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Die Variabilitat der Plastizitat

Proteinvielfalt durch subtiles alternatives SpleiBen an NAGNAG-Motiven/
Wissenschaftler des Nationalen Genomforschungsnetzes (NGFN) und des
Jenaer Centrums fiir Bioinformatik (JCB) sind auf eine bisher weitgehend
unbeachtete Form der Nutzung von alternativen SpleiBstellen gestoBen
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Die vielleicht groBte Uberraschung des Huma-
nen Genom Projekts war die Entdeckung, dass
der Mensch nur Uber circa 20.000-25.000 Pro-
tein-codierende Gene verfiigt (IHGSC 2004), d.
h. Uber nur wenig mehr als der Fadenwurm C.
elegans und die Fruchtfliege D. melanogaster
und sogar Uber weniger als die Ackerschmal-
wand A. thaliana. Dies widerspricht scheinbar
der geschatzten Anzahl von menschlichen Pro-
teinen, die bei etwa 100.000 liegt: Vor noch
nicht allzu langer Zeit ging man davon aus,
dass ein Gen in der Regel nur ein Eiweil
codiert. Mittlerweile sind aber eine Reihe von
Mechanismen bekannt, die die Herkunft ver-
schiedener Proteine von einem Gen erklaren
und damit die alte Regel mehr und mehr zur
Ausnahme machen.

Alternatives SpleiBBen

als Quelle der

Proteomkomplexitat

Einen groBBen Beitrag zur VergréBerung der
Gesamtheit aller Proteine eines Organismus —
des Proteoms - liefert das alternative SpleiBen.
Bei Eukaryoten muss die Synthesevorschrift fiir
EiweiBe aus dem Zellkern zum Ort der Protein-
biosynthese im Zytoplasma transportiert wer-
den. Die relevanten Sequenzen liegen im Zell-
kern aber gestlickelt auf so genannten Exons
vor. Durch den Prozess des “SpleiBens” werden
die Exons miteinander verbunden, indem die
sie unterbrechenden Sequenzen (Introns) her-
ausgeschnitten werden. An den Nahtstellen
von Exons und Introns gibt es SpleiB-Erken-
nungsstellen, die markieren, welche Teile der
mRNA herausgeschnitten werden sollen. Geno-
misch beginnt der SpleiB-Erkennungscode am
Anfang des Introns meist mit dem Dinukleotid
GT und die SpleiBstelle am Ende des Introns
weist fast immer die Sequenz AG auf. Neue
Schatzungen gehen davon aus, dass mehr als
75 Prozent der menschlichen Gene alternativ
gesplissen werden (Johnson et al. 2003). Dies
geschieht durch Uberspringen von Exons,

Benutzen von alternativen Donoren oder
Akzeptoren und Einbehalten von Introns. Alter-
natives SpleiBen erfolgt oftmals in Abhangig-
keit vom Gewebe, Zelltyp und/oder Entwick-
lungsstadium. Das SpleiBverhalten verdndert
sich auch in Abhéngigkeit von externen Stimu-
li (z.B. Stress, Hitzeschock, lonenkonzentratio-
nen). Alternatives SpleiBen spielt eine wichtige
Rolle in vielen biologischen Prozessen, z.B. der
neuronalen Entwicklung, der Geschlechtsbe-
stimmung bei der Fruchtfliege oder der Gewe-
bedifferenzierung. Findet alternatives SpleiBen
im codierenden mRNA-Abschnitt statt, fiihrt
das zur Synthese von unterschiedlichen Protei-
nen (Isoformen).

Kleine Ursache -

groBe Protein-Vielfalt

Wissenschaftler des Nationalen Genom-
forschungsnetzes (NGFN) und des Jenaer Cen-
trums flr Bioinformatik (JCB) sind auf eine bis-
her weitgehend unbeachtete Form der Nutzung
von alternativen SpleiBstellen gestoBen (Hiller
et al. 2004). Es begann damit, dass bei der
Suche nach Gendefekten bei chronisch ent-
zlindlichen Darmerkrankungen die Sequenzie-
rung der in DNA umgeschriebenen mRNA

Abb. 1: Sequenzierung
der in DNA umgeschrie-
benen alternativen
NAGAG-SpleiBprodukte.
In (a) iberlagern sich die
Sequenz-Signale des
alternativen Transkripts
mit CAG Triplett (b) und
ohne CAG (c), so dass
sich das Sequenzierer-
gebnis bis zur Exon-Gren-
ze nicht zweifelsfrei aus-
werten lasst.

