Versteckte Signale in der RNA

RNA-Molekile haben als Bindeglieder zwischen der DNA und Proteinen eine zentrale Bedeutung im
zellularen Geschehen. Sie sind flexibel, hochgradig reguliert” und treten in einer grof3en Formenvielfalt
auf. Einer Forschungsgruppe ist es gelungen, mithilfe einer weiterentwickelten Methode die Sekundar-
struktur® verschiedener RNA-Spezies™ prazise zu kartographieren. Dabei wurden eine neue Ebene der
genetischen Regulation und ratselhafte Muster in codierenden messenger RNA (mRNA)-Abschnitten
entdeckt. Diese Befunde stellen moglicherweise ein weiteres belastbares Design-Indiz dar.

Boris Schmidtgall

Die Ribonukleinsiure (RINA) ist ein Makro-
molekiil, das genetische Information von der
DNA zum Ort der Proteinsynthese (Ribosom)
{ibertrigt. Es wurde zu Beginn der Ara der Mole-
kularbiologie (1950er-Jahre) zunichst eher stief-
miitterlich behandelt. Denn neben ihrer schein-
bar unspektakuliren Funktion ist die RNA auch
in der Handhabung im Vergleich zur DNA oder
Proteinen empfindlicher' und ihre chemische

Synthese ist aufwindiger als diejenige der beiden
anderen Biopolymere. Erst seit der Entdeckung
des SpleiBvorgangs* in Eukaryoten* (SHARP
1977) nahm die Zahl an Fachpublikationen auf
dem Gebiet der RNA-Chemie und -Bioche-
mie bedeutend zu. Es folgten weitere wichtige
Entdeckungen wie der Nachweis katalytischer*
Eigenschaften bei der RNA (CechH 1981) und
der RNA-Interferenz* (FIRE & MEeLLo 1998).
Es wurde zunehmend deutlich, dass der RNA-
Stoffwechsel duBerst kompliziert, hochgradig
reguliert und fiir die Proteinbiosynthese von
zentraler Bedeutung ist. In Eukaryoten scheint
nach gegenwirtigem Kenntnisstand sogar mehr
Regulierung auf der Ebene der RNA stattzu-
finden als auf der Ebene der DNA.

Struktur der RNA beeinflusst
Genregulation

Der Fluss der genetischen Information von der
DNA zu den Proteinen wird durch die mRINA
vermittelt. Nach der Transkription* werden
mRNA-Molekiile auf viele verschiedene Wei-
sen modifiziert. Dies dient im Wesentlichen
dazu, die Stabilitit der mRNA zu erhohen
und die Erkennung durch das Ribosom zu
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verbessern. Dazu zihlen die 5°-Cap Struktur,
der 3‘-Poly-Adenosin-Schwanz und die Fal-
tung der mRINAX* zu einer Haarnadel-Struktur
(Stamm-Schleife, s. Abb. 1) unter Ausbildung
von Basenpaaren. Nach Abschluss der Transkrip-
tion findet das Spleifen der mRNA statt — ein
Vorgang, bei dem aus dem zuerst transkribierten
RINA-Molekiil verschiedene mRINA-Molekiile

hervorgehen koénnen. Fiir jeden dieser regula-  sp1 1 schematische Dar-

torischen Vorginge und fiir viele weitere sind  stellung des Aufbaus einer

die Sekundir- und Tertidrstruktur (Faltung) der RNA-Strangen mit unvol

mRNA und der Struktur von

mRNA von besonderer Bedeutung, da sie fest-  standiger Basenpaarung.
legen, welche Bindungsstellen oder Hohlriume ~ Ungepaarte Nukleobasen

fir Interaktionen mit Proteinen oder anderen

reagieren in einem deutlich
groReren Ausmaf mit DMS

RNA-Molekiilen zuginglich sind. als gepaarte (s. Text).
5'-Cap-Strukt nicht-codierender
PR Abschnitt

®6 @ @ Protein-codierender Abschnitt 3"-Poly(A)-Schwanz
i

nicht-codierender etwa 250 Adenosin-
Abschnitt Bausteine

N: beliebiges Nukleotid (2-O-methyliert)
G: 7-Methylguanosin

Verschiedene RNA-Sekundarstrukturen

Uberhang

Fehlpaarung
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Glossar

Chaperone: Proteine, die andere Proteine
oder RNA-Molekiile in die richtige Form
falten oder fehlgefaltete Biomolekdile
korrigieren.

