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Regulatorische RNAs

Kleine nicht-kodierende RNAs als
Regulatoren der Genexpression

LASSE PETERS UND GUNTER MEISTER

MAX-PLANCK-INSTITUT FUR BIOCHEMIE, MARTINSRIED

RNA-Molekiile transportieren nicht nur die genetische Information von
der DNA zu den Protein-Manufakturen der Zelle, sondern nehmen auch

wichtige regulatorische Funktionen wahr.
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A Abb. 1: Schematische Darstellung der Biogenese von miRNAs und siRNAs. Details siehe Text.

m’G, 7-Methyl-Guanin; AAAA, Poly-A-Schwanz.
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B Nicht-kodierenden RNAs sind an Prozes-
sen wie mRNA-Prozessierung oder Protein-
Synthese beteiligt. Eine neue, erst kiirzlich
in vollem Umfang entdeckte Klasse nicht-
kodierender RNAs ist durch ihre ungewohn-
liche Lange gekennzeichnet und wird daher
als kleine nicht-kodierende oder kleine regu-
latorische RNA bezeichnet. Kleine nicht-ko-
dierende RNAs wie short interfering RNA
(siRNAs) oder microRNAs (miRNAs) beein-
flussen sowohl die Stabilitdit von mRNAs als
auch deren Translation und sind daher wich-
tige zelluldare Regulatoren der Genexpression.
siRNAs haben sich zudem in kurzer Zeit zu
wichtigen Werkzeugen der Grundlagenfor-
schung entwickelt und konnten in Zukunft
auch zur Therapie von Krankheiten einge-
setzt werden.

Doppelstrangige RNA als Schliissel-
molekiil

Bei allen bisher untersuchten Genregula-
tionsprozessen, die durch kleine regulatori-
sche RNAs gesteuert werden, fungiert dop-
pelstrangige RNA (dsRNA) als entscheiden-
des Schaltermolekiil. Die dsRNA kann dabei
sowohl endogenen als auch exogenen
Ursprungs sein. Quellen von dsRNA in der
Zelle sind Replikations-Intermediate mancher
Viren, artifiziell eingebrachte dsRNA aber
auch Faltungsstrukturen einzelstrangiger
RNAs wie zum Beispiel Haar-Nadel-Struktu-
ren von miRNA-Vorlaufern['. Endogen expri-
mierte miRNAs werden als primadre miRNA-
Transkripte durch die RNA-Polymerase I im
Zellkern transkribiert und durch das RNase-
HI-Enzym Drosha zu miRNA-Vorldaufermole-
kiilen (pra-miRNAs) prozessiertl? 31 Nach
dem Transport ins Zytoplasma wird die pre-
miRNA durch das RNase-III-Enzym Dicer zu
einer 20-23 Nukleotide umfassenden dsRNA
gespalten. Diese kurzlebige dsRNA wird
schlieBlich entwunden und die einzelstran-
gige, reife miRNA in spezifische Protein-Kom-
plexe, miRNPs, inkorporiert (Abb. 1)t
Lange dsRNA wird ebenfalls durch das
RNase-III-Enzym Dicer zu doppelstrangigen,
circa 21 Nukleotide langen siRNAs prozes-
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A Abb. 2: Schematische Darstellung der Funktion von miRNAs. miRNAs kénnen sowohl die Stabi-
litat ihrer Ziel-mRNAs (A, C) als auch deren Translation (B) beeinflussen. m’G, 7-Methyl-Guanin;

AAAA, Poly-A-Schwanz.

siert. Wie alle RNase-III-Produkte tragen die-
se kurzen RNA-Molekiile 5’-Phosphatgrup-
pen sowie jeweils zwei Nukleotide lange 3’-
Uberhiinge. Im folgenden Schritt wird die
siRNA entwunden und die einzelnen RNA-
Stréange in den so genannten RNA induced
silencing complex (RISC) eingebaut (Abb. 1)1,
Der gebundene siRNA-Strang fiihrt RISC zu
vollstandig komplementéaren Substrat-RNAs,
die dann endonukleolytisch gespalten wer-
den - ein Prozess, der als RNA-Interferenz
oder RNAi bekannt geworden ist (Abb. 2A)4],

Auch miRNAs konnen wie siRNAs wirken
und die Spaltung von vollstindig komple-
mentdren RNAs steuern. Wahrend pflanzli-
che miRNAs hauptsachlich die Spaltung von
Ziel-RNAs bewirken, wurden nur wenige tie-
rische miRNAs mit vollstandiger Komple-
mentaritdt zu zellularen RNAs entdeckt. Tie-
rische miRNAs interagieren hauptséachlich
mit unvollstandig komplementédren Bereichen
in den 3’ untranslatierten Regionen von
mRNAs und inhibieren deren Translation,
ohne dabei die Stabilitat der mRNA zu beein-

flussen (Abb. 2B)% 31, Dariiber hinaus wurde
kiirzlich ein weiterer Mechanismus der mi-
RNA-vermittelten Genregulation beschrieben.
Hierbei rekrutieren miRNAs spezifische Dea-
denylasen, die den Poly-A-Schwanz der mRNA
verkiirzen. Dies fiihrt schlieBlich zum Abbau
der mRNA und folglich zur Inhibition der
Genexpression (Abb. 2C)B1.

