Reverse Transkription

Vor Jahren wurde eine Gruppe von Viren entdeckt, die in
Umkehrung des normalen Vorgangs RNA in DNA umschreiben. Inzwischen hat es den
Anschein, daB dieses Riickschreiben auch bei anderen Viren und
in vielen hoheren Lebewesen vorkommit.

as Erbmaterial praktisch aller
DLebewesen besteht aus zwei zu

einer Doppelhelix umeinander-
geschlungenen DNA-Stringen. Uber
zwei Prozesse steuern die in der Dop-
pelhelix verschliisselten Gene die Zell-
aktivitdt: die Transkription, bei der
DNA-Abschnitte in  RNA-Molekiile
umgeschrieben werden, und die an-
schlieBende Translation, bei der die
RNA-Molekiile nach dem in ihnen ver-
schliisselten Bauplan die Synthese von
Proteinen veranlassen. Dieser Informa-
tionsfluB von der DNA iiber die RNA
zum Protein ist die nahezu universelle
Regel.

Wie bei jeder Regel gibt es auch hier
jedoch Ausnahmen. Bei manchen Virus-
arten liegt das Erbmaterial nicht als
DNA, sondern als RNA vor. Das Ge-
nom dieser Viren, die bei Pflanzen,
Tieren und Bakterien vorkommen,
kann aus Einzel- oder Doppelstringen
bestehen. Weil die Art der Informa-
tionsspeicherung und -iibermittlung bei
DNA und RNA im wesentlichen gleich
ist, unterscheiden sich die Lebenszy-
klen von RNA- und DNA-Viren nur
wenig voneinander; meist wird einfach
die nicht benétigte Transkription von
DNA in RNA ausgelassen.

Eine Untergruppe von RNA-Viren
weicht allerdings noch etwas stirker
von der obigen Regel ab: Die soge-
nannten Retroviren kénnen RNA in
DNA umschreiben. Tatsdchlich besteht
sogar die erste Aktion eines Retrovirus
nach dem Eindringen in eine Zelle dar-
in, eine DNA-Kopie seines RNA-Ge-
noms anzufertigen (Bild 2). Dieses vi-
rale DNA-Molekiil mischt sich dann
unter die DNA der Zelle und setzt die
Produktion neuer Viren in Gang.
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Von Harold Varmus

Retroviren sind in der Natur weit ver-
breitet und kénnen sehr unterschiedli-
che Erkrankungen hervorrufen — von
Leukdmie bei Mdusen und Hiihnern bis
zu Aids beim Menschen. Das charakte-
ristische Merkmal dieser Viren — ihre
Féhigkeit, RNA in DNA umzuschrei-
ben — bezeichnet man als reverse
Transkription.

Dieser gegeniiber dem iiblichen um-
gekehrte ProzeB wurde bereits vor 17
Jahren entdeckt. Etwa zehn Jahre lang
hielt man ihn fiir eine Besonderheit der
Retroviren und hat ihn daher nur bei
diesen und den von ihnen befallenen
Zellen untersucht. In jlingster Zeit aber
haben Befunde aus vielen Forschungs-
gebieten deutlich gemacht, daB auch an-
dere Viren eine reverse Transkription
veranlassen konnen und daB dieser Vor-
gang sogar in normalen Zellen von
Hefe, Insekten und Sdugetieren auftritt.
Dies mag viele bislang ritselhafte Be-
obachtungen erkldren helfen, wirft zu-
gleich aber viele neue Fragen auf.

Entdeckung bei Retroviren

Wie alle Viren dringen Retroviren in
eine Zelle ein und veranlassen sie, die
viralen Gene zu kopieren und zu expri-
mieren, so daB neue Viruspartikel mit
RNA-Kernen und Proteinhiillen gebil-
det werden. Die meisten gewdhnlichen
RNA-Viren vermehren sich nur kurze
Zeit in einer infizierten Zelle, ehe diese
abstirbt. Die Infektion durch ein Retro-
virus ist dagegen dauerhafter und weni-
ger schidlich fiir die Zelle. Daher wer-
den oft grofe Mengen von Retroviren
produziert, ohne daf} die Zelle zugrun-
de geht.

Im Jahre 1970 fanden Howard M. Te-
min an der Universitdt von Wisconsin
und David Baltimore am Massachusetts
Institute of Technology (MIT) unabhiin-
gig voneinander ein bislang unbekann-
tes Enzym in bestimmten RNA-Viren,
die nach einzelstringigen RNA-Vorla-
gen doppelstringige DNA-Molekiile
aufbauen konnen. Das Enzym erhielt
den Namen reverse Transkriptase, und
die Viren, die dariliber verfiigen, wur-
den Retroviren genannt.

Bereits einige Jahre vorher hatte Te-
min die Auffassung vertreten, daB es
sich bei der stabilen Form retroviraler
Gene in einer infizierten Zelle nicht um
RNA, sondern um DNA handle. Da-
mals war jedoch noch kein Enzym be-
kannt, das RNA in DNA umzuschrei-
ben vermochte. Die Entdeckung der re-
versen Transkriptase bestitigte Temins
fritheren Verdacht.

