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Diskontinuierliche Gene und das SpleiDen von RNA (Nobel-Vortrag) * * 
Phillip A. Sharp* 

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

Viele biochemische Aspekte des genetischen Materials und 
seiner Expression in Zellen mit Kernen deuteten jedoch darauf- 
hin, da13 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 betrachtlich zwischen den Organismen. Einige Orga- 
nismen scheinen zehnmal mehr DNA zu haben, als fur die Co- 
dierung aller Proteine notig ist. Drittens vermutete man wegen 
des zuvor beschriebenen Phanomens der heterogenen nuclearen 
RNA (hnRNA), daD lange RNAs von den diversen Kernse- 
quenzen transkibiert wurden[’l. Diese hnRNAs haben - vergli- 
chen rnit cytoplasmatischen mRNAs - eine kurze Halbwertszeit 
und konnten daher Vorlaufer der mRNAs sein. Des weiteren 
schienen sowohl die lange hnRNA als auch die kurzere mRNA 
modifizierte 5’- und 3’-Termini zu haben, namlich eine 
7mGppX-Kappe[Z-41 bzw. Polyadenylreste[’ - 71. Die Bedeu- 
tung dieser mRNAs wurde kontrovers diskutiert, da es nicht 
gelang, eine Vorlaufer-Produkt-Beziehung zwischen nuclearer 
RNA-Population und cytoplasmatischer mRNA herzustellen. 

Ob die Struktur von Genen in eukaryotischen Zellen der von 
Genen von Bakterien ahnelt, 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, daR dieser Vorgang rnit der Initia- 
tion der Transkription durch die RNA-Polymerase II(B) be- 
ginnt und bis zur vollstandigen Transkription uber den Termi- 
nus des Gens hinaus verlauft. Die vom Gen transkribierte 
Vorlaufer-RNA wurde moglicherweise prozessiert und die 
mRNA selektiv in das Cytoplasma transportiert werden. Die 
Regulation der Genexpression. d. h. die Grundlage fast aller 
interessanten biologischen Ablaufe, wie Krebsentstehung, die 
zellulare Antwort auf Infektion und Entwicklungsvorgange, 
wurde primar auf Veranderungen der Geschwindigkeit oder der 
Effzienz der unterschiedlichen Schritte dieses Weges beruhen. 
Das Verstandnis des Ablaufs der eukaryotischen Genexpression 
versprach neue Einsichten in den Mechanismus der Regulation 
und derjenigen biochemischen Ereignisse, die die verschiedenen 
biologischen und biomedizinischen Phanomene kontrollieren. 

Hintergrund 

Das spate Stadium der Adenovirus-Infektion war das beste 
System, um den Weg vom Gen im Kern uber nucleare Vorlaufer- 
RNA und cytoplasmatische mRNA zum Protein zu untersuchen. 
Wir hatten zuvor schon einige Kartierungen des viralen Ge- 
noms mit Restriktionsendonuklease-Schnittstellen durchgefuhrt 
(Abb. 1)[*] und Fragmente des Genoms benutzt, um die 
Positionen der cytoplasmatischen mRNAs, die wdhrend der frii- 
hen und der spaten Stadien der Infektion gebildet werden, zu 
kartierentgl. Wir hatten auch die Hiufigkeiten (in Kopien pro 
Zelle) von nuclearen und cytoplasmatischen RNAs bestimmt 
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Abb. 1. Kartierung durch Schnittstellen der Restriktionsendonucleasen EcoRI 
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Adenovirus 2 wurden 100 Kartierungseinheiten zugeordnet (unten). Die Position 
der Schnittstellen wurde durch vertikale Linien markiert, und die Fragmente wur- 
den nach ihrer Lange rnit Buchstaben gekennzeichnet. Die viralen r- und ]-Strange 
werden nach rechts bzw. links transkribiert. Die SequenzendesmRNA-Stuckes, die 
das reichlich vorhandene Hexon(I1)-Protein sperifuieren, werden durch den Balken 
uber der Grenzc der EcoRI-Fragmente A und B markiert. 
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und vermuteten, daB ausreichende Mengen von RNA aus bei- 
den Kompartimenten gewonnen werden konnten, um ihre 
Strukturen direkt unter dem Elektronenmikroskop und durch 
die damals neu entwickelte Methode der RNA-DNA-Hybridi- 
sierung zu vergleichen. Diese fruhen Untersuchungen zeigten, 
daD bestimmte virale RNA-Sequenzen auf den Kern beschrankt 
sind, was nahelegte, daI3 nur ganz bestimmte RNAs prozessiert 
undjoder in das Cytoplasma transportiert werden["]. SchlieR- 
lich wurde erkannt, daR lange nucleare RNA wahrend der spa- 
ten Infektionsstadien vom Adenovirus-Genom transkribiert 
wird["] und dalj die stabilen cytoplasmatischen RNAs kurzer 
als die vorherrschenden nuclearen RNAs sind. Somit wurde die 
Produktion von RNAs wahrend der spaten Stadien der Adeno- 
virus-Infektion zum Musterbeispiel fiir das rnit zellularen Ge- 
nen assoziierte Phlnomen der heterogenen nuclearen RNA. 

Die Entdeckung des SpleiSens von RNA 

Zum Vergleich der Struktur einer cytoplasmatischen mRNA 
mit der einer nuclearen Vorlaufer-RNA" 31 benotigte man gerei- 
nigte, spezifische, homogene mRNA. Die am haufigsten vor- 
kommende mRNA, die das Hexon-Protein des Adenovirus co- 
diert, wurde durch Gelelektrophorese von anderen viralen 
mRNAs getrennt und fur elektronenmikroskopische Kartie- 
rungsuntersuchungen verwendet[l4I. Ray White fand als Fellow 
in Stanford, daI3 RNA-DNA-Hybride in Losungen rnit hohen 
Formamidkonzentrationen stabiler waren als DNA-DNA-Du- 
plexe" 5 ] .  Dieses physikalische Phanomen wurde von Davidson 
et a1.r'61 charakterisiert und bildete die Grundlage fur 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 fur das Hexon-Protein wurde durch die R- 
Schleifen-Methode dem HindIII-A-Fragment des Adenovirus 2 
zugeordnet (siehe Abb. 

Die elektronenmikroskopische Analyse der R-Schleifen zwi- 
schen der Hexon-mRNA und dem HindIII-A-DNA-Fragment 
zeigte die Anwesenheit von RNA-Schwanzen 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 bekanntermaoen 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 
verdrlngt werden konnen, ein Vorgang, der ,,branch migration" 
genannt wird. Tatsachlich waren schon friiher ahnliche 5'-RNA- 
Schwlnze in R-Schleifen-Kartierungen von Adenovirus-mRNA 
gefunden worden und auf branch migration zuruckgefuhrt wor- 
den["% ''I. Gegen die branch migration sprach jedoch die Tatsa- 
che, daB die Langen der 5'-Schwlnze mit etwa 170 Nucleotiden 
relativ einheitlich waren. Um die Verdrangung von RNA-Se- 
quenzen durch konkurrierende DNA-Sequenzen zu vermeiden, 
benutzten wir einen denaturierten Einzelstrang des HinaTII- 
Fragments (Abb. 2 D, E und F), um ein RNA-DNA-Hybrid zu 
bilden. Uberraschenderweise bildete der 5'-RNA-Schwanz wie- 
derum kein Hybrid mit den benachbarten Sequenzcn der Virus- 
DNA, so daI3 angenommen wurde, daD diese RNA-Sequenzen 
von anderen DNA-Sequenzen abstammten. 

