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stehen. Diese Information wird
zunéchst in ein Botenmolekdl aus
RNA (einer anderen Nukleinsau-
reform) umgeschrieben, von dem
dann die Information fur die Prote-
inherstellung durch eine komplexe
zelluldre Maschinerie ausgelesen
werden kann. Allerdings ist die In-
formation zur Herstellung eines
Proteins nurin den Genen von Bak-
terien (und in vielen Genen mancher

Aussehen, Entwicklung und Funk-
tionen von Lebewesen werden im
Wesentlichen durch Proteine (Ei-
weiBe) bestimmt. Sie steuern die
biochemischen Vorgange in den
Zellen. Die Information flr Proteine
istin den Genen verschlisselt, wel-
che aus einem doppelstrangigen
Nukleinsduremolekil, der DNA be-

Introns

Splelﬁoso\men Proteine

T Protein-
- synthese

Zellkern Zytoplasma

Abb. 1: Gestiickelte Gene und SpleiBen. Die Information fiir die Herstellung ei-
nes Proteins liegt in unseren Genen nicht als kontinuierliche Abfolge vor, son-
dernist auf kurze Stilickchen (sog. Exons) verteilt. Diese sind durch lange nicht-
kodierende Genbereiche (sog. Introns) voneinander getrennt. Diese gestiickelte
Natur der Erbinformation bleibt bei der Abschrift (Transkription) des Gens in
ein Vorlaufer-Botenmolekiil (pra-mRNA) zunachst erhalten. Um eine protein-
kodierendes, reifes Botenmolekiil (IMRNA) zu erhalten, miissen die Intron-Be-
reiche herausgeschnitten und die Exon-Sequenzen zusammengefiigt wer-
den. Dieser Vorgang wird als SpleiBen bezeichnet und findet im Zellkern statt.
SpleiBen erfordert zwei parallele molekulare Systeme, ein sog. ,,Major“- und
ein ,Minor“-SpleiBosom. Die fertig gespleiBte mRNA verladsst dann den Zell-
kern und stehtim Zytoplasma fiir die Proteinherstellung zur Verfligung. In min-
destens 40-60 % aller menschlichen Gene kénnen die protein-kodierenden RNA-
Stiicke (Exons) in unterschiedlicher Weise zusammengefiigt werden. Hierdurch
kénnen aus einem Gen bzw. einem Vorlaufer-Botenmolekiil unterschiedliche
mRNAs und damit Proteine hergestellt werden. Durch solches alternatives
SpleiBen kann die Kapazitat des Erbguts zur Kodierung von Proteinen in h6he-
ren Organismen stark erh6ht werden.

einzelliger Organismen, wie z. B.
der Hefe) als zusammenhangende
Abfolge niedergelegt.

Gestiickelte Gene und
SpleiBen

In héheren Organismen (einschlieB-
lich des Menschen) wurde Ende der
1970er Jahre die erstaunliche Ent-
deckung gemacht, dass die aller-
meisten Gene gestiickelt sind (,,Split
Genes") [1]. Das heiB3t, sehr kurze
(fur Teile eines Proteins) kodieren-
de Bldcke, sogenannte Exons, sind
von langen nicht kodierenden Be-
reichen (Introns) voneinander ge-
trennt (siehe Abb. 1). Um die zu-
sammenhangende Information zur
Herstellung eines Proteins zu er-
halten, missen die kodierenden
Stiickchen zusammengebracht
werden. Dies geschieht nach Um-
schreiben des gestlickelten Gens
in ein Vorlaufer-RNA-Botenmo-
lekdl. Aus diesem werden dann die
nicht-kodierenden Bereiche (In-
trons) herausgeschnitten und die
kodierenden Stlicke (Exons) zu-
sammengeflgt. Dieser Prozess
heiBt SpleiBen und erfolgt in dem
durch ein spezielles Membransys-
tem abgegrenzten Bereich der Zel-
len, dem Zellkern, der auch die
Gene enthalt (Abb. 1). Danach wird
das fertig gespleiBte Boten-RNA-
Molekil aus dem Zellkern ausge-
schleust und steht zur Proteinher-
stellung bereit.

