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Das RNA-Exosom - eine molekulare
Maschine fur den RNA-Abbau
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The exosome is an evolutionary conserved macromolecular complex that
degrades RNAs from the 3’ end. It is present both in the cytoplasm and
the nucleus, where it degrades different types of RNAs in yeast, human
cells and other eukaryotes studied to date. The exosome is involved in the
turnover of mMRNAs, ncRNA and tRNAs, but also in the surveillance of
faulty pre-mRNAs. In addition to its degradative function it is also
involved in the controlled processing of e. g. rRNAs.

DOI: 10.1007/512268-018-0896-7
© Die Autoren 2018

Exo-9 Draufsicht

RNase PH
Exo-10 — RNA Frontansich Exo-9 Frontansicht

5-Ende der RNA

Rrp4

RiMase PH rp44

3~Ende der RNA

A Abb. 1: Struktur des Exosoms aus Saccharomyces cerevisiae. Die Strukturen sind als Oberfla-
chenrepréasentation gezeigt. Der Sechsring aus RNase-PH-Domanen ist hell- und dunkelgrau, die
drei Proteine des oberen Rings sind farbig dargestellt. Das 5’- und das 3’-Ende der RNA (schwarz)
sind angedeutet. NT: N-terminale Doméne, S1/KH: S1- und KH-Doméne.

B Der GroBteil der genomischen DNA wird
von RNA-Polymerasen in RNA {iberschrieben.
Dabei entstehen sowohl Protein-codierende
Transkripte (messenger-RNA oder mRNA) als
auch nicht-codierende RNAs wie Transfer-
RNAs (tRNA) und ribosomale RNAs (rRNA).
Viele RNAs werden zuerst als Vorlaufermo-
lekiile (Pra-RNAs) synthetisiert und anschlie-
Bend in einem Reifeprozess enzymatisch
weiterverarbeitet. Dabei entstehen auch feh-
lerhafte Transkripte, die zunachst durch die
zelluldre Qualitdtskontrolle erkannt und
schlieBlich vollstdndig abgebaut werden miis-
sen. Um eine korrekte und funktionierende
Genexpression zu gewahrleisten, muss neben
der Qualitdt auch die prazise Menge der ver-
schiedenen RNA-Spezies genau kontrolliert
werden. Sowohl bei der Prozessierung als
auch beim Abbau spielen spezielle Ribonu-
kleasen eine wichtige Rolle. Diese konnen die
RNA entweder vom 5”- oder vom 3’-Ende her
abbauen (Exonukleasen) oder intern spalten
(Endonukleasen). Eine der wichtigsten 3"-5"-
Exonukleasen ist das RNA-Exosom. Das Exo-
som wurde in den spaten 1990er-Jahren von
der Gruppe um David Tollervey entdeckt, als
diese die Biogenese von Ribosomen in der
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae unter-
suchten [1].

Im Rahmen der zelluldren Quantitdtskon-
trolle eliminiert das Exosom iiberschiissige
mRNAs im Zytoplasma, wohingegen es im
Zellkern unter anderem unerwiinschte RNAs
abbaut, die durch pervasive Transkription
entstanden sind [2, 3]. Bei der Qualitdtskon-
trolle spielt das Exosom eine wichtige Rolle in
der Biogenese von tRNAs. Als gut charakte-
risiertes Substrat ist hier die Initiator-tRNA
zu erwéahnen. Fehlt dieser Initiator-tRNA eine
einzige Methylierung, so ist diese instabil und
wird durch das Exosom noch vor dem Export
in das Zytoplasma abgebaut [4]. Das Exosom
ist jedoch nicht nur am Abbau von RNAs
beteiligt, sondern hat auch eine wichtige
Funktion bei der priazisen Prozessierung von
praRNAs. Bei der Ribosomenbiogenese wird
7. B. die 5,8S-Pra-rRNA durch das Exosom
prazise am 3’-Ende getrimmt [4]. Welche
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Funktion das Exosom jeweils ausfiihrt,
hédngt von weiteren Proteinfaktoren ab, die
eng mit dem Exosom zusammenarbeiten.