AnschlieBende Untersuchungen zeig-
ten, daB} die DNA-Abschrift der Retro-
virus-Gene in die Chromosomen der
Wirtszelle eingebaut wird. Von ihrem
Platz im Wirtsgenom aus gibt sie — als
sogenanntes Provirus — dann Anwei-
sungen fiir die Produktion neuer Viren.

Diese ersten Ergebnisse weckten be-
trichtliches Interesse an dem merkwiir-
digen neuen Enzym. Inzwischen wei3
man, wie es sich biochemisch verhilt,
unter welchen Bedingungen es aktiv ist
und wie es auf eine Reihe von Substan-
zen reagiert. Beispielsweise zeigte sich,
daB die reverse Transkriptase kurze
RNA-Stiicke als sogenannte Starter
(primer) braucht, damit sie mit dem
Umschreiben beginnen kann, und daf
sie einige dieser Starter gewinnt, indem
sie ldngere virale RNA-Stiicke zer-
schneidet.
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Diese frithen Untersuchungen liefer-
ten indes noch keinerlei Anhaltspunkt
dafiir, daB die reverse Transkriptase
auch iiber den Bereich der Retroviren
hinaus von Bedeutung sein konnte. Die
ersten Hinweise auf einen weiteren
Wirkungskreis ergaben biochemische

Untersuchungen der von ihr syntheti-
sierten retroviralen DNA in den spiten
siebziger Jahren. Damals wurde in dem
Labor, in dem ich zusammen mit J. Mi-
chael Bishop an der medizinischen Fa-
kultdt der Universitit von Kalifornien
in San Francisco arbeitete, und im La-

bor von John M. Taylor am Institut fiir
Krebsforschung in Philadelphia die
Struktur dieser DNA nach und nach
aufgeklirt.

Das Ergebnis war ziemlich unerwar-
tet. Danach hatte die retrovirale DNA
in ihrer gestreckten, doppelstringigen

i -

Korperchen (links) dhneln zwar Retrovirus-Partikeln, werden aber von
genetischen Elementen in den Chromosomen der Zelle selbst erzeugt. Die
neugebildete DNA wird ihrerseits wieder in die Chromosomen eingefiigt.

Bild 1: Kleine Korperchen in einer Hefezelle sind die Stellen, an denen
eine reverse Transkription stattfindet: eine Riickschreibung von RNA in
DNA. (Bei normaler Transkription wird DNA in RNA umgeschrieben.) Die
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Form an beiden Enden die gleichen Se-
quenzen: Die Abfolge der Nucleotide,
der Glieder der DNA-Kette, war dort
tiber einen mehrere hundert Nucleotide
langen Bereich hinweg identisch. Diese
Bereiche werden heute als LTRs be-
zeichnet, nach englisch long terminal
repeats (lange sich wiederholende End-
sequenzen).

Verriterische Endstiicke

Die ersten Beschreibungen dieser
Endstiicke beruhten auf einer relativ
groben Kartierung der wenigen aus infi-
zierten Zellen isolierten viralen DNA-
Kopien. Spiter fiithrten mehrere Labo-
ratorien, darunter auch mein eigenes,
genaue Bestimmungen durch. Diese be-
stitigten, daB die langen sich wiederho-
lenden Sequenzen an den beiden Enden
eines DNA-Abschnittes wirklich Nu-
cleotid fiir Nucleotid iibereinstimmen.
Zugleich zeigte sich, daB auch die bei-
den Enden eines einzelnen LTR iiber
einige Nucleotide hinweg identisch
sind, wenn man sie in entgegengesetz-
ter Richtung liest. Sie werden daher als
gegenldufige Wiederholungen (inverted
repeats) bezeichnet.

Aus weiteren Sequenz-Bestimmun-
gen ging hervor, daB die LTRs der inte-
grierten DNA auch von zwei identi-
schen kurzen Abschnitten der Wirts-
DNA flankiert werden. Offensichtlich
verdoppeln sich die Nucleotide des
Wirts-Chromosoms an der Integrations-
stelle beim Einfiigen der viralen DNA,
wobei die Originalsequenz dann an der
einen und das Doppel an der anderen
Seite der Virus-DNA sitzt.

Obwohl die Entdeckung der LTRs,
gegenldufigen Wiederholungen und
Verdoppelungen von Wirts-DNA wich-
tig fiir das Verstdndnis des Lebens-
zyklus von Retroviren war, hatte sie ei-
nen noch interessanteren Nebenaspekt.
Die Analysen ergaben namlich auffal-
lende Ahnlichkeiten zwischen retrovi-
raler DNA und bestimmten genetischen
Elementen, die ein dauerhafter, aber
beweglicher Bestandteil der Chromoso-
men aller oder der meisten Lebewesen
sind und transponierbare Elemente,
Transposons oder auch springende
Gene genannt werden.

