11. Uberginge im SpleiBosomcyclus, fiir die ein PRP-Protein benétigt wird.
Die erforderliche PRP-Mutante ist an den Pfeilen angegeben, die die Ubergénge im
Cyclus in vitro zeigen.

und RNA-Helicase- sowie Protein-Protein-Wechselwirkungen.
Es ist eine herausfordernde Aufgabe, diese hypothetischen Funk-
tionen den Vorgingen in SpleiBosomen zuzuordnen.

Die Schritte im SpleiBosomcyclus, fiir die besondere. PRP-
Proteine bendtigt werden (Abb. 11), stimmen mit dem Cyclus
iiberein, der durch kinetische und biochemische Methoden be-
stimmt wurde. Die meisten Ubergiinge zwischen spezifischen
Formen des SpleiBosoms benétigen ein oder mehrere spezifische
Proteine. Zudem spleifien cinige PRP-Mutanten nicht, da sie
snRNPs nicht wieder zusammenbauen kOnnen, um weiteres
Spleifien zu ermoglichen. Es beweisen also sowohl genetische als
auch biochemische Untersuchungen, daB der SpleiBosomcyclus
fiir die Excision von Introns aus diskontinuierlichen Genen ver-
antwortlich ist.

Die Chemie des SpleiBosoms

Beide Schritte im SpleiBosomcyclus sind Reaktionen zwi-
schen Hydroxygruppen und einer Phosphodiesterbindung. Die
Produkte und Substrate beider Schritte enthalten die gleiche
Zahl von kovalenten Bindungen, weshalb jeder Schritt mit einer
einzigen Umesterung erreicht werden kann. Das konnte fiir die
selbstspleiBenden Introns der Gruppe I durch Analyse der Stereo-
chemie der beiden Reaktionen gezeigt werden (Abb. 12)[84~ 861,
Phosphorothioate in Diesterbindungen der RNA sind chiral, sie
sind je nach Position des Schwefelatoms entweder Rg- oder S,
konfiguriert. Die Konfiguration kann iiber die Empfindlichkeit
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Erster Schritt :

gegeniiber bestimmten Nucleasen festgelegt werden. Wenn eine
chirale Phosphorothioatgruppe nur an einer Umesterung betei-
ligt ist, wird ihre Konfiguration verdndert, z.B. von Rp zu S;. So
konnen die Umesterung wiihrend eines Prozesses ausgezéhlt
und potentielle kurzlebige Zwischenprodukte entdeckt werden.

Exon 1 Exon 1
U )
O O
Mé" -0 HO "-OH OH
\ N7

|!,...o -vs-G[Eon2] =—=

~s-

3 -.o.. Exon 2
HO §H 6 OH
HO O ) o GI
G-Bindungsstelle G-Ivs JG-Bindungsste//e

Rp aktiv Zweiter Schritt : Sp aktiv

Abb. 12. Der stereochemische Verlauf des ersten und zweiten Schritts der selbst-
spleiBenden Reaktion von Introns der Gruppe 1. Im ersten Schritt ist das Phospho-
rothioat der 5'-SpleiBstelle des Exons 1 in der Rp-Konfiguration, im zweiten Schritt
das Phosphorothioat der 3'-SpleiBstelle des Exons 2 in der Sp-Konfiguration gezeigt.
Diese Konformere inhibieren den ersten bzw. zweiten Schritt nicht [84-86]. Die
Wechselwirkungen zwischen dem Sauerstoffatom der Phosphate und einem Mg? *-
lon sind bypothetisch und sollen erkldren, warum ein Phosphorothioat mit einem
Schwefelatom an dieser Stelle nicht reaktiv ist. IVS = Intervenierende Sequenz.

Wie bereits angedeutet, sind Re- und Sp-Phosphorothioate in
vielen katalytischen Stellen nicht gleich aktiv. Man schreibt dies
der Wechselwirkung zwischen einem Sauerstoffatom des Phos-
phates und einem Metall-Ton zu; die entsprechende Wechselwir-
kung eines Schwefelatoms ist weniger giinstig. Diese Zusammen-
hiinge wurden fiir die selbst-spleiBenden Introns der Gruppe I
und auch fiir das Spleilosom untersucht.

