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Transkription

Erbgut-DNA

Reverse
Transkription

Erbgut-DNA

Oben Damit Retrotransposons Kopien ihrer selbst ins Erbgut einschleusen kénnen, wird ihre DNA - das sogenannte Master-Element -
zunadchst in RNA umgeschrieben. Diese wird dann wieder in DNA zuriicklibersetzt (Reverse Transkription). Die so entstehende
DNA-Kopie (Tochter-Element) wird dabei ins Genom integriert.

Rechts Oliver Weichenrieder kontrolliert Brutschranke fir genetisch veranderte Bakterien. Die Mikroben produzieren Transposon-
Proteine, die der Forscher und seine Kollegen zur Analyse der Proteinstruktur bendtigen.

rieder. ,Das Gen kann dann nicht mehr
korrekt abgelesen werden.” Das APC-
Gen ist ein solcher Fall. Das Protein, das
es kodiert, kann die Entstehung von
Krebs verhindern. Ist es durch den Ein-
bau eines Transposons gestort, kann
Darmkrebs die Folge sein.

Das Erbgut bendotigt Proteine, um
die darin enthaltene Information von
der DNA abzulesen, in RNA umzu-
schreiben und in neue Proteine zu
ubersetzen. Auch Transposons brau-
chen verschiedene Proteine fiir ihre
Vervielfdltigung und den Einbau der
Kopie ins Erbgut. ,Noch wissen wir
nicht genau, wie die Transposons arbei-
ten”, sagt Weichenrieder. ,Aber wenn
wir die Struktur der Proteine aufklaren,
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die an der Vervielfaltigung der Transpo-
sons beteiligt sind, verstehen wir hof-
fentlich den ganzen Prozess.”

TRANSPOSON-FLUT IM ERBGUT

Oliver Weichenrieder und seine Kolle-
gen haben sich vor allem der Struktur-
aufkldrung zweier wichtiger parasita-
rer DNA-Schnipsel verschrieben: des
LINE-1- und des Alu-Retrotransposons,
weil die beiden im Erbgut des Men-
schen extrem haufig vorkommen. Ein
LINE-1-Abschnitt ist etwa 6000 DNA-
Basenpaare lang — ungefihr so lang
wie ein durchschnittliches Gen. Circa
500000 Kopien und Fragmente gibt es
im Erbgut. Damit macht das LINE-1-

Element allein schon 17 Prozent des
Erbguts aus. ,Diese ungeheure Zahl ist
im Laufe der Evolution tiber Jahrtau-
sende durch immer neue Kopien ent-
standen”, sagt Weichenrieder. Mogli-
cherweise ist mehr als die Hailfte
unseres Erbguts aus transponierbaren
Elementen entstanden. Bei anderen
Organismen kann der Anteil an Trans-
posons noch hoher sein: Bei Mais-
pflanzen zum Beispiel gehen sogar 85
Prozent des gesamten Genoms auf
Transposons zuriick.

Freilich konnten diese Transpositio-
nen nur dann weitervererbt werden,
wenn sie das Individuum nicht toteten,
etwa durch Krebs. ,Nicht jede Transpo-
sition muss fiir den Betroffenen oder
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dessen Nachkommen todlich sein. Es
kommt darauf an, in welchem Teil des
Erbguts die LINE-1-Kopie eingebaut
wird.” Dartiiber hinaus werden viele im
Laufe der Zeit durch Mutationen deak-
tiviert. So sind gegenwartig nur etwa
100 der 500000 LINE-1-Abschnitte im
menschlichen Erbgut aktiv, also zu pa-
rasitischem Verhalten fdhig, die tibri-
gen funktionieren nicht mehr.
Besonders faszinierend sind fiir Wei-
chenrieder die Alu-Retrotransposons,
die ebenfalls iiber das ganze Genom
verteilt sind. Nicht nur, weil auch sie
mit mehr als einer Million Kopien in
ungeheuer grofier Zahl vorkommen
und etwa zehn Prozent des Erbguts aus-
machen, sondern weil sie in parasiti-
scher Hinsicht noch eins draufsetzen:
Sie sind Parasiten eines Parasiten, denn
sie kapern die LINE-1-Maschinerie, um
sie fir die eigene Vermehrung zu miss-
brauchen. LINE-1 ist in der Lage, sich
von ganz allein zu vervielfiltigen. Alu
hingegen benétigt dazu die Proteine
von LINE-1 und nutzt sie fiir sich selbst.

