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microRNA -vermittelte Repression erfolgt hauptsichlich

durch mRNA-Abbau

Stephanie Esslinger und Klaus Forstemann*

MicrorNAS (miRNAs) sind kleine, nichtkodierende
RNA:s, die posttranskriptionell die Genexpression regulieren.
Mit ihrer Fihigkeit zur Basenpaarung mit komplementéren
mRNAs wirken sie im RISC (RNA induced silencing com-
plex) als Spezifitidtsuntereinheiten (Abbildung 1A), dhnlich
wie siRNAs im verwandten Prozess der RNA-Interferenz.!?
Die durch miRNAs vermittelte Genregulation spielt eine
wesentliche Rolle bei der embryonalen Entwicklung, aber
auch wihrend der adulten Lebensphase laufen viele Prozesse
in Abwesenheit des miRNA-Systems nicht korrekt ab.”! Die
biologische Bedeutung von miRNAs steht also au3er Frage,
allerdings herrscht noch Unklarheit iiber den Mechanismus
der Repression (nRNA-Abbau oder Inhibition der Transla-
tion) durch RISC.*! Des Weiteren konnte man zwar die De-
regulation von vielen mRNAs in Abhingigkeit von einer
bestimmten miRNA zeigen, aber es ist meist unklar, welche
der mRNAs direkt von dieser miRNA erkannt werden. Eine
wichtige Methode zur Bearbeitung dieser Frage sind Expe-
rimente mit Reportergenen, mit denen einzelne miRNA/
mRNA-Wechselwirkungen nachvollzogen werden konnen.
Leider ermoglicht es dieser Ansatz nicht, eine quantitative
Aussage dariiber zu treffen, in welchen Ausmaf} diese Re-
pression auch auf ein endogenes Zielgen zutrifft, das noch im
Genom lokalisiert ist und nicht von einem transfizierten
Plasmid aus iiberexprimiert wird. Zwei Forschergruppen ha-
ben nun zumindest fiir einige miRNAs erste Antworten lie-
fern konnen, indem sie Proteomik- mit Transkriptomik-Ex-
perimenten verkniipften.>®!

Beide Gruppen verfolgten die gleichen Ziele: FEine
Quantifizierung des Einflusses der miRNA-vermittelten Re-
gulation auf das Proteom und einen direkten Vergleich mit
den auf der mRNA-Ebene beobachteten Anderungen. Wenn
eine translationale Repression iiberwiegt, sollte sich die
Proteinmenge stdrker verdndern als die mRNA-Menge. Ist
andererseits mMRNA-Abbau der iiberwiegende Mechanismus,
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Abbildung 1. A) Posttranskriptionelle Genregulation durch miRNAs;
RISC kann entweder die Translation verhindern oder den Abbau der
mRNA stimulieren. Bisher war der Beitrag der beiden Mechanismen
zur Gesamtrepression unbekannt. B) Quantifizierung des Proteoms
und des Transkriptoms. Links: Mit der SILAC-Methode (siehe Text)
kénnen die Expressionszustinde durch isotopenmarkierte Aminoséu-
ren unterschieden werden. Dazu werden die Zellen zunéchst metabo-
lisch markiert und anschlieRend die noch intakten Zellen vor der Pro-
teinextraktion im Verhiltnis 1:1 gemischt und mit dieser gemeinsam
weiterverarbeitet. Experimentelle Artefakte kénnen auf diese Weise
stark reduziert werden. Rechts: Bei Mikroarray-Experimenten kénnen
Unterschiede zwischen Transkriptomen zuverlissig gemessen werden.
Beispielsweise wird beim Ansatz der kompetitiven Hybridisierung die
RNA von Zellen aus der zu untersuchenden Probe und einer Kontroll-
probe mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert (im
Schema ein rot bzw. griin fluoreszierender Farbstoff). Nach der Hy-
bridisierung mit den komplementéren Sequenzen des Mikroarrays (auf
dem in der Regel alle mRNAs eines Organismus reprisentiert sind)
kénnen dann Expressionsunterschiede anhand der Intensititen im je-
weiligen Fluoreszenzbereich berechnet werden. Die Uberlagerung er-
laubt es auflerdem, Expressionsunterschiede visuell anhand der Farb-
schattierung abzulesen.

MWILEY
InterSaence"

