TREFFPUNKT FORSCHUNG

80

Biol. Unserer Zeit

GENOMFORSCHUNG

Alternatives SpleiRen an NAGNAG-Motiven:
kleine Ursache - grof3e Protein-Vielfalt

Das alternative SpleiBen ist ein molekularer Vorgang, der es erméglicht,
aus einem Gen mehrere Bauanleitungen fiir unterschiedliche Proteine
herzustellen. Wissenschdftler sind nun auf eine bisher weitgehend un-
beachtete Form des alternativen Spleiens gestoBen. Dabei kénnen an
SpleiBstellen mit dem Sequenzmotiv NAGNAG zwei verschiedene Boten-

Molekiile (mRNA) entstehen, die entweder das zweite NAG in der Eiweil3-

Bauanleitung enthalten oder nicht. Uberraschenderweise verfiigen circa
30 Prozent unserer Gene (iber mindestens einen dieser ,, Vielfalt-Genera-
toren“. Die NAGNAG-Motive sind nicht zufdllig im Genom verteilt.

Da auch viele ,,Krankheitsgene“ betroffen sind, kbnnten Verdnderungen
des alternativen NAGNAG-SpleiRBens zu neuen diagnostischen und
therapeutischen Ansdtzen fiihren.
Die vielleicht grofte Uberraschung ABB. 1
des Humanen Genom Projekts war

die Entdeckung, dass der Mensch nur

uber circa 20.000 - 25.000 Gene ver-

fligt [1]. Dies widerspricht scheinbar

nungscode am Anfang des Introns
meist mit dem Dinukleotid GT und
die Spleifdstelle am Ende des Introns
weist stets die Sequenz NAG auf. Das
N reprisentiert einen der Buchstaben
des genetischen Alphabetes (A, C,
G oder T). Es gibt also vier mogliche
SpleiBmotive am Intron/Exon-Uber-
gang (AAG, CAG, GAG und TAG).
Neue Schitzungen gehen davon
aus, dass mehr als 75 Prozent der
menschlichen Gene alternativ gesplis-
sen werden. Findet alternatives
Spleifden im codierenden mRNA-Ab-
schnitt statt, fithrt das zur Synthese
von unterschiedlichen Proteinen
(Isoformen).

SEQUENZIERUNG DER IN DNA UMGESCHRIEBENEN
ALTERNATIVEN NAGNAG-SPLEISSPRODUKTE

Uberlagerung der Sequenz-Signale aus b) und c)

der geschitzten Anzahl von mensch-

A GG G CTCG GTG G

lichen Proteinen, die bei etwa
100.000 liegt: Vor noch nicht allzu
langer Zeit ging man davon aus, dass
ein Gen in der Regel nur ein Eiweif3
codiert. Mittlerweile sind aber eine
Reihe von Mechanismen bekannt, die
die Herkunft verschiedener Proteine
von einem Gen erkliren und damit

Sequenz-Signale der klonierten Kopien einer mRNA mit CAG-Triplett

die alte Regel mehr und mehr zur

cCcCCAGG GGGICA(IE.JAGGG CTCGG TG G

Ausnahme machen.

Einen grofden Beitrag zur Ver-
groflerung der Gesamtheit aller
Proteine eines Organismus - des
Proteoms - liefert das alternative
SpleiBen. Bei Eukaryoten muss die
Synthesevorschrift fiir Eiweif3e aus
dem Zellkern zum Ort der Protein-

Sequenz-Signale der klonierten Kopien einer mRNA ohne CAG

biosynthese im Cytoplasma trans-

TTGCCCAGGGGGAGGG CTCGGTG®G

portiert werden. Die relevanten Se- 0)
quenzen liegen im Zellkern aber ge-
stiickelt auf so genannten Exons vor.
Durch den Prozess des ,Spleiiens”
werden die Exons miteinander ver-
bunden, indem die sie unterbrechen-
den Sequenzen (Introns) heraus-
geschnitten werden. An den Naht-
stellen von Exons und Introns gibt es
SpleiR-Erkennungsstellen, die mar-
kieren, welche Teile der mRNA he-
rausgeschnitten werden sollen.
Genomisch beginnt der Spleif3-Erken-

auswerten Idsst.
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In der hier gezeigten Auswertungs-Grafik reprdsentiert jede Linie ein bestimmtes
Nukleotid. Das Vorkommen eines Nukleotids an einer bestimmten Stelle der

