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Abb. 1.
Nach dem Export
aus dem Kern
werden partiell
doppelstringige
pre-miRNAs und
dsRNA von Dicer in
18-25 nt lange
miRNA- und siRNA-
Duplexe prozes-
siert. Diese Inter-
mediate werden
durch eine Helicase
entwunden, die nur
einen Strang des
Doppelstrangs an
den RISC-Komplex
iibergibt, wihrend
der andere abge-
baut wird. Der Grad
der Basenpaarung
entscheidet iiber
die Funktion der
Einzelstrdnge als
siRNAs oder
miRNAs.

Die Wiederent-
deckung der RNA

@ Gerade als die Forscher dachten,
sie hatten mit der Sequenzierung des
menschlichen Genoms die Rolle der
wichtigsten Molekiile der Zelle ent-
schlisselt, tauchte eine lange miss-
achtete Molekiilspezies in einer Viel-
zahl von unterschiedlichen Formen
auf: die RNA. Die lange gehegte Vor-
stellung, RNA sei lediglich eine Zwi-
schenstufe auf dem Weg von der
DNA zum Protein, wurde durch die
Charakterisierung und Kristallisati-
on des Ribosoms revidiert."” Neben
strukturbildenden Eigenschaften im
Ribosom konnten der RNA erstmals
senzymatische“ Funktionen zuge-
wiesen werden.

Erst als zu Beginn der 90er Jahre
eine neue Form der Genregulation
entdeckt wurde, die auf einer RNA-
RNA-Bindung beruht, kam der Ver-
dacht auf, dass RNA weit mehr
Funktionen ausiiben kann, als bis-
her angenommen.” Die Entdeckung
der RNA-Interferenz (RNAi)3_7) und
mehrerer hundert kleiner regulatori-
scher RNAs*™ fuhrt heute zu ei-

nem Umdenken tiber viele Regula-
tionsprozesse bei der Expression
von Genen. Es ergeben sich neue
Fragen nach Auswirkungen dieser
Regulationsmechanismen auf Krank-
heiten, deren Entstehung wir bis
heute nicht erschopfend erklaren
konnen.

Abhéngig von ihrer Entstehung
sind diese kleinen RNAs bekannt als
short interfering RNAs (siRNAs)
oder microRNAs (miRNAs). Sie re-
gulieren die Umschreibung von
DNA in Protein meist als Represso-
ren, indem sie entweder komple-
mentdre Messenger-RNAs (mRNAs)
binden und zu deren Abbau beitra-
gen (siRNAs— RNAi) oder durch
Bindung z.B. an den 3' nichttrans-
(3'-UTR) der
mRNA zu einem Stopp der Translati-
on fuhren (miRNAs—>RNAu).16‘17)
(Abbildung 1)

latierten  Bereich

Short interfering RNAs und
RNA-Interferenz

@ Short interfering RNAs (siRNAs)
entstehen bei der Prozessierung von
langen, doppelstrangigen RNAs
(dsRNA) durch Dicer, einer Nuclea-

se aus der RNAseIII-Familie,lg) und
bilden die aktive RNA-Spezies bei
der RNA-Interferenz (RNAi) [s.
Trendberichte 2003, Nachr. Chem.
2003, 51, 316]. Charakteristische
einzelstrangige Uberhange von zwei
Nucleotiden an beiden 3'-Enden
pragen den siRNA-Duplex von 21
bis 25 Nucleotiden.” Sind solche
siRNAs homolog zu mRNAs in der
Zelle, so dienen beide Strange der
siRNA als komplementare Sonden
zum Aufspiiren dieser mRNAs."”
Der doppelstrangige Komplex aus
siRNA und mRNA wird durch eine
Nuclease vom RNAselll-Typ ge-
schnitten, was zur Eliminierung der
mRNA und zum Stopp der jeweili-
gen Proteinbildung fithre.*”

