Zwischen Genen, biologischer Komplexitat

und Krankheiten:

Alternatives Spleif3en von Botenmolekilen

H. Kénig, ITG

Eine der groRten Uberraschun-
gen bei der Analyse des mensch-
lichen Erbgutes war die Identifi-
zierung von nur 30.000-40.000
proteinkodierenden Genen [1, 2]
— nur circa zweimal mehr als bei
der Fliege oder einem einfachen
Fadenwurm (s. Abb.1). Die Ent-
wicklung der hohen biologischen
Komplexitat des Menschen (und
wahrscheinlich auch anderer
Saugetiere), basierend auf einer
solch relativ kleinen Zahl von Ge-
nen, erklart sich hauptsachlich
durch zellulare Mechanismen,
Uber die aus einem einzigen Gen
verschiedene Proteine (Eiweil3e)
hergestellt werden kénnen.

Der weitaus haufigste dieser Me-
chanismen ist alternatives pré-
MRNA-Spleil3en [3, 4] (s. Abb. 2).
Es beruht auf der Eigenschaft
von Genen aller Organismen
(auRBer Bakterien) die Information
zur Herstellung eines Proteins in
kleinen Stiicken (Exons) zu ent-
halten, die voneinander durch
lange nichtkodierende Genberei-
che (Introns) getrennt sind. Wah-
rend der Reifung eines Vorlau-
fer-Botenmolekils (pra-mRNA)
zum funktionellen Botenmolekl
(mMRNA) miussen die Introns
herausgeschnitten werden und
die Exons zu einer zusammen-
hangenden, proteinkodierenden
RNA-Sequenz zusammengefiigt
werden. Man bezeichnet dies als
SpleilRen. Exons kénnen dabei in
unterschiedlicher Weise mitein-
ander kombiniert werden, wo-
durch aus einem Gen bzw. Vor-
l[aufer-Botenmolekil unterschied-
liche mRNAs und Proteine herge-
stellt werden kdénnen. Dies wird
als alternatives SpleiRen be-
zeichnet. Nach gegenwartigen
Schatzungen spielt alternatives

Splei3en bei der RNA- und Pro-
teinbildung von mindestens 60%
aller menschlichen Gene eine
Rolle [1]. Proteinformen, die
durch alternatives SpleiRen her-
gestellt werden (sog. Spleivari-
anten) spielen in der normalen
Entwicklung von Organismen und
— wenn zur falschen Zeit oder in
der falschen Zelle hergestellt —
bei der Entstehung menschlicher
Krankheiten, wie neurodegenera-
tiven Erkrankungen oder Krebs,
eine wichtige Rolle [5, 6]. Damit
Zellen am richtigen Ort im Orga-
nismus zur richtigen Zeit
SpleiRvarianten herstellen kén-

nen, missen sie entsprechende
Signale (z.B. Wachstumsfaktoren
oder entwicklungssteuernde Sub-
stanzen) aus ihrer Umgebung de-
tektieren und Uber zellulare Sig-
nalwege die SpleiBmaschinerie
entsprechend instruieren. Wie
solche extrazellularen Signale al-
ternative Spleil3prozesse steuern
kénnen ist weitgehend unbe-
kannt.

Das Ziel unserer Arbeiten ist es
Eiweil3stoffe zu identifizieren,
welche alternatives Splei3en in
normalen Koérperfunktionen und
bei der Entstehung von Krebs