DNA wird durch eine nach oben gerichtete Haarnadelkurve der jeweiligen Linie
angezeigt. In a) iiberlagern sich die Sequenz-Signale der klonierten Kopien einer
mRNA mit CAG Triplett (siehe b) und einer klonierten Kopie ohne CAG (siehe c), so
dass sich das Sequenzergebnis bis zur Intron-Exon-Grenze nicht mehr zweifelsfrei



Kiirzlich sind Wissenschaftler des Na-
tionalen Genomforschungsnetzes
(NGFN) und des Jenaer Centrums fiir
Bioinformatik (JCB) auf eine bisher
weitgehend unbeachtete Form der
Nutzung von alternativen Spleif3stel-
lengestof3en [2]. Es begann damit,
dass bei der Suche nach Gendefekten
bei chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen (siehe dazu auch [3])
Wissenschaftler der Arbeitsgruppen
von Matthias Platzer am Jenaer Insti-
tut fiir Molekulare Biotechnologie
und von Stefan Schreiber von der
Universitit Kiel immer wieder mit
ihren Ergebnissen unzufrieden wa-
ren. Die Sequenzierung der in DNA
umgeschriebenen mRNA (= cDNA)
von Patienten und Kontrollpersonen
konnte von bestimmten Stellen an in
vielen Proben nicht mehr eindeutig
ausgewertet werden (Abbildung 1a).
Nach Ausschluss aller moglichen la-
bor- und geritetechnischen Fehler-
quellen stellte sich heraus, dass sich
diese ,schlechten“ Ergebnisse zwei-
felsfrei auf die Uberlagerung der Sig-
nale von zwei mRNA-Molekiilen
zuruckfiihren lieRen (Abbildung 1b,
©). Beide mRNAs unterschieden sich
aber nur durch ein CAG Triplet. Nach
dem Vergleich von mRNA- und geno-
mischer Sequenz klirte sich das Phi-
nomen weiter auf. Das alternative
CAG lag unmittelbar neben einem
weiteren CAG und beide bildeten
eine Tandem-Spleidstelle CAGCAG!
Soweit war das zwar interessant, aber
noch nicht besonders aufregend,
denn Kollegen hat dihnliches schon
an anderen Genen beschrieben. Als
diese Beobachtung jedoch auch an
weiteren Kandidatengenen fiir
chronische Entziindungen gemacht
wurde, stellte sich die Frage, ob es
sich bei diesen Tandem um mehr als
um ein sehr spezifisches und seltenes
Motiv handelt.

Zur genomweiten bioinformati-
schen Analyse kam die Arbeitsgruppe
von Rolf Backofen der Friedrich-Schil-
ler-Universitit Jena ins Boot. Gemein-
sam untersuchten die Jenaer Moleku-
largenetiker und Bioinformatiker alle
derzeit bekannten circa 20.000 fiir
Proteine codierenden Gene des Men-

schen. Dabei stellte sich heraus, dass
sich das beobachtete Phinomen
nicht nur auf CAGCAG-Motive be-
schrinkt, sondern auch bei allen an-
deren Spleif3-Motiven am Intron/
Exon-Ubergang vorkommen kann.
Das C kann also durch jeden anderen
Buchstaben des genetischen Alpha-
bets (N=A, C, G oder T) ersetzt wer-
den. Noch viel iiberraschender war,
dass man nun diese NAGNAG-Se-
quenz bei circa 8000 Genen, d.h. in
30 Prozent aller menschlichen Gene
an mindestens einer Intron/Exon-
Grenze des codierenden Bereichs
fand. Bei Vorliegen dieser Sequenz
erkennt der Spleiapparat manchmal
das erste NAG als Intronende, in an-
deren Fillen das zweite NAG (Abbil-
dung 2). Durch dieses minimal alter-
native Spleifdereignis verindert sich
die Sequenz der mRNA in jedem Fall
nur um drei Nukleotide.
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ABB.2 | NOMENKLATUR DER NAGNAG-
SPLEISSSTELLEN UND TRANSKRIPTE

Tandem-SpleiRstelle

e

Transkript

E: extern, zweites NAG wird Teil des Exons; I: intern, zweites

NAG bleibt Teil des Introns.