SpleiBen erfordert hochkomplexe
molekulare Maschinerien (die so-
genannten SpleiBosomen), beste-
hend aus mehr als 150 Proteinen
und funf kleinen RNA-Arten, den
sogenannten ,,small nuclear (sn)
RNAs* (kleine Kern-RNAs) [2]. Die
snRNAs spielen eine Schllsselrol-
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le bei der Erkennung der Introns
und beim SpleiBprozess.

Beim SpleiBen kdnnen manche ko-
dierenden Stlcke zusammen mit
den Introns herausgeschnitten oder
zusétzliche Stlicke mit eingefigt
werden. Durch solches alternatives
SpleiBen kdnnen aus einem Gen
verschiedene RNA-Botenmolekiile
und damit Proteine mit unter-
schiedlicher Funktion entstehen
[3] (siehe Abb. 1). Tats&chlich wer-
den die Botenmolekile von min-
destens 40-60 % aller menschli-
chen Gene alternativ gespleiB3t [4].
Die gestiickelte Struktur von Genen
und das exakte SpleiBen von Bo-
tenmolekulen erforderten die Evo-
lution sowie die Aufrechterhaltung
komplexer und energieaufwandiger
molekularer Systeme und Mecha-
nismen. Im Gegenzug kann so die
Kapazitat des Erbguts zur Kodie-
rung von Proteinen stark erweitert
werden [5].

Diese Komplexitat der SpleiBma-
schinerie und die Wichtigkeit von
alternativem SpleiBen spiegelt sich
inimmer mehr Krankheiten wieder,
die durch Veranderungenim Splei3-
muster von Botenmolekdlen ver-
ursacht werden [6]. So betreffen
mehr als 15 % der Veranderungen
in Genen (Mutationen) bei Erb-
krankheiten Gensequenzen, Uber
die die SpleiBmaschinerie (SpleiBo-
som) Introns und Exons erkennt.
Des Weiteren findet man Mutatio-
nen in Genen, die Komponenten
der SpleiBosomen oder assoziier-
te Proteine kodieren. Krankheiten,
die auf veréndertes SpleiBen zu-
rickzufihren sind, reichen von
neurodegenerativen Erkrankun-
gen, Uber Muskeldegeneration
(Muskelatrophien, -dystrophien)
bis zu Krebs [6].

Krebs und die
Regulation von SpleiB3en

Eines der besten Beispiele fir die
Verbindung von veranderten Splei-
mustern und der Entwicklung von
Tumoren ist das Zelloberflachen-
molekill CD44. SpleiBvarianten von
CD44, die durch alternatives Splei-
Ben entstehen und normalerweise
auf aktivierten oder wandernden
Immunzellen vorkommen, werden
wéhrend der Entwicklung von vie-
len Tumoren hergestellt und sind an

deren Metastasierung beteiligt [7].
Wie diese SpleiBformen wahrend
der Tumorentwicklung entstehen
kénnen, ist eine unserer Frage-
stellungen. Wirfanden, dass das al-
ternative SpleiBen, das zu ihrer
Herstellung fiihrt, an einen zentra-
len Signalweg der Zelle gekoppelt
ist [8] (Abb. 2). Diese in der Evolu-
tion hochkonservierte Signalkas-
kade steuert wichtige physiologi-
sche Prozesse wie die Zellteilung
und Ubertragt Signale (z. B. von
Wachstumsfaktoren) von der Zell-