Konnten jene DNA-Sequenzen, die zur 5'-Schwanzsequenz, 
der Leader-RNA-Sequenz, transkribiert wurden, stromauf- 
warts von der Hexon-mRNA, vielleicht als Teil der langen nu- 
clearen DNA, lokalisiert sein? Um diese Frage zu beantworten, 
wurde ein Strang des EcoRI-A-DNA-Fragments rnit der He- 
xon-RNA hybridisiert. Dieses DNA-Fragment enthielt alle line- 
aren viralen Sequenzen, die von der Polymerase vor der Begeg- 
nung rnit dem Rumpf der Hexon-mRNA hatten transkribiert 
werden konnen. Uberraschenderweise hybridisierten die Leader- 
RNA-Sequenzen rnit drei kurzen DNA-Sequenzen und bildeten 
drei unterschiedlich grol3e Schleifen a, b und c aus intervenieren- 
der Einzelstrang-DNA (Abb. 2 G und H). Die Langen dieser 
Schleifen zeigten die Positionen der Leaderseyuenzen L 1, L 2 
und L3  bei etwa 16.9, 19.8 bzw. 26.9 Kartiemngseinheiten auf 
dem Genom. Durch die Entfernungen zwischen den drei Schlei- 
fen konnten die Langen der beiden inneren Leader-Sequenzen 
auf 80 und 110 Nucleotide geschatzt werden. Die Leader-Se- 
quenz am 5'-Ende war sehr kurz, aber langer als 15 Nucleotide. 

Wir schlugen den Mechanismus des RNA-SpleiDens vor, 
durch den die endgultige Hexon-mRNA gebildet ~ u r d e [ ' ~ ] .  
Man wuDte, da13 der Kern von virusinfizierten Zellen lange 
RNAs enthielt, die von den viralen Sequenzen zwischen dem 
5'-Leader L 1 - bei 17 Kartierungseinheiten - und dem Rumpf 
der Hexon-mRNA - zwischen 51.7 und 61.3 Kartierungsein- 
heiten - transkribiert wurden[". ''I. Die lange nucleare RNA 
enthielt wahrscheinlich Sequenzen fur alle drei Leader-Sequen- 
zen L1, L2 und L 3  sowie fur 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 ndch der Inkubation von Hexon-mRNA 
und Duplex-HinmII-A-Fragment-DNA. C) Schematische Darstellung yon A und 
B. D, E) Zwei Beispiele von Hybriden aus Hexon-mRNA und dem eimelstrzngigen 
HindIII-A-Fragment. F )  Schematische Darstellung von E. Die einzelstriingige 
RNA am Ende der Hybridregion wird durch eine geschlingelte Link ddrgestellt. In 
A, B, D und E sind die Positionen der RNA-Schwlnze an den 5'- und 3'-Enden der 
Hybride durch Pfeile markiert. G)  Beispiel eines Hybrids zwischen einzelstrangiger 
EcoRI-A-DNA und Hexon-KNA. H) Schematische Darstellung von G.  Die Hy- 
bridregion ist durch die breite Linie hervorgehoben; die Schleifen a, b und c (eimel- 
strangige, nicht hybridisierte DNA) werden durch Hybridregionen verbunden, die 
durch Hybridisierung von ,,slromaufwdrts"-DNA-Sequenzen mit dem 5'-Schwanz 
der Hexon-mRNA entstehen. Die Makinheit unter den Photos entspricht 0.1 pm. 

vermutete, daIJ diese Sequenzen durch Excision der dazwischen- 
liegenden Sequenzen und Ligation der flankierenden RNAs 
,,zusammengeschweiOt" wurden, ein Vorgang, der RNA- 
SpleiBen genannt wurde (Abb. 3). In der Tat kamen die 
nuclearen RNAs relativ haufig vor und waren einfach durch 
Elektronenmikroskopie der RNA-DNA-Hybride zu beobach- 
tenr2']. Bei der Analyse der Struktur dieser RNA-DNA-Hybri- 
de wurden auch die Zwischenprodukte identifiziert, bei denen 
nur L 1 und L2 oder L 1, L2 und L 3 durch SpleiDen verbunden 
worden waren. 

Die Hypothese des RNA-Spleikns klarte viele Widersprii- 
che : Die langeren nuclearen RNAs und die kurzeren cytoplas- 
matischen mRNAs konnen gemeinsame 5'-Kappen-Termini, 
7mGpppX- und 3'-Polyadenosinreste enthalten[22', da nur inne- 
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Abb. 3. Der RNA-SpleiBmechanismus, der fur die Synthese von mRNA des He- 
xon-Proteins vorgeschlagen wird. Eine lange nucleare Vorlaufer-RNA wird zwi- 
schen 16.9 Kartierungseinheiten uud der Polyadenin-Stelle am Ende des Rumpfes 
der Hexon-mRNA (sehwarzes Rechteck) transkribiert. Die Region des Adenovirus- 
2-Genoms. von dem die Vorlaufer-RNA transkribiert wird, ist ganz oben in der 
Abbildung gezeigt. Die vier RNA-Segmente in der reifen cytoplasmatischen mRNA 
(unten) entstehen aus diesem Vorlaufer durch Herausschneiden (Excision) von in- 
tervenierenden Sequenzen und Ligation (gestrichelte Pfeile). 
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re Sequenzen aus dem nuclearen Vorlaufer entfernt werden. 
Spezifisch fur den Adenovirus war der Befund, daD viele virale 
mRNAs uber eine gemeinsame 5'-terminale Sequenz zu verfii- 
gen ~chienen['~? Diese Sequenz, ein langes T I-Oligonucleotid, 
enthalt die Kappe und cine offenbar einzigartige Sequenz aus elf 
Resten. Nur wenn viele der spaten viralen mRNAs durch 
SpleiRen desselben Typs von Vorlaufer-RNA entstiinden, konn- 
ten sie eine gemeinsame Sequenz an ihren 5'-Termini enthalten. 
Noch wichtiger war, daO die Hypothese des RNA-SpleiDens 
eine Erklarung fiir die hnRNA-Phanomene bei zellularen Ge- 
nen lieferte. Heterogene nucleare RNA, die von diversen zellula- 
ren Genen transkribiert wird, kann durch RNA-SpleiOen zu 
kurzeren cytoplasmatischen mRNAs umgeformt werden. Wahr- 
scheinlich enthalten die meisten zellularen Gene Sequenzen, die 
durch RNA-Spleikn entfernt werden, d. h. es handelt sich um 
diskontinuierliche Gene. 

Diskontinuierliche Gene : Intervenierende Sequenzen 
oder Introns in zellularen Genen 

Kurz nach der Entdcckung des RNA-SpleiDens und der dis- 
kontinuierlichen Gene im Adenovirus konnte gezeigt werden, 
daIj auch viele zellulare Gene intervenierende Sequenzen 
( = Introns) enthalten. So haben die Globin-Gene zwei interve- 
nierende Sequenzen 124, ' 51, das Ovalbumin-Gen ist in acht Se- 
quenzen unterteiltr261, und die Immunglobulin-Gene enthalten 
sowohl kurze als auch lange I n t r ~ n s [ ~ ' ~ .  Im Durchschnitt verfii- 
gen zellulare Gene iiber etwa acht Introns, und das primare 
Transkript ist typischenveise viermal langer als die reife mRNA. 
Wenig spater erkannte man, daO es eine limitierte Anzahl von 
konservierten Sequenzen an jeder Introngrenze gibtt2*]. Inter- 
essanterweise sind diese Consensus-Sequenzen bei Wirbeltier-, 
Pflanzen- und Hefezellen g l e i ~ h [ ~ ~ I ,  was zu der Vermutung An- 
la13 gab, daB das Spleikn ein allgemein giiltiger evolutionarer 
Vorgang ist. Die Introns der Hefen sind im allgemeinen kurzer 
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, daD Intron-Se- 
quenzen schneller verandert wurden als Exon-Sequenzen und 
daher wohl in der Regel nicht funktionell waren, zumindest in 
dem Sinn, daD sie keine langen spezifischen Sequenzen enthiel- 
ten. Dariiber hinaus veranderte sich die Llnge von Introns in 
homologen Genen innerhalb evolutionarer Reihen signifikant, 
was auf einen geringen Selektionsdruck hindeutet. SchlieBlich 
wurde auch klar, daB spezifische Introns wahrend der Evolution 
verloren gegangen sein konnten. Der fur die Deletion von In- 
trons verantwortliche Mechanismus ahnelt wahrscheinlich der 
Gen-Konversion mit einer cDNA-Kopie der mRNA oder einer 
partiell gespleil3ten intermediaren RNA. Dieser Vorgang konnte 
fur die Entfernung von Introns aus Hefe-Genen bewiesen wer- 
den[”] und wirft die Frage auf, warum Introns im Lauf der 
Evolution erhalten blieben. 

tionen sowohl die Position von SpleiBstellen als auch die Zdhl 
der Exons verlndern und so neue Proteine hervorbringen. 