Argonaut-Proteine

Proteine der Argonaut-Protein-Familie (Ago-
Proteine) sind zentrale Komponenten aller
durch kleine nicht-kodierende RNAs gesteu-
erten Genregulationsprozesse. Ago-Proteine
sind durch PAZ- und PIWI-Domé&nen gekenn-
zeichnet!®). Wihrend die PAZ-Doméne selek-
tiv das 3’-Ende der miRNA oder siRNA bindet,
ist die PIWI-Domaéne strukturell der RNase H
sehr dhnlich!”). In der Tat besitzen Ago-Pro-
teine endonukleolytische Aktivitat. In
menschlichen Zellen kann jedoch nur Ago?2
komplementéire RNA-Strange spalten. In Ana-
logie zu Dicer wird Ago2 daher auch ,Slicer®
genannt(® %1,

Wichtige Schritte des RNA-Metabolismus
finden in der Zelle in spezifischen cytoplas-
matischen Kompartimenten, den processing
bodies (P-bodies), statt. Lokalisationsstudien
von humanen Ago-Proteinen haben gezeigt,
dass auch Ago-Proteine in P-bodies zu finden
sind (Abb. 3)[1% I, miRNAs und auch deren
Ziel-mRNAs sind ebenfalls in solchen Struk-
turen anzutreffen. Tatsdchlich werden mRNAs
in P-bodies nicht notwendigerweise degra-
diert. Sie konnen dort gelagert und somit der
Translationsmaschinerie entzogen werden.
Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass an Ago-
Proteinen gebundene miRNAs spezifische
Ziel-mRNAs in P-bodies halten und auf diese
Weise deren Expression verhindern!!?],

microRNAs und Krebs

Bereits kurz nach der Entdeckung humaner
miRNAs wurde berichtet, dass in Lympho-
men wie der chronischen, lymphozytischen B-
Zell-Leukdmie (B-CLL), miRNA-Gene deletiert
sind oder deren Expression stark reduziert
ist. Bei 68 % der untersuchten Patienten wur-
de eine Deletion des Genlokus 13q14 gefun-
den. Genau in diesem Bereich befinden sich
die Gene fiir miR-15 und miR-16 und in der
Tat war die miR-15- und miR-16-Expression
in B-CLL-Patienten stark reduziertl. Aus-
gehend von diesen initialen Studien wurde
eine Vielzahl von weiteren Studien an ver-
schiedenen Krebsarten durchgefiihrt. So wur-
de gefunden, dass in verschiedenen Lym-
phomarten miR-155 sowie miRNAs des miR-
17-92 ,clusters® iiberreprasentiert waren.
Zudem scheint bei bestimmten Formen von
Lungenkrebs die Expression der miRNA let-
7 stark reduziert zu sein. Interessanterweise
reguliert let-7 die Expression des Onkogens
RAS, was bei verminderter let-7 Expression
zu einer verstarkten Expression von RAS
fiihrt und somit die Krebsentstehung be-
giinstigt(!3],

Derzeit werden miRNA-Expressionsstudien
an weiteren Krebsarten durchgefiihrt und es
ist sehr wahrscheinlich, dass miRNAs an der
Entstehung von einer Vielzahl von Krebsar-
ten maBgeblich beteiligt sind. Sequenz-spezi-
fische Inhibitoren von iiberreprasentierten
miRNAs aber auch die ektopische Expression
von deletierten oder unterreprasentierten miR-
NAs wird daher in naher Zukunft neue Mog-
lichkeiten zur Bekdmpfung von Krebs liefern.

RNAI als neuer Weg zur Therapie von
Krankheiten

Kurz nachdem Tuschl und Kollegen im Jahre
2001 die prinzipielle Durchfiihrbarkeit von
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A Abb. 3: Lokalisation von Argonaut-Proteinen in HEK 293 Zellen. Teilabbildung 1 zeigt die Farbung mit
anti-Argonaut-Antikdrpern. P-bodies sind durch Pfeile gekennzeichnet. In Teilabbildung 2 sind die Zell-
kerne mit DAPI gefarbt.

RNAI in humanen Zellen demonstriert hat-
ten, begann die Entwicklung neuartiger, auf
siRNAs beruhender Medikamente. Bereits
2003 wurde eine erste Studie publiziert, in
der durch Injektion von siRNAs in die Blut-
bahn der Maus die Expression eines Leber-
spezifischen Gens ausgeschaltet werden
konnte[*l, In weiteren Studien wurde ver-
sucht, Viren mit siRNAs zu inaktivieren, da
siRNAs gegen virale RNAs fiir die menschli-
che Zelle harmlos sind. Spater wurden modi-
fizierte siRNAs in Mause injiziert, was die
Aufnahme in die Zellen erleichtern sollte. Tat-
sachlich zeigte sich, dass solche siRNAs spe-
zifisch die ApoB-mRNA in der Leber von Mau-
sen reduziert. ApoB ist an der Regulation des
Cholesterolhaushaltes beteiligt und es konn-
te beobachtet werden, dass die Cholesterol-
mengen im Blut durch diese siRNAs redu-
ziert wurden. Ahnliche Ergebnisse wurden
kiirzlich an nicht-humanen Primaten erzielt.
Ein sehr ermutigendes Ergebnis dieser Stu-
dien war allerdings, dass keinerlei Toxizitat
der verabreichten siRNAs beobachtet wur-
del™,

Obwohl beachtliche Erfolge erzielt wurden,
steckt die Entwicklung von siRNA-Medika-
menten noch in den Kinderschuhen. Wichti-

ge Hiirden, die es zu iiberwinden gilt, sind
die Aufnahme von siRNAs in Gewebe oder
Zellen, Sequenz-spezifische ,off-target“-Effek-
te einzelner siRNAs sowie Resistenzentwick-
lung vor allem bei der Applikation von anti-
viralen siRNAs. Obwohl es sicherlich noch
Jahre dauern wird, bis all diese Probleme
gelost sein werden, stellen siRNAs dennoch
einen viel versprechenden neuartigen Ansatz
zur Bekdmpfung von unterschiedlichsten
Krankheiten dar, vor allem solcher, die bis-
lang noch nicht effizient bekampft werden
konnten. |
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