(=cDNA) von Patienten und Kontrollpersonen
von bestimmten Stellen an in vielen Proben
nicht mehr eindeutig ausgewertet werden
(Abbildung 1a). Nach Ausschluss aller mdgli-
chen labor- und geratetechnischen Fehlerquel-
len stellte sich heraus, dass sich diese “schlech-
ten” Ergebnisse zweifelsfrei auf die Uberlage-
rung der Signale von zwei mRNA-Molekilen
zurlckfihren lieBen (Abbildung 1b, c). Beide
mRNAs unterschieden sich aber nur durch ein
NAG Triplet (N steht fiir A, C, G oder T). Nach
dem Vergleich von mRNA- und genomischer
Sequenz klarte sich das Phanomen weiter auf.
Das alternative NAG lag unmittelbar neben
einem weiteren NAG und beide bildeten eine
Tandem-SpleiBstelle NAGNAG (Abbildung 2)!
Genomweiten bioinformatischen Analyse
zeigten, dass man nun diese NAGNAG-Sequenz
bei ca. 8.000 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
SpleiBapparat manchmal das erste NAG als
Intronende, in anderen Fallen das zweite NAG.
Durch dieses minimal alternative SpleiBereignis
verandert sich die Sequenz der mRNA in jedem
Fall nur um drei Nukleotide. Das weit verbrei-
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Abb. 2: Nomenklatur der NAGNAG-SpleiBstellen und Transkripte. E: extern,
zweites NAG wird Teil des Exons; I: intern, zweites NAG bleibt Teil des Introns.

tete Vorkommen von Tandem-SpleiBstellen in
Genen erlaubt die Expression von zwei Protei-
nen, die sich in vielen Fallen nur durch eine
Aminosaure unterscheiden (Abbildung 3a).
Allerdings kommt es in anderen Fallen zum
Austausch von einer Aminosdure durch zwei
vollig verschiedene Aminosduren (Abbildung
3b). Als noch gravierenderes Ereignis kann
durch alternatives SpleiBen an NAGNAG-Moti-
ven ein Stopp der Translation eingefligt wer-
den, wodurch ein verkirztes Protein entsteht
(Abbildung 3c). Obwohl das Ereignis auf Nu-
kleotidebene recht simpel erscheint, ermdgli-
chen die Tandem-SpleiBstellen auf Proteinebe-
ne eine Vielfalt von Auspragungen und ver-
gréBern damit die Plastizitdt des Proteoms.

NAGNAG-Akzeptoren sind nicht

zuféllig im Genom verteilt

Diese Tandem-SpleiBstellen weisen eine
Reihe von Besonderheiten auf. Zum einen sind
sie vorzugsweise in Introns, die ein Codon nach
dem ersten Nukleotid unterbrechen (Abbildung
3, Mitte). Zum anderen konnten wir zeigen,
dass vor allem Proteinbereiche, die Aminosau-
ren mit basischen oder sauren Seitenketten
enthalten, betroffen sind. Dabei ist bemerkens-
wert, dass durch das alternative SpleiB-Ereignis
an diesen Stellen wieder basische oder saure
Aminosauren eingefligt werden, so dass diese
Proteinbereiche nur geringfiigig verandert wer-
den Das wird als weiterer Hinweis interpretiert,
dass diese Tandem-SpleiBstellen genomisch
nicht zufallig verteilt sind und dass dieses
SpleiBereignis in der Regel nur zu subtilen Pro-
teinveranderungen fihrt. Diese subtilen Veran-
derungen kénnen trotzdem von Bedeutung
sein. So sind schon Faélle bekannt, wo
NAGNAG-Isoformen funktionelle Unterschiede
aufweisen. Das ist insbesondere deshalb von
Bedeutung, da viele dieser Proteine mit ande-