| 20.000 Gene

Abb.1: Die Analyse des menschlichen Erbgutes ergab Uberra-
schenderweise nur 30.000 bis 40.000 Gene (Abschnitte auf der
Erbsubstanz, DNA, welche Eiweil3e kodieren). Das sind nur unge-
fahr zweimal mehr Gene als bei der Fruchtfliege oder bei einem
einfachen Fadenwurm. Die erhebliche Diskrepanz zwischen bio-
logischer Komplexitat und unserer Genzahl wird durch die Exis-
tenz und die haufigere Verwendung von Mechanismen erklart,
durch die aus einem einzigen Gen verschiedene Proteine (Ei-
weile) hergestellt werden kénnen. Somit kdnnen wir trotz nur we-
nig mehr Genen eine grof3ere Zahl verschiedener Proteine (also
der Molekdle, welche den Korperfunktionen und -formen zugrun-
deliegen) herstellen als z.B. ein Wurm.
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Abb. 2 : Die Information fur die Herstellung eines Proteins liegt in unseren Genen nicht als konti-
nuierliche Informationsabfolge vor, sondern ist auf kurze Stilickchen (sog. Exons) verteilt. Diese
sind voneinander durch lange nicht-kodierende Genbereiche (sog. Introns) voneinander getrennt.
Diese gestlickelte Natur der Erbinformation bleibt bei der Abschrift (Transkription) des Gens in ein
Vorlaufer-Botenmolekil (pra-mRNA) zunachst erhalten. Um ein proteinkodierendes, reifes Boten-
molekul (MRNA) zu erhalten, missen die Intronbereiche herausgeschnitten und die Exonsequen-
zen zusammengefugt werden. Dieser Vorgang wird als Spleil3en bezeichnet. In mindestens 60% al-
ler menschlichen Gene kdnnen die proteinkodierenden RNA-Stiicke (Exons) in unterschiedlicher
Weise zusammengefiigt werden. Hierdurch kénnen aus einem Gen bzw. einem Vorlaufer-Botenmo-
lekdl unterschiedliche mRNAs und damit Proteine (Eiweil3e) hergestellt werden kénnen. Man be-
zeichnet dies als alternatives Spleil3en. Alternatives Spleif3en wird durch instruierende Signale aus
der Umgebung der Zelle oder durch zellulare Signalmolekiile, zu denen viele Onkogen-Produkte
(Produkte von Genen, deren Veranderung Zellen zu Krebszellen machen kénnen) reguliert. Es spielt
in der Embryonalentwicklung und bei der Entstehung von Krankheiten, wie neurodegenerativen Er-
krankungen (z.B. bestimmte Formen der Alzheimerschen Krankheit) oder Krebs eine wichtige Rolle.

steuern. Dartberhinaus wollen
wir die zellularen Signalrouten
finden und erforschen, die es Zel-
len ermdglichen SpleiBmuster in
Antwort auf duRere Signalstoffe
oder nach Veranderung bestimm-
ter Gene (z.B. Krebsgene) uber
diese Eiweil3stoffe zu verandern.

Das ,Modell-Gen*“ mit Hilfe des-
sen wir solche Proteine und Sig-
nalwege finden und untersuchen
wollen, ist das CD44-Gen. Es ko-
diert ein Zelloberflachenmolekl
von dem durch alternatives pra-
MRNA-Spleilen verschiedene
Formen, sog. CDA44-Varianten

entstehen (s. Abb. 3). Diese vari-
anten CD44-Formen sind in der
Embryonalentwicklung, bei der
Immunantwort und bei der Bil-
dung vieler boésartiger Tumore
von entscheidender Bedeutung
[7, 8, 9]. Die Identifizierung von
Proteinen, welche alternatives
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Abb. 3 : Verschiedene Proteinformen des Zelloberflachenmolekiils CD44 entstehen durch alternati-
ves SpleiRen unter Verwendung von bis zu zehn sog. varianter Exonsequenzen (v1-v10). Die daraus
resultierenden varianten CD44-Formen spielen in der Embryonalentwicklung, bei der Aktivierung
korpereigener Abwehrmechanismen (Immunantwort) und bei der Entstehung von Krebsmetastasen

(todliche Tochtergeschwiilste) eine wichtige Rolle.

SpleiBen von CD44 in diesen
Prozessen steuern, wird es uns
ermoglichen, die Rolle dieser Ei-
weil3stoffe im Organismus zu stu-
dieren und mdgliche Funktionen
dieser Proteine in der Regulation
anderer medizinisch relevanter
Gene zu finden.

Kdrzlich konnten wir einen in al-
len Lebewesen (aul3er Bakterien)
vorkommenden Signalweg identi-
fizieren (den sog. MAP-Kinase-
Weg) uber den Signalstoffe
SpleiBmuster regulieren [10]. Er
wird durch das Produkt des ras-