Extrazelluldre
Signale

Zellkern

SpleiBosom

pré-
mRNA

Abb. 2: SpleiBen ist an zelluldre Signale gekoppelt. Wir konnten einen in der
Evolution hochkonservierten zelluldren Signaliibertragungsweg identifizieren
tiber den auBere Signale, wie z. B. Wachstumsfaktoren aber auch bestimmte
krebsausldésende Substanzen (Tumorpromotoren), alternatives SpleiBen von
mRNA-Molekiilen des Zelloberflachenmolekiils CD44 regulieren kdnnen. Der
gefundene Signalweg beinhaltet das Produkt des ras-Krebsgenes (Ras), ein zen-
trales Signalmolekiil der Zelle, welches in vielen Tumoren unkontrolliert aktiv
ist. Des Weiteren fanden wir ein RNA-bindendes Spleiregulator-Protein
(Sam68), das durch diesen Signalweg chemisch verandert (phosphoryliert) wird
und dadurch den Zusammenbau von SpleiBosomen an entsprechenden Be-
reichen der pra-mRNA aktiviert. Es kommt so zum Verbleib bestimmter Exons
(rot) in der reifen CD44-mRNA und zur Bildung varianter CD44-SpleiBformen,
die bei der Entwicklung vieler Tumoren eine Rolle spielen.
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oberflache in den Zellkern [9]. Dort
modifiziert sie Proteine durch An-
hédngen von Phosphat-Resten
(Phosphorylierung) und verandert
so deren Aktivitat, z. B. beim Ab-
lesen von Genen. Eine wichtige
Komponente dieser Signalkette
wird durch das Ras-Krebsgen ko-

diert, ein Gen das in vielen Tumo-
ren verédndert ist und dessen ver-
andertes Proteinprodukt diese Sig-
nalkette standig aktiviert. Wir konn-
ten ein erstes Spleiregulatorpro-
tein (Sam68) identifizieren, das
durch diesen Signalweg phos-
phoryliert wird und so zur Bildung

Schwanz

;‘\/ Kontrolle ,Minor“-SpleiBosom gehemmt

®

Kopf
- M - “ -
Zytoplasma

Abb. 3: Das parallele ,,Minor“-SpleiB-System reguliert die Zellteilung und be-
findet sich auBerhalb des Zellkerns. Die Entdeckung einer zweiten SpleiBma-
schinerie (,,Minor“-SpleiBosom) hat grundlegende Fragen beziiglich der Funk-
tion und Evolution von zwei parallelen SpleiB-Systemen und beziiglich der Evo-
lution von Zellen aufgeworfen. (a) Durch die Entwicklung einer Methode zur se-
lektiven Hemmung der beiden Systeme konnten wir eine spezifische Rolle fiir
das zweite SpleiB-System bei der Zellteilung zeigen. Die Blockierung der Zell-
teilung nach Hemmung des ,,Minor“-SpleiBosoms fiihrt zu massiven Verande-
rungen in Bereichen von Zebrafisch-Embryonen mit schneller Zellteilung (mit
Rechtecken markierte Bereiche im Kopf) und hemmt das Wachstum von
menschlichen Tumorzellen. (b) Bei unseren Untersuchungen machten wir ei-
ne weitere, sehr liberraschende Entdeckung. Im Gegensatz zum klassischen
»Major“-SpleiB-System (obere Reihe) fanden wir die shRNA-Komponenten (ro-
te Fluoreszensfarbung) des ,,Minor“-SpleiBosoms (untere Reihe) und seine Ak-
tivitat nicht wie erwartetim Zellkern (blaue DNA-Fluoreszensfiarbung), sondern
auBerhalb im sog. Zytoplasma von Zellen (hier Mausfibroblasten); vgl. mit der
Durchlichtaufnahme und der Uberlagerung der blauen und roten Fluores-
zensfarbungen (Merge). Die beiden SpleiB-Systeme sind also raumlich von-
einander getrennt.

alternativ-gespleiBter CD44-For-
men fuhrt [10]. Unsere derzeitigen
Arbeiten legen es nahe, dass die
ausgeldste chemische Verande-
rung des Proteins den Zusam-
menbau von SpleiBosomen an ent-
sprechenden Stellen von Boten-
RNA-Molekilen aktiviert (Abb. 2).

