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Saccharomyces cerevisiae ein molekular-
biologisches Universalgenie?

Transkription und SpleiBen von Saugergenen in der Hefe

Durch die komplexe Genstruktur
hoherer Eukaryonten wird die
Identifizierung kodierender Bereiche
(Exons) z. T. sehr erschwert. Auch
wenn groBere DNA-Strecken in
kiinstlichen Hefechromosomen
(YACs, yeast artificial chromosomes)
kloniert vorliegen, war es bisher nur
durch aufwendige Techniken moglich,
Exons sicher zu erkennen.
Inzwischen gibt es Hinweise darauf,
dass Saccharomyces cerevisiae selbst
in der Lage ist, Sidugergene korrekt
zu spleifien.

Genorganisation bei Eukaryonten

Viele grundlegende Prozesse des RNA-
Stoffwechsels sind innerhalb der Eukary-
onten gut konserviert. Dies Dbetrifft
sowohl die Synthese der RNA (Transkrip-
tion) als auch die Reifung (Prozessie-
rung) der priméren Transkripte. Die
Ahnlichkeiten gehen so weit, dass einige
Transkriptionsfaktoren im Experiment
zwischen Hefe- und Sé#ugerextrakten
austauschbar sind [1].

Die meisten Gene von Eukaryonten
haben eine Mosaikstruktur; sie bestehen
aus kodierenden Abschnitten (Exons) Thomas Hellwig-Biirgel
und aus nicht-kodierenden Abschnitten
(Introns). Um funktionsfdhige Trans-
kripte zu erhalten, miissen die Introns
punktgenau ausgeschnitten und die flan-
kierenden Exons wieder zusammenge-
fiigt werden (SpleiBen).

Beim Vergleich der Bickerhefe Sac-
charomyces cerevisiae mit Sdugerzellen
fallen wesentliche Unterschiede beziiglich
der Héufigkeit und Verteilung von Introns
auf. Wahrend fast alle Siugergene meh-
rere Introns von z.T. erheblicher Linge
(bis 100 kb) enthalten, besitzen lediglich
etwa 4 % aller Hefegene Introns. Die 253
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248 Gene und liegen iiberwiegend im 5'-

Bereich dieser Gene [2]. Die Introns der S L et ”%l —-b—m
Hefe sind mit 50-1000 Nukleotiden Linge
deutlich kiirzer als Introns im Genom der
Séuger [3]. Damit ein Intron als solches
erkannt und prizise heraus geschnitten
werden kann, verfiigt es iiber bestimmte kb 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Erkennungssequenzen: die 5'-Spleif3-
stelle, den Verzweigungspunkt mit ent-
sprechender Sequenzumgebung und die
3'-SpleiBstelle. Fiir die beiden zuerst ge-
nannten Sequenzmotive gilt, dass die Sdu-
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Abb. 2: Hybridisierung und Vergleich von RT-PCR Produkten verschiedener
Herkunft. Als Ausgangsmaterial wurde RNA aus YAC-transformierter Hefe
(Y) oder RNA aus Mausleber (M) verwendet. Unter den paarweise angeord-
neten Reaktionsprodukten sind jeweils die Exonnummern angegeben, aus
denen die Primer zur Amplifikation generiert wurden; verandert nach [4]

gersequenzen eine groBere
Variabilitdt zeigen, als die ent-
sprechenden Hefesequenzen;
in der Hefe sind diese Erken-
nungssequenzen stirker kon-
serviert [1]. Vor diesem
Hintergrund ist zu erwarten,
dass ein priméres Hefetrans-
kript in einer Sdugerzelle kor-
rekt gespleiBt werden kann;
im umgekehrten Fall ist der
Ausgang weniger klar. Es ist
nicht sicher, ob die Hefe ab-
weichende Sequenzmotive er-
kennen und die entsprechen-
den Primértranskripte korrekt
prozessieren kann.

SpleiBen des YAC-kodierten
Primartranskripts

Wir erhielten Hinweise auf
die Toleranz der Hefe-Spleif3-
maschinerie bei der Analyse
eines Hefeklons, der mit ei-
nem kiinstlichen Hefechro-
mosom (YAC) transformiert
war. Das Insert dieses YACs
besteht aus etwa 150 kb (Ki-
lobasen) Maus-DNA und ent-
hélt drei Gene der murinen
Sp100-rs Genfamilie (Abb. 1),
[4,5]. Die Hausmaus besitzt
etwa 60, z.T. unterschiedli-
che Sp100-rs Gene [6]. Die
Sp100-rs Gene des YACs be-
stehen aus maximal 6 Exons,
die Linge der Introns liegt
zwischen 0,8 und 23 kb (Abb.
1), eine fiir Sdugergene typi-
sche Organisation.