Seit entdeckt wurde, dass sich
perfekt paarende siRNAs auch bei
Saugetieren dazu verwenden lassen,
homologe mRNAs zu eliminieren,
wird RNAi zum Ausschalten von
21) Die

Anwendung dieser Technik erstreckt

Genfunktionen verwendet.

sich von der Analyse von Protein-

funktionen ganzer Genome
(Functionomix) bis hin zum Aus-
schalten von viralen und parasitiren

Genen sowie von Onkogenen. Die
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Bedeutung der therapeutischen An-
wendungen von RNAI ist noch nicht
abzusehen. Sie beschrinken sich
nicht auf Infektionskrankheiten?>*”
und Krebs,w

Prozesse, Morbus Crohn und Uber-

auch entziindliche

funktionen verschiedener Organe
konnen sich moglicherweise so be-
handeln lassen.

Kleine RNA:s fiir die Gen-
regulation: microRNAs

@ Bereits Anfang der 90er Jahre
wurde eine andere Spezies von klei-
nen, nicht-kodierenden RNAs ge-
funden, die vermutlich eine erhebli-
che Rolle bei der Regulation der Dif-
ferenzierung von Stammzellen spie-
len konnen. Eine Mutation in einer
sehr kleinen RNA fithrt zu einer ver-
anderten Genexpression im Faden-
wurm C.elegans, wie Victor Ambros
1993 entdeckte.” Die Bindung die-
ser kleinen RNA an das Ende einer
messenger-RNA (mRNA) fuhrte zur
Stopp der Translation verschiedener
mRNAs und damit zur Fehlentwick-
lung des Wurms. Sieben Jahre spater
wurde in C.elegans eine weitere klei-
ne RNA mit genregulatorischen Ei-
genschaften gefunden.””

Erst mit der Entschlusselung der
Genome verschiedener Spezies wur-
de deutlich, dass das Genom Hun-
derte von kleinen RNAs codiert, de-
ren Bedeutung nicht darin liegt, in
Protein umgeschrieben zu werden,
sondern die regulatorische FEigen-
schaften aufweisen. Diese kleinen
RNAs besitzen eine Grofse von 18
bis 25 Nucleotiden und sind hoch-
konserviert von der Pflanze bis zum
Menschen. ¥ Sie werden heute
unter dem Begriff microRNAs
(miRNAs) zusammengefasst.

Der Mechanismus der miRNA-
Biogenese ist weitgehend unbe-
kannt. Sie werden im Zellkern aus
langen primédren Vorlaufer-RNAs
(pri-miRNA) geschnitten, die haar-
nadelformige Strukturen von etwa
70  Nucleotiden  ausbilden
(pre-miRNAs) (Abbildung 1). Diese
pre-miRNAs verlassen den Zellkern
und werden im Cytosol von einer
Nuclease weiter bis auf ihre endgul-

tige Lange gestutzt.ylg)

Die Funktion der miRNAs

@ Sequenzvergleiche von miRNAs
mit bekannten Pflanzen-mRNAs er-
gaben als Zielmolektile hauptsach-
lich Transkriptionsfaktoren, die in
entwicklungsbiologische = Prozesse
eingreifen.”” Sie regulieren die Gen-
expression nach einer Zellteilung,
bei der zwei unterschiedliche Zellen
entstehen (asymmetrische Zelltei-
lung), sowie Zellvermehrung (Pro-
liferation) und Zelltod (Apoptose).
In vivo- und in vitro-Studien in ver-
schiedenen Organismen haben diese
Vermutungen bestatigt.