Parallele SpleiBwelten

Vor ca. zehn Jahren wurde eine
zweite parallele SpleiBmaschinerie
entdeckt, die eine seltene Klasse
von Introns entfernt [11]. Dieses
sogenannte ,Minor“-SpleiBosom
teilt die meisten Proteinkompo-
nenten mit dem klassischen (oder
»Major”-) SpleiBosom, besitzt aber
andere snRNAs. Die Konzentra-
tion dieses zweiten SpleiB-Systems
in Zellen ist zudem ca. 100-fach
niedriger, und es splei3t RNA-Mo-
leklle wesentlich langsamer. Die
vom ,Minor“-SpleiBosom entfern-
ten Introns scheinen in Wirbeltie-
ren (Fische, Amphibien, Vogel, Sau-
getieren) am haufigsten vorzu-
kommen. Beim Menschen repra-
sentieren sie ca. 0,3-0,4 % aller In-
trons, und viele solcher Introns
scheinen wéahrend der Evolution
in klassische Introns umgewandelt
worden zu sein [12, 13].

Warum dennoch einige wenige die-
ser Introns und mit ihnen ein kom-
plexes zweites Splei-System er-
halten blieben und wie sich die
beiden Systeme in einer Zelle ent-
wickeln konnten und koexistieren,
ist unklar. Um die Rolle des ,,Minor*-
SpleiB-Systems im Organismus zu
erforschen, haben wir eine Me-
thode entwickelt um die beiden
SpleiBosomen in Zellen selektiv zu
hemmen [14]. Dabei blockieren wir
die unterschiedlichen snRNAs der
beiden Systeme selektiv mit klei-
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nen synthetischen DNA-&hnlichen
Molekulen. Zusammen mit Ferenc
Mdllers Gruppe am Institut fir To-
xikologie und Genetik (ITG) gelang
es uns, diese Strategie in Zebra-
fisch-Embryonen anzuwenden und
so die Rolle des ,Minor“-Spleil3-
Systems in der Wirbeltierentwick-
lung zu untersuchen [15]. Die Hem-
mung diese Systems flhrte zu er-
staunlich spezifischen Verande-
rungen in Bereichen der Embryo-
nen mit schneller Zellteilung (Abb.
3a). Analysen des Zellteilungs-
Zyklus in Zebrafisch-Embryonen
und in menschlichen Krebszellen
deuten auf eine essenzielle und in
der Evolution konservierte Rolle fur
dieses zweite SpleiB-System in der
Zellteilung von Wirbeltieren hin.

Kdnnte diese wichtige Funktion
der Grund fiir seine Konservierung
in der Evolution sein? Und beruht
diese wichtige Funktion auf spezi-
fischen Eigenschaften diese pa-
rallelen SpleiB-Systems? Bei un-
seren Untersuchungen machten
wir eine weitere, sehr Uberraschen-
de Entdeckung. Uberraschend des-
halb, weil sie mit Dogmen kolli-
diert, welche die Revolution von ge-
stiickelten Genen und SpleiBen fir
unser Bild von der Genexpression
mit sich brachte: SpleiBen erfolgt
allgemeinim Zellkern, gekoppelt an
das fortschreitende Ablesen (Trans-
kription) von Genen; nur gespleiB3-
te reife Boten-RNA kann den Zell-
kern verlassen; Spleien und Pro-
teinsynthese sind rdumlich ge-
trennt. Im Gegensatz zum klassi-
schen ,,Major“-Splei3-System fan-
den wir die snRNA-Komponenten
des ,,Minor“-SpleiBosoms und sei-
ne Aktivitdt nicht wie erwartet im
Zellkern, sondern auBerhalb im so-
genannten Zytoplasma der Zelle
(Abb. 3b) [15].

Die raumliche Trennung der beiden
SpleiB-Systeme (siehe Abb. 4) bie-
tet eine attraktive Erklarung fir ih-
re Evolution ausgehend von einem
gemeinsamen ,,Ahnensystem” (na-
he gelegt durch die vielen ge-
meinsamen Komponenten) in einer
urspriinglichen Zell-Linie. Sie kdnn-
te auch erklaren wie die beiden
Systeme parallel funktionieren kén-

lichen Konzentrationen. Die Re-
gulation und Sicherstellung einer
korrekten Proteinherstellung tUber
das Entfernen entsprechender In-
trons durch ein SpleiB-System
auBerhalb des Zellkerns kdnnte
notwendig sein, wenn der Zellkern
reorganisiert wird und Kernpro-
zesse (wie Transkription und das
klassische ,Major“-SpleiBen) blo-