Man hat solche Transposons in Bak-
terien, Hefe, Pflanzen, Insekten und
Wirbeltieren entdeckt und wegen ihrer
bemerkenswerten Neigung, den Platz
im Genom der Zelle zu wechseln, ein-
gehend untersucht. Auch transponier-
bare Elemente haben gewohnlich be-
sondere Enden; bei vielen findet man
LTRs, gegenlidufige Wiederholungen
und kurze Sequenzverdoppelungen an
der Integrationsstelle.
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Die so zutage getretene Verwandt-
schaft zwischen Proviren und transpo-
nierbaren Elementen legte den Ver-
dacht nahe, daB die reverse Transkrip-
tion Teil des Springmechanismus zu-
mindest einiger Transposons ist. Darauf
deuteten auch andere Indizien. In den
Transposons von Hefe und Fliegen
stimmen die gegenldufigen Wiederho-
lungen sowie die Nucleotidsequenzen
am Innenrand der LTRs weitgehend mit
den entsprechenden Abschnitten in Pro-
viren iiberein (Bild 5). Die Sequenzen
an diesen Randabschnitten sind beson-
ders wichtig, weil hier in der retrovira-
len DNA die Transkription beginnt und
der Einbau in das Wirts-Chromosom
stattfindet. AuBerdem haben Computer-
analysen der in Transposons verschliis-
selten Proteine eine bemerkenswerte
Ahnlichkeit zwischen diesen Genpro-
dukten und den retroviralen Proteinen
aufgedeckt, die fiir die reverse Tran-
skription der Virus-RNA, die Integra-
tion der zugehorigen DNA in Chromo-
somen und die Weiterverarbeitung der
frisch erzeugten viralen Proteine ver-
antwortlich sind (Bild 6).

Retrotransposons

Das waren zwar aufregende Beobach-
tungen, aber noch fehlten liberzeugende
Beweise. Auf der Suche danach konzen-
trierten sich einige Wissenschaftler auf
ein transponierbares Element namens
copia, das in kultivierten Zellen von
Fruchtfliegen vorliegt. 1981 fanden An-
drew Flavell und David Ish-Horowicz
vom Imperial Cancer Research Fund in
London ein Verfahren, um nicht inte-
grierte copia-DNA nachzuweisen.

Bei ihren Untersuchungen entdeckten
sie, daB nicht integrierte copia-DNA
ziemlich genauso aussieht wie nicht in-
tegrierte Retrovirus-DNA in frisch infi-
zierten Zellen. Freilich muBte die freie
copia-DNA nicht unbedingt durch re-
verse Transkription entstanden sein. Ei-
nen iiberzeugenderen Hinweis darauf,
dafB} die reverse Transkription bei ihrer
Bildung eine Rolle spielt, lieferten Un-
tersuchungen zur Funktion eines trans-
ponierbaren Elementes der Hefe na-
mens 7y (Bild 3).

Diese Experimente — sie wurden von
Jef D. Boeke, David J. Garfinkel und

Virus

wiederholte
Wirtssequenz

Transkription

<V V'Vl virale RNA

PN\ S virale DNA
1

Iangies“sich ge'genléiuﬁ’ge B
~wiederholendes | Wiederholungen
Cytoplasma Endstlck

Integration

l reverse Transkription

Bild 2: Der Infektionszyklus eines Retrovirus
ist dadurch gekennzeichnet, dafl zu Beginn
RNA (rot) in DNA (blau) riickgeschrieben
wird. Die dabei erzeugte DNA, die Gene fiir
mehrere Proteine enthilt, wird von identi-
schen Abschnitten flankiert: sogenannten lan-
gen sich wiederholenden Endstiicken (long fter-
minal repeats). Diese sind ihrerseits von soge-

nannten gegenlidufigen Wiederholungen (in-
verted repeats) eingeschlossen. Beim Einbau
der Retrovirus-Gene in die Wirts-DNA ver-
doppelt sich auch die DNA-Sequenz des Wirts-
genoms an der Einfiigestelle (grau). Nur ein
Teil der Wiederholungen erscheint in der
transkribierten RNA, die schlieBlich in eine
Hiille aus viralen Proteinen verpackt wird.
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Cora A. Styles in Gerald R. Finks La-
boratorium am MIT durchgefiihrt —
machten sich die Eigenschaften be-
stimmter genetischer Elemente zunut-
ze, die man als Promotoren und Introns
bezeichnet. Promotoren sind DNA-Se-
quenzen, welche die Expression be-
nachbarter codierender Bereiche regu-
lieren. Boeke, Garfinkel und Styles
hingten an das 7y-Transposon einen
Promotor an, der dessen Transkription
verstirkte, wenn die Hefezellen mit ei-
nem Zucker namens Galaktose gefiittert
wurden. Dadurch konnte {iber den Ge-
halt des Wachstumsmediums an Galak-
tose die Transkription von 7y gesteuert
werden: Mit mehr Galaktose bildete
sich mehr 7y-RNA und umgekehrt.

