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Darmlose Oligochaeten sind kleine Meereswürmer von 1–2 cm Länge und
0,2 mm Durchmesser, die weder Mund noch Darm noch Nephridien besit-
zen. Stattdessen beherbergen sie bakterielle Endosymbionten, die die
Funktion des Verdauungs- und Exkretionssystems übernommen haben.
Erste physiologische und morphologische Studien deuteten darauf hin,
dass diese Symbiose auf Chemoautotrophie beruht[1].

ó Die Symbionten versorgen dabei den
Wurm mit Nahrung, indem sie reduzierte
anorganische Schwefelverbindungen als Ener-
giequelle nutzen, um Kohlendioxid in orga-
nische Stoffe zu fixieren. Inzwischen wissen
wir, dass nur ein Teil der symbiontischen
Population Schwefeloxidierer sind und dass
eine Vielzahl weiterer Bakterienarten mit
zum Teil sehr unterschiedlichen Stoffwech-
selwegen als Symbionten in den Würmern
lebt. Dies ist ungewöhnlich, da in den meisten
bisher beschriebenen chemoautotrophen
Symbiosen zwischen Wirbellosen und Bak-
terien nur ein bis zwei Symbiontenarten vor-
kommen.

Mehr als 100 darmlose Oligochaetenarten
sind weltweit in marinen Sedimenten

bekannt. Die bakteriellen Symbionten dieser
Würmer liegen extrazellulär in einer Schicht
unter der Wurmkutikula zwischen Ausläu-
fern der epidermalen Zellen (Abb. 1). Durch
molekularbiologische Verwandtschaftsana-
lysen und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
konnten wir nachweisen, dass diese Wirte bis
zu sechs bakterielle Symbiontenarten beher-
bergen können (Abb. 2)[2–4]. Trotz dieser
hohen Diversität ist die Symbiose obligat und
spezifisch, sodass alle Individuen einer Wirts-
population mit denselben dominanten Bak-
terienarten assoziiert sind.

Darmlose marine Würmer

Symbiosen mit mikrobiellen
Konsortien

˚ Abb. 1: Querschnitt durch den darmlosen
Oligochaeten Olavius algarvensis mit fluo-
reszenzmarkierten sulfidoxidierenden (Grün)
und sulfatreduzierenden (Rot) Symbionten.
A, Übersicht; B, Ausschnitt[8].

˚ Abb. 2: Phylogenie der Symbionten darmloser mariner Oligochaeten basierend auf 16S rRNA-
Sequenzen[1].

600_621.qxd  20.09.2006  9:06 Uhr  Seite 600



Alle bisher untersuchten darmlosen Oligo-
chaeten leben in Symbiose mit einem γ-Pro-
teobakterium, das mit freilebenden schwefel-
oxidierenden Bakterien wie dem phototro-
phen Allochromatium vinosum verwandt ist
(Abb. 2). Diese γ-1-Symbionten aus verschie-
denen Wirtsarten sind phylogenetisch eng
verwandt. Durch ultrastrukturelle, immun-
histochemische[5] und molekularbiologische
Untersuchungen[3, 4, 6] wurde der thioauto-
trophe Charakter (schwefeloxidierender, CO2-
fixierender Stoffwechsel) der γ-1-Symbionten
bestätigt.

Neben den γ-1-Symbionten beherbergen
manche Wirtsarten ein zweites γ-Proteobak-
terium und bis zu drei verschiedene δ-Prote-
obakterien, während andere mit α-Proteo-
bakterien assoziiert sind (Abb. 2)[3, 7]. Auch
Spirochaeten kommen in manchen Wirtsarten
vor[2, 4, 7]. Diese phylogenetische Diversität
der Symbionten weist auf eine hohe physio-
logische Diversität dieser Bakterien hin, mit
ungewöhnlichen oder bislang noch nicht
bekannten symbiotischen Interaktionen. So
wurde zum Beispiel in der Wirtsart Olavius

algarvensis eine neuartige Form von Syntro-
phie entdeckt[8].