Der Exosom-Kernkomplex

Das RNA-Exosom ist eine konservierte mole-
kulare Maschine mit prokaryotischer
Abstammung [2, 4]. In Archaeen und Euka-
ryoten besteht das Exosom aus neun Unter-
einheiten, die einen fassartigen Komplex
mit einem zentralen Kanal fiir die Bindung
von RNA bilden. Strukturell sind sich das
eukaryotische und das archaeale Exosom
sehr dhnlich. Die fassartige Struktur besteht
aus zwei ubereinanderliegenden Ringsys-
temen (Abb. 1). Der obere Ring wird aus
drei Proteinen mit S1- und KH-Doménen
gebildet. Das untere Ringsystem besteht aus
sechs Untereinheiten (Exo-6), die struktu-
relle Ahnlichkeit zur Ribonuklease PH (RNa-
se PH) aufweisen (Abb. 1). Wahrend der
untere Ring in Archaeen die aktiven Zen-
tren des Exosoms beherbergt, sind diese in
Eukaryoten nicht mehr intakt. In der Folge
ist das eukaryotische Exosom fiir sich
genommen katalytisch inaktiv. Die Nuklea-
se-Aktivitat wird indes von einer weiteren,
der zehnten Untereinheit (Rrp44) beigetra-
gen, die ausschlieBlich in Eukaryoten vor-
kommt [2]. Rrp44 ist eine 3’-5-Exonuklea-
se und befindet sich unterhalb des unteren
Ringsystems des Exosoms [6]. Um an das
aktive Zentrum von Rrp44 zu gelangen,
muss die RNA den Kanal des Exosoms
durchqueren. Dabei befindet sich das 5’-
Ende der RNA am oberen Ring und das 3'-
Ende reicht bis in das aktive Zentrum der
Exonuklease Rrp44 (Abb. 1). Folglich wird
der aktive Exosomkomplex in Eukaryoten
aus zehn verschiedenen Untereinheiten
(Ex0-10) gebildet. In der Hefe ist Exo-10
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma
vorhanden. In beiden Kompartimenten inter-
agiert das Exosom mit spezifischen Kofak-
toren, die jeweils um eine ATP-abhdngige
RNA-Helikase organisiert sind. Die Helika-
sen verwenden Energie aus der ATP-Hydro-
lyse, um strukturierte RNAs zu entfalten
oder gebundene Proteine von der RNA zu
entfernen. Dies ist notwendig, da der RNA-
Kanal zu schmal ist, um strukturierte oder
proteingebundene RNAs aufzunehmen. Die
Helikasen helfen also, RNA-Molekiile fiir die
Spaltung durch das Exosom vorzubereiten.

Das Exosom im Zytoplasma

Die wichtigste Funktion des Exosoms im
Zytoplasma ist der Abbau von nicht mehr
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bendtigten oder auch fehlerhaften mRNAs.
Dazu arbeitet das Exosom eng mit dem Ski-
Komplex zusammen. Der Ski-Komplex
besteht aus einer RNA-Helikase (Ski2) und
den strukturellen Proteinen Ski3 und Ski8
(Abb. 2A, [7, 8]). Die Bindung an das Exosom
wird durch das Adapterprotein Ski7 ver-
mittelt. Ski7 bindet mit hoher Affinitat an
das Exosom und enthalt zusatzlich noch eine
Ski-Komplex-Binderegion [9, 10]. Der Ski-
Komplex interagiert nicht nur mit dem Exo-
som, Ski7 und RNA-Substraten, sondern
kann interessanterweise zusitzlich auch
direkt an Ribosomen binden [11]. Dabei bin-
det der Ski-Komplex raumlich in der Nahe
jener Region, an der das 3"-Ende der mRNA
das Ribosom wieder verldsst. Dies stellt
einen direkten Zusammenhang zwischen
mRNA-translatierenden Ribosomen und der
3’-5"-mRNA-Degradationsmaschinerie her,
die es dem Exosom erlaubt, bestimmte
mRNAs rasch abzubauen [11].

Das Exosom im Zellkern

Im Zellkern wechselwirkt das Exosom mit
vier Kofaktoren. Zu diesen Kofaktoren zdh-
len die Exonuklease Rrp6 und ihr Binde-
partner Rrp47, das kleine Protein Mpp6
sowie die bereits oben erwdhnte RNA-Heli-
kase Mtr4 (Abb. 2B, [12]). Derzeit haben
wir einen strukturellen Uberblick dariiber,
wie Rrp6 an der Oberseite des Exosoms bin-
det [6] und wie Rrp6 mit Rrp47 interagiert
[13]. Der Komplex aus der Exonuklease Rrp6
und Rrp47 hat zwei Funktionen: Zum einen
tragt die Exonuklease-Aktivitat von Rrp6
zum RNA-Abbau bei, zum anderen fungiert
der Rrp6-Rrp47-Komplex als Bindestelle fiir
Mtr4 [13].