Die Transposons haben also nur die ei-
gene Vermehrung im Blick. Der Organis-
mus ist dafiir nur Mittel zum Zweck, zu
seinem Uberleben scheinen sie nichts
beizutragen. Auf den zweiten Blick
kann er aber trotzdem von Transposons
profitieren. Wenn Transposons nim-
lich ihre Kopien ins Erbgut einstreuen,
mischen sie die DNA immer wieder neu
und halten damit die Evolution am Lau-
fen. ,Das hilt das Erbgut flexibel”, sagt
Weichenrieder. ,In Zeiten, in denen
sich die Umwelt durch Klimawandel
oder Naturkatastrophen stark verdn-
dert, kann sich der Organismus schnel-
ler anpassen.” Tatsdchlich konnte man
fur Pflanzen inzwischen nachweisen,
dass Transposons besonders aktiv sind,
wenn die Pflanzen unter Stress stehen —
zum Beispiel bei grofier Hitze.

Viele Transpositionen sind schad-
lich, manchmal verleihen sie einem Or-
ganismus aber auch neue, iiberlebens-
wichtige Eigenschaften. ,Lange hat
man geglaubt, dass die Evolution durch
den Austausch einzelner Buchstaben
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des genetischen Codes vorangetrieben
wird, sogenannte Punktmutationen®,
sagt Weichenrieder. Inzwischen aber
gehen viele seiner Kollegen davon aus,
dass die Transposons einen wichtigen
Anteil daran haben, das Erbgut kriftig
durchzumischen und so neue Variatio-
nen zu erzeugen.

PROTEINE FUR
SPRINGENDE GENE

Oliver Weichenrieder und seine Mitar-
beiter sind in den vergangenen Jahren
mithilfe der kleinen Proteinkristalle bis
tief in die molekulare Struktur von
LINE-1 und Alu vorgedrungen. In ih-
ren Tibinger Labors stehen Apparate,
mit denen die Forscher die Proteine ex-
trahieren konnen, die fiir die Transpo-
sition von LINE-1 und Alu nétig sind.
Diese Hochleistungsfliissigchromato-
grafie-Anlagen trennen einen Mix un-
terschiedlicher Proteine in seine Be-
standteile auf, sodass am Ende winzige
Mengen eines reinen Proteins heraus-
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Zellkern

tropfeln. Diese werden dann in die Mi-
krotiterplatten mit verschiedensten
Substanzen gemischt und aufkonzent-
riert in der Hoffnung, dass sich dabei
die kleinen Kristalle bilden.

VON DER STRUKTUR
ZUR FUNKTION

Und dann geht es auf die Reise: In Teil-
chenbeschleunigern in Zirich oder
Hamburg beschiefien die Wissenschaft-
ler die Kristalle mit intensivem Rontgen-
licht. Die Rontgenstrahlung wird an den
Atomen der Proteine unterschiedlich ab-
gelenkt, sodass ein charakteristisches
Beugungsmuster entsteht. Computer-
programme ermitteln daraus die Elekt-
ronenverteilung im Kristall und zum Teil
auch schon die chemische Struktur des
Proteinmolekiils. ,Dennoch gibt es fiir
uns noch genug Handarbeit. Wir brau-
chen einiges an chemischem Wissen,
um aus den Bruchstiicken im Computer
das ganze Protein zu rekonstruieren.”
Auf diese Weise haben die Tiibinger For-
scher die Struktur der LINE-1-Proteine
und der Alu-RNA entschliisselt.

LINE-1 benétigt vor allem zwei Pro-
teine, um sich erfolgreich zu vervielfal-
tigen: ORF1p und ORF2p - so viel war
bekannt. Der Bauplan fiir diese Protei-
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RNA

ORFlIp

ORF2p

ORF2p

ne steht im LINE-1-Element. Wird LINE-
1 aktiv, wird zuerst eine RNA-Kopie her-
gestellt. Diese wandert zur Proteinfabrik
der Zelle, den Ribosomen, wo sie die
Vorlage zur Bildung der Proteine liefert.
Lange Zeit war die Funktionsweise
der beiden Proteine unbekannt. Die
Aufklarung ihrer rdaumlichen Struktur
durch die Tibinger Wissenschaftler
aber brachte Klarheit: ORF1p setzt sich
aus drei Untereinheiten zusammen,
zwischen die sich die RNA schmiegen
kann. Zudem treten stets drei ORF1-
Proteine als Dreierbtindel auf. ,Es sieht
ganz so auf, als wiirde sich die LINE-1-
RNA an diesem Trio aufwickeln, damit
sie vor den Abwehrwaffen der Zelle ge-
schiitzt ist“, sagt Weichenrieder. Die
Zelle ist einem Transposon ndmlich kei-
neswegs hilflos ausgeliefert. Sie kann
den Kopiervorgang auf verschiedenen
Wegen ausschalten, etwa durch Protei-
ne, die die Transposon-RNA vernichten
oder ORF1p angreifen. Das ORF1p-Pro-
tein schiitzt die LINE-1-RNA davor, die
so weiter ORF2p produzieren kann.
ORF1p dhnelt zudem Proteinen,
die das Verschmelzen von Zellmembra-
nen ermoglichen. Entsprechend konn-
te ORF1p der LINE-1-RNA mdoglicher-
weise auch dabei helfen, die Membran
des Zellkerns zu tiberwinden, damit sie

Alu-RNP

Ribosom

ORF2p

Oben Ein Parasit befallt einen Parasiten:
Ein Komplex aus Alu-RNA und Proteinen
(Alu-RNP) erkennt die Ribosomen,
welche die RNA des parasitischen Line-1-
Elements in ORF2p-Protein Ubersetzen.
Der Alu-Komplex kapert das eigentlich
zu Line-1 gehdrende Protein und lasst
sich mit diesem in den Zellkern (grau)
transportieren. Dort (ibersetzt ORF2p die
Alu-RNA und baut die resultierende DNA
als neues Alu-Element ins Erbgut ein.

Rechte Seite Oliver Weichenrieder und
Elena Khazina bereiten eine Chromato-
grafie-Saule vor (oben). Sie injizieren
einen vorgereinigten Zellextrakt in die
Apparatur und trennen dann das
Proteingemisch in seine Bestandteile
auf (unten).
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die DNA im Zellkern erreicht. Dorthin
muss sie zuriickkehren, um sich verviel-
faltigen zu konnen.

SCHNEIDEN UND UMSCHREIBEN

Zur Vermehrung benotigt sie ORF2p.
Auch dessen rdumliche Struktur ken-
nen die Forscher nun genauer. Es be-
steht aus zwei Untereinheiten: einer
Endonuklease und einer reversen Tran-
skriptase. Die Endonuklease schneidet
die DNA zunichst. Sie erkennt dabei
auch spezielle DNA-Strukturen, wie sie
bei der Duplikation der DNA oder kurz
vor der Zellteilung auftreten. Damit
wird der Weg zum Einbau der Retro-
transposon-Sequenz frei: Die reverse
Transkriptase wandelt dann die RNA
zuriick in DNA und baut diese ins Erb-
gut ein.

Die Ergebnisse der Forscher konnten
dazu beitragen, Medikamente gegen
Krebsformen zu entwickeln, bei denen
Transposons das Erbgut schidigen. Sol-
che Medikamente konnten die LINE-1-
Proteine blockieren und die Transposi-
tion verhindern. Zunachst will Oliver
Weichenrieder aber die Vorginge grund-
satzlich verstehen. Und dafiir ist Alu als
Parasit des Parasiten besonders geeig-
net. ,Anscheinend identifiziert die Alu-
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Kristallstruktur eines Alu-Ribonukleo-
tidpartikels (RNP). Die Alu-RNA (blau)
besteht aus Basen der Ribonuklein-
saure (Adenin, Guanin, Cytosin und
Uracil), die sich raumlich in eine fest
definierte Struktur auffalten und dabei
von zwei Proteinen, SRP9 (rot) und
SRP14 (grun), stabilisiert werden.

Der eigentliche molekulare Parasit ist
also die RNA.
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RNA Ribosomen, die gerade das ORF2p
produzieren, ohne dabei das Protein di-
rekt zu erkennen”, erklart er. ,Sobald
das Ribosom ORF2p komplettiert hat,
greift Alu zu und fischt es ab.” Die Alu-
RNA nutzt anschliefiend die geklaute
Endonuklease und die reverse Tran-
skriptase, um ihre eigene DNA ins Erb-
gut einzubauen. ,,Es kommt somit auch
auf die Perspektive an“, sagt Weichen-
rieder, ,denn streng genommen ist
nicht die Transposon-DNA der eigent-
liche Parasit, sondern die daraus abge-
lesene Line-1- oder Alu-RNA.“

STOCKENDES FLIESSBAND

Man schitzt, dass nur etwa jedes zwan-
zigste Neugeborene eine neue Alu-Kopie
in sich tragt und an seine Nachkommen
weitergibt. Die Transposition ist deshalb
nicht so hdufig, weil Transposons dank
der Verteidigungsmechanismen in den
Zellen meist inaktiv sind. Auch die
Transposition von LINE-1 findet eher
selten statt. ,Alu-RNA muss deshalb sehr
genau wahrnehmen kénnen, wo gerade
ein LINE-1 aktiv ist und an einem Ribo-
som ORF2p synthetisiert”, sagt Wei-
chenrieder — dhnlich einem Parasiten,
der sein Opfer zielsicher aufsptirt.

Seine Ergebnisse deuten darauf hin,
dass Alu womdglich eine Art Stottern
erkennt, das bei der Bildung von ORF2p
am Ribosom auftritt: Finige der Amino-
sduren, die bei der Produktion in das
ORF2p-Protein eingebaut werden, sind
Lysine. Diese gleiten nur sehr schwer
durch den Produktionskanal des Ribo-
soms. Wenn sie gehduft auftreten, kann
das Flie}band gewissermafien ins Sto-
cken geraten. Hochstwahrscheinlich er-
kennt Alu gerade dieses Stottern und ist
dann rechtzeitig zur Stelle, um das fer-
tige ORF2p abzugreifen.