Boeke und seine Mitarbeiter verin-
derten nun den Galaktosegehalt im Me-
dium der Hefe und priiften die modifi-
zierten Zellen auf Anzeichen von
Transpositionen. Dabei zeigte sich, daB
die Héufigkeit eines Platzwechsels von
der zugegebenen Galaktosemenge und
somit von der Menge an erzeugter 7y-
RNA abhingt. Offenbar also erforderte
die Transposition von 79-DNA ein
RNA-Zwischenprodukt.

Dieser Schluff wurde durch Experi-
mente erhirtet, bei denen die MIT-For-
scher ein Intron in das umgebaute 7y-
Element einfiigten. Introns sind Ab-
schnitte aus nichtcodierender DNA, mit
denen die Gene hoherer Organismen
mehr oder weniger wahllos durchsetzt
sind. Nach der Transkription eines Gens
in RNA werden die von Introns abgelei-
teten RNA-Abschnitte herausgeschnit-
ten (,,gespleiBt), wobei ein zusammen-
hingender Strang aus ,prozessierter*
Boten-RNA entsteht.

Boeke und seine Mitarbeiter stellten
nun fest, daB das von ihnen in das 7y-
Element eingefiigte Intron in den trans-
ponierten 7y-DNA-Kopien fehlte. Ir-
gendwann wihrend des Platzwechsels
mufte es also verlorengegangen sein.
Die SpleiB-Enzyme, die Introns heraus-
schneiden, konnen nur RNA und keine
DNA spalten. Demnach muBte die
transponierte 7y-DNA aus prozessierter
RNA statt aus DNA hervorgegangen
sein. Auf Grund der so nachgewiesenen
Ahnlichkeit zwischen Proviren und
transponierbaren Elementen wie dem
Hefe-7y wurde ein neuer Name fiir die-
se Elemente geprigt: Retrotranspo-
sons.

Endogene Proviren

Proviren haben auch in anderen Or-
ganismen ihre Visitenkarte hinterlas-
sen. Beispielsweise enthalten die
meisten normalen Wirbeltierzellen re-
trovirale Gene; bei bestimmten Arten,
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Bild 3: Untersuchungen an einem springenden
Gen (Transposon) der Hefe namens 7y (dun-
kelgrau) haben gezeigt, dafl bei seiner Trans-
position (dem ,,Springen*) von einem Chromo-
som zum anderen eine reverse Transkription
stattfindet. Zunichst wurde 7y kiinstlich mit
einem Galaktose-Promotor versehen, der be-
wirkt, daB die Transkription vom Galaktosege-
halt im Kulturmedium abhiingt. Dann wurde
eine nicht codierende DNA-Sequenz (violett)
eingesetzt: ein sogenanntes Intron, das bei der
auf die Transkription folgenden Prozessierung
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\L Zugabe von Galaktose

von der Zelle aus der transkribierten RNA
herausgeschnitten wird. SchlieBlich wurden
Hefezellen, die dieses umgebaute 7y enthielten,
mit Galaktose gefiittert (1). Bei der anschlie-
Benden Suche nach transponierten Kopien des
Ty-Elementes zeigte sich, daB} ihre Zahl von der
zugegebenen Galaktosemenge abhing und daB
das Intron fehlte. Demnach muf} das Element
zunichst in RNA transkribiert und diese dann
prozessiert und anschlieBend in DNA riickge-
schrieben worden sein (2), bevor letztere in
ein anderes Chromosom eingefiigt wurde (3).
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zu denen auch Maus und Mensch geho-
ren, hat man sie in Hunderten oder gar
Tausenden von Kopien gefunden.

Die Herkunft dieser endogenen Pro-
viren ist unbekannt. Die meisten kon-
nen keine infektiosen Viruspartikel bil-
den, und viele scheinen iiberhaupt kein
funktionierendes Gen zu enthalten.
Einige jedoch lassen Proteine mit Re-
verse-Transkriptase-Aktivitit  entste-
hen, und diese erstellen genau wie die
Genprodukte der Retrotransposons von
Hefe und Insekten neue DNA-Abschrif-
ten von RNA-Molekiilen und fiigen sie
aufs Geratewohl in die Wirts-Chromo-
somen ein.

Dieser wahllose Einbau von DNA
stellt fiir die betroffene Zelle eine ernste
Bedrohung dar, weil dadurch oft entwe-
der ein Gen auseinandergerissen und
somit zerstort oder seine Expression be-
ziehungsweise Aktivitit gedndert wird.
Tatsdchlich erzeugen viele Retroviren
Tumoren, weil ihr Einbau in ein Chro-
mosom ein normales zellulidres Gen
tiberméBig aktiviert und es dadurch in
ein Onkogen, also ein Krebsgen, ver-
wandelt.