867



Highlights

868

sollte genau das Gegenteil zutreffen. Fiir eine genomweite
Messung der mRNA-Expressionsniveaus gibt es mittlerweile
verldssliche Techniken, aber wie kann das Proteom quantifi-
ziert werden? Der Schliissel dazu ist die so genannte SILAC-
Technik (SILAC: Stable Isotope Labeling with Aminoacids in
Cell Culture). Hierbei kann der Ursprung eines gegebenen
Proteins durch eine Isotopenmarkierung kodiert werden, die
von modernen Massenspektrometern aufgelost werden kann
(Abbildung 1B). Die zu untersuchende Probe und die Kon-
trollprobe konnen daher schon sehr frith wahrend der Pro-
benvorbereitung gemischt werden, wodurch experimentelle
Artefakte weitgehend vermieden werden.[”) In einer fritheren
Studie wurde diese Technik bereits zur Identifizierung von
miRNA-Zielgenen angewendet, wobei aber ,,nur“ ca. 500
Proteine detektiert werden konnten.”! Die Veroffentlichun-
gen von Baek et al. und Selbach et al. konnten dieses Er-
gebnis um einen Faktor von bis zu 10 (je nach Experiment)
steigern. Selbach et al. entwickelten zudem eine Strategie zur
Pulsmarkierung, die es den Autoren durch Einsatz dreier
unterschiedlicher Isotopen-Codes ermoglichte, nicht nur die
quasistationdren Proteinniveaus, sondern auch die Ge-
schwindigkeiten der Proteinsynthese in proteomweitem
Mafstab zu bestimmen. Dies ist ein besonderer Vorteil fiir die
Bestimmung frither Abldufe der durch miRNAs induzierten
Anderungen, weil es nicht nétig ist zu warten, bis sich ein
neues Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau eines
Zielproteins eingestellt hat.

Zur Herstellung der experimentellen Proben transfizier-
ten beide Gruppen synthetische RNA-Molekiile, die Inter-
mediate der miRNA-Biogenese imitieren, in Zellkulturen.
Dies fiihrt zu einer deutlichen Erhohung der Menge einer
bestimmten miRNA oder bringt sogar eine miRNA in Zellen
ein, die von diesen zuvor iiberhaupt nicht exprimiert wurde.
Nachdem den Kulturzellen geniigend Zeit zu einer Reaktion
auf diesen Eingriff gegeben worden war, wurden die resul-
tierenden Anderungen im Proteom und Transkriptom ana-
lysiert. Obwohl die tiberexprimierten miRNAs der beiden
Studien unterschiedlich waren, lassen sich einige allgemeine
Schlussfolgerungen ziehen: Wie erwartet dnderte sich das
Niveau vieler Proteine durch eine gesteigerte miRNA-Dosis,
aber das AusmaB dieser Anderung war eher gering (durch-
schnittlich weniger als zweifach). In Anbetracht der starken
und spezifischen Phénotypen von Mutanten, in denen die
miRNA-Biogenese beeintriachtigt ist, war dies eher uner-
wartet.” ) Des Weiteren fielen die Anderungen auf mRNA-
Ebene etwas geringer aus als auf Proteinebene — es ist also in
vielen Fillen tatsdchlich eine translationale Repression durch
miRNAs messbar.

Diese Beobachtungen kann man allerdings nicht direkt
interpretieren, da bei den Experimenten wahrscheinlich auch
sekundire Effekte gemessen wurden: Wenn z. B. das primére
Zielgen ein Transkriptionsfaktor ist, dann konnen viele der
beobachteten Anderungen auf einer verinderten Transkrip-
tionsaktivitit, die aus der Repression des Transkriptionsfak-
tors resultiert, zuriickgefiihrt werden. Diese Anderungen sind
zwar durchaus eine Konsequenz der miRNA-Transfektion,
werden aber nicht durch eine direkte Basenpaarung der
miRNA mit der mRNA herbeigefiihrt. Zur Abschitzung des
Beitrags indirekt angesprochener Gene zu den gemessenen
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Verianderungen lieen sich beide Gruppen von der Erkennt-
nis leiten, dass nicht alle Basen einer miRNA gleichermaf3en
an der Paarung mit Ziel-mRNAs beteiligt sind. Vor allem im
Bereich der so genannten Seed-Sequenz (Positionen 2-7 der
miRNA) ist eine perfekte Komplementaritit wichtig.7!
Eine Blindsuche nach statistisch signifikant angereicherten,
sechs bis acht Nucleotide langen Sequenzen innerhalb der-
jenigen mRNAs, die auf eine miRNA-Transfektion reagier-
ten, ergab in allen Fillen die zur jeweiligen Seed-Sequenz
komplementiren Basen. Dies belegt, dass eindeutig Ande-
rungen von direkten miRNA-Zielgenen detektiert wurden.
Genauer ausgedriickt enthielten die mRNAs von bis zu
40 %" oder 60 %! der Proteine, deren Expression infolge der
miRNA-Transfektion um > 30 % abnahm, innerhalb des nicht
translatierten Bereichs am ihrem 3-Ende mindestens eine
gute Ubereinstimmung mit der miRNA-Seed-Sequenz. In
dieser Region findet man bekanntlich eine hohe Dichte an
miRNA-komplementiren Sequenzen. Wurden nun aus-
schlieBlich diejenigen mRNAs mit Komplementaritdt zur
Seed-Sequenz der miRNA betrachtet, lieBen sich die Ande-
rungen auf Proteinebene fast vollstéindig mit den Anderungen
im Transkriptom begriinden. Dies legt eine lang gefiihrte
Debatte auf dem miRNA-Gebiet bei: Es gibt zwar in der Tat
eine messbare translationale Repression, aber der mRNA-
Abbau macht den Hauptteil der Regulation aus. Es gibt na-
tiirlich Ausnahmen von dieser Regel, da sich einige Proteine
verdnderten, ohne dass eine Variation in der Menge der
Transkripte gemessen wurde. Diese translationale Repression
scheint bei mRNAs, die an ER-assoziierten Ribosomen (ER:
endoplasmatisches Reticulum) iibersetzt werden, stirker
ausgepragt zu sein als bei solchen, die an Ribosomen im
Cytosol tibersetzt werden.