Studien tber die Morphogenese
von Pflanzenblattern haben gezeigt,
dass Mutationen im CINCINNATA-
Gen (CIN-Gen) eine Krauselung der
Blatter von Lowenmaéulchen zur Fol-
ge haben® da die Regulation der
Zellteilung im Blatt gestort ist. Das
CIN-Gen kodiert den Transkriptions-
faktor TCP, der wiederum die Expres-
sion verschiedener Gene wihrend
der Zellteilung einschaltet. In nicht-
teilen Zellen wird die Bildung von
TCP unterdrickt. Die Mutanten mit
den deformierten Blattern leiden un-
ter Uberproduktion von TCP und
konnen daher die Zellteilung nicht
stoppen. Der Uberschuss von Zellen
am Blattrand bewirkt, dass sich das
normalerweise glatte Blatt krauselt.
Weigel und Mitarbeiter zeigten, dass
die JAW-miRNA diese Feinregulation
der TCP-Bildung auf mRNA-Ebene
steuert. Diese bindet durch perfekte
komplementire Basenpaarung an
den 3'-nichttranslatierten Bereich
(3'-UTR) der TCP-mRNA. Dadurch
bildet sich ein ein doppelstrangiges
RNA-Fragment, das den Abbau der
TCP-mRNA durch Nucleasen er-
leichtert und die Bildung des Proteins
verhindert. Ohne TCP teilen sich die
Zellen nicht mehr, und es entwickelt
sich ein glattes Blatt.

miRNAs bei Sdugetieren

@ miRNAs spielen nicht nur eine
essentielle Rolle in der Entwicklung
von Pflanzen und Invertebraten
(Wirbellosen), sondern auch bei
Séugetieren wie dem Menschen. Im
Gegensatz zur Pflanzenwelt, in der
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perfekt paarende miRNAs den Ab-
bau der Ziel mRNA durch einen
RNAi-gdhnlichen Mechanismus sti-
mulieren, weisen tierische miRNAs
in der Regel keine perfekte Basen-
paarung mit der Ziel-mRNA auf.
Dies erschwert Auffinden von sol-
chen miRNAs und deren Interakti-
onspartner deutlich.”"*? Tierische
miRNAs fihren durch imperfekte
Basenpaarung am 3'-UTR der mRNA
zu einem Translationsstopp im Ribo-
som.

Beim Menschen wurden bisher
weit tiber 200 miRNAs gefunden,
deren Funktionen noch unbekannt
sind.¥ Mit der Bedeutung von
mi-RNas bei der Entwicklung von
Saugern befassten sich Kawasaki
und Taira.”” Sie identifizierten mit
HES1 das Zielgen einer miRNA
(miR-23). HESI ist ein Transkripti-
ons-Repressor und wird hauptsach-
lich in neuronalen Stammzellen ge-
bildet, wo es die Differenzierung zu
neuronalen Zellen verhindert. Durch
Bindung an die mRNA von HESI
blockiert miR-23 dessen Expression
und ermoglicht damit eine Differen-
zierung zu neuronalen Zellen.

miRNAs und Feinregulation

@ Wahrscheinlich werden die
microRNAs unsere Vorstellung tiber
die Entstehung von Krebs grund-
legend verandern. Fin Merkmal von
Krebs ist der Verlust der Zellidentitat
und die unkontrollierte Vermehrung
(Proliferation) von Zellen. Bisher
herrschte die Ansicht, dass die Anrei-
cherung von Mutationen in der Pro-
teinsequenz von Onkogenen und Tu-
mor-Suppressor-Genen daftr verant-
wortlich sind, dass Krebs entsteht. Die
Identifizierung der miRNAs, die gera-
de fur die Entwicklung von Organis-
men und Zellhomoostase wichtig
sind, konnte diese Auffassung kor-
rigieren. Da die miRNAs die Kontrolle
der Zellteilung beeinflussen, kann ei-
ne gestorte Regulation der Genexpres-
sion in entwicklungsspezifischen Ge-
nen bei der Entstehung von unkon-
trolliertem Wachstum eine Rolle spie-
len, wie neuere Daten zeigen.l3’34)
siRNAs und miRNAs sind eng
miteinander verknupft, da die Pro-
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Abb. 2.
RNA als Metaboli-
ten-Sensor und
Translationsregula-
tor. Die Abbildung
zeigt schematisch
die Regulation in
Riboswitches. Der
Metabolit bindet
an den 5'-UTR und
verdndert die
Struktur, so dass es
nicht mehr zur
Anbindung des
Ribosoms kommen