ren Proteinen oder mit Nukleinsauren Wechsel-
wirkungen eingehen. Geringe Verdnderungen
dieser Wechselwirkungen kdnnten Auswirkun-
gen auf komplexe Prozesse haben.
Interessanterweise konnte auBerdem ge-
zeigt werden, dass das SpleiBen an Tandem-
Sequenzmotiven gewebespezifisch ist. Fir
einen Teil der untersuchten Gene wurden Ge-
webe gefunden, in denen ausschlieBlich das
erste NAG, wahrend in anderen ausschlieBlich
das zweite NAG benutzt wird. Die Zellen haben
also die Mdglichkeit, nur eine der beiden Pro-
teinformen herzustellen. Welche der beiden
NAG-SpleiBstellen vorrangig verwendet wird,
hangt von der Art des Gewebes, vom Entwick-
lungsstadium und von Umweltfaktoren ab.

NAGNAG-Akzeptoren

sind auch phylogenetisch

weit verbreitet

NAGNAG-Motive finden sich nicht nur im
menschlichen Genom, sondern auch in anderen
Spezies wie Maus oder Fruchtfliege. Zusatzlich
sind viele Tandem-SpleiBstellen des Menschen
in der Maus vorhanden und machen etwa die
Halfte aller konservierten alternativen Akzepto-
ren aus. Diese Fakten sprechen fiir eine biolo-
gische Relevanz der beschriebenen subtilen
Form alternativen SpleiBens.

Das weit verbreitete Vorkommen des alter-
nativen NAGNAG-SpleiBens ist wahrscheinlich
von weitreichender und grundsatzlicher Bedeu-
tung fir die Biologie von komplexen Organis-
men. Es kénnte auch relevant fiir die Entwick-
lung und/oder den Verlauf von komplexen
Erkrankungen wie Bluthochdruck, chronische
Entziindungen, Ubergewicht und Neurodege-
neration sein. Beispielsweise weisen Gene,
deren Mutationen zu Fettsucht fihren konnen,
Tandem-SpleiBstellen auf (Leptin, Leptinrezep-
tor, Ghrelin).

Einzelbasen-Variationen als
Modulatoren des alternativen
SpleiBenes

Fehlerhafte oder veranderte SpleiBmuster
sind die Ursache flir zahlreiche menschliche
Krankheiten. Aus diesem Grund haben wir
kiirzlich das menschliche Erbgut systematisch
nach Variationen (SNP, ,single nucleotide poly-
morphism”) an diesen NAGNAG-SpleiBstellen
in der menschlichen Population durchsucht
(Hiller etal. 2006). Ergebnis: bei manchen Men-
schen kann an bestimmten Positionen im Erb-
gut alternativ gespleiBt werden, bei anderen
aber nicht. Die identifizierten SNPs zerstoren
entweder einen bekannten NAGNAG-Akzeptor,
erschaffen ein neues NAGNAG oder verdandern
ein 'N" in einem bekannten NAGNAG-Akzeptor.
SNPs, die in diese drei Gruppen fallen, kénnen
flir das SpleiBen an Tandemakzeptoren relevant
sein. Deshalb haben wir ihre statistischen, evo-
lutionsbiologischen und funktionellen Charak-
teristika bestimmt (Intronphase, Aminosaureer-
eignisse, Konservierung in anderen Spezies,
Aminosaureverteilung an den Exongrenzen,
Pfam-Domanenverteilung, Auftreten der Pro-
teine in Proteininteraktionsdatenbanken).