Eukaryoten: Lebewesen, die aus Zellen
mit echtem Kern zusammengesetzt sind.
Genexpression (kurz: Expression): Syn-
these von Proteinen anhand der Informa-
tion aus bestimmten Genen. Ein Gen ist
dann exprimiert,wenn das entsprechen-
de Protein am Ribosom synthetisiert ist.
Katalyse (katalytische Eigenschaften):
Beschleunigung der Reaktionsgeschwin-
digkeit. Katalysatoren greifen zwar in
die Reaktion ein, werden aber nicht
verbraucht (umgewandelt).
Methylierung (methyliert): Das Anbrin-
gen einer CH,;-Gruppe an einem Molekiil.
mRNA: messenger RNA (Boten-RNS),
ubertragt Information von der DNA
zum Protein.

Nukleobase: Die Bausteine der DNA und
RNA werden als Nukleotide bezeichnet.
Nukleotide sind aus einem Zucker (Ri-
bose) und einem Purin oder Pyrimidin
zusammengesetzt. Purine bzw. Pyrimi-
dine werden allgemein als Nukleobasen
bezeichnet (Abb. 2).

Regulation: Physiologische Vorgange
kénnen beschleunigt, verlangsamt oder
ganz angehalten werden. Dies erfolgt
haufigdurch das Anbringen molekularer
,Signalgruppen®durch dafir zustandige
Enzyme. Die Signalgruppen veranlassen
andere Enzyme entweder dazu, das ent-
sprechend gekennzeichnete Biomolekdil
abzubauen oder es intakt zu lassen.
RNA-Interferenz: Ein Vorgang, bei dem
genetische Information auf der Ebene
der RNA ,stillgelegt” wird. Unter Betei-
ligung des Multienzymkomplexes RISC
(RNA induced silencing complex) und
kleiner RNA-Molekdile (19-23 Basenpaare)
werden bestimmte — mRNA gespalten
oder einfach blockiert. Dadurch wird die
— Translation dieser mRNA verhindert.
RNA-Sequenzierungsmethode: Vorge-

Faktoren, die sich auf die raumliche

hensweise zur Bestimmung der Reihen-
folge der Bausteine eines RNA-Molekiils
(Primarstruktur). GemaR Ubereinkunft
werden Nukleinsdurestrange vom 5'-
Ende zum 3'-Ende aufgeschrieben. Die
mRNA wird vom 5‘-Ende zum 3‘-Ende
synthetisiert.

RNA-Spezies: Allgemeiner Begriff fur
verschiedene Typen von RNA-Molekdilen.
Sekundarstruktur: Als Primarstruktur
wird die Reihenfolge der RNA-Bausteine
(Nukleotide) bezeichnet. Zwei RNA-
Molekile konnen — sofern ihre Primar-
strukturen zueinander passen — einen
Doppelstrang bilden. Dabei bilden sich
Watson-Crick-Basenpaare (A-U,C-G) aus.
Oft kdnnen zwei gleiche RNA-Strange
unterschiedliche Sekundarstrukturen
annehmen.

SpleiBvorgang: Hierbei werden aus
einem zunachst — transkribierten RNA-
Molekiil Teile der Sequenz (sog. Introns)
unter Mitwirkung des SpleiBosoms
(groBer RNA-Proteinkomplex) ausge-
schnitten. Die anderen Teile (Exons)
werden miteinander verbunden, sodass
das spater ins Protein — translatierte
RNA-Molekiil entsteht. Beim Spleifen
kénnen aus zwei gleichen mRNA-Mole-
kilen unterschiedliche Exons entstehen,
sodass bei der Translation verschiedene
Proteine resultieren.