Das weit verbreitete Vorkommen von
Tandem-Spleifdstellen in Genen er-
laubt die Expression von zwei
Proteinen, die sich in vielen Fillen
nur durch eine Aminosiure unter-
scheiden (Abbildung 3a). Allerdings
kommt es in anderen Fillen zum Aus-
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PROTEINVIELFALT DURCH ALTERNATIVES SPLEISSEN AN NAGNAG-MOTIVEN

Intron nach dem zweiten
Nukleotid eines Codons
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Die jeweils obere Zeile stellt einen Ausschnitt der Gensequenz am Exon/Intron-Ubergang beziehungs-
weise am Intron/Exon-Ubergang dar. GroBbuchstaben reprisentieren Nukleotide, die nach dem
SpleiBen in der mRNA verbleiben. Klein geschriebene Buchstaben stellen Nukleotide dar, die aus der
Protein-Bauanleitung herausgeschnitten werden. Je drei Gen-Buchstaben (Triplett) bilden den Code fiir
eine Aminosdure. Die von den Tripletts codierten Aminosduren sind in der unteren Zeile durch Buchsta-
ben symbolisiert (Q steht fiir die Aminosdure Glutamin, V steht fiir Valin usw.).
Welche Protein-Varianten durch das alternative SpleiRRereignis entstehen, hdngt zum einen von der Se-
quenz des Tandem-Motivs ab, und zum anderen davon, an welcher Triplettposition das Intron einge-
fiigt ist. Das Intron kann sich direkt zwischen zwei Triplett-Codons befinden (Spalte 1) oder es ist nach
dem ersten beziehungsweise nach dem zweiten Nukleotid eines Codons eingefiigt (Spalte 2 und Spalte
3). Drei Proteinvariationen sind auf diese Weise maéglich: a) eine Aminosdure wird eingefiigt oder
fehlt, b) Austausch von einer Aminosdure durch zwei véllig verschiedene Aminosduren, c) Translations-

stopp wird eingefiigt oder fehit.
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tausch von einer Aminosiure durch
zwei vollig verschiedene Aminosiu-
ren (Abbildung 3b). Als noch gravie-
renderes Ereignis kann durch alterna-
tives SpleiRen an NAGNAG-Motiven
ein Stopp der Translation eingefiigt
werden, wodurch ein verkiirztes Pro-
tein entsteht (Abbildung 3¢). Obwohl
das Ereignis auf Nukleotidebene
recht simpel erscheint, ermoglichen
die Tandem-Spleif3stellen auf Protein-
ebene eine Vielzahl von Ausprigun-
gen und vergroflern damit die Plasti-
zitdt des Proteoms.
Tandem-Spleifdstellen weisen eine
Reihe von Besonderheiten auf. Zum
einen sind sie nicht zufillig im huma-
nen Genom verteilt, sondern vorzugs-
weise in Introns, die ein Codon nach
dem ersten Nukleotid unterbrechen
(vgl. Abbildung 3, Mitte). Zum ande-
ren konnten die Wissenschafter zei-
gen, dass vor allem Proteinbereiche,
die Aminosiuren mit basischen oder
sauren Seitenketten enthalten, betrof-
fen sind. Dabei ist bemerkenwert,
dass durch das alternative Splei3-Er-
eignis an diesen Stellen wieder ba-
sische oder saure Aminosiuren ein-
gefligt werden, so dass diese Protein-
bereiche nur geringfligig verindert
werden. Das wird als weiterer Hin-
weis interpretiert, dass diese Tandem-
Spleidstellen genomisch nicht zufillig
verteilt sind und dass dieses Spleif3-
ereignis in der Regel nur zu subtilen

Proteinverinderungen fiihrt. Diese
subtilen Verinderungen konnen
trotzdem von Bedeutung sein. So
sind schon Fille bekannt, wo NAG-
NAG-Isoformen funktionelle Unter-
schiede aufweisen. Das ist insbeson-
dere deshalb wichtig, weil viele die-
ser Proteine mit anderen Proteinen
oder mit Nukleinsiuren Wechselwir-
kungen eingehen. Geringe Verinde-
rungen dieser Wechselwirkungen
konnten Auswirkungen auf komplexe
Prozesse haben.