Die zwei SpleiBschritte durch Introns der Gruppe I erfolgen
wahrscheinlich als Hin- und Riickreaktion an einer einzigen
katalytischen Stelle (Abb. 12). Im ersten Schritt wird der Gua-
nosin-Cofaktor an die G-Bindungsstelle gebunden und seine
3'-OH-Gruppe fiir die Umesterung aktiviert. In dieser Reaktion
ist das Rp-konfigurierte Phosphorothioat aktiv und nicht das
Sp-konfigurierte. Das deutet darauf hin, daB das Sauerstoff-
atom in dieser Reaktion iiber ein Metall-Ton gebunden wird.
Ubereinstimmend mit nur einer Umesterung im ersten Schritt
wird das Rp-konfigurierte Zentrum in ein Sp-konfiguriertes
{iberfilhrt!®*, Im zweiten Schritt besetzt die Guanosingruppe an
der 3'-SpleiBstelle die G-Bindungsstelle und das 3'-OH des 5'-
Exons wird flir die Umesterung aktiviert. Entsprechend dem
Prinzip der mikroskopischen Reversibilitit ist das Sp-konfigu-
rierte Phosphorothioat in dieser Reaktion aktiv!®®!, weshalb das
Ry-konfigurierte Produkt gebildet wird. Aus der stercochemi-
schen Analyse der Reaktionen der Introns der GruppeI folgt
daher, daB nur ein katalytisches Zentrum fiir beide Schritte
existiert.

Der stereochemische Verlauf der beiden Schritte des SpleiBBo-
somprozesses wurde durch Synthese von Substrat-RNAs, die
entweder ein R,- oder ein Sp-Phosphorothioat an der 5'- oder
der 3'-SpleiBstelle enthiclten, untersucht!®”), Das jeweilige
Stereoisomer wurde durch eine Kombination von chemischer
Synthese, oligo-geprimeter Transkription und Ligation der
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RNAs mit iiberbriickenden Oligodesoxynucleotiden und T 4-
DNA-Ligase eingebaut®®!. Das SpleiBen der Phosphorothioat-
enthaltenden RNA-Substrate wurde nach verschiedenen Inku-
bationszeiten in Kernextrakten gepriift. Die Analyse der
Substrat- und Produkt-RNAs ergab, daB a) beide SpleiBschritte
jeweils nur eine Umesterung mit Inversion am Chirititszentrum
des aktiven Phosphorothioates beinhalten und b) in beiden
Schritten das Sp-Diastereomer und nicht das R,-Diastereomer
das aktive Phosphorothioat ist!®71.

Ein Vergleich des stereochemischen Verlaufs und der wesentli-
chen Komponenten der beiden Schritte des Selbst-spleifiens von
Introns der Gruppe I mit den Reaktionen an SpleiBosomen ist
aufschluBreich (Abb. 13): Wie schon diskutiert, sind die beiden

Gruppe | SpleiBosom

R .

P ﬁ%\ (EA\ Sp
G

=P‘/ T l:"np‘/ E;"—
Erster 4| Erster
T Schritt l Schritt

Sp dpc-?\ QAE‘. Rp

—on (-;.,- o1 P

Ge P e 3
o
=39n/ t—::'oﬂ/‘
3
Zweite i| Zweiter
u wsech:ltt l Schritt
Rp HFI
A1
prﬁ? G 6
1 p —
C—p e