In diesem Wurm von der Küste Elbas
(Abb. 3) sind die δ-proteobakteriellen Sym-

bionten Sulfatreduzierer, die oxidierte Schwe-
felverbindungen wie Sulfat zu Sulfid verat-
men. Dieses intern produzierte Sulfid kann
von den sulfidoxidierenden Symbionten zur

˚ Abb. 3: A, Die Bucht von Sant’Andrea auf Elba, Italien. Die darmlosen Oligochaeten kommen in
den höchsten Konzentrationen neben den Seegraswiesen (dunkle Felder im Wasser) vor. B, Poren-
wasserextraktion für biogeochemische Untersuchungen des Wurmhabitates. C, Die darmlosen
Oligochaeten erscheinen durch die Reflektion von Speicherstoffen in ihren endosymbiontischen
Bakterien wie Polyhydroxybuttersäure und Schwefel weiß. (Foto: HYDRA/MPIMM/C. Lott, M.
Weber)
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autotrophen Fixierung von CO2 genutzt wer-
den. Auf den ersten Blick erscheint dieser
syntrophe Schwefelkreislauf als „perpetuum
mobile“. Zum Wachstum des Wurms und sei-
ner Symbionten müssen jedoch Energie-
quellen, wie im Porenwasser gelöste organi-
sche Stoffe, aus der Umgebung aufgenommen
werden (Abb. 4).

Darmlose Oligochaeten sind ein gutes Bei-
spiel für eine erfolgreiche Evolution mutua-
listischer Assoziationen mit mehreren Sym-
bionten: 1) Wirte, die sulfatreduzierende Bak-
terien als zusätzliche Symbionten aufneh-
men, können sich an Veränderungen in der
Umgebung – wie die Verfügbarkeit von Sulfid,
die stark schwanken kann, aber für den
γ-1-Symbionten essenziell ist – anpassen.
2) Die sulfidoxidierenden und sulfatreduzie-
renden Symbionten scheinen nicht um
Ressourcen zu konkurrieren, sondern profi-
tieren stattdessen bei deren Umsetzung von-
einander. Auch für die weiteren Symbionten
vermuten wir eine Aufteilung der Ressourcen,
bei der jeder Symbiont durch seine Substrat-
spezifität und -affinität eine Mikronische ein-
nimmt und so der mobilen Multisymbiose
Nutzen bringt. Denn bei seiner Wanderung
durch das Sediment passiert der Wurm Zonen
mit unterschiedlichen Substratangeboten
sowie Elektronendonatoren und -akzeptoren,
auf die sich die einzelnen Symbionten spezi-
alisiert haben könnten. Inzwischen haben wir
auch in anderen Tierarten, die in chemoau-
totropher Symbiose leben, wie Muscheln der

Gattung Bathymodiolus, Multisymbiosen mit
bis zu vier Phylotypen festgestellt[9].

Olavius algarvensis dient uns als Modell-
organismus zur Erforschung multipler Sym-
biosen. Dessen gerade fertig gestellte meta-
genomische Analyse lieferte die erste schlüs-
sige Rekonstruktion mehrerer bakterieller
Genome in einem eukaryotischen Wirt[6]. Die
hierbei ermittelten potenziellen Stoffwech-
selwege sollen nun mittels Proteomik und
Transkriptomik überprüft werden. Weiterhin
sollen ökologische Studien Aufschluss zu ent-
scheidenden Faktoren im Habitat und zur
Transmission (Übertragung) der Symbionten
liefern und so zu einem grundlegenden Ver-
ständnis dieser komplexen Assoziation bei-
tragen. ó
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˚ Abb. 4: Schematische Übersicht möglicher Symbioseinteraktionen in O. algarvensis: Die bei-
den Sulfidoxidierer (grün) nutzen die Energie aus der Oxidation reduzierter Schwefelverbindungen
zur Fixierung von CO2 in organische Stoffe. Die Sulfatreduzierer (rot) oxidieren organische Stoffe
oder Wasserstoff aus dem anaeroben Metabolismus des Wurmes oder der Umgebung mit Sulfat-
reduktion und produzieren Sulfid. Die Funktion des Spirochaeten ist noch unbekannt.

600_621.qxd  20.09.2006  9:06 Uhr  Seite 602



603

BIOspektrum |  06.06  |  12. Jahrgang

ANDREAS JANSSEN1, THOMAS LOENHARDT1, MATHIAS W. SEELIGER2 UND 

BERNHARD H.F. WEBER1

1INSTITUT FÜR HUMANGENETIK, UNIVERSITÄT REGENSBURG, 2UNIVERSITÄTS-

AUGENKLINIK, TÜBINGEN

Neurodegenerative Krankheitsprozesse in der menschlichen Netzhaut
führen in der Regel zu Visusminderungen, die häufig progredient zu irre-
versibler und vollständiger Erblindung fortschreiten. Intensive internatio-
nale Forschungsanstrengungen haben in den letzten Jahren weit reichen-
de Erfolge bei der Aufklärung der genetischen Ursachen erblicher Netz-
hautdystrophien erzielt. 