Die Funktion des Proteins Mpp6 im nuk-
ledren Exosomkomplex war bis vor Kurzem
nicht verstanden. Basierend auf Sequenz-
konservierung kann das Protein in eine
N-terminale, eine mittlere und eine C-ter-
minale Domédne eingeteilt werden. Unter
Verwendung von biochemischen Ansatzen
in Kombination mit Rontgenkristallogra-
phie konnten wir und die Gruppe von Chris-
topher Lima zeigen, dass Mpp6 mit seiner
mittleren Domédne an Rrp40, einer Unter-
einheit des oberen Ringsystems des Exo-
soms, bindet [14, 15]. Dabei bildet ein
Bereich der mittleren Domdne von Mpp6
einen B-Strang, der sich an ein bereits aus-
gebildetes B-Faltblatt von Rrp40 anlagert
(Abb. 3A).

Interessanterweise wurde kirzlich
gezeigt, dass bei Patienten, die an einer neu-
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A Abb. 2: Kofaktoren des Exosoms. A, im Zytoplasma. B, im Zellkern.

rodegenerativen Erkrankung leiden, Muta-
tionen im humanen Ortholog von Rrp40 vor-
liegen [5]. Eine dieser Mutationen wird durch
den Austausch eines konservierten Trypto-
phans (in Hefe Trp195) zu einem Arginin ver-
ursacht [5] und befindet sich ganz in der Nahe
der Mpp6-Bindetasche (Abb. 3B). Wir haben
den Effekt dieser Mutante auf das menschli-
che Exosom untersucht und konnten zeigen,
dass die Bindung des humanen MPP6-Pro-
teins an das mutierte Exosom geschwicht ist
[14]. Dies konnte eine mechanistische Erkla-
rung fiir den Einfluss dieser Mutation auf die
Funktionen des nukledren Exosoms sein. Bis
jetzt konnten wir aber noch nicht abschlie-
Bend kléaren, ob durch die Mutation lediglich
die Bindung an MPP6 reduziert ist oder ob

auch weitere Proteine diese Bindestelle ver-
wenden konnen. Weiterhin konnten wir zei-
gen, dass Mpp6 am N-Terminus eine zweite
Protein-Protein-Interaktionsregion besitzt, die
fiir die Bindung der Helikase Mtr4 wichtig ist
[14]. Das Exosom im Zellkern besitzt somit
insgesamt zwei Bindestellen fiir Mtr4: Die
eine liegt, wie oben beschrieben, auf dem
Rrp6-Rrp47-Komplex und die zweite auf
Mpp6. Beide Stellen sind notwendig, um Mtr4
stabil an das Exosom zu binden und einen
effizienten RNA-Abbau zu gewahrleisten [14].
Mpp6 nimmt im Zellkern somit — dhnlich wie
das zytoplasmatische Protein Ski7 — die Funk-
tion eines Adapterproteins ein, das die Wech-
selwirkung der Helikase mit dem Exosom
unterstiitzt.

Ausblick

Strukturell sind sowohl die einzelnen Bau-
steine des Exosoms als auch die zytoplasma-
tischen und nukleédren Kofaktoren zum GroB-
teil gut verstanden. In der Zukunft wird es
vor allem darum gehen, das Zusammenspiel
des Exosoms mit den Kofaktoren, insheson-
dere mit den Helikasen, strukturell und
mechanistisch zu verstehen.

Ein weiteres molekulares Detail, das es zu
verstehen gilt, ist, wie das Exosom verschie-
dene RNA-Substrate erkennt und zwischen
ihnen unterscheidet. Wahrend einige RNAs
vollstandig abgebaut werden miissen, bediir-
fen andere RNAs nur préiziser Prozessierung.
Da bisher zur Strukturanalyse lediglich syn-
thetische RNAs als Modellsubstrate verwen-
det wurden, werden wir in Zukunft Komplexe
des Exosoms mit ,natiirlichen“ RNA-Sub-
straten, wie z. B. tRNAs oder Pra-Ribosomen,
untersuchen. Die bahnbrechenden Fort-
schritte im Bereich der Kryo-Elektronen-
mikroskopie ermoglichen nun auch struktu-
relle Untersuchungen von groBen makromo-
lekularen Komplexen, die bislang fiir eine
Analyse durch Rontgenkristallographie nicht
geeignet waren.
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A Abb. 3: Struktur des Exosom-Mpp6-Komplexes aus Saccharomyces cerevisiae. Die Struktur ist als Bandermodell dargestellt. Mpp6 ist in Tirkis
gezeigt, die weitere Farbgebung entspricht derjenigen in Abb. 1. A, Frontansicht des Exosom-Mppé-Komplexes. B, VergroBerung der Mpp6-

Bindetasche.
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