Fehler beim SpleiSen von RNA komplexer Gene sind wahr- 
scheinlich nicht ungewohnlich. Gelegentlich konnen Exons 
ubergangen werden, und in einigen Fallen kann zirkulare RNA 
gebildet werden[”. ’’I. Da vielen dieser RNAs noch keine spezi- 
fischen Funktionen zugeordnet worden sind, konnte ihre Bil- 
dung ein Grundrauschen des Systems sein. Interessanterweise 
wurde vor kurzem vorgeschlagen, daR in Zellen ein mRNA- 
Uberwachungssystem RNAs beim Eintritt ins Cytoplasma zer- 
stort, wenn sie einen offenen Leserahmen enthalten, der durch 
ein Translationsterminationssignal unterbrochen wird[34]. Die- 
ses System wurde wahrscheinlich die meisten RNAs mit Spleil3- 
fehlern beim Transport ins Cytoplasma abbauen. 

Warum gibt es diskontinuierliche Gene und 
RN A-SpleiBen? 

Mutationen in zellularen Genen 

Viele Krankheiten des Menschen werden voti Mutationen 
verursacht, die das korrekte RNA-SpleiBen beeintrachtigen. 
Annahernd ein Viertel aller Thalassamie verursachenden Muta- 
tionen in den menschlichen Globin-Genen sind Mutationen in 
Sequenzen, die das SpleiSen von RNA steuern. Die Konservie- 
rung von Information fur akkurates SpleiDen ist somit ein Selek- 
tionsdruck fur genetische Systeme. Interessanterweise ist bei 
Globin-Genen die Zahl der Mutationen, die verandertes 
SpleiBen verursachen, begren~t[~’]. Alle charakterisierten Mu- 
tationen andern entweder die konservierte Sequenz der 5’- oder 
3’-SpleilJstelle an den Rgndern des Introns oder sind Verande- 
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 Ran- 
dern des Introns inaktiviert das SpleiBen an dieser Stelle, und 
dies fuhrt haufig zur Aktivierung von nahegelegenen kryp- 
tischen SpleiOstellen. Das zweite ist komplizierter : In diesem 
Fall aktiviert eine Mutation von CT nach GT innerhalb des 
Introns diese Stelle als 5’-SpleiDstelle, und in der Folge wird eine 
stromaufwarts gelegene AG-Sequenz als 3’-SpleiBstelle akti- 
viert. Dieses fiihrt zur Bildung eines neuen, kurzen Exons aus 
der vormaligeii Intron-Sequenz (Abb. 4). Daher konnen Muta- 

A CC + + 4  
CAGIGITGGT 
\/ 

Kryptische 
I‘-Sple18stellen GT 

neues Exon 
Abb. 4. P-Globin-Mutationen. ,L-Globin-Gene von Patienten mit Thalassiimie ba- 
ben Mutationen, die das RNA-SpleiRen beeinflussen [31]. Die Pfeile markieren die 
vertauschten Einzelbasen in den zwei Intron-Strukturen des p-Globin-Gens. Drei 
dieser Mutationen verandern konservierte Sequenzen der 5’-SpleiOstelle (links), und 
ein Teil dermRNA dieser Mutanten wird an kryptischen fi’-SpleiRstellen prozessiert. 
Die vierte Mutation liegt innerhalb der Sequenz des zweiten Introns (rechts) und 
verursacht eine 5’-SpleiBsteIle an dieser Position. Dies fiihrt zur Bildung eines neuen 
Exons mit den bezeichneten Sequenzen. Exon-Sequenzen sind a ls  Rechtecke und 
Intron-Seq uenzen als Linien dargestellt. 

Es ist schwer zu erklaren, warum Introns innerhalb der Gene 
der meisten, wenn nicht aller Eukaryoten wahrend der Evolu- 
tion erhalten blieben. Die Intron-Exon-Struktur der Gene war 
bei der Entwicklung neuer Gene im LdUf der Evolution sicher- 
lich sehr wichtig. So ist das Gen fur Fibronectin des Menschen 
aus drei Exon-Typen aufgebaut, wovon jeder einen spezifischen 
Typ von Proteinfaltungsdomane codiert (Abb. 5)[351. Die glei- 

Fibronectin-Protein: 

H2N 

Fibronectin-Gen : 

5’- 

COOH 

- 3‘ 

Protein-Subdomane 
TYP I 

Typ I 1  

Typ 111 

- wird auch in Piasminogen-Aktivatoren im Gewebe gefunden 

- wird auch in Blutgerinungs-Proteinen gefunden 

- wird auch in Zeiloberflachen-Rezeptoren und anderen 
Proteinen der extrazeilularen Matrix gefunden 

Abb. 5 .  Fibronectin-Gen durch Exon-Duplikation. Fibronectin, ein groOes Protein 
der extrazellularen Matrix, besteht hauptsachlich aus den drei Proteinsubdomanen 
I, XI und 111, die als schriige rote EUipsoide, vertikale blaue Ellipsoide bzw. gelbe 
Kreise gezeigt werden. Jede dieser Domiinen 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 Dominen ent- 
halten, dupliziert. In zwei Fallen. gekennzeichnet durch die griinen Rechtecke, wur- 
den die Introns, die die typischen Doppel-Exon-Strukturen der Subdomane 111 
trennen, entfernt. Diese Muster geben Add6 zu der Vermutung, dab Teile dieser 
Gene von Abkommlingen einer gemeinsamen Vorlaufer-Exon-Konfiguation gebil- 
det wurden 1361. 

chen drei Proteinfaltungsdomanen und die korrespondierenden 
Exon-Strukturen werden auch in anderen Genen gefunden, von 
denen einige Zelloberflachen-Rezeptoren und Blutgerinnungs- 
Proteine codieren. So entstand das Fibronectin-Gen durch Tan- 
dem- und verstreute Duplikation von Exon-Einheiten uber Brii- 
che und Verknupfungen innerhalb der Intron-Sequenzen. Da 
diese Exon-Einheiten durch priizises RNA-SpleiDen verbunden 
werden und funktionelle Proteindomanen 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- 
flachen-Rezeptoren und andere Proteintypen bei Wirbeltieren 
codiert werden. Daher ist die Existenz von Exon-Einheiten, die 
funktionellen Proteindomanen entsprechen, entscheidend fur 
die Evolution von komplexen Organismen gewesen. 

Die Fahigkeit, auf der Stufe des RNA-SpleiDens durch Wahl 
verschiedener Exon-Kombinationen Proteine rnit verschiedenen 
Funktionen zu erzeugen, ist fur die Entwicklung vieler Wirbel- 
tiere unabdingbar. Etwa eines von zwanzig Genen wird in ver- 
schiedenen Zelltypen oder Entwicklungsstadien auf alternativen 
Wegen des SpleiBens exprimiert. So werden nucleare Vorlaufer- 
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 

5'- - 3' 
Bindung an 
Lymphocyten- 
Rezeptoren 

Fibroblasten t 

- 
Leber 

+ 

Abb. 6 .  Alternatives SpleiDen von Fibronectin-codierender RNA. Die Exons, die 
als EIIIB und EIIIA bezeichnet sind. werden zur reifen RNA gespleint, die in vielen 
Zelltypen einschliefilich 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 funf Variationen des SpleiDmusters der V- 
Region gezeigt. Alle diese Spleifivariationen 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. 

frijher im Blutkreislauf als andere Fibronectin-Typen, weil es 
weniger Proteindomanen enthalt, die durch Zelloberflachen- 
Rezeptoren erkannt werdent3']. Das von anderen Zellen sekre- 
tierte Fibronectin wird typischerweise in der intrazellularen Ma- 
trix fester Gewebe gefunden. Ahnlich unterschiedliche Zellad- 
hasion findet man auch nach alternativem SpleiBen in einem 
anderen Teil der Fibronectin-mRNA. Durch alternatives 
Spleiben kann also derselbe Satz von Gensequenzen fur unter- 
schiedliche Funktionen genutzt werden. 