Startcodon: Eine Kombination aus drei
Nukleotiden in der RNA, die am Ribosom
den Beginn der Synthese eines Proteins
anzeigt.

stromaufwarts: entgegen der Synthese-
richtung der mRNA-Sequenz (3' nach 5).
Transkription (transkribiert): Synthese
einer ,Abschrift” einer DNA-Sequenz
in der Form einer RNA-Sequenz (—
mRNA) durch die Wirkung einer RNA-
Polymerase.

Translation (translatiert): Synthese eines
Proteins anhand der entsprechenden
mRNA-Sequenz (Primarstruktur) am
Ribosom.

Struktur der RNA-Molekiile
auswirken
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RNA faltet sich zu sehr komplexen Strukturen,
die tiberaus dynamisch sind. Die Faltung ist von
vielen Parametern abhingig, wie etwa dem pH-
Wert, der Gegenwart von Metallionen und der
Konzentration der Biomolekiile. Insgesamt ist
das Zusammenspiel der Faktoren derart kom-
plex, dass eine Vorhersage der Sekundirstruktur
z. B. mittels Computersimulation ein wenig
treffsicheres Verfahren darstellt (BEviLacQua
2016). Daher besteht aktuell grof3es Interesse an

einem vertieften Verstindnis der Bildung von
Sekundirstrukturen sowie der Faltungsdynamik
von RNA-Molekiilen. Die groBe Mehrheit der
Studien zur Struktur und Funktion von RNNA-
Molekiilen wurde allerdings in vitro durchgefiihrt,
d. h. die untersuchten RINA-Molekiile wurden
isoliert und unter experimentellen Bedingungen
untersucht, die nicht denjenigen des zelluldren
Milieus entsprechen. Der naheliegende Verdacht,
dass sich RNA-Molekiile in vivo (in lebenden
Zellen) deutlich anders verhalten als in vitro, hat
sich bestitigt. Denn es konnte nachgewiesen
werden, dass RNA-Molekiile im zellularen Mili-
eu bedeutend weniger gefaltet vorliegen, als dies
unter in vitro-Bedingungen der Fall ist (R OUSKIN
2014). Zwecks sprachlicher Vereinfachung wird
die Gesamtheit der strukturellen Beschaftenheit
aller RNA-Molekiile in der Zelle als RNA-
Strukturom bezeichnet.

Neben einigen anderen Faktoren hat sich
die Konzentration an Mg?*-Ionen als besonders
kritisch fur den Faltungszustand von RINA-
Molekiilen erwiesen. Hohe Konzentrationen
von 50 mM Mg?*, wie sie bei in vitro-Versuchen
oft zum Einsatz kommen, bewirken eine deutlich
starkere Ausbildung von Sekundirstrukturen als
die 0,5-1 mM Mg2+, die tatsichlich unter zel-
luliren Bedingungen vorliegen (Leamy 2017).
Folglich hat eine Forschergruppe um P. C. Be-
viLACQUA und S. M. AssMANN sich der Aufgabe
gewidmet, das Strukturom der RNA-Molekiile
in vivo zu untersuchen, und ist dabei zu tiberra-
schenden Ergebnissen gekommen.

Methode: Reaktion der Nukleo-
basen mit Dimethylsulfat in vivo

Um die Sekundirstruktur einer RINA zu ana-
lysieren, muss herausgefunden werden, ob die
Nukleobasen* in Basenpaaren involviert sind
oder nicht. Eine in vitro angewandte Vorgehens-
weise basiert auf der Reaktion der RNA mit
Dimethylsulfat (DMS) (SENECOFF & MEAGHER
1992). Dieses Reagenz methyliert* selektiv
Adenosin und Cytosin (Abb. 2) in Bereichen,
wo diese Nukleobasen vorwiegend ungepaart
vorliegen (Schleifen, Uberhinge, Fehlpaarungen
oder Verbindungsbereiche,s. Abb. 1). Der Zustand
der anderen zwei Nukleobasen Guanin (G) und
Uracil (U) kann dann indirekt erschlossen werden.
Anhand einer weiterentwickelten Version dieser
Technik in Kombination mit einer modernen
RNA-Sequenzierungsmethode* gelang es der
Gruppe um BevitacQua und AssMANN 18S-
(ribosomale)RINA sowie 10623 verschiedene
mRNA-Molekiile der Acker-Schmalwand (Ara-
bidopsis thaliana) im Hinblick auf die Reaktivitit
der Nukleobasen mit DMS zu kartographieren
(DING et al. 2014).
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Experimente in vivo fordern
unerwartete Ergebnisse zu Tage