Erstaunlicherweise ist der
Hefeklon in der Lage, die im
YAC vorhandenen Mausgene
zu transkribieren. Dabei ent-
stehen Transkripte mit einer
Liange von bis zu drei kb, die
mit Northern-Hybridisierun-
gen nachgewiesen werden
konnen [4]. Ausgehend von
diesem Befund haben wir
Sp100-rs Transkripte verschie-
dener Herkunft miteinander
verglichen; solche die in der
Maus synthetisiert wurden und
solche, die im heterologen He-
fesystem entstanden sind. Es
ist in diesem Zusammenhang
wichtig, dass die Hefe kein
endogenes Sp100-rs Gen ent-
hélt. Wir konnten zeigen, dass
die im YAC-klonierten Maus-
gene von der Wirtshefe in der
Maus-typischen Weise trans-
kribiert und gespleift werden
[4]. Die von der Hefe syntheti-
sierten Sp100-rs Transkripte
sind fast ausnahmslos auch im
natiirlichen Maussystem zu fin-
den (Abb. 2). Das Produktspek-
trum nach reverser Transkrip-
tion und anschlieBender PCR
(RT-PCR) war in der Maus je-
doch groBer, da sich im Genom
der Maus weit mehr verschie-
dene Sp100-rs Gene befinden
als in dem YAC (siehe oben).
Die Sequenzierung zahlreicher
RT-PCR-Produkte zeigte, dass
die Hefe-generierten Primér-
transkripte in exakt der glei-

5*SpleiBstelle Verzweigungspunkt 3-Spleifstelle
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RGTATGT...... TACTAAC...... TNNNNNYAG Konsensus-SpleiBsequenz der Hefe
AGTAaGT...... ccCTAAC...... TTATTTaAG Intron 2 des Spl00-rs Gens der Maus
GGTgcGg...... ctCTARAa...... TTTGCACAG Exon 5b° des SpI00-rs Gens der Maus

Abb. 3: Vergleich der Konsensus-SpleiBstellen von S. cerevisiae mit zwei
Sequenzen der Maus, die in der Hefe erfolgreich gespleiBt werden. Zahlen-
werte geben den Konservierungsgrad in Prozent an [1]; kleine Buchstaben —
von der Konsensussequenz abweichende Nukleotide; R - Purin; Y — Pyrimi-
din; * — der mittlere Bereich von Exon 5 (Exon 5b) wird alternativ gespleiBt
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chen Weise gespleiit wurden,
wie es fiir die Maus typisch ist.
Dabei wurden bis zu fiinf auf-
einanderfolgende Introns mit
einer Linge von maximal 10
kb aus dem Primértranskript
entfernt. Ein solch komplexer
SpleiBvorgang ist fiir keines
der endogenen Hefegene erfor-
derlich (siehe oben).

Die SpleiBmaschinerie der
Hefe verfiigt offensichtlich iiber
eine groBere Kapazitit, als sie
fiir Hefegene notig ist [4, 7, 81.
Dieser Eindruck wird noch ver-
stidrkt, wenn man die Sp7100-rs
SpleiBstellen mit den Konsen-
sus-SpleiBistellen der Hefe ver-
gleicht (Abb. 3). Obwohl die
Maus-Sequenzen z. T. erheblich
von den Hefe-Konsensus-Se-
quenzen abweichen, wurden
die Signale von der Hefe exakt
erkannt und umgesetzt. Diese
hohe Kapazitit und Toleranz
der  Hefe-SpleiBmaschinerie
konnte ein evolutionédres Relikt
sein, zuriickgeblieben aus einer
Zeit, in der es noch mehr und
komplexere Intronstrukturen
im Genom von S. cerevisiae
gab [1]. Ein weiterer Beleg fiir
die besondere Fahigkeit der
Hefe ist der Befund, dass ein-
zelne Primértranskripte in al-
ternativer Weise gespleiB3t wer-
den konnen [4]. Ein solcher
Vorgang wurde kiirzlich erst-
mals fiir ein endogenes Hefe-
gen gezeigt [9]

Alternatives , Exon-trapping”?

Bisher wurden kodierende Be-
reiche in YAC-Inserts mit auf-
wendigen Techniken, wie z. B.
,Exon-trapping’, identifiziert.
Diese aufwendige Methode
konnte durch eine einfache
RNA-Analyse von YAC-trans-
formierten Hefezellen ersetzt
werden. Nach der Isolation
von Gesamt-RNA konnte eine
RT-PCR entweder mit Gen-
spezifischen oder zufilligen
Primern [8] durchgefiihrt wer-
den. Sollte sich herausstellen,
dass die Hefe Saccharomyces
cerevisiae in der Lage ist,
auch andere S#dugergene zu
transkribieren und exakt zu
spleien, wire dies von gene-
rellem Interesse fiir die Ana-
lyse von YAC-Inserts — und die
Hefe selbst ein molkularbiolo-
gisches Universalgenie.
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