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Die Regulation der Genaktivitat durch

microRNA

Im Rahmen ihrer Studien zur Larvalentwicklung von Caenorhabditis
elegans entdeckten Victor Ambros und Gary Ruvkun erstmals das
Prinzip der posttranskriptionalen Regulation von Genaktivitdten durch

microRNA. Sieben Jahre spdter zeigten Ruvkun und Mitarbeiter anhand

der microRNA let-7, dass dieser Mechanismus bei Metazoen bis hin zum
Menschen weit verbreitet und nicht nur fiir die Individualentwicklung,
sondern auch fiir die Physiologie adulter Organismen bedeutsam ist.

Eine Kernfrage der Entwicklungs-
biologie betrifft die zeitlich und
zellspezifisch regulierte Expression
von Genen. Bis 1993 kannte man in
diesem Zusammenhang lediglich
die Regulation auf der Ebene der
Transkription von Genen. Welche
Gene zu welchem Zeitpunkt ab-
gelesen werden, bestimmt dabei
die Interaktion der genomischen
DNA mit speziellen Proteinen, den
Transkriptionsfaktoren.

Victor Ambros (*1953, Hanover,
USA) und Gary Ruvkun (*1952,
Berkeley, USA) stellten als erste
fest, dass Genaktivitit auch auf der
Ebene der Translation reguliert
wird. Das vermittelt die Bindung
nicht-kodierender microRNA an
komplementire Sequenzen der mes-
sengerRNA. Als postranskriptionale
Genregulation hat dieses Prinzip
mittlerweile Einzug in die Lehr-

biicher der Molekularbiologie ge-
halten.
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Die beiden Laureaten kooperier-
ten seit ihrer gemeinsamen Postdok-
torandenzeit in den 1980er Jahren,
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als sie bei H. R. Horvitz am Massa-
chusetts Institute of Technology
(Cambridge, USA) Mutanten des
Fadenwurms C. elegans mit anor-
maler Individualentwicklung unter-
suchten. Dieser Nematode war we-
nige Jahre zuvor dank seiner kurzen
Generationszeit, transparenter Ge-
stalt und Empfinglichkeit fiir geneti-
sche Manipulationen zum Modell-
organismus der Entwicklungsbiolo-
gie avanciert.

Einer der damals bekannten Mu-
tanten, /in-4, fehlen manche Organe
vollig und im Korper der adulten
Wiirmer hiufen sich ungewohnlich
viele Eier an. Bereits diese Abnormi-
titen nihrten den Verdacht, dass
lin-4 wihrend der Individualentwick-
lung von C. elegans eine Schliissel-
funktion bei der Genregulation
einnimmt. Eine weitere Mutante,
lin-14, verharrt im Larvenstadium
und bleibt klein (Abbildung 1). Der
Charakterisierung solcher Mutanten
widmeten beide Laureaten ihre wei-
tere wissenschaftliche Laufbahn.

Nicht-kodierende RNA ...

Die fiir einen abnormen Phinotyp
verantwortlichen Gene zu identifi-
zieren, war damals eine grofie
Herausforderung - besonders bei
kurzen offenen Leserastern wie
dem von /in-4. Victor Ambros und
Mitarbeitern an der Harvard-Univer-
sitit (Cambridge, USA) gelang die
Klonierung dieses Gens, indem sie
DNA-Fragmente aus dem Genom
von C. elegans auf ihre Fihigkeit
testeten, den Phinotyp der lin-4-
Mutante zu Kkorrigieren. Da Verin-
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ABB. 1 Durch Mutationen verédnder-
ter Phdnotyp von Caenorhabditis
elegans. Aufgrund von Stérungen
der Individualentwicklung fehlen bei
der lin-4-Mutante bestimmte Organe
und der Korper ist mit Eiern ange-
fiillt. Die lin-14- Mutante bleibt klein.
Abb. aus [4].

derungen des Leserasters innerhalb
der lin-4 enthaltenden Genomregion
die Funktion des Gens nicht beein-
trichtigten, mutmaften sie, dass

das lin-4-Gen kein Protein kodiert.
Den Beweis dafiir lieferten Northern-
Blot-Analysen und RNase-Schutz-
Experimente, die dem /in-4-Gen
zwei kurze Transkripte von 61 bzw.
22 Nukleotiden zuwiesen.

... als Schliisselelement der
Genregulation

Gary Ruvkun hatte sich an der Uni-
versity of California at Berkeley
(USA) der Charakterisierung des
lin-14-Genprodukts, eines Proteins
im Zellkern mit starker Expression
wihrend des ersten Larvenstadiums
von C. elegans, verschrieben. Dabei
fielen Deletionen innerhalb des nicht
translatierten 3 -Endes (3 -UTR,
UTR = untranslatierte Region) der
messengerRNA auf, die zu einer
uber das erste Larvenstadium hinaus
verlingerten Bildung des Lin-14-Pro-
teins fithrten. Und auch /in-4-Mutan-
ten bilden Lin-14 linger als der Wild-
typ.

Beim Austausch ihrer For-
schungsergebnisse stellten Ambros
und Ruvkun teilweise komplementi-
re Abschnitte innerhalb der unab-
hiingig voneinander gewonnenen
Gensequenzen fest. Darauf aufbau-
ende Experimente untermauerten
das damals vollig neue Konzept der
posttranskriptionalen Regulation der
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Genaktivitit durch Basenpaarung
einer nichtkodierenden RNA mit
der 3"-UTR einer messengerRNA
(Abbildung 2).