ckiert sind. Eine solche Blockade
von Kernprozessen erfolgt inter-

nen, trotz vieler gemeinsamer Kom-
ponenten aber stark unterschied-

I Protein
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— - Gen
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—
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Abb. 4: Getrennte SpleiBwelten. Unsere Untersuchungen zeigten iiberra-
schenderweise, dass das ,,Minor“-SpleiBosom auBerhalb des Zellkerns loka-
lisiert ist und somit raumlich getrennt vom nukleéaren ,,Major“-SpleiB-System.
Dies fordert die Modifikation von Dogmen, welche die Revolution von ge-
stiickelten Genen und SpleiBen fiir unser Bild von der Genexpression mit sich
brachte. So galt bisher, dass SpleiBen allgemein auf den Zellkern beschrankt
und an die fortschreitende Transkription von Genen gekoppeltist; dass nur ge-
spleiBBte reife Boten-RNA den Zellkern verlassen kann; und dass SpleiBen und
Proteinsynthese raumlich getrennt sein miissen. Die von uns gefundene rdum-
liche Trennung der beiden SpleiBmaschinerien bietet eine attraktive Erklarung
fiir die Evolution der beiden Systeme ausgehend von einem gemeinsamen ,,Ah-
nensystem* in einer urspriinglichen Zell-Linie. Die Regulation und Sicherstel-
lung einer korrekten Proteinherstellung tiber das Entfernen entsprechender In-
trons durch ein extra-nukleares SpleiB-System kénnte notwendig sein, wenn
Kernprozesse (wie Transkription und das klassische ,,Major“-Spleien) blockiert
sind. Eine solche Blockade von Kernprozessen erfolgt interessanterweise
waéhrend der Zellteilung.
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essanterweise wahrend der Zell-
teilung. Ob das ,Minor“-Spleil3-
System tats&chlich auf diese Wei-
se dort eine Rolle spielt und ob es
diese besondere Eigenschaft des
Systemsiist, die es fUr Zellen so un-
abdingbar macht, wollen wirin un-
serer zukUnftigen Arbeit untersu-
chen.

Zusammenfassung

Die gestlckelte Struktur von Genen
in héheren Organismen macht die
Entfernung von nicht-kodierenden
Sequenzen durch das Spleien
von Boten-RNA-Molekulen not-
wendig. SpleiBen wird durch zwei
komplexe molekulare Systeme be-
werkstelligt, einem ,Major*- und ei-

nem ,,Minor“-SpleiBosom. Kommt
es zur Fehlregulation von SpleiBen
entstehen verschiedene Krank-
heiten, einschlieBlich Krebs. Durch
unsere Arbeiten versuchen wir zu
verstehen, wie das SpleiBen von
Boten-RNAs durch zellulédre Sig-
nale in normalen und in Tumorzel-
len reguliert wird und warum héhere
Organismen zwei parallele SpleiB-
Systeme bendtigen. Wir entdeck-
ten die Verbindung eines wichtigen
zellularen Signalwegs mit einem
Regulatorprotein fir ein SpleiBer-
eignis, das bei der Entwicklung
bestimmter Tumoren eine Rolle
spielt. Bei der Untersuchung der
beiden SpleiBosomen konnten wir
eine essentielle Rolle des ,,Minor“-
SpleiBosoms bei der Kontrolle der

Zellteilung nachweisen. Uberra-
schenderweise fanden wir dieses
zweite SpleiB-System auBerhalb
des Zellkerns und somit raumlich
getrennt von der nukledren ,Ma-
jor“-SpleiBmaschinerie. Die Tren-
nung der beiden Systeme bietet ei-
ne attraktive Erklarung dafir, wie
sich zwei parallele SpleiB-Systeme
in Zellen entwickeln konnten. Sie
kénnte es Zellen ermdglichen, die
Herstellung von Proteinen auch
dann zu regulieren und sicherzu-
stellen, wenn Prozesse im Zellkern
gehemmt sind, wie bei der Zell-
teilung.
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