Alternatives SpleiBen von Vorlaufer-mRNA in verschiedenen 
Zelltypen mu5 auch Unterschiede bei den Faktoren, die den 
Spleibvorgang regulieren, widerspiegeln. Diese Faktoren konn- 
ten nur in wenigen Fallen, vor allem durch die Analyse von 
Mutanten rnit einem Defekt in der Regulation, identifiziert wer- 
den. Die Entwicklung des Geschlechts-Dimorphismus bei der 
Fruchtfliege Drosophilu wird auf der Ebene des alternativen 
RNA-SpleiRens durch die Expression einer Gen-Kaskade regu- 
liert. Schon in einem friihen Stadium wird das weibliche oder 

mannliche SpleiBmuster durch ein Ablesen des Verhaltnisses 
von Geschlechtschromosomen zu autosomden Chromosomen 
festgelegt. Danach wird der Entwicklungsvorgang von einem 
autoregulatorischen ProzeB kontrolliert, der die weiblichen oder 
mannlichen SpleiDmuster in vielen, wenn nicht gar allen Zellen 
a~frechterhalt[~'I. Interessanterweise gehoren die meisten der 
Proteine, die durch diese geschlechtsregulierenden Gene codiert 
werden, zu einer Familie von Proteinen, die eine oder mehrere 
RNA-Erkennungssubdomanen und die auffallige, sich wieder- 
holende Aminosluresequenz Arg-Ser gemeinsam habenL3']. 
Wahrscheinlich wechselwirken diese Proteine iiber die Arg-Ser- 
Reste direkt rnit anderen Proteinen, was fur die Bildung des 
SpleiDapparats wichtig ist. 

Gab es diskontinuierliche Gene in Progenoten? 

Die diskontinuierliche Genstruktur muS sehr alt sein und 
schon vor der Divergenz der Organismen, aus der Pflanzen, 
Hefe und Menschen hervorgingen, bestanden habe11[~~1. 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 
SpleiDapparat 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, daD diskontinuierli- 
che Gene und RNA-SpleiDen in gemeinsamen Vorlaufer-Orga- 
nismen, den Progenoten, schon vor einer Milliarde Jahren vor- 
handen waren. Manche Wissenschaftler postulieren, daS Gene 
sich urspriinglich als Exons herausbildeten und daD die Proge- 
noten, aus denen sich die heutige prokaryotischen und euka- 
ryotischen Organismen entwickelten, eine diskontinuierliche 
Genstruktur b e ~ a D e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Man stellt sich vor, daR diese ur- 
sprunglichen Exon-Sequenzen stabile Proteinfaltungsdomanen 
codieren. Durch den Zusammenbau mehrerer Exon-Sequenzen 
durch RNA-SpleiSen entsteht dann ein Protein mit stabilen Fal- 
tungsdomanen, das mit hoher Wahrscheinlichkeit entweder 
strukturell oder katalytisch wirksam ware. Wenn Gene tatsach- 
lich so entstanden sind, dann durfte die Position der Introns in 
bezug auf die Sekundarstruktur der Proteine nicht zufallig sein. 
Beweise fur diese Hypothese wurden in der Exon-Intron-Struk- 
tur von entwicklungsgeschichtlich alten Proteinen gesucht, die 
fur den Energiehaushalt wichtig sind. Beispielsweise ist die 
Struktur und die Funktion des Enzyms Pyruvat-Kindse in Bak- 
terien, Hefen und Huhnern konserviert (Abb. 7)[431. Das Gen in 
Bakterien und Hefen ist nicht durch Introns unterbrochen, ent- 
halt aber in Huhnern zehn Introns, davon neun innerhalb der 
Codierungssequenz. Die Positionen dieser neun Introns sind - 
wenn man die Proteinstruktur betrachtet - nicht zufallig. Er- 
stens befinden sich die ersten drei Introns im N-terminalen Teil 
des Proteins zwischen sich wiederholenden Strukturmotiven 
eines a-Helix-P-Faltblatts. Zweitens hat die Pyruvat-Kinase am 
Mononucleotid-Bindungsort eine gemeinsame Intron-Position 
rnit 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 ahn- 
lich ist. Da die Bildung dieser zwei Enzyme aus einer gemeinsa- 
men Proteinsubdomane in die Zeit vor der entwicklungs- 
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Ahh. 7. Die Struktur der Pyruvat-Kinase und die Position der Introns [44] (nit  freundlicher Genehmigung. Copyright <Q 1993, Cell Press, 
Cambridge, MA, USA). Links wird die Pyruvat-Kinase schematisch als ein Protein mit Sekundar- und Tertiarstruktur gezeigt. Rechts ist die 
an den Intron-Positionen aufgeweitete Tertilrstruktur dargestellt. Die ersten drei Introns liegen zwischen repetitiven a-Helix- (Zylinder) und 
fi-Falthlatt-Strukturen (Pfeile). Das Intron 8 Leg1 in anndhernd Bquivalenten Positionen in der Mononucleotidbindungsfurche der PyrUVdt-Ki- 
nase und dcr Alkohol-Dehydrogendse aus Mais. 

geschichtlichen Divergenz von prokaryotischen und eukaryoti- 
schen Organismen mriickreicht, lassen diese Ergebnisse vcrmu- 
ten, dal3 die Vorllufer-Organismen von prokaryotischen und 
eukaryotischen Organismen eine diskontinuierliche Gen-Struk- 
tur gehabt haben, die eher fur eine heutige eukaryotische Zelle 
typisch ist (siehe Lit. [44] fur eine weiterfiihrende Diskussion). 

1st das Gen ein Exon? 

Zuerst wurdc das Gcn als Vercrbungscinheit auf einem Chro- 
mosom genetisch definiert. Die chemische Definition eines Gens 
wurde jedoch schwieriger, als die Komplexitat 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, daB ein Exon einem 
Gen und damit dcm Minimum an Information entspricht, das 
als diskrete Einheit exprimiert wird. Dieses Konzcpt wird beim 
trans-SpleiBvorgang besonders relevant L451. In diesem Fall wer- 
den Exons, die von verschiedenen Chromosomorten und in vie- 
len Fallen sogar von verschiedenen Chromosomen transkribiert 
worden sind, durch RNA-SpleiBen verbunden. Das trans- 
SpleiBen von Exons und Introns wurde bei pardsitisch lebenden 
T r y p a n o s ~ r n e n ~ ~ ~ ]  und dem Plattwurm C. e l e g ~ n s [ ~ ~ ~  gefunden 
und auch fur einige menschliche Gene diskutiert[’*]. Tm Fall des 
trans-SpleiI3cns kiinncn sowohl die Vererbungseinhcit als auch 

der Ort auf einem Chromosom einem einzigen Exon entspre- 
chen. 

Es ist jedoch unwahrscheinlich, daI3 die derzeitige Arbeitsde- 
finition eines Gens als die lineare Aneinanderreihung von Ex- 
ons, die durch RNA-SpleiBen verbunden werden, in naher Zu- 
kunft radikal verandert wird. Das ist insofern sinnvoll, als ddB 
die Existenz multipler Vorgange, die zusammen RNA-Editing 
genannt wird, die biochemische Definition eines Gens weiter 
kompl i~ ier t [~~] .  Da die fruheste Einheit der genetischen Infor- 
mation moglicherweise als Exon evolvierte, konnte sich das all- 
gemeine Konzept von Exons als Geneinheiten gegeniiber ande- 
ren Vorschllgen durchsetzen. 

Das SpleiRen von nuclearen Vorlaufer-RNAs 
zu mRNAs 

Die Entwicklung einer Reaktion, in der losliche Zellkompo- 
nenten die Vorlaufer-RNAs (prl-mRNAs) 7u mRNAs umset- 
Zen, war entscheidend fur unser Verstandnis des Spleil3vor- 
gangs[501. Mit hochradioaktiven pra-mRNA-Substraten wurde 
so eine biochernische Analyse des Spleikns m o g l i ~ h [ ~ ~ ?  521. Es 
iiberrascht nicht, daB kinetische RNA-Zwischenprodukte der 
SpleiBreaktion bald identifiziert w ~ r d e n [ ~ ~ ,  541. Sie haben eine 
Lasso-Struktur, in der das 5’-Nucleotid des Introns durch eine 
2’,5’-Phosphodiesterbindung an ein Adenosinrest innerhalb des 
Introns gekniipft lst[ssl. Da die Adenosineinheit durch 3’3’- 
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und 2‘,5’-Phosphodiesterbruckenkovalent gebunden ist, liegt SpleiOosom Sel bst-SpleiBen 

gungen wurde durch Nuclease-Verdauungsuntersuchungen der Nucle&e prammRNA 
hier eine RNA-Verzweigung vor. Die Existenz solcher Verzwei- I ’ Gruppe I Gruppe I I  ’ 
gesamten nuclearen RNA aus menschlichen Zellen ge~eigt[’~]. 
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 pra-mRNA. 