Bei einigen der zahlreichen /in-
14-Mutanten fanden sich Verinde-
rungen in der 3 -UTR des Gens, die
bewirkten, dass die vier- bis sieben-
fache Menge des Lin-14-Proteins
gebildet wurde, obwohl die Menge
der messengerRNA gegeniiber dem
Wildtyp unverindert blieb. Dem-
nach wirkt /in-4 als negativer Regu-
lator der Genaktivitit von lin-14, der
nicht nur die Zeitspanne der Bil-
dung des Lin-14-Proteins wihrend
der Larvalentwicklung begrenzt,
sondern auch die Proteinmenge.

Ein weiteres wichtiges Indiz in
der Beweiskette war die Kopplung
der 3°-UTR von /in-14 an ein Repor-
tergen, dessen Expression infolge-
dessen ebenfalls durch die /in-4-RNA
reguliert wurde [1]. Dabei kann die
Bindung der /in-4-RNA an die Ziel-
RNA durch eine einzige Punktmuta-
tion innerhalb des zur 3 °-UTR kom-
plementiren Sequenzabschnitts ver-
hindert werden. Infolgedessen biif3t
die /in-4-RNA ihre regulatorische
Funktion ein [2]. Zusammengenom-
men gelten diese Indizien als schliis-
sige Beweise fiir die Genregulation
auf Ebene der messengerRNA.

Ein wéhrend der Evolution
konservierter Mechanismus
Solange die posttranskriptionale
Genregulation lediglich bei Faden-
wiirmern gezeigt war - Sequenzho-
mologe zu lin-4 fanden sich aus-
schlie3lich bei anderen Spezies der
Gattung Caenorhbabditis -, wurde
das neue Konzept von der Fachwelt
wenig beachtet. Das dnderte sich
schlagartig mit der Entdeckung ei-
ner weiteren nicht-kodierenden
RNA, let-7, durch Forscher um Gary
Ruvkun [3]. Diese 21 Nukleotide
kurze, nicht-kodierende RNA spielt
beim Ubergang zum Adultstadium
der Fadenwiirmer eine Rolle und
weist komplementire Sequenzen zu
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ABB. 2 Bindung der nicht-kodieren-
den microRNA lin-4 an komplemen-
tdre Sequenzen in der 3" -untransla-
tierten Region der lin-14-messen-
gerRNA. Abb. aus [4].

mehreren zeitlich regulierten Genen
auf, darunter /in-14. Auch der Funk-
tionsverlust von let-7 fiihrt bei Fa-
denwiirmern zu Entwicklungssto-
rungen.

Anders als bei lin-4 fanden sich
Sequenzhomologe zu let-7 bei zahl-
reichen Metazoa, von der Taufliege
Drosophbila bis hin zum Menschen.
Entsprechendes gilt fiir eines der
Zielgene von let-7, namlich lin-41.
Damit nicht genug: Auch die 3°-UTR
der lin-41-Orthologen von Taufliege
und Zebrafisch weist zu let-7 kom-
plementire Sequenzen auf.

Damit war der Grundstein gelegt
fiir eine umfassende Priifung der
entwicklungsbiologischen Bedeu-
tung der posttranskriptionalen Regu-
lation von Genaktivititen. Dieser
Mechanismus erwies sich auch bei
Insekten und Crustaceen als relevant
wihrend der Embryonalentwick-
lung, und bei Wirbeltieren wird die
Expression von let-7 wihrend der
Embryonalentwicklung zeitabhingig
gesteuert.

Inzwischen haben zahlreiche
weitere Labors dazu beigetragen,
eine Vielzahl nicht-kodierender
RNAs mit entsprechender regulatori-
scher Funktion bei unterschiedlichs-
ten Organismen nachzuweisen. Eine
Datenbank (miRBase) fiir diese so
genannten microRNAs listet mittler-
weile an die 50.000 Sequenzen aus
271 Spezies.

Die anhand verschiedener Orga-
nismen charakterisierten molekula-
ren Mechanismen weisen auf ein
wihrend der Evolution bewihrtes
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Prinzip: microRNAs werden aus
lingeren Primir-Transkripten gebil-
det. Diese pri-microRNAs sind durch
eine Haarnadelstruktur gekennzeich-
net und werden noch im Zellkern
durch die so genannte Drosha-Endo-
nuklease zu pre-microRNAs mit
60-70 Nukleotiden verkiirzt. Nach
Translozierung in das Cytoplasma
spaltet die Endonuklease DICER die
Haarnadel zu einer RNA-Duplex mit
zwei getrennten Stringen. Nur einer
von diesen ist wirksam und bindet
an den Protein-Komplex RISC (RNA-
induced silencing complex), um mit
der Ziel-RNA zu interagieren und
entweder deren Translation zu hem-
men oder ihren Abbau zu férdern.

Im Hinblick auf die Prozessie-
rung und Assoziation mit RISC zei-
gen die microRNAs Gemeinsamkei-
ten mit anderen doppelstringigen
RNAs, darunter siRNAs. Letztere
sind fur die Abwehr von Viren, Ret-
rotransposons oder anderen mobi-
len Nukleinsiuren wichtig, unter-
scheiden sich also in ihrer Funktion
von den microRNAs.

Die funktionelle Bedeutung der
microRNAs, die hier nur kurz ge-
streift werden konnte, manifestiert
sich anhand seltener Erbkrankheiten
des Menschen: Mutationen in der
microRNA-184 fithren zu Entwick-
lungsstorungen am Auge und ange-
borener Linsentriibung (EDICT-Syn-
drom), Mutationen in der miRNA-96
zu progressivem Horverlust und
Mutationen in der microRNA-140-4p
zu einer angeborenen Skelett-Erkran-
kung [3].
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