Noch hat kein Forscher diesen Vor-
gang live beobachten kénnen. Doch
alle Indizien, die die Wissenschaftler
mit ihrer Analyse der Proteinstruktu-
ren zusammengetragen haben, deuten
darauf hin. Zudem ist das Alu-Retro-
transposon eng mit einem anderen
Partikel verwandt, das am Ribosom die
Produktion bestimmter Proteine regu-
liert — dem sogenannten Signalerken-
nungspartikel, SRP (signal recognition
particle). Alu ist erst mit der Entwick-
lung der Primaten aus dem SRP ent-
standen, evolutiondr gesehen also erst
vor kurzer Zeit. Die Tiibinger Forscher
haben festgestellt, dass Alu-RNA we-
sentliche Teile der SRP-Struktur beibe-
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Drei Wissenschaftler, ein Ziel: Gabriele Wagner, Oliver Weichenrieder und Elena Khazina
(von links) wollen mithilfe der Analyse der Transposon-Proteine verstehen, wie sich parasi-
tische DNA im Erbgut ausbreiten kann.

halten hat und auch zwei kleine SRP-
Proteine binden muss, damit es sich

Foto: Wolfram Scheible

als Retrotransposon tiberhaupt erfolg-
reich vervielfiltigen kann.

Fir Weichenrieder sind Transpo-
sons an sich weder gut noch bdose.
Trotzdem fasziniert ihn die Vorstel-
lung eines molekularen Parasiten: , Alu
ist so einfach gebaut: eine kurze RNA,
zwei kleine SRP-Proteine, die die Alu-
RNA falten. Alles andere, was es beno-
tigt, stiehlt es sich. Im Vergleich dazu
sind schon Viren mit ihrer Informati-
onsfiille fiir den Bau von Proteinen un-
geheuer komplex.”

Da stellt sich die Frage, wie klein
und simpel ein Parasit eigentlich sein
kann, um noch zu funktionieren. Wei-
chenrieder testet deshalb Alu-Varian-
ten, ob sie sich noch vervielfiltigen
koénnen. Dafiir verkleinert er sie immer
weiter und reduziert die Anzahl der be-
teiligten Proteine Stiick fiir Stiick. So
hofft er, sein Ziel zu erreichen und den
,ultimativen Parasiten” zu finden: ein
auf das Allernotwendigste reduziertes
Stiick RNA, das sich tiber das Erbgut ei-
nes Organismus erfolgreich auf dessen
Kosten vermehren kann. <

@ www.tinyurl.com/y79ad2yp

AUF DEN PUNKT GEBRACHT

¢ Parasitische DNA-Molekiile sind Abschnitte, die sich eigenstdandig auf Kosten
des Organismus vervielfdltigen. Im Fall von Line-1 und Alu sind dabei aber die
entsprechenden RNA-Molekiile die eigentlichen molekularen Parasiten.

¢ Grofe Teile des Erbguts sind aus solchen Transposons hervorgegangen - bei
manchen Pflanzen machen sie mehr als 80 Prozent aus. Die meisten davon
sind allerdings nicht mehr aktiv.

* Manche RNA-Molekiile wie die Alu-RNA nutzen die Kopiermaschinerie
anderer Transposons. Sie sind also Parasiten von Parasiten.

GLOSSAR

Reverse Transkriptase: Enzym, das RNA in die entsprechende DNA-Sequenz umschreibt.
Retrotransposons bendtigen das Enzym, um von ihrer RNA eine DNA-Abschrift an-
zufertigen, die wieder ins Erbgut eingebaut wird. Entdeckt wurde das Enzym zuerst in
Retroviren. Diese Viren besitzen ein Erbgut aus RNA. Damit es in das Wirtsgenom
eingebaut werden kann, muss die reverse Transkriptase eine DNA-Version anfertigen.

Transposons: DNA-ADbschnitte, die ihre Position im Erbgut verandern kénnen. Man
spricht deshalb auch von ,springenden Genen". Vollstandige Transposons enthalten
jedoch oft mehrere Gene. Transposons, deren aus der DNA abgelesene RNA nicht nur fur
die Produktion von Proteinen genutzt wird, sondern auch als Vorlage fir die Bildung
eines neuen DNA-Molekiils dient, werden als Retrotransposons bezeichnet. Die Retro-
transposons sind wohl auch der Ursprung der Retroviren, die sich ebenfalls in das Erbgut
des Wirts einbauen, aber diesen als kompletter Virus auch verlassen konnen.
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