Abb. 13. Chemische Mechanismen und Konfigurationsangaben zu den beiden
Schritten des Selbst-Spleifiens der Introns der Gruppe I (links) und der des spleiBo-
somalen pri-mRNA-SpleiBens (rechts). Unterschiedlich sind im ersten Schritt unter
anderem die Phosphorothioatdiastereomerpriferenzen, die Nucleophile (2'-OH
bzw. 3-OH) sowie die Plazierung (5 bzw. 3') des konservierten Guanosinrestes (G)
beziiglich des Phosphatrestes an der §'-SpleiBstelle. Ahnlich sind im zweiten Schritt
die Priferenz fiir das S,-Phosphorothioatdiastereomer, der Einsatz einer 3'-OH-
Gruppe als Nucleophil und die Bindung eines konservierten Guanosins (G) iiber ein
¥-Sauerstoffatom an das Phosphat an der 3'-SpleiBstelle. R, und S, kennzeichnen
fiir jeden Schritt das eingesetzte Phosphorothioatdiastereomer, das nicht signifikant
inhibitorisch ist, sowie das resultierende Produktdiastereomer. Die gestrichelten
Pfeile deuten auf die potentielle, aber bislang nicht beobachtete Reversibilitiit eines
jeden Schrittes des nucleiren pri-mRNA-Spleibens hin. Die dunklen Halbkreise,
die im SpleiBosom fiir den zweiten Schritt gezeigt werden, bedeuten eine hypotheti-
sche Stelle, die der der Introns der Gruppe I dhnelt.

Schritte der Gruppe I Hin- und Riickreaktionen an einem einzi-
gen katalytischen Zentrum. Dies ist sicherlich nicht der Fall bei
den Reaktionen an SpleiBosomen. Hier ist in beiden Schritten
das S,-Phosphorothioat aktiv, und daher ist der zweite Schritt
nicht die Riickreaktion des ersten. Diese Ergebnisse sind in Fin-
klang mit der Vorstellung, da} das SpleiBosom zwei katalytische
Zentren fiir die beiden Schritte bereitstellt. Die Bestandteile die-
ser Zentren konnen teilweise iiberlappen, die Zentren miissen
getrennt sein. Das wiirde auch der unterschiedlichen chemi-
schen Natur der Reaktionskomponenten der beiden Schritte
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entsprechen. Im ersten Schritt wird eine 2’-Hydroxygruppe eines
Adenosinrestes, im zweiten Schritt eine 3’-Hydroxygruppe am
5-Exon aktiviert. Des weiteren ist der konservierte Guanosin-
rest durch eine 5-Bindung im ersten Schritt und durch eine
3'-Bindung im zweiten Schritt an das aktivierte Phosphat gebun-
den. Der SpleilosomprozeB und wahrscheinlich auch der selbst-
spleiende ProzeB von Introns der Gruppe II miissen also an
zwei getrennten katalytischen Zentren ablaufen.

Das fiir den zweiten Schritt verantwortliche katalytische Zen-
trum des SpleiBosoms dhnelt wahrscheinlich dem der selbst-
spleiBenden Introns der Gruppe I. Diese zwei Zentren haben
dhnliche Eigenschaften: Beide katalysieren die Umesterung,
wobei a) ein Sp- und nicht ein R,-Phosphorothioat im-aktiven
Zentrum liegt, b) das aktivierte Phosphat an die 3'-Position
eines konservierten Guanosinrestes gebunden ist und ¢) eine
3'-Hydroxygruppe am 5'-Exon aktiviert wird. Diese Ahnlichkei-
ten sind wahrscheinlich die Folge gemeinsamer chemischer
Strukturelemente in den beiden katalytischen Zentren. Mogli-
cherweise spiegelt diese gemeinsame Mikrostruktur eine dhnli-
che RNA-Tertidrstruktur der katalytischen Zentren und einen
gemeinsamen entwicklungsgeschichtlichen Ursprung wider.

Kernstruktur und RNA-Spleiflen

Das Prozessieren von Introns erfolgt sowohl aus nascierender
RNA, die durch Polymerase verldngert wird, als auch aus post-
transkriptioneller Vorldufer-RNA®1, Der SpleiBapparat muB
also in der Nihe des Gens und in den Regionen zwischen dem
Gen und den Kernporen gelegen sein. Nach Beendigung des
SpleiBens wird die mRNA durch eine der etwa 4000 Kernporen
einer typischen Sdugetierzelle ins Cytoplasma transportiert!®®l.
Der Mechanismus, durch den nucleire RNAs vom Transkrip-
tions- und SpleiBort zu den Poren transportiert werden, ist nicht
geklart.