DaB potentiell gefihrliche fremde ge-
netische Elemente in einem Genom exi-
stieren konnen, ist ziemlich merkwiir-
dig. Warum werden sie nicht elimi-
niert? Und warum sind sie so zahl-
reich? Verschaffen sie dem Wirt ir-
gendeinen Selektionsvorteil, oder liber-
leben sie nur dadurch, daB sie norma-
lerweise keine schiddlichen Mutationen
verursachen? Oder verfiigt der Wirt
vielleicht iiber einen Schutzmechanis-
mus, mit dem er die Auswirkungen sol-
cher Mutationen abfingt? Dies sind fas-
zinierende Fragen, aber sie lassen sich
experimentell nur sehr schwer angehen.

Wihrend Wissenschaftler weiter dar-
an arbeiten, haben Forschungen in den
letzten fiinf Jahren gezeigt, daB die Be-
deutung der reversen Transkription
noch grofer ist als bisher angenommen.
So wird inzwischen auch eine Reihe un-
gewohnlicher Eigenschaften von DNA-
Viren und Genen hoherer Organismen
mit ihr in Verbindung gebracht. Zwar
weisen die Sequenzen dieser Viren und
Zellen nicht alle wesentlichen Merkma-
le von Proviren auf; dennoch gibt es
tiberzeugende Hinweise, daB auch hier
eine reverse Transkription stattfindet.

Reverse Transkription
bei DNA-Viren

Im Jahre 1982 wiesen William S.
Mason und Jesse Summers vom Institut
fiir Krebsforschung in Philadelphia
nach, daB sich auch Hepatitis-B-Viren
mittels reverser Transkription replizie-
ren. Diese Viren, von denen eines ein
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Bild 4: Wie die Synthese des Hepatitis-B-Vi-
rusgenoms zeigt, kann eine reverse Transkrip-
tion auch im Infektionszyklus eines DNA-Vi-
rus auftreten. Das ringformige Genom dieses
Virus besteht aus zwei DNA-Striingen, die als
Plus- (heliblau) und Minusstrang (dunkelblau)
bezeichnet werden. Der lingere Minusstrang

gefiirchteter Krankheitserreger beim
Menschen ist, scheinen auf den ersten
Blick nichts mit Retroviren gemein zu
haben. Es handelt sich nicht einmal um
RNA-Viren, vielmehr besteht ihr Ge-
nom aus einem ringférmigen DNA-
Doppelstrang. Nun enthalten alle Zel-
len DNA-Polymerasen — Enzyme zum
Kopieren von DNA —, die das Hepati-
tis-B-Virus fiir seine Replikation benut-
zen konnte. Warum sollte es den Um-
weg iiber ein RNA-Zwischenprodukt
gehen?

Einen ersten Hinweis auf die Antwort
gab die Struktur des Hepatitis-B-Ge-
noms, dessen DNA-Ring sich als recht
ungewohnlich herausstellte. Keiner der
beiden DNA-Stringe ist ndmlich fiir
sich allein zum Ring geschlossen, und
der eine, der sogenannte Plusstrang, ist
kiirzer als der Minusstrang (Bild 4). An
seinem einen Ende hingt ein RNA-
Stiick, wihrend der Minusstrang in ei-

|
}

reverse Transkription
der Minus-DNA

\ \f\/\/\/\/\/\/\f\/\/\/ Synthese des Plusstranges

RingschluB

Vervollstandigung des Plusstranges

wird aus viraler RNA (rot) riickgeschrieben
(1, 2). Danach beginnt nahe einem Ende des
Minusstranges die Synthese des Plusstranges
(3) und wird nach dem Ringschluf} fortgesetzt
(4). Im fertigen Hepatitis-B-Virusgenom (5)
ist der Plusstrang unvollstindig, wihrend
sich die Enden des Minusstranges iiberlappen.

nem kurzen Proteinabschnitt endet.
Ferner liegen, wie Mason und seine
Mitarbeiter feststellten, in den vom Vi-
rus infizierten Leberzellen wesentlich
mehr Minus- als Plusstringe vor.

Diese ungleiche Verteilung paBit nicht
in das tbliche Bild der DNA-Replika-
tion, demzufolge die beiden Stringe der
Doppelhelix gleichzeitig und im selben
Verhiltnis verdoppelt werden. Die re-
verse Transkription dagegen erlaubt
eine Ungleichverteilung, weil die
DNA-Striinge hier nacheinander entste-
hen: Der erste wird an einer einzel-
stringigen RNA-Matrize hergestellt
und der zweite dann vom ersten abge-
schrieben.

Wenn sich das DNA-Genom des He-
patitis-B-Virus durch reverse Tran-
skription verdoppeln soll, muf} es natiir-
lich zunédchst in RNA transkribiert wer-
den. Dies angenommen, fiigen sich alle
Stiicke des Puzzles plotzlich zusam-
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men. In der unterschiedlichen Struktur
der beiden DNA-Stringe konnten sich
die unterschiedlichen Matrizen wider-
spiegeln, nach deren Vorlage jeder ein-
zelne Strang aufgebaut wird; und mit
einer Verzogerung oder vorzeitigen Be-
endigung der Synthese lieBe sich das
Ubergewicht des ersten gegeniiber dem
zweiten Strang erkldren.