Das SpleiDen der pra-mRNA erfolgt in zwei Schritten 
(Abb. 8, links). Wie schon erwahnt, wird im ersten Schritt an 
der 5’-SpleiBstelle gespalten und gleichzeitig die Verzweigung 
gebildet. Zu diesem Zeitpunkt hat die 5’-Exon-RNA eine 3‘-Hy- 
droxygruppe, und die intermediare Lasso-RNA enthalt 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 Bruchstucke nach dem ersten 
Schritt sehr effizient zu den Endprodukten umgewandelt wur- 
den, weist darauf hin, daR diese RNAs in einem Komplex ge- 
bunden bleiben. Dieser Komplex wurde aufgrund seines Sedi- 
mentationskoeffizienten von 60 s in einem Glycerolgradienten 
identifiziert und Spleiljosom oder SpleiRkorper genanntc5’. 581. 

In fruheren Arbeiten hatte man schon die Bedeutung von klei- 
nen nuclearen Ribonucleotid-Protein(snRNP)-Partikeln fur 
den SpleiBvorgang diskutiert; das SpleiBosom enthalt die klei- 
nen nuclearen RNAs (snRNAs) U2, U4, U 5  und U 6  sowie 
unter bestimmten Umstanden auch U 1 r591. Ahnlich wie ein 
Ribosom besteht das SpleiBosom also aus einer Substrat-RNA 
und einer Anzahl von stabilen zellularen RNA-Protein-Kompo- 
nenten. 

Gruppe I, Gruppe 11 und das SpleiBosom 

Ein Vergleich der zwei SpleiBosom-SpleiBschritte mit den 
RNA-katalysierten Selbst-SpleiBreaktionen der Introns der 
Gruppen I und I1 zeigt einige frappierende Ahnlichkeiten 
(Abb. 8). In allen drei Fallen ist der erste Schritt eine Spdtung 
an der S’-SpleiRstelle. Bei Introns der Gruppe I wird fur die 
Spaltung ein Guanosin-Cofaktor benotigt, der eine Bindungs- 
stelle in den katalytischen Intron-Sequenzen spezifisch be- 
setztL6O1. Die 3’-Hydroxygruppe dieses Guanosins wird aktiviert 
und verdrangt in einer Umesterung die 3’-Hydroxygruppe des 
5’-Exons. Die selbst-spleikienden Introns der Gruppe I1 spalten 
an der 5’-SpleiUstelle durch Aktivierung der 2’-OH-Gruppe an 
der Verzweigungsstelle, wodurch eine Lasso-RNA ent- 
steht[61. 621, die der von SpleiRosomen gebildeten recht ahnlich 
ist. Im zweiten Schritt aller drei Vorgange werden durch eine 
Reaktion an der 3’-SpleiBstelle die Exons verbunden und die 
Introns verdrangt. Der einfachste Mechanismus fur den zweiten 
Schritt des SpleiBens von Introns der Gruppen I und I1 ist eine 
einfache Umesterung. Dies konnte fur die Reaktionen von In- 
trons der Gruppe I gezeigt werden. 

Wegen der Ahnlichkeiten zwischen dem spleiBosomalen Vor- 
gang und dem Selbst-SpleiBen der Introns ist anzunehmen, daD 
diese Prozesse entwicklungsgeschichtlich verwandt sind. Dies 
gilt insbesondere fur Reaktionen der Introns der Gruppe I1 und 

GP PP Y 
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Abb. 8. Vergleich der Mechanismen des nuclearen pra-mRNA-SpleiBens nnd des 
Selbst-SpleiBens. Die erste Spalte zeigt den mRNA-Vorllufer-SpleiBmechanismus. 
Die schraffierten Kreise stellen einen Multikomponentenkomplex, das SpleiBosom, 
dar, der die SpleiBreaktion katalysiert. Die zweite Spalte zeigt den SpleiBmechanis- 
mus der selbst-spleiBenden lntrons der Gruppe I. 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-spleioenden Introns der Gruppe 11. Dieser ProreB 
wird ebenfalls yon RNA-Strukturen (dunkle Halbkreise) innerhalb des Introns 
katalysiert. nutzl aber anstatt eines Cofaktors einen Adenosinrest (A) im Intron, um 
eine Lasso-RNA zu bilden. Jeder der drei Mechanismen beinhaltet zwei Schritte: die 
Reaktion an der 5’-SpleiOstelle und die anschlieknde Reaktion an der 3’-SpleiO- 
stelle. 

der SpleiBosomen. Die snRNAs im SpleiBosom kann man sich 
als ein zerstiickeltes Intron der Gruppe I1 vorstellen, wobei diese 
RNAs die katalytischen Stellen fur beide Reaktionen sind. Die 
Proteine in den SpleiBosomen konnten fur die Erkennung der 
Vorlaufer-RNA notig 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 konnten sich im Laufe der Zeit trans-reagie- 
rende Komponenten entwickelt haben, die Introns durch Se- 
quenzerkennung an den SpleiDstellen spleiBen, wodurch die 
cis-Sequenzen innerhalb jedes Introns ~erk i imrner ten[~~~.  Trans- 
reagierende Segmente von Introns der GruppeII, die das 
Spleiljen von Introns mit partiell katalytischer Struktur ergan- 
Zen, sind nachgewiesen ~ o r d e n [ ~ ~ ] .  

Einige Jahre nach der Entdeckung des Lasso-Zwischenpro- 
duktes beim cis-SpleiBen konnte auch beim trans-Spleiljen ein 
verzweigtes Zwischenprodukt nachgewiesen werden. Die Che- 
mie des trans-SpleiBens ist demnach der des cis-Spleikns sehr 
ahnlichL6‘I. Es ist daher sehr wahrscheinlich, daB die cis- und 
trans-SpleiBvorgange Variationen eines grundlegenden Mecha- 
nismus sind. Trypanosom-Parasiten, die mRNA ausscblieBlich 
durch trans-SpleiRen einer kurzen Leader-RNA synthetisieren, 
exprimieren offenbar weder U I - noch U 5-snRNA, aber dafur 
U2-, U4- und U ~ - S ~ R N A S [ ~ ~ I .  

Dal3 die Sequenzkomplementaritat zwischen dem 5‘-Ende der 
U 1-snRNA und den Consensus-Sequenzen an der 5’-Spleii3- 
stelle eine entscheidende Rolle fur das SpleiBen spielt[66, 671, 

konnte durch eine Reihe von Experimenten, einschlieBlich der 
Inhibierung des SpleiBens in vitro durch Zugabe von Antiseren, 
die fur U 1-snRNP spezifisch sind, bestatigt werdenrbsl. Nach 
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Pra-mRNA 