kann.
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Translationsstart
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“small molecula™

zessierung beider Spezies tiber den
gleichen Mechanismus verlauft. Wie
dsRNA als Vorldufer der siRNAs,
werden auch die  Vorlaufer
(pri-miRNA,  pre-miRNA) der
miRNAs mit ihren vielen Haarna-
delstrukturen als partielle, doppel-
strangige RNAs angesehen. Daher
liegt eine Beteiligung des RNAi-Me-
chanismus an der Prozessierung der
miRNAs nahe.
auch der RNA-induzierte Silencing-
Komplex (RISC) spielen bifunktio-

nale Rollen bei der Regulation der
19)

Sowohl Dicer als

Genexpression  (Abbildung 1).
Fehlt Dicer im Organismus reichern
sich die langen hairpin-RNAs

(pri-miRNAs) in der Zelle an, wo-
durch es zu unregulierter Zellteilung
kommt. siRNAs und miRNAs sind
funktionell austauschbar. Nur der
Grad der Basenpaarung mit der Ziel-
mRNA entscheidet tber ihren Ab-

bau oder den Translationsstopp.’'*”

Natiirliche Riboswitches

@ Eine wesentliche Errungenschaft
der letzten zehn Jahre ist die Ent-
wicklung synthetischer RNAs, die
durch ihre individuelle Faltung spe-

zielle Funktionen tibernehmen. Die-

se gefalteten RNAs, auch Aptamere
genannt, konnen hypothetisch fast
jede molekulare Zielstruktur von
Proteinen bis hin zu ,,small molecu-
les* binden.” Solche RNAs konnen
so entworfen werden, dass sie enzy-
matische Eigenschaften besitzen
(Ribozyme) und sogar allosterisch
durch kleine Molekiile reguliert wer-
den konnen. Moglicherweise kom-
men auch in vivo mRNAs vor, die ih-
re Translation durch kleine Metabo-
liten zu regulieren konnen. Warum
solche RNAs bisher nicht gefunden
wurden, ist unbekannt.

Erst 2002 gelang es Ron Breaker
und Mitarbeitern, die erste RNA aus
Bakterien zu charakterisierten, die
direkt mit kleinen Metaboliten inter-
agieren kann und dadurch die Trans-
lation des entsprechenden Proteins
37 mRNAs, die in E. coli an

der Vitamin-B1-(Thiaminpyrophos-

reguliert.

phat)-Biosynthese sind,

konnen direkt und ohne die Hilfe

beteiligt

von Protein-Kofaktoren mit Thia-
Durch
Bindung von Thiaminpyrophosphat

minderivaten interagieren.

kommt es zur Umfaltung der
mRNA, zur Behinderung der Ribo-

somenbindungsstelle und schlief$-
lich zum Abbruch der Protein-
expression. Breaker nennt diese Art
von direkter Interaktion einen Ri-
boswitch. Warum bisher nur sehr
wenige solcher Elemente bekannt
sind, liegt an ihrer Herkunft. Es wird
spekuliert, dass solche RNA-Kon-
trollelemente im 5'- nichttranslatier-
ten Bereich (5'-UTR) der mRNA aus
einer Zeit in der Entwicklung des
Lebens stammen, in der Proteine
noch nicht existierten.”® Heute sind
mehrere Riboswitches in bakteriel-
len RNAs bekannt (Abbil-
dung 2).3943)

Neben der Entdeckung Hunder-
ter von microRNAs, die die Trans-
lation von mRNAs durch Bindung
an nicht translatierte Bereiche auf
verschiedenen Arten regulieren, re-
volutionieren Riboswitch-Doménen
im 5'-nichttranslatierten Bereich von
mRNAs das gesamte Feld der RNA-
vermittelten Genregulation und off-
nen neue

44)
ven.
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