Die subnucledre Lokalisation einiger Proteine und RNAs, die
fiir das RNA-SpleiBen wichtig sind, wurde licht- und elektro-
nenmikroskopisch untersucht. Das Auffilligste ist die Konzen-
tration der snRNPs U2, U4/6 und U5 in 20-50 gefleckten
Strukturen und auch in 1-5 Zentren, die ,,coiled bodies* ge-
nannt werden (Abb. 14)1°1-22], Das U 1-snRNP ist zwar auch in
solchen Zentren und Flecken konzentriert, dartiber hinaus je-
doch gleichmiBiger liber den Kern verteilt. Die gefleckten
Strukturen entsprechen Regionen, die von Elektronenmikro-
skopikern als granuldre Interchromatinhaufen und Perichro-
matinfibrillennetzwerk beschrieben werden. Durch hochaufls-
sende In-situ-Hybridisierungsmethoden und Pulsmarkierung
wurde neu synthetisierte RNA in den gefleckten Regionen und
auch in kurvilinearen Anordnungen gefunden, die sich vom Gen
zur Kernperipherie hin erstreckent* 241, Je weiter entfernt die
nucledre Vorldufer-RNA entlang dieser Anordnungen, die von
seinem Ursprungsgen ausgehen, lokalisiert ist, desto niedriger
ist die Konzentration der Intron-Sequenzen im Vergleich zu der
der Exon-Sequenzen. Das deutet darauf hin, daB die Vorlaufer-
RNA durch die gefleckten Strukturen hindurchlduft, wihrend
sic prozessiert und transportiert wird®*. In diesen Regionen
sind wahrscheinlich aktive SpleiBosome konzentriert.

Neben den snRNPs sind auch einige fiir das Spleilien wichtige
Proteine in den gefleckten Strukturen konzentriert. Dazu gehd-
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Abb. 14. Subnucledre Lokalisation der SpleiBfaktoren im Kern. Es wurden spezifi-
sche Antiseren und In-situ-Hybridisierungsmethoden eingesetzt, um Komponenten
des SpleiBosoms und SpleiBfaktoren im Kern von Siugetierzellen zu lokalisieren.
Der Umri der Zelle wird ohne cytoplasmatische Struktur gezeigt. In der Kernmem-
bran sind drei Kernporen dargestellt. Die groBen dunklen Strukturen sind Nucleoli,
die Stellen der ribosomalen RNA-Synthese. Einige Komponenten der Flecken
(;.speckles™), d.h. der Regionen, die pri-mRNA enthalten, sind aufgelistet. Die
coiled bodies unterscheiden sich davon und scheinen keine pra-mRNAs zu ent-
halten [93]. Die rosafarbene Schraffierung stellt die nucleiire Verteilung von U1-
snRNP und U2 AF dar.

ren die Arg/Ser-Proteine SF2/ASF% €1 ynd SC35°7. Uber-
raschenderweise sind diese Proteine — wie auch die snRNPs in
aktiven SpleiBosomen — wahrscheinlich an eine durch ihre
Funktion definierte Kernmatrix gebunden. Diese Matrix ist die-
jenige Struktur, die nach Extraktion fast aller Chromatin-Pro-
teine und DNA durch sequenzielle Behandlungen mit DNase I
und eciner Salzlésung hoher Konzentration im Kern ver-
bleibt¢l. Es handelt sich um eine fibrillire Matrix, die gegen-
iiber RNase empfindlich ist, was auf eine groBe Bedeutung der
RNA fiir die Struktur hinweist. Es konnte gezeigt werden, da3
SpleiBosome mit der Kernmatrix assoziiert sind, da pulsmar-
kierte endogene Vorldufer-RNA, die als Teil der Matrix extra-
hiert wurde, prozessiert werden konnte®®!.