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 komplementar, und durch Mutations- 
analysen konnte gezeigt werden, daB diese Wechselwirkung 
auch fur das SpleiBen wichtig i ~ t t ~ ~ ] .  Schon fruh in der SpleiB- 
reaktion erkennen U 1- und U 2-snRNAs Consensus-Sequenzen 
an der 5’-SpleiB- und an der Vermeigungsstelle (Abb. 9a). Zu 
diesem Zeitpunkt sind U 4- und U 6-snRNAs durch eine ausge- 
dehnte komplementare Region aneinander gebunden[”]. Die 

snRNA U 6 unterscheidet sich dadurch von den anderen 
snRNAs, daB sie nicht durch core-Peptide, die von Sm-Lupus- 
Antiseren erkannt werden, gebunden wird; aukrdem wird sie 
von einer anderen Polymerase transkribiert und ist am 5’-Termi- 
nus anders modifiziert. Die U6-snRNA ist zudem das am hoch- 
sten konservierte Mitglied der snRNA-Familie und konnte eine 
besondere katalytische Rolle spielen. Das U4/U 6-snRNP bin- 
det das U 5-snRNP und der entstandene spezifische tri-snRNP- 
Komplex bildet mit anderen Komponenten wahrscheinlich das 
Spleinosom [”I. 
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Nach der Bildung des SpleiDosoms erfolgen wichtige Umor- 
ganisationen der snRNAs (Abb. 9 b). Genetische und biochemi- 
sche Untersuchungen zeigen, daD die U 6- mit der U 2-snRNA 
durch eitie ausgedehnte kompleinentire Region iin Spleifjosom 
gepaart ~ i n d [ ’ ~ ?  731. Zur Paarung der U2- und U6-Strukturen 
md3 die U4-snRNA von der U 6-snRNA abdissoziieren. Tat- 
sachlich kann die U4-snRNP nach dieser Umwandlung vom 
aktiven SpleiDosom abgegeben werden. Die komplementaren 
Sequenzen zwischen der U 3 -snRNA und der 5’-SpIeiDstelle dis- 
soziieren wahrscheinlich auch vor dem ersten SpleiDschritt und 
die 5’-SpleiDstelle paart sich mit einer anderen Region der U6- 
S ~ R N A ~ ’ ~ .  751. Man glaubt, daI3 die U 5-snRNA wichtig fur die 
Erkennung der Exon-Sequenzen ist, die den SpleiDstellen direkt 
benachbart liegen. Mutationen in diesen benachbarten Sequen- 
Zen habeii starke Auswirkungen auf die SpleiDeffizienz, und 
diese Effekte konnen durch komplementare Veranderungen in 
den U 5-snRNAs verringert ~ e r d e n [ ’ ~ ] .  Es ist moglich, daD es zu 
weiteren Umorganisationen in den von den snRNAs gebildeten 
Sekundarstrukturen zwischen dem ersten und dem zweiten 
SyleiBschritt kommt. Einige Mutationen in U 2  und U 6  (Posi- 
tionen mit * gekennzeichnet), inaktivieren nur den zweiten 
S ~ h r i t t ~ ’ ~ ,  731. Betrachtet man das Netzwerk der komplementa- 
ren Sequenzen zwischen snRNAs und der pra-mRNA im 
SpleiIjosom genauer, findet sich eine Verdichtung von snRNA- 
Strukturen ~ moglicherweise eine Tertiarstruktur - nahe der 
Verzeigungstelle und den Sequenzen der 5’-SpleiBstellen. Diese 
Anordnung von snRNAs konnte das katalytische Zentrum fur 
den ersten Schritt sein. Weitere Umorganisationen fuhren mog- 
licherweise zu einer weiteren katalytischcn Stelle fur den zweiten 
Schritt. 

Die Bildung des SpleiSosoms 

Einige stabile Komplexe, die snRNAs und pra-mRNA ent- 
halten, wurden teilweise charakterisiert und ein SpleiDosomcy- 
clus entworfen (Abb. lo)[’’’. Der Komplex CC bildet sich an der 
prl-mRNA durch Erkennung der Sequenz der 5’-SpleiDstelle 
durch U1-snRNP und der Sequenzen der Verzweigungs- und 
der 3’-SpleiD~teller~~ Fur Saugetiersysteme 1st eine Pyri- 
midinsequenz nahe der 3’-SpleiB- und der Verzweigungstelle be- 
sonders wichtig. Die darauffolgende Bindung von U 2-snRNP 
an die pra-RNA fuhrt zur Bildung des sehr stabilen Komple- 
xcs A und hangt entscheidend vom Protein U2AF ab[”l, das 
die Polypyrimidinsequenz durch prototypische RNA-bindende 
Domanen erkennt und Wechselwirkungen mit den anderen 
Komponenten des SpleiBens durch Arg-Ser- Wiederholungsse- 
quenz vermittelt. Jnteressanterweise enthalt das - auch fur die 
stabile U2-snRNP-Bindung notige - U I-snRNP ein gebunde- 
nes Protein mit einer Arg-Ser-Wiederholungssequenz, das U i- 
70-kd-Polypeptid. Ob U 2 AF und das U 1-70-kd-Polypeptid di- 
rekt uber das Intron kommunizieren, ist nicht klar. 

Das B I-Spleiaosom bildet sich, wenn der U 4/U 6/U 5- 
snRNA-Komplex ail den Komplex A bindet. Wahrscheinlich 
dissoziiert im Komplex B 1 die U 4-snRNA von der U 6-snRNA 
und auch die U I-snRNA von der 5’-SpleiBstelle. Diese Ereignisse 
definieren den Komplex B 2, welcher der Vorliiufer des Komple- 
xes C 1 1st. Der erste Schritt des Spleikns findet nun in1 Komplex 
C1 statt. Fur die Entstehung des Komplexes C2  sind wahr- 
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Ahb. 10. Schematische Darstellung des SpleiDosomcyclus unter Beriicksichtigung 
der Rolle von kleinen nuclearen Ribonucleoprotein(snRNP)-Partikeln bei pra- 
mRNA-SpleiOen. Pri-mRNA (oben), die zwei durch ein Intron getrennte Exons 
enthllt, tritt in die snRNP-SpleilJ-Komplexe ein und verlillt sie als mRNA (unlen) 
und als herausgeschnittenes Lasso-Intron (links). Andere, nicht-snRNP-Faktoren 
werden fur die SpleiDosomhildung benotigt, wurden aher der Einfachheit halher 
weggelasscn. CC, A, B 1. B 2, C 3 ,  C 2 und I sind Komplexe innerhalb des Spleillwe- 
ges. die hiochemisch undjoder genetisch unterwhieden werden konnten. 5’-SS: 3’- 
SS, bs und Py bezeichnen 5’- und 3’-SpleiBstellen, Verzweigungsstellen bzw. Polypy- 
rimidinsequenzen und U 1. U2, U4, U5 sowie U6 die ejnzelnen snRNPs. 

scheinlich weitere Urnorganisationen notwendig, um den zwei- 
ten SpleiBschritt zu katalysieren. Der Komplex C2 dissoziiert in 
die frisch verbundenen Exons und den snRNP-Intron-Kom- 
plex I. In der Zelle wandert dann das gespleiDte Produkt ins 
Cytoplasma. Komplex I wird zuruckgehalten und umgesetzt : 
Die snRNPs werden fur weiteres SpleiBen in vivo wiederverwer- 
tet, die Lasso-Intron-RNA wird abgebaut. Da alle snRNAs sehr 
stabil sind, durchlaufen sie wahrscheinlich viele SpleiBcyclen. 

Man sollte erwarten, daD am Zusammenbau und an der Um- 
organisation der Komplexe, die so kompliziert sind wie die des 
SpleiDosomencyclus, einige Proteine beteiligt sind. Durch aus- 
fuhrliche genetische Analyse wurden mehrere Genprodukte aus 
Hefe identifiziert, die fur das SpleiBen in vivo oder in vitro 
bedeutsam sindts2. 831. Temperaturempfindliche Mutationen in 
Precursor-RNA-processing(PRP)-Genen verursachen eine An- 
reicherung von ungespleiBter pra-mRNA im Kern und/oder er- 
zeugen Extrakte, die fur das SpleiDen in vitro ungeeignet sind 
(Abb. 11). Man schatzt, daB mindestens 100 Gene Produkte co- 
dieren, die fur das DNA-SpleiDen von Bedeutung sind; das ent- 
spricht etwa 2 % des gesamten Hefe-Genoms. Der SpleiBapparat 
ist also eine bedeutende Komponente des Kerns. Die Aminosau- 
resequenzen, die fur einige der PRP-Gene vorhergesagt wurden, 
haben vermutlich spezifische Funktionen, wie RNA-Bindung 
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5' ss 3 ss 

Pra-mRNA 

5'-- . -3' 
mRNA 

Abb. 11. Uhergange im SpleiBosomcyclus, fur die em PKP-Protein benotigt wird. 
Die erforderliche PRP-Mutante ist an den Pfeilen angegeben, die die Ubergange im 
Cyclus in vitro zeigen. 