Krebsgenes, einem zentralen
Signalmolekdl der Zelle (das in
vielen Tumoren unkontrolliert ak-
tiv ist), aktiviert und steuert Pro-
zesse in der Embryonalentwick-
lung, in unseren koérpereigenen
Abwehrreaktionen (Immunant-
wort) und in der Entstehung von
Tumoren [11, 12, 13]. Als weite-
ren entscheidenden Schritt konn-
ten wir Eiweil3e identifizieren, die
an RNA-Exon-Sequenzen [14] in
der Vorlaufer-Boten-RNA des
CD44-Gens binden [15, 16]. Ei-
nes dieser Eiweil3e wird von die-

sem Signalweg direkt angesteu-
ert (s. Abb. 4). Dabei wird es
durch das zentrale Effektormo-
lekil des MAP-Kinase-Weges
chemisch  verandert (phos-
phoryliert), wodurch das Exon fur
die SpleiBmaschinerie zum Ver-
bleib in der reifen Boten-(m)RNA
markiert wird [16]. Damit konnte
zum erstenmal ein splei3regula-
torisches Protein identifiziert wer-
den, das Signale aus der Umge-
bung von Zellen und bei der
Krebsentwicklung aktivierte zel-
lulare Signalwege an die Entste-
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Abb. 4: Wir konnten einen in fast allen Lebewesen vorkommenden zellularen Signallbertragungs-
weg identifizieren (die sog. MAP-Kinase-Kaskade) Uber den &ul3ere Signale wie z.B. Wachstums-
faktoren, aber auch bestimmte krebsauslésende Substanzen (Tumorpromotoren) alternatives
SpleiRen des CD44-Vorlaufer-Botenmolekils (pra-mRNA) regulieren. Der gefundene Signalweg be-
inhaltet das Produkt des ras-Krebsgenes, ein zentrales Signalmolekil der Zelle, welches in vielen
Tumoren unkontrolliert aktiv ist. Der Signalweg spielt in der Embryonalentwicklung, in der Immun-
antwort und in der Tumorentstehung eine Rolle. Desweiteren konnten wir ein Eiweil identifizieren,
das an eine variante Exonsequenz im Vorlaufer-Botenmolekil des CD44-Gens bindet. Es wird von
der MAP-Kinase-Kaskade direkt angesteuert und chemisch verandert (phosphoryliert). Diese sig-
nal-induzierte Veranderung des spleil3regulatorischen Eiweil3es fuhrt zu dessen Aktivierung und,
auf noch nicht verstandene Weise, zum Verbleib des gebundenen Exons in der reifen CD44-mRNA
und damit zur Bildung varianter CD44-Formen. Eine wichtige Aufgabe unserer zukiinftigen Arbeit
wird es sein zu verstehen wie solche signal-induzierten Veranderungen von regulatorischen Ei-
weilRen die SpleiBmaschinerie aktivieren und welche Rolle solche regulatorischen Eiweil3stoffe in
der normalen Entwicklung des Organismus und bei der Entwicklung von Krebs spielen.

hung von Spleil3varianten kop-
pelt. Eine solche Kopplung tber
eine chemische Verédnderung von
spleiRregulatorischen Eiweil3stof-
fen kénnte ein allgemeines Prin-
zip fur die Regulation bzw. die
Verénderung von Spleillmustern
in normalen und krankhaften Pro-
zessen sein. Wichtige Aufgaben

unserer zukinftigen Arbeit wer-
den deshalb sein zu verstehen
wie solche signal-induzierten Ver-
anderungen spleil3regulatori-
scher Proteine die SpleiBmaschi-
nerie aktivieren und welche Rolle
solche regulatorischen Eiweil3-
stoffe im gesunden und im kran-
ken Organismus spielen.

Zusammenfassung

Alternatives Spleil3en von Boten-
molekuilen ist ein wichtiger Me-
chanismus fur die Entwicklung
der biologischen Komplexitat
hoherer Organismen und fur die
Herstellung von wichtigen Ei-
weil3formen in den Zellen unse-




res Organismus. Wir haben einen
zentralen zellularen Signaltber-
tragungsweg gefunden, der die
Herstellung von Metastasen-as-
soziierten Formen des Zellober-
flachenmolekils CD44 durch al-
ternatives Spleil3en steuert. Dar-
Uberhinaus konnten wir das erste

spleil3regulatorische Eiweil3 iden-
tifizieren, das auf instruierende
Signale aus der Zellumgebung
und auf in Krebszellen aktivierte
zellulare Signalmolekiile reagiert.
Diese Entdeckung eréffnet die
Moglichkeit die Rolle dieses und
verwandter Eiweil3stoffe im Orga-

nismus zu studieren und mogli-
che Funktionen dieser Proteine in
der Regulation anderer medizi-
nisch relevanter Gene zu finden.
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