Alle bisher vorgestellten Ergebnisse der beiden Verof-
fentlichungen wurden erzielt, indem die Dosis einer miRNA
innerhalb der Zelle kiinstlich erhoht wurde. Um herauszu-
finden, was geschieht, wenn das Niveau einer bestimmten
miRNA reduziert wird, fiihrten Selbach et al. einen Anti-
sense-Inhibitor fiir die le-7-miRNA in Kulturzellen ein.”! Bei
diesem Ansatz sollte daher die Menge der let-7-Zielgene
steigen, was sich auch bestitigte. Selbach et al. kamen zu dem
Schluss, dass die fiir die let-7-Uberexpression gezeigten Ef-
fekte in gegenldufiger Form auch beim Knockdown von let-7
auftreten.Diese Ubereinstimmung belegt, dass bei Uberex-
pressionsexperimenten mit miRNAs physiologisch relevante
Ergebnisse erzielt werden. Auch Baek et al. wollten ihre Er-
gebnisse in einem miRNA-Loss-of-Function-Ansatz validie-
ren.”! Thre Strategie bestand in der Verwendung von Kno-
chenmarkzellen, die von Wildtyp- oder miR-223-Knockout-
Maiusen stammten, und ihrer In-vitro-Differenzierung zu
Neutrophilen. Im Wildtypfall wird die miR-223-Expression
wiahrend dieser Differenzierung stark induziert. Nach Ver-
gleich der Proteome und Transkriptome kamen auch diese
Autoren zu dem Schluss, dass das miRNA-Knockout-Expe-
riment die Regeln bestitigt, die aus den Uberexpressions-
studien abgeleitet worden waren.

Da die Erkennung einer mRNA durch eine miRNA dem
Prinzip der Basenpaarung folgt, sollte es moglich sein, miR-
NA/Zielgen-Paare aus Gensequenzdaten herzuleiten. Da die
perfekte Basenpaarung oft nicht iiber die Seed-Sequenz hin-
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ausgeht, miissen aber noch zusitzliche Kriterien wie evolu-
tiondre Konservierung oder die Position innerhalb der
mRNA und der lokale Sequenzkontext in Betracht gezogen
werden, um in Algorithmen zur Ermittlung von miRNA-
Zielstrukturen falsch-positive Vorhersagen zu reduzieren.

Konnen uns diese Programme helfen, ausgehend von den
nun veroffentlichten Experimenten Riickschliisse iiber das
Verhalten anderer miRNAs zu ziehen? Zur Beantwortung
dieser Frage verglichen beide Gruppen ihre umfangreichen
Sédtze an experimentell validierten Zielgene mit den Voraus-
sagen, die von mehreren Programmen berechnet wurden und
konnten dabei feststellen, dass die beiden besten Algorith-
men (TargetScan und PicTar) von ihnen selbst entwickelt
worden waren! Dennoch zeigten sich noch erhebliche
Schwichen, da bis zu zwei Drittel der vorausgesagten Ziel-
gene nicht bestétigt werden konnten.

Vom praktischen Gesichtspunkt her haben beide Studien
mehrere wichtige Aspekte aufgezeigt: Da der GroSteil der
Repression auf der mRNA-Ebene erfolgt, kann sich eine
experimentelle Identifizierung von miRNA-Zielen — zumin-
dest als ein erster Schritt — auf die gut entwickelten und
empfindlichen Techniken zur mRNA-Quantifizierung stiit-
zen. AuBerdem identifiziert ein miRNA-Uberexpressionsex-
periment, das oft einfacher durchzufiihren ist als eine voll-
stindige Inhibierung oder ein genetischer Knockout, offenbar
die physiologisch relevanten Ziele. Vorsicht ist hier allerdings
durchaus angebracht, da es erst wenige direkte Vergleiche
gibt. Gute Programme fiir die Voraussage von Zielstrukturen
konnen sicherlich dazu beitragen, neue Hypothesen aufzu-
stellen, experimentelle Validierungen bleiben aber unerléss-
lich. Das wichtigste Ergebnis der beiden Veroffentlichungen
ist aber, dass man miRNAs nicht mehr vornehmlich als
translationale Repressoren ansehen sollte — sie sind vielmehr
ein effizientes und spezifisches Erkennungssystem, mit dem
sich Zielgene auf vielfiltige Weise beeinflussen lassen. In
manchen Féllen konnen sie sogar die Translation stimulie-
ren!” In Anbetracht einer solch komplexen Wirkung auf die
betroffenen mRNAs stellt sich nun die Frage, wie man zwi-
schen Ausloser und Folgeerscheinung unterscheiden kann:
Waren alle abgebauten mRNAs zunéchst translational re-
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primiert, oder sind mRNA-Abbau und translationale Kon-
trolle komplett unabhingige Vorgiange?
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