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

Die Schritte im SpleiBosomcyclus, fur die besondere PRP- 
Proteine benotigt werden (Abb. 1 I), stimmen mit dem Cyclus 
uberein, der durch kinetische und biochemische Methoden be- 
stimmt wurde. Die meisten Ubergange zwischen spezifischen 
Formen des SpleiBosoms benotigen ein oder mehrere spezifische 
Proteine. Zudem spleiljen einige PRP-Mutanten nicht, da sie 
snRNPs nicht wieder zusammenbauen konnen, um weiteres 
Spleiljen zu ermoglichen. Es beweisen also sowohl genetische als 
auch biochemische Untersuchungen, daB der SpleiDosomcyclus 
fur die Excision von Introns aus diskontinuierlichen Genen ver- 
antwortlich ist. 

Die Chemie des SpleiDosoms 

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 rnit einer 
einzigen Umesterung erreicht werden kann. Das konnte fur 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 R,- oder S, 
konfiguriert. Die Konfiguration kann uber die Empfindlichkeit 

gegenuber bestimmten Nucleasen festgelegt werden. Wenn eine 
chirale Phosphorothioatgruppe nur an einer Umesterung betei- 
ligt ist, wird ihre Konfiguration verandert, z.B. von R, zu S,. So 
konnen die Umesterung wihrend eines Prozesses ausgezahlt 
und potentielle kurzlebige Zwischenprodukte entdeckt werden. 

H 
-6indungsstelle G-lv - Bindungsstelle 

Erster Schritt : RP aktiv Zweiter Schritt : Sp aktiv 
Abh. 12. Der stereochemische Verlauf des ersten und zweiten Schritts der selbst- 
spIei0enden Reaktion von Introns der Gruppe I. Tm ersten Schritt 1st das Phospho- 
rothioat der 5'-SpleiRstelle des Exons 1 in der R,-Konfiguration, im zweiten Schritt 
das Phosphorothioat der 3'-SpleiRstelle des Exons 2 in der S,-Konfiguration gezeigt. 
Diese Konformere inhihieren den ersten bzw. zweiten Schritt nicht [84-861. Die 
Wechselwirkungen zwischen dem Sauerstoffatom der Phosphate und einem Mg2+- 
Ion sind bypothetisch und sollen erklaren, warum ein Phosphorothioat mit einem 
Schwefelatom an dieser Stelle nicht reaktiv ist. IVS = lnterveniercnde Sequenz. 

Wie bereits angedeutet, sind R,- und S,-Phosphorothioate in 
vielen katalytischen Stellen nicht gleich aktiv. Man schreibt dies 
der Wechselwirkung zwischen einem Sauerstoffatom des Phos- 
phates und einem Metall-Ion zu; die entsprechende Wechselwir- 
kung eines Schwefelatoms ist weniger gunstig. Diese Zusammen- 
hange wurden fur die selbst-spleil3enden Introns der Gruppe I 
und auch fur das SpleiBosom untersucht. 

Die zwei Spleiljschritte 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 fur die Umesterung aktiviert. In dieser Reaktion 
ist das R,-konfigurierte Phosphorothioat aktiv und nicht das 
S,-konfigurierte. Das deutet darauf hin, dalj das Sauerstoff- 
atom in dieser Reaktion uber ein Metall-Ion gebunden wird. 
Ubereinstimmend mit nur einer Umesterung im ersten Schritt 
wird das R,-konfigurierte Zentrum in ein S,-konfiguriertes 
iiberfuhrt[841. Im zweiten Schritt besetzt die Guanosingruppe an 
der 3'-Spleil3stelle die G-Bindungsstelle und das 3'-OH des 5'- 
Exons wird fur die Umesterung aktiviert. Entsprechend dem 
Prinzip der mikroskopischen Reversibilitat ist das S,-konfigu- 
rierte Phosphorothioat in dieser Reaktion aktivIs6l, weshalb das 
R,-konfigurierte Produkt gebildet wird. Aus der stereochemi- 
schen Analyse der Reaktionen der Introns der Gruppe I folgt 
daher, daB our ein katalytisches Zentrum fur beide Schritte 
existiert . 

Der stereochemische Verlauf der beiden Schritte des SpleiBo- 
somprozesses wurde durch Synthese von Substrat-RNAs, die 
entweder ein R,- oder ein S,-Phosphorothioat an der 5'- oder 
der 3'-SpleiBstelle enthielten, u n t e r s ~ c h t [ ~ ~ l .  Das jeweilige 
Stereoisomer wurde durch eine Kombination von chemischer 
Synthese, oligo-geprimeter Transkription und Ligation der 
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RNAs mit uberbruckenden Oligodesoxynucleotiden und T 4- 
DNA-Ligase eingebautrSs1. 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 SpleiDschritte 
jeweils nur eine Umesterung mit Inversion am Chiritatsxentrum 
des aktiven Phosphorothioates beinhalten und b) in beiden 
Schritten das S,-Diastereomer und nicht das R,-Diastereomer 
das aktive Phosphorothioat i~ t [~ ' I .  

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

SpleiOosom I Gruppe I 

il t1 I 
sp Pp 

GP ulpa t- 
i Zweiter 

Schritt 

Rp GP 
U P -  

Ahb. 13. Chemische Mechanismen und Konfigurationsangaben zu den heiden 
Schritten des Selbst-SpleiDens der Introns der Gruppe I (links) und der des spleiRo- 
somalen pra-mRNA-SpleiRens (rechts). Unterschiedlich sind im ersten Schritt unter 
anderem die Phosphorothioatdiastereomerpraferenzen. die Nucleophile (2-OH 
bzw. 3'-OH) sowie die Plazierung (5' b m .  3') des konservierten Guanosinrestes (G) 
beziiglich des Phosphalrestes an der 5'-SpleiBstelle. Ahnlich sind irn zweiten Schritl 
die Praferenz fur das S,-Phosphorothioatdiastereomer. der Einsatz einer 3'-OH- 
Gruppe als Nucleophil und die Bindung eines konservierten Guanosins (G) iiher ein 
3'-Sauerstoffatom an das Phosphat an der 3'-Splci5stelle. R,, und S,  kennzeichnen 
fur jeden Schritt das eingesetnte Phosphorothioatdiastereomer, das nicht signifikant 
inhibitorisch ist, sowie das resultierende Produktdiastereomer. Die gestrichelten 
Pfeile deuten auf die po~entielle, aber hislang nicht beohachtete Reversibililat eines 
jeden Schrittes des nucleiren pra-mRNA-Spleikns hin. Die dunklen Halbkreise. 
die im SpleiBosom fur den zweiten Schritt gezeigt werden, bedeutrn eine hypotheti- 
sche Stelle, die der der Introns der Gruppe I ahnelt. 

Schritte der Gruppe I Hin- und Ruckreaktionen an einem einzi- 
gen katalytischen Zentrum. Dies ist sicherlich nicht der Fall bei 
den Reaktionen an SpleiDosomen. Hier ist in beiden Schritten 
das S,-Phosphorothioat aktiv, und daher ist der zweite Schritt 
nicht die Ruckreaktion des ersten. Diese Ergebnisse sind in Ein- 
klang mit der Vorstellung, daR das SpleiBosom zwei katalytische 
Zentren fur die beiden Schritte bereitstellt. Die Bestandteile die- 
ser Zentren konnen teilweise uberlappen, die Zentren mussen 
getrennt sein. Das wiirde auch der unterschiedlichen chemi- 
schen Natur der Reaktionskomponenten der beiden Schritte 

entsprechen. Im ersten Schritt wird eine 2'-Hydroxygruppe eines 
Adenosinrestes, im zweiten Schritt eine 3'-Hydroxygruppe am 
S-Exon aktiviert. Des weiteren is1 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 SpleiDosomprozeB und wahrscheinlich auch der selbst- 
spleiBende ProzeR von Introns der Gruppe 11 miissen also an 
zwei getrennten katalytischen Zentren ablaufen. 

Das fur den zweiten Schritt verantwortliche katalytische Zen- 
trum des SpleiBosoms ahnelt wahrscheinlich dem der selbst- 
spleiDenden Introns der Gruppe I. Diese zwei Zentren haben 
ahnliche Eigenschaften : Beide katalysieren die Umesterung, 
wobei a) ein S,- und nicht ein R,-Phosphorothioat im aktiven 
Zentrnm liegt, b) das aktivierte Phosphat an die 3'-Position 
eines konservierten Guanosinrestes gebunden ist und c) 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 ihnli- 
che RNA-Tertiarstruktur der katalytischen Zentren und einen 
gemeinsamen entwicklungsgeschichtlichen Ursprung wider. 