Der direkte Beweis fiir die Beteili-
gung einer reversen Transkription an
der Replikation des Hepatitis-B-Virus
war nicht leicht zu fithren. Bis vor ganz
kurzer Zeit lieBen sich die Viren nim-
lich nicht in Zellkultur ziichten, was
herkémmliche Untersuchungen stark
erschwerte. Aus diesem Grund isolier-
ten Mason und Summers in ihrer ent-
scheidenden Arbeit aus dem Jahre 1982
die Viruspartikel — genauer: unreife
Partikel des Enten-Hepatitis-B-Virus —
unmittelbar aus infiziertem Gewebe,
ndmlich Entenleber. Anschliefend in-
kubierten sie die Partikel mit radioaktiv
markierten DNA-Bausteinen. Diese
wurden in jede von den Partikeln syn-
thetisierte DNA eingebaut, so daB sich
frisch gebildete DNA-Doppelstringe
und RNA-DNA-Hybridstringe leicht
anhand ihrer Radioaktivitit erkennen
lieBen.

Wie Mason und Summers gehofft
hatten, produzierten die isolierten
Viruspartikel unter normalen Bedin-
gungen sowohl Plus- als auch Minus-
stringe. Dann fiigten die beiden Wis-
senschaftler Actinomycin D zu, ein An-
tibiotikum, das die Synthese an DNA-
Matrizen blockiert. In seiner Gegen-
wart horte die Bildung von Plusstrin-
gen auf, wihrend die von Minusstrin-
gen jedoch weiterging. Offenbar wur-
den die Minusstringe also an einer
RNA- und nicht an einer DNA-Matrize
aufgebaut. Fiir diese Annahme sprach
auch, daB neugebildete Minus-DNA-
Stringe mit RNA gepaart waren (was
aus ihrer Dichte hervorging, die gleich
dem Mittelwert aus der Dichte von rei-
ner DNA und reiner RNA war).

Eine weitere Bestitigung dafiir, daB
bei der Replikation des Hepatitis-B-Vi-
rus eine reverse Transkription stattfin-
det, erbrachten computer-unterstiitzte
Analysen von Hepatitis-B- und retrovi-
ralen Proteinen, die Takashi Miyata und
seine Mitarbeiter an der Kiuschu-Uni-
versitit in Fukuoka durchfiihrten. Da-
bei zeigten sich auffallende Ahnlichkei-
ten zwischen den retroviralen Enzymen
und einem Protein bislang unbekannter
Funktion, das von einem Gen des Hepa-
titis-B-Virus codiert wird.

Die meisten Virologen nehmen in-
zwischen an, daB es sich bei diesem
Protein um eine reverse Transkriptase
handelt, die allerdings etwas anders zu
funktionieren scheint als das entspre-
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chende Enzym aus Retroviren. Bei-
spielsweise stattet es die DNA nicht mit
langen sich wiederholenden Enden aus,
die es retroviraler DNA ermoglichen,
sich in Wirts-Chromosomen zu inte-
grieren.

Bald nach diesen revolutionidren neu-
en Erkenntnissen liber Hepatitis-B-Vi-
ren tauchten Anzeichen fiir eine reverse
Transkription bei einem noch ferneren
System auf: einem Pflanzenvirus na-
mens Blumenkohl-Mosaikvirus (abge-
kiirzt CaMV nach englisch cauliflower
mosaic virus). Die Indizien sind hier
nicht so liickenlos, aber dennoch iiber-
zeugend.

Wie das Genom des Hepatitis-B-Vi-
rus besteht auch das des Blumenkohl-
Virus aus einem doppelstringigen
DNA-Ring. Bemerkenswerterweise ih-
neln die Sequenzen nahe der Initia-
tionsstelle fiir die DNA-Synthese den
analogen Stellen in den Genomen von
Retroviren, an denen sich die Starter
anheften. AuBerdem erinnert ein grofies
Protein des Blumenkohl-Virus stark an
die reversen Transkriptasen von Retro-
und Hepatitis-B-Viren. Des weiteren
konnten Roger Hull und Simon N. Co-
vey vom John-Innes-Institut in Norwich
(England) Zwischenprodukte  der
CaMV-Replikation  charakterisieren,
die den bei Retrovirus-Infektionen ge-
fundenen entsprechen. Andere Wissen-

/

schaftler schlieBlich berichten iiber Re-
verse-Transkriptase-Aktivitit in Ver-
bindung mit CaMV-Partikeln.

Pseudogene

In den bisher erwihnten Beispielen
scheint die reverse Transkription das
Werk eines Enzyms zu sein, das von
dem eindringenden Virus oder den von
ihm beeinfluBten genetischen Elemen-
ten stammt. Inzwischen aber sieht es so
aus, daB auch andere, weniger speziali-
sierte Elemente von Siduger-Chromoso-
men auf eine reverse Transkription
durch Enzyme ungewisser Herkunft zu-
riickgehen. Diese iiberraschende Ent-
deckung ergab sich als Nebenprodukt
von Versuchen, in Maus-Chromosomen
jene Gene zu katalogisieren, in denen
der Bauplan von bestimmten Blutprote-
inen — den Globinen — verschliisselt ist.