Die durch in vivo-Analyse erhaltene Reaktivi-
tatsverteilung der Nukleobasen mit DMS ergab
einige interessante Zusammenhinge zwischen
dem Ausmall an Sekundirstruktur der RNA
und ihrer Funktion. Eine Untersuchung nicht
translatierter* Regionen einer Reihe von
mRNA ergab, dass die Beschaftfenheit der Se-
kundirstruktur dieser Abschnitte (5 Nukleotide
stromaufwirts* zum Startcodon*) eine Art
Schalterfunktion aufweist (Abb. 3) (DING et al.
2014). In mRNAs, die eine besonders hohe
Translationseffizienz aufweisen, ist dieser Bereich
unstrukturiert, wihrend mRNAs, die weniger
effizient translatiert werden, an dieser Stelle
iiber eine eher geschlossene Sekundirstruktur
verfiigen. Offenbar handelt es sich hier um eine
Bindungsstelle fiir Ribosomen, die in Abhingig-
keit von der Sekundirstruktur entweder aktiv
oder weniger aktiv sein kann. Interessanterweise
wurden unstrukturierte Regionen auch in der
Nihe von Stopp-Codons nachgewiesen. Diese
Befunde legen den Autoren zufolge nahe, dass
das Ausmal an Sekundirstruktur schon in der
prai-mRNA (vor dem SpleiBlen) codiert sei.
Ein weiteres Regulationselement der mRINA
wurde durch Vergleich der in vivo-R eaktivitits-
profile verschiedener mRINA von Arabidopsis
ausgemacht (TANG et al. 2016). mRNAs mit ei-
ner hoheren Reaktivitit gegentiber DMS (wenig
Sekundirstruktur) codieren demnach Proteine,
die anschlieBend schnell eine stabile Tertidrstruk-

tur (Faltung) bilden. Dagegen codieren mRNAs
mit geringerer DMS-R eaktivitit solche Proteine,
die unstrukturierte Regionen enthalten und
folglich eher langsam die gefaltete, funktionale
Form annehmen. Auf diese Weise wird demnach
durch die mRINA-Struktur die Geschwindigkeit
der Proteinsynthese reguliert. So kénnen Prote-
ine, die aufgrund langsamer Bildung ihrer Terti-
irstruktur zur Fehlfaltung neigen, noch wihrend
der Synthese am Ribosom in die richtige Form
gebracht werden. Dies beugt der Anhiufung zell-
toxischer Protein-Aggregate vor. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass RNA-Molekiile, die
im Zusammenhang mit Stressreaktionen stehen,
hiufig kaum Sekundirstrukturen ausbilden,
sondern eher als Einzelstringe vorliegen (DiNG
et al. 2014). Die Autoren der Studie schlieBen
daraus, dass die molekulare Flexibilitit schnelle
Reaktionen auf zelluliren Stress, etwa durch
Schwermetallionen oder Kilte, erméglicht.
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SchlieBlich wurde durch die Umsetzung
mit DMS eine besonders auffillige ,,Signatur®
in mRNAs ermittelt: In Protein-codierenden
Bereichen existiert eine Periodizitit von drei
Nukleotiden, die in nicht translatierten Regi-
onen abwesend ist (Abb. 3) (DING et al. 2014).
Bemerkenswerterweise korreliert dieses Signal
mit der Translationseffizienz der jeweiligen
mRNA. Codierende mRNA-Sequenzen mit
einem robusten Triplett-Signal weisen eine hohe
Translationseffizienz auf, wihrend ein wenig
ausgeprigtes Triplett-Signal oder dessen Abwe-
senheit mit einer geringen Translationsetfizienz
einhergehen. Die Autoren selbst kommentieren
diesen Befund mit einem gewissen Erstaunen:
,Unsere Analyse legt also einen versteckten
Code in in-vivo-RNA offen, der die Assoziation
mit dem Ribosom beeinflusst und folglich die
Translation.* Da dieses Phinomen auch in He-

Abb. 2 Die vier Nukleotide
der RNA und die Reaktion
von A und C mit DMS.