An ausgewahlten Beispielen haben wir
anschlieBend die Veranderung im NAGNAG-
SpleiBen experimentell verifiziert. Da NAG-
NAG-zerstorende Allele ,natirliche” ,Knock-
out”-Experimente darstellen, konnten wir dar-
aus ableiten, dass das NAGNAG-Motiv fur das
von uns untersuchte Phdnomen notwendig ist.
Durch Vergleich des genomischen Kontextes
zum Schimpansen wurde das wahrscheinlich
ancestrale Allel bestimmt und gefunden, dass
die neu entstandenen NAGNAG-Akzeptoren
dem gleichen Selektionsdruck unterliegen miis-
sen, den wir auch schon fir nicht-polymorphe,
in der menschlichen Spezies fixierte Tandemak-
zeptoren beobachtet hatten (Hiller et al. 2004).
Diese  NAGNAG-generierenden Allele sind
zudem der Beweis, dass im Umfeld eines Stan-
dardakzeptors die Entstehung eines NAGNAG-
Motivs auch hinreichend fiir das Auftreten von
entsprechenden alternativen Spleiformen ist.
Da 28% der von uns identifizierten NAGNAG-
SNPs in bekannten ,Krankheitsgenen” liegen,
sind diese besonders interessant fiir weiter-
flihrende funktionelle Untersuchungen. AuBer-
dem erscheint es bemerkenswert, dass eine
Reihe der SNPs im I|-Akzeptor, die gleichzeitig
auch die Sequenz des E-Proteins verandern, im
heterozygoten Status zur Expression von drei
Proteinisoformen flhren (siehe Abbildung 4).
Damit gewinnt die Komplexitdt des Proteoms
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Abb. 3: Wie durch alternatives SpleiBen an NAGNAG-Motiven Proteinvielfalt entsteht: Die jeweils obere Zeile stellt einen Ausschnitt der Gensequenz am Exon/Intron-Uber-
gang bzw. am Intron/Exon-Ubergang dar. GroBbuchstaben reprasentieren Nukleotide, die nach dem SpleiBen in der mRNA verbleiben. Klein geschriebene Buchstaben stel-
len Nukleotide dar, die aus der Protein-Bauanleitung herausgeschnitten werden. Je drei Gen-Buchstaben (Tiplett) bilden den Code fir einen EiweiB-Baustein (Aminoséure).
Die von den Tripletts codierten Aminoséuren sind in der unteren Zeile durch Buchstaben symbolisiert (Q steht fiir die Aminosaure Glutamin, V steht fir Valin usw.). Welche
Protein-Varianten durch das alternative SpleiBereignis entstehen, hdngt zum einen von der Sequenz des Tandem-Motivs ab, und zum anderen davon, an welcher Triplettpo-
sition das Intron eingefugt ist. Das Intron kann sich direkt zwischen zwei Triplett-Codons befinden (Phase 0) oder es ist nach dem ersten bzw. nach dem zweiten Nukleotid
eines Codons eingefligt (Phase 1 bzw. Phase 2). Drei Proteinvariationen sind auf diese Weise mdglich: (a) eine Aminosaure wird eingefigt oder fehlt, (b) Austausch von
einer Aminosaure durch zwei véllig verschiedene Aminosauren, (c) Translationsstopp wird eingefigt oder fehlt.

Abb. 4: Beispiel eines SNE der den I-Akzeptor und die Sequenz des E-Proteins verandert (rs2275992 in ZFP91). Das homozygotes G-Allel ohne NAGNAG fihrt zur Expression
nur eines Proteins (A), Homozygotie des A-Allel mit NAGNAG gestattet die Expression von zwei (B) und Heterozygotie von dreo Isoformsen (C). GroBbuchstaben reprasen-
tieren Nukleotide der Exons, klein geschriebene Buchstaben die von Introns. Die von den Tripletts codierten Aminoséuren sind unter der zweiten Codonposition durch Buch-

staben symbolisiert.

einen weiteren Freiheitsgrad und bietet die
Mdglichkeit fir die Herausbildung eines Hete-
rozygotenvorteils. Vor dem Hintergrund des ge-
nerellen Mangels an verlasslichen bioinforma-
tischen Methoden zur Vorhersage von spleifre-
levanten SNPs, ist unser, auf NAGNAG-Motive
bezogener, heuristischer Ansatz hoch effizient
bei der Identifikation von Variationen im
SpleiBprozess.

Damit besteht die Aufgabe, gleichzeitig
sowohl den Mechanismus und die Regulation
des NAGNAG-SpleiBens aufzukldren, als auch
zu untersuchen, ob Stérungen z.B. im Fettstoff-
wechsel mit Stérungen in Struktur und Funkti-
on der Tandem-SpleiBstellen in Verbindung

gebracht werden konnen. Neue diagnostische
und therapeutische Ansatze konnten am Ende
dieses noch langen Weges stehen.
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