Interessanterweise konnten die
Jenaer Wissenschaftler aufderdem
zeigen, dass das Spleilen an Tandem-
Sequenzmotiven gewebespezifisch
ist. Fir einen Teil der untersuchten
Gene wurden Gewebe gefunden, in
denen ausschlieRlich das erste NAG,
wihrend in anderen ausschlielich
das zweite NAG benutzt wird. Die
Zellen haben also die Moglichkeit,
nur eine der beiden Proteinformen
herzustellen. Welche der beiden
NAG-Spleif3stellen vorranig verwen-
det wird, hingt von der Art des
Gewebes, vom Entwicklungsstadium
und von Umweltfaktoren ab.

NAGNAG-Motive finden sich
nicht nur im menschlichen Genom,
sondern auch in anderen Spezies wie
Maus oder Fruchtfliege. Zusitzlich
sind viele Tandem-Spleif3stellen zwi-
schen Mensch und Maus konserviert,
was wiederum auf eine funktionelle
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Bedeutung dieser Spleif3stellen hin-
deutet.

Das weit verbreitete Vorkommen
des alternativen NAGNAG-Spleifdens
ist wahrscheinlich von weitreichen-
der und grundsitzlicher Bedeutung
fiir die Biologie von komplexen Orga-
nismen. Es konnte auch relevant fiir
die Entwicklung und/oder den Ver-
lauf von komplexen Erkrankungen
wie Bluthochdruck, chronischen Ent-
ziindungen, Ubergewicht und Neuro-
degeneration sein. Beispielsweise
weisen Gene, deren Mutationen zu
Fettsucht fuhren konnen, Tandem-
Spleidstellenakzeptoren auf (Leptin,
Leptinrezeptor, Ghrelin). Damit ste-
hen die Wissenschaftler nun vor der
Aufgabe, gleichzeitig sowohl den
Mechanismus und die Regulation des
NAGNAG-SpleiRens aufzukliren, als
auch zu untersuchen, ob Storungen
beispielsweise im Fettstoffwechsel
mit Storungen in Struktur und Funk-
tion der Tandem-Spleif3stellen in Ver-
bindung gebracht werden konnen.
Neue diagnostische und therapeu-
tische Ansitze konnten am Ende
dieses noch langen Weges stehen.
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Im Nationalen Genomforschungsnetz (NGFN) wurden insgesamt elf Systematisch-Methodi-
sche Plattformen (SMPs) eingerichtet, um umfassend das menschliche Genom, die Aktivitdt
der Gene sowie Struktur und Funktion der Proteine zu untersuchen.

So wird beispielsweise von Wissenschaftlern der SMP ,,DNA* erforscht, welche requlatori-

schen Prozesse auf DNA-Ebene krankheitsrelevant sind. Ein Schwerpunkt ist hier die Analyse
von Promotoren. Diese in unserem Erbgut enthaltenen DNA-Sequenzen steuern, welche
Gene in welchen Geweben, zu welcher Zeit und in welchem Krankheitsstadium abgelesen
werden. Ein Teilprojekt der Plattform beschdftigt sich mit der Frage, welche Erbgut-Verdnde-

rungen das Alternative SpleiBen der mRNA beeinflussen. Stérungen bei diesen Prozessen kénnten mit bestimmten Erkrankungen in

Verbindung stehen.

Um die funktionellen Folgen von krankheitsrelevanten Gen-Verdnderungen zu verstehen, wurden die SMPs , Tiermodelle fiir
menschliche Krankheiten“ und ,RNAi“ etabliert. Die Wissenschdftler dieser beiden Plattformen verfolgen zwei unterschiedliche An-
sdtze - die chemisch-induzierte Mutagenese beziehungsweise die RNA-Interferenz -, um die Funktion einzelner Gene auszuschalten
oder zu verdndern. Mit diesen beiden Methoden werden die biologischen Systeme an ganz spezifischen Stellen gestért und man kann

Riickschliisse auf die Funktion des Gens und dessen Rolle bei Krankheitsprozessen ziehen.

Informationen zu weiteren SMPs und allgemeine Informationen zum Nationalen Genomforschungsnetz stehen im Internet unter
www.ngfn.de sowie unter www.ngfn.de/science.
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