Bei Wirbeltieren liegen die Globin-
Gene gewohnlich in mehreren Gruppen
auf zwei Chromosomen, und die codie-
renden Bereiche sind jeweils durch
zwei Introns unterbrochen. Als Aya
und Philip Leder am National Institute
of Child and Human Development der
USA sowie Elio F. Vanin und Oliver
Smithies an der Universitit von Wis-
consin in Madison mit Molekiil-Sonden
nach diesen Genen zu fahnden began-

/

\

Leukamie-Virus der Maus TGAAAG. . . TGGGGG. . .AGAAAAAGGGGG. . .CTTTCA
Retrotransposon der Fliege TGCTA ... TGGCGA ... GGAGGGAGA ... TACA
Ty-Element der Hefe TG TGGTAG ... GGGTGGTA ... CA

Bild 5: Die hier dargestellten Ahnlichkeiten in
den DNA-Sequenzen eines Leukiimie-Virus,
eines Retrotransposons der Fliege und des 7y-
Elementes der Hefe deuten auf einen gemein-
samen Ursprung hin. Die Buchstaben stehen
fiir die vier in DNA enthaltenen Basen Ade-
nin, Thymin, Guanin und Cytosin. Identische
Basen in den gegenliufigen Wiederholungen

und in benachbarten Regionen sind rot darge-
stellt. Farbig sind auch Bereiche hervorgeho-
ben, die praktisch nur die beiden strukturell
dhnlichen Basen Adenin und Guanin enthal-
ten. Die gegenliufige Wiederholung (7G...CA)
liiBt sich als solche nur schlecht erkennen,
weil jeweils lediglich ein Strang gezeigt ist;
der andere hat die DNA-Sequenz AC...GT.

Hepatitis-B-Virus

Blumenkohl-Mosaikvirus

Leuk&mie-Virus der Maus PQGFKNSP.,..FR, «..YVDDLLL,:.KK...YLG
Retrotransposon der Fliege PEGLKNAP: « «LR.s:YLDD1 ««.DK:..FLG
Ty-Element der Hefe LYELKQSG...VR...FVDDMVL...EK...NLG

PMCVGLSP...VR...YMDD L...NK...FMC
PFGLKQAP...FR...YVDDILV...KK..

FLG

Bild 6: Auch die Aminosiuresequenzen eines
Proteins des in Bild 5 erwithnten Retrovirus,
der Retrotransposons von Fliege und Hefe so-
wie zweier DNA-Viren éhneln sich. Hier steht
jeder Buchstabe fiir eine der 20 Aminosiuren,

aus denen Proteine aufgebaut sind. Uberein-
stimmende Aminosiduren sind rot, funktionell
dhnliche hellrot dargestellt. Die Sequenzen
wurden aus einem Gen abgeleitet, in dem das
Enzym reverse Transkriptase verschliisselt ist.
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nen, entdeckten sie eine seltsame DNA-
Sequenz, die zwar einem Globin-Gen
dhnelte, aber einige wichtige Besonder-
heiten aufwies. So enthielt sie keine In-
trons und war durch Mutationen ent-
stellt, die eine normale Translation in
ein Protein unmodglich  machten.
SchlieBlich befand sie sich nicht auf ei-
nem der beiden Chromosomen, denen
man die Globin-Gene zugeordnet hatte.

Eines der Modelle, die zur Erkldrung
dieses tiberraschenden Befundes vorge-
schlagen wurden, beinhaltet eine rever-
se Transkription (Bild 7). Danach wire
prozessierte Globin-RNA  zuriickge-
schrieben und die entstandene DNA-
Kopie (in der die Introns fehlten) wahl-
los in das Méuse-Genom eingefiigt wor-
den. Da diesem Gen der Promotor fehl-
te, der am richtigen Genort erst die Ex-
pression ermoglicht, wurde es auch
nicht transkribiert. Ein nicht exprimier-
tes Gen aber unterliegt auch keinem Se-
lektionsdruck, der die Verfilschung
durch Mutationen verhindert.

Dieses Modell hat sich in den folgen-
den Jahren zunehmend erhirtet, als
nach und nach weitere Beispiele von
.prozessierten“ oder ,Retropseudoge-
nen* auftauchten. Dabei fand man noch
iberzeugendere Indizien fiir eine rever-
se Transkription. So enthalten einige
der Globin-Retropseudogene an einem
Ende einen DNA-Abschnitt, in dem ein
bestimmtes Nucleotid — das Adenosin-
monophosphat — stindig wiederholt
wird. In der Globin-DNA gibt es keine
solche gleichférmige Sequenz, aber auf
der Globin-Boten-RNA taucht sie als
»Poly-A-Schwanz“ auf, der bei der
Prozessierung angehingt wird. Dieser
Schwanz im Retropseudogen ist somit
ein besonders deutlicher Hinweis auf
eine RNA als Vorldufer. Einige Retro-
pseudogene weisen auch jene Verdop-
pelungen eines kurzen Wirts-DNA-Ab-
schnitts auf, die fiir Proviren und Retro-
transposons charakteristisch sind.