Abb. 3 Triplett-Periodizitat in
mRNA-Sequenzen: Rote Bal-
ken stellen Nukleotide hoher
Reaktivitat mit DMS dar,
gelbe mittlerer und griine
geringer. Die codierende Ein-
heit (CDS) wird von unstruk-
turierten Abschnitten (blau)
am Start- bzw. Stopp-Codon
(rot) flankiert.

Unstrukturierter
Beginn

51
Triplett-Periodizitat

Unstrukturiertes

in mRNA-Sequenzen

Ende

31
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fen nachgewiesen werden konnte und auch bei
Sdugetieren vermutet wird, stellen die Autoren
die Behauptung auf, dass dieses Signal als uni-
verselles regulatorisches Muster durch Evolution
zustande gekommen sein miisse. Allerdings ist
den Autoren zufolge vollig unklar, weshalb oder
auf welche Weise die Evolution solche Muster
hervorgebracht haben soll.

Fazit: mRNA weist Design-Indizien
auf

Die beschriebenen Entdeckungen stellen ein
bisher unbekanntes Regulationsprinzip ge-
netischer Information dar: Auf der Ebene der
RNA-Sekundirstruktur wird die Expression*
bestimmter Gene verstirkt oder abgeschwicht.
Wie weit dieses Prinzip in den Dominen des
Lebens verbreitet ist, wird sicherlich Gegenstand
der zukiinftigen Forschung sein. Auch wird es
von Interesse sein, zu erfahren, in welchem Aus-
mal} diese Regulation in Organismen wirksam
ist. Es bleibt allerdings festzuhalten, dass mit jeder
weiteren Regulationsebene evolutive Erklirun-
gen flr das Phinomen Leben umso weniger
plausibel erscheinen. Die angeftihrten Beispiele
fiir Steuerelemente in der mRINA, insbesondere
dasjenige zur Regulation der Synthesegeschwin-
digkeit von Proteinen (verhindert Fehlfaltung),
weisen dagegen auf eine planvolle Verursachung
biologischer Funktionseinheiten hin und stellen
daher ein Design-Indiz dar. Es sollte ferner nicht
auBer Acht gelassen werden, dass fiir die korrekte
Faltung bzw. Wiederherstellung fehlgefalteter
RNA-Molekiile eine Vielzahl an Chaperonen*
unverzichtbar ist (Russerr 2008). Dies stellt ein
weiteres Henne-Ei-Problem fiir die Evolutions-
theorie dar, welches aufgrund der offenbar hohen
Relevanz wohldefinierter RNA-Strukturen
bedeutend verschirft wird.

SchlieBlich noch eine Anmerkung zum
Ritsel um die Triplett-Periodizitit der DMS-
Reaktivititen von mRINA-Nukleotiden: Die
Autoren der Studie bezeichnen diese Erschei-

nung zutreffend als ,,versteckten Code*, da
zu dessen Oftfenlegung ein sehr aufwindiges
Decodierungsverfahren genutzt werden musste.
Die Beschreibungen der Muster deuten auf eine
sehr regelmiBige raumliche Anordnung der Nu-
kleotide in codierenden Bereichen der mRINA
hin — vergleichbar mit einem Schliisselbart oder
einem Strichcode. Dieses Phinomen wirkt arti-
fiziell (kunstvoll gefertigt) und hat durchaus auch
einen isthetischen Aspekt, weshalb auch hier
ein intelligenter Urheber naheliegend erscheint.

Anmerkung

! Die RNA wird schnell durch ubiquitir vorkommen-

de RNasen abgebaut. Daher ist sie durch einen ein-
fachen Aufschluss einer Zelle nicht leicht zu isolie-
ren. Zudem ist die RINA schon bei leicht alkalischem
pH-Wert 8 fiir Hydrolyse (Abbau) anfillig (O1vANEN

et al. 1998).
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