Aktive SpleiBosome konnten an die Kernmatrix tiber Wech-
selwirkungen mit Proteinen der Arg/Ser-Familie gebunden
sein®®1°%1 Eine Reihe von monoklonalen Antikérpern wurde
gegen Komponenten der Kernmatrix aus menschlichen Zellen
hergestellt. Drei dieser Antikdrper farben die Matrix spezifisch
und finden sich im wesentlichen bei den snRNPs in den gefleck-
ten Strukturen. Uberraschenderweise kénnen mit diesen drei
AntikSrpern spezifisch SpleiBosomkomplexe, die Exon-Sequen-
zen enthalten, d.h. eine Fraktion der Vorldufer-RNA, die Las-
so-Zwischenprodukt-RNA, das assoziierte 5-Exon und auch
die gespleiiten Exon-Produkt-RNAs immunprizipitiert wer-
den!'®Y, Die Antikérper prizipitieren nicht den Intron-enthal-
tenden SpleiBosomkomplex I, obwohl er fast alle snRNPs und
assoziierte Proteinkomponenten enthilt. Diese bemerkenswer-
ten Ergebnisse deuten darauf hin, daB die Matrixkomponenten
an Exon-RNA-Sequenzen binden, die spezifisch zu SpleiBkom-
plexen zusammengesetzt sind.

Die von den monoklonalen Antikérpern gegen die Kernma-
trix erkannten Proteine sind hochstwahrscheinlich Arg/Ser-Pro-
tein oder mit solchen assoziiert. Vorldufer-RNAs werden von
Arg/Ser- freien Kernextrakten nicht immunprizipitiert. Werden
zusatzlich gereinigte Arg/Ser-Proteine hinzugegeben, wird die
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spezifische Immunfluoreszenz von subnucledren Strukturen

" blockiert. Diese Ergebnisse bestitigen ein Modell, nach dem die

Arg/Ser-Proteine mit der Kernmatrix assoziiert sind oder sie
bilden!!°!], Neu synthetisierte RNA-Sequenzen werden von den
Arg/Ser-Proteinen, wie SC 35, ASF, U1-70-kd und U2AF, er-
kannt und sind an die Matrix moglicherweise iiber Wechselwir-
kungen mit den Arg/Ser-Sequenzen gebunden. An diesen Struk-
turen wiirden sich vollstdndige SpleiBosome bilden, die die in
der Nihe der Matrix gelegenen Spleilstellen umfassen, und das
Spleifien durchfiihren. Die Exon-Produkt-RNAs wiirden an die
Matrix gebunden bleiben und sich durch einen bisher unbe-
kannten Mechanismus zu den Kernporen bewegen.

Schlufifolgerung

Die Entdeckung diskontinuierlicher Gene und des Spleiiens
von RNA war entscheidend fiir das Verstindnis der Biologic
eukaryotischer Organismen. Das SpleiBen von RNA ist wichtig
fiir die Genregulation, die eine zentrale Stellung bei allen biolo-
gischen Phinomenen einnimmt. Dies gilt besonders dann, wenn
Vorldufer-RNAs iiber unterschiedliche Wege prozessiert wer-
den, um mRNAs zu bilden, die verschiedene Proteine codieren.
Der Mechanismus des SpleiBens durch das Spleiosom ist wahr-
scheinlich dem selbst-spleiBenden ProzeB der Introns der Grup-
pen I und II verwandt. Der SpleiBprozeB der SpleiBosome ist
entwicklungsgeschichtlich alt, vielleicht so alt wie die Transla-
tion durch Ribosomen. Man kann sich vorstellen, daB3 die euka-
ryotische Zelle aus zwei Kompartimenten besteht, dem Kern,
wo die SpleiBosome durch RNA-Katalyse RNA-Vorldufer pro-
zessieren, und dem Cytoplasma, wo die Ribosomen durch RNA-
Katalyse mRNAs translatieren. Die subnucledre Lokalisation
von SpleiBosom-verwandten Komponenten deutet darauf hin,
daB der Kern in Kompartimenten organisiert ist. Mit weiteren
Untersuchungen zum RNA-Spleilen und -Transport wird die
Natur dieser spezifischen Organisation sicher aufgeklart werden
koénnen.
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