Eine Spur
zu den ersten Lebensformen

Aus dem Nachweis der Retropseudo-
gene ergab sich eine Reihe von Krite-
rien, anhand derer sich auch andere
Produkte einer reversen Transkription
erkennen lassen. In den vergangenen
fiinf Jahren wurden bei mehreren Klas-
sen origindrer DNA-Sequenzen von
Sdugerzellen Poly-A-Schwinze, Ver-
doppelungen von Wirtssequenzen und
eine zufillige Anordnung auf den Chro-
mosomen gefunden — alles Merkmale
einer Riickschreibung aus RNA. An-
ders als das Globin-Retropseudogen
enthalten die meisten dieser neuen
wverstreuten Elemente® allerdings kei-

Spektrum der Wissenschaft, November 1987

ENVEEAANVERA

1 Promotor Intron

Transkription

VAV /AVAVAVAV VAl

\

\

TTTT

2
Prozessierung

3
reverse Transkription

4

Integration

\
TTTT
5

Bild 7: Ein Modell fiir die Transposition eines
Globin-Gens soll das Auftreten anomaler Ver-
sionen jener Gene erkliren, die den Bauplan
fiir ein Blutprotein namens Globin enthalten.
Bei Miusen konnen diese Pseudo-Globin-Gene
nicht exprimiert werden, weil ihnen ein Pro-
motor fehlt; auBerdem enthalten sie keine In-
trons und liegen verstreut auf verschiedenen
Chromosomen. Normale Globin-Gene (1) wer-
den zunichst in RNA transkribiert (2); aus

nen bekannten codierenden Bereich;
auf einigen scheint jedoch das Enzym
reverse Transkriptase ganz oder teilwei-
se codiert zu sein.

Auf einem einzelnen Genom konnen
Hunderte oder Tausende solcher Se-
quenzen liegen. Beim Menschen ma-
chen die Produkte der reversen Tran-
skription — Retrotransposonen, endo-
gene Proviren, Retropseudogene und
andere verstreute Elemente — zusam-
men vielleicht bis zu zehn Prozent des
Genoms aus.

Wenn der reversen Transkription bei
der Bildung von Siugerzell-Genen tat-
sichlich eine so groBe Bedeutung zu-
kommt, erheben sich viele Fragen. Wo-
her stammt die reverse Transkriptase,
die Retropseudogene und verstreute
Elemente entstehen 1d8t? Welche Enzy-
me sind es, die bestimmte zelluldre
RNA-Molekiile fiir die reverse Tran-
skription auswihlen und zurichten, und
welche Enzyme sorgen fiir die Integra-
tion der neuen DNA ins Genom? Wie
oft findet eine reverse Transkription in
einer Zelle statt? Und warum schlie3-
lich zihlt sie tiberhaupt zu deren norma-
lem Funktionsrepertoire?

Die letzte Frage beriihrt den viel-
leicht spekulativsten Aspekt der For-

dieser werden bei der Prozessierung dann die
Introns herausgeschnitten, und sie erhilt
einen ,,Schwanz* aus mehreren Adenin-Mole-
kiillen (3). Das Transpositionsmodell erklirt
die anomalen Globin-Gene mit der Annahme,
daBl die prozessierte RNA in DNA riickge-
schrieben und diese dann aufs Geratewohl in
das Miuse-Genom integriert wird (5). Dafiir
spricht auch, daB Pseudo-Globin-Gene oft
einen Adenin-Thymin-Schwanz aufweisen.

schungen iiber die reverse Transkrip-
tion: die Suche nach dem evolutiondren
Ursprung der genetischen Information.
Einige Biologen sind der Uberzeugung,
daB} die RNA das erste Erbmaterial bil-
dete und die DNA erst spater die Infor-
mationsspeicherung iibernahm (siehe
»RNA® von James E. Darnell jr. in
Spektrum der Wissenschaft, Dezember
1985). Die Vielseitigkeit der RNA
spricht jedenfalls fiir diese Auffassung:
RNA kann Information speichern und
wird ganz dhnlich wie DNA repliziert;
anders als diese kann sie zudem direkt
Proteine synthetisieren und sogar selbst
als Enzym wirken (siehe ,,Die RNA als
Enzym*® von Thomas R. Cech in Spek-
trum der Wissenschaft, Januar 1987).

Wenn die RNA irgendwann in der
Geschichte des Lebens ihre Vorrang-
stellung an die DNA abgetreten hat, so
muf} es sozusagen einen Urmechanis-
mus zur Informationsiibertragung von
RNA auf DNA gegeben haben. Die re-
verse Transkription konnte dieser Me-
chanismus sein. Was einst als exotische
Besonderheit einer kleinen Gruppe ab-
artiger Viren erschien, hilft also nun
vielleicht, den Entwicklungsweg zu den
heutigen DNA-dominierten Lebensfor-
men zuriickzuverfolgen.
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