Kernstruktur und RNA-SpleiBen 

Das Prozessieren von Introns erfolgt sowohl aus nascierender 
RNA, die durch Polymerase verlangert wird, als auch aus post- 
transkriptioneller V o r l a ~ f e r - R N A [ ~ ~ ~ .  Der SpleiRapparat mu13 
also in der Nahe des Gens und in den Regionen zwischen dem 
Gen und den Kernporen gelegen sein. Nach Beendigung des 
SpleiDens wird die mRNA durch eine der etwa 4000 Kernporen 
einer typischen Saugetierzelle ins Cytoplasma tran~portiert~'~]. 
Der Mechanismus, durch den nucleare RNAs vom Transkrip- 
tions- und SpleiDort zu den Poren transportiert werden, ist nicht 
geklart. 

Die subnucleare Lokalisation einiger Proteine und RNAs, die 
fur das RNA-SpleiDen wichtig sind, wurde licht- und elektro- 
nenmikroskopisch untersucht. Das Auffalligste 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)[91,g21. Das U l-snRNP ist m a r  auch in 
solchen Zentren und Flecken konzentriert, dariiber hinaus je- 
doch gleichmaDiger uber den Kern verteilt. Die gefleckten 
Strukturen entsprechen Regionen, ?lie von Elektronenmikro- 
skopikern als granulare Interchromatinhaufen und Perichro- 
matinfi brillennetzwerk beschrieben werden. Durch hochauflo- 
sende In-situ-Hybridisierungsmethoden und Pulsrnarkierung 
wurde neu synthetisierte RNA in den gefleckten Regionen und 
auch in kurvilinearen Anordnungen gefunden, die sich vom Gen 
zur Kernperipherie hin e r ~ t r e c k e n [ ~ ~ .  941. Je weiter entfernt die 
nucleare Vorlaufer-RNA entlang dieser Anordnungen, die von 
seinem Ursprungsgen ausgehen, lokalisiert ist, desto niedriger 
ist die Konzentration der Intron-Sequenzeii im Vergleich zu der 
der Exon-Sequenzen. Das deutet darauf hin, daR die Vorlaufer- 
RNA durch die gefleckten Strukturen hindurchlauft, wahrend 
sie prozessiert und transportiert wirdLg41. In diesen Regionen 
sind wahrscheinlich aktive SpleiRosome konzentriert. 

Neben den snRNPs sind auch einige fur das SpleiRen wichtige 
Proteine in den gefleckten Strukturen konzentriert. Dazu geho- 
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Abb. 14. Subnuclearc Lokalisation der SpleiRfaktoren im Kern. Es wurden spezifi- 
sche Antiseren und In-situ-Hybridisierungsmethoden eingesetzt, urn Komponenten 
des SpleiDosoms und SpleiRfaktoren im Kern von Siugetierzellen zu lokalisieren. 
Der Urnrib der Zelle wird ohne cytoplasmatische Struktur gezeigr. In der Kernmem- 
bran sind drei Kernporen dargestellt. Die groDen 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 1931. Die rosahrbene Schrdffierung stellt die nucleare Verteilung von U 1- 
snRNP und U2AF dar. 

ren die Arg/Ser-Proteine SF 2/ASF[”. 961 und SC 35[”]. 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 einer Salzlosung hoher Konzentration im Kern ver- 
bleibt[96]. Es handelt sich um eine fibrillare Matrix, die gegen- 
uber RNase empfindlich ist, was auf eine groBe Bcdeutung der 
RNA fur die Struktur hinweist. Es konnte gezeigt werden, daB 
SpleiRosome mit der Kernmatrix assoziiert sind, da pulsmar- 
kierte endogene Vorlaufer-RNA, die als Teil der Matrix extra- 
hiert wurde, prozessiert werden k ~ n n t e [ ~ ~ !  

Aktive SpleiBosome konnten an die Kernmatrix uber Wech- 
selwirkungen mit Proteinen der Arg/Ser-Familie gebunden 

‘‘‘I. Eine Reihe von monoklonalen Antikorpern wurde 
gegen Komponenten der Kernmatrix aus menschlichen Zellen 
hergestellt. Drei dieser Antikorper farben die Matrix spezifisch 
und finden sich im wesentlichen bei den snRNPs in den gefleck- 
ten Strukturen. Uberraschenderweise konnen mil diesen drei 
Antikorpern spezifisch SpleiBosomkomplexe, die Exon-Sequen- 
Zen enthalten, d. h. eine Fraktion der Vorlaufer-RNA, die Las- 
so-Zwischenprodukt-RNA, das assoziierte 5’-Exon und auch 
die gespleiljten Exon-Produkt-RNAs immunprazipitiert wer- 
den[’’’]. Die Antikorper prazipitieren nicht den Intron-enthal- 
tenden SpleiBosomkomplex I, obwohl er fast alle snRNPs und 
assoziierte Proteinkomponenten enthalt. Diese bemerkenswer- 
ten Ergebnisse deuten darauf hin, daR die Matrixkomponenten 
an Exon-RNA-Sequenzen binden, die spezifisch zu SpleiDkom- 
plexen zusammengesetzt sind. 

Die von den monoklonalen Antikorpern gegen die Kernma- 
tnx erkannten Proteine sind hochstwahrscheinlich ArgiSer-Pro- 
tein oder rnit soichen assoziiert. Vorlaufer-RNAs werden von 
Arg/Ser- freien Kernextrakten nicht immunprazipitiert. Werden 
zusatzlich gereinigte Arg/Ser-Proteine hinzugegeben, wird die 

spezifische Immunfluoreszenz von subnuclearen Strukturen 
blockiert. Diese Ergebnisse bestatigen ein Modell, nach dem die 
ArgiSer-Proteine rnit der Kernmatrix assoziiert sind oder sie 
bilden[lOll. Neu synthetisierte RNA-Sequenzen werden von den 
Arg/Ser-Proteinen, wie SC 35, ASF, U 1-70-kd und U2AF, er- 
kannt und sind an die Matrix moglicherweise uber Wechselwir- 
kungen mit den Arg/Ser-Sequenzen gebunden. An diesen Struk- 
turen wurden sich vollstandige SpleiDosome bilden, die die in 
der Nlhe der Matrix gelegenen SpleiBstellen umfassen, und das 
SpleiBen durchfuhren. Die Exon-Produkt-RNAs wurden an die 
Matrix gebunden bleiben und sich durch einen bisher unbe- 
kannten Mechanismus ZLI den Kernporen bewegen. 

SchluDfolgerung 

Die Entdeckung diskontinuierlicher Gene und des SpleiDens 
von RNA war entscheidend fur das Verstandnis der Biologie 
eukaryotischer Organismen. Das SpleiBen von RNA ist wichtig 
fur die Genregulation, die eine zentrale Stellung bei allen biolo- 
gischen Phanomenen einnimmt. Dies gilt besonders dann, wenn 
Vorlaufer-RNAs uber unterschiedliche Wege prozessiert wer- 
den, um mRNAs zu bilden, die verschiedene Proteine codieren. 
Der Mechanismus des SpleiBens durch das SpleiBosom ist wahr- 
scheinlich dem selbst-spleiknden ProzeIj der Introns der Grup- 
pen I und I1 verwandt. Der SpleiSprozeB der SpleiSosome ist 
entwicklungsgeschichtlich alt, vielleicht so alt wie die Transla- 
tion durch Ribosomen. Man kann sich vorstellen, daB die euka- 
ryotische Zelle aus zwei Kompartimenten besteht, dem Kern, 
wo die SpleiDosome durch RNA-Katalyse RNA-Vorlaufer pro- 
zessieren, und dem Cytoplasma, wo die Ribosomen durch RNA- 
Katalyse mRNAs translatieren. Die subnucleare Lokalisation 
von SpleiBosom-verwandten Komponenten deutet darauf hin, 
daR der Kern in Kompartimenten organisiert ist. Mit weiteren 
Untersuchungen zum RNA-SpleiRen und -Transport wird die 
Natur dieser spezifischen Organisation sicher aufgeklart werden 
konnen. 
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