ó Bis heute konnten Mutationen in 116 defi-
nierten Genen ursächlich mit den unter-
schiedlichen Krankheitsbildern dieser kli-
nisch und genetisch heterogenen Gruppe von
Augenerkrankungen in Verbindung gebracht
werden. Die nächste große Herausforderung
besteht darin, diese Erkenntnisse in kausale
Therapieoptionen umzusetzen und dem
Patienten zeitnah zugänglich zu machen.

Am Beispiel einer gezielt generierten Maus-
mutante der juvenilen Retinoschisis (RS),
einer X-gebundenen rezessiven Retinopathie
des Kindesalters, kann unsere Arbeitsgruppe
erstmals zeigen, dass eine einmalige Anwen-
dung einer Genersatztherapie, die das intak-
te menschliche Retinoschisin-Gen in die
erkrankte murine Netzhaut einbringt, einen
anhaltenden Effekt für das Überleben der
Photorezeptoren und die Integrität der Netz-
hautstrukturen über die gesamte Lebens-
spanne der behandelten Tiere erzielt[1, 2]. RS
manifestiert typischerweise eine kongenitale
zystische Pathologie, die primär den zentra-
len Bereich der Netzhaut, die Makula, in Mit-
leidenschaft zieht. Die Prognose für einen
Visusverlust ist individuell sehr variabel, wird
jedoch stark von sekundären Komplikationen
beeinflusst, wie dem Auftreten von vitrealen
Blutungen, regionalen Netzhautablösungen
oder dem Entstehen eines neovaskulären
Glaukoms[3].

Der zugrunde liegende Gendefekt bei RS
konnte bereits 1983 auf den kurzen Arm des

X-Chromosoms kartiert werden[4]. Dies führ-
te über einen positionellen Klonierungsan-
satz 1997 schließlich zur Isolierung des
Krankheitsgenes[5]. Dieses kodiert für ein
Netzhaut-spezifisches Protein, das Retino-
schisin, welches von Photorezeptoren und
Bipolarzellen exprimiert und als homo-okta-
merischer Proteinkomplex sezerniert
wird[6, 7]. Signifikante Homologien bestehen
zwischen dem überwiegenden Teil des Pro-
teins und der so genannten Discoidin-Domä-
ne, die ursprünglich im Discoidin I Protein
des Schleimpilzes Dictyostelium discoidium
beschrieben wurde. Dieses Motiv ist bei einer
Reihe von sezernierten und membranständi-
gen Proteinen konserviert und an Prozessen
wie neuronale Entwicklung und zelluläre
Adhäsion beteiligt.

Über 120 individuelle krankheitsbezoge-
ne Mutationen im Retinoschisin-Gen sind bis
heute beschrieben[5, 8]. Die Mehrheit dieser
Mutationen führt zu einem nicht-funktio-
nellen Protein, das typischerweise im endo-
plasmatischen Retikulum zurückgehalten
und abgebaut wird[7]. Zur weiteren Aufklä-
rung der basalen Pathomechanismen bei RS
haben wir eine Mauslinie generiert, bei der
das Retinoschisin-orthologe Gen der Maus,
Rs1h, gezielt mithilfe eines Knock-out-Kon-
struktes inaktiviert wurde. Die Rs1h-defi-
ziente Maus zeigt deutliche pathologische
Gemeinsamkeiten zum menschlichen Krank-
heitsbild, wie beispielsweise eine typische

negative Antwort im Elektroretinogramm
(ERG), oder der Entwicklung zystischer
Strukturen in der inneren Retina, die von
einem massiver Apoptose der Photorezepto-
ren begleitet werden[9]. Somit stellt die Rs1h–
defiziente Maus ein ideales Modellsystem für
die Erprobung innovativer Therapieanwen-
dungen für dieses Krankheitsbild dar.

AAV-vermittelte Erhaltung von

Struktur und Funktion der Retinoschi-

sin-defizienten murinen Netzhaut

Ziel unserer Untersuchung ist es, die Wirk-
samkeit einer somatischen Genersatzthera-
pie in der Retinoschisin-defizienten murinen
Netzhaut zu erproben. Hierzu wurde das
menschliche Retinoschisin-Gen in Replika-
tions-defiziente Adeno-assoziierte Viren vom
Serotyp 5 (AAV5) unter der Kontrolle eines
murinen Opsinpromoters kloniert und in ein
Auge von 14 Tage alten Rs1h-defizienten Tie-
ren subretinal injiziert. Das zweite Auge wur-
de nicht injiziert und diente als interne Refe-
renz. Von den ursprünglich behandelten Tie-
ren (n = 17) konnte der individuelle Verlauf
der Erkrankung bei 5 Tieren bis zum 19.
Lebensmonat mittels nicht-invasiver Techni-
ken (z. B. ERG Messung) verfolgt werden. Die
gealterten Tiere wurden phänotypisch im
Detail charakterisiert.

Zu allen untersuchten Zeitpunkten, ins-
besondere jedoch bei den 19 Monate alten
Tieren zeigen sich sehr eindrucksvoll die
Effekte der AAV-RS1 Behandlung. Während
in histologischen/immunohistochemischen
Analysen der Fundus des jeweils nicht-
behandelten Auges das typische Bild einer
schwerwiegenden retinalen Degeneration
im Endstadium aufweist, ist das therapierte
Partnerauge morphologisch unauffällig und
entspricht in wesentlichen Charakteristika
dem Erscheinungsbild einer altersangepas-
sten Wildtyp-Maus (Abb. 1). So ist im unbe-
handelten Auge ein fast vollständiger Ver-
lust der Photorezeptoren zu erkennen, mit
der Konsequenz, dass die Zellen des retina-
len Pigmentepithels mit der inneren Netz-
haut in anomalen Kontakt kommen. Im

Gentherapie

Erhellende Langzeiteffekte am
Mausmodell der juvenilen Retinoschisis
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˚ Abb. 1: Kryo-Schnitte von Wildtyp, behandelten und unbehandelten Retinoschisin-defizienten
Tieren (Rs1hY/–) wurden mit Antikörpern gegen Rhodopsin (Rot) und Retinoschisin (Grün) gefärbt.
Die positive Rhodopsin-Färbung weist auf intakte Photorezeptoren und eine normale Prozessie-
rung des Chromophors in der behandelten Netzhaut hin. Die AAV-RS1 Behandlung führt zu einer
regulären Expression und Verteilung des Proteins in der gesamten Netzhaut. Die unbehandelte
Netzhaut des Partnerauges zeigt eine fortgeschrittene Degeneration der Photorezeptorzellen mit
vollständigem Verlust der äußeren nukleären Schicht (ONL). Distamycin-DAPI-Färbung markiert
Zellkerne blau.

˚ Abb. 2: Skotopische (dunkeladaptierte) elektroretinographische Netzhautantworten von
behandeltem (schwarze Linien) und unbehandeltem (rote Linien) Auge des gleichen Tieres in
Abhängigkeit von der Blitzintensität. Messwerte wurden bei 12 (links, PM12) und 19 Monate alten
Tieren (rechts, PM19) ermittelt. Die Antworten des therapierten Auges bleiben in etwa konstant,
während die des nicht behandelten Auges bei 19 Monaten postnatal praktisch verschwunden
sind.
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Gegensatz hierzu findet sich in histologi-
schen Schnitten behandelter Augen eine
intakte Struktur der retinalen Schichten. Die
äußeren Segmente der Photorezeptoren, die
entscheidend für die initialen Schritte im
visuellen Prozess sind, sind normal entwi-
ckelt, nicht unterscheidbar von einer alters-
angepassten Wildtyp-Morphologie. Immu-
nohistochemische Färbungen mit Antikör-
pern gegen Rhodopsin bestätigen die histo-
logischen Befunde und zeigen eine intakte
Prozessierung und Lokalisierung dieses
Chromophors in den Stäbchen-Photorezep-
toren. Dies lässt vermuten, dass somit auch
der Sehprozess in den behandelten Augen
regelrecht abläuft. Im Gegensatz hierzu fin-
det sich keinerlei Rhodopsin-Färbung im
unbehandelten Partnerauge der 19 Monate
alten Tiere (Abb. 1).

Wir haben weiterhin untersucht, inwieweit
die Visusfunktion von der Genersatzthera-
pie profitiert haben könnte. Als Methode der
Wahl wurde hier eine ERG-Messung bei 12
und 19 Monate alten Tieren durchgeführt
(Abb. 2). Diese Methode erfasst die elektri-
sche Reizweiterleitung der eintreffenden
Lichtreize durch die unterschiedlichen
Schichten der Netzhaut und kann zwischen
Beiträgen des Stäbchen- und Zapfensystems
differenzieren[10]. Ein Vergleich von behan-
delten und unbehandelten Augen offenbart
einen immer deutlicher werdenden Unter-
schied der Reizantworten im zeitlichen Ver-
lauf. Dies ist auf die Tatsache zurückzufüh-
ren, dass das behandelte Auge im Beobach-
tungszeitraum stabil bleibt, während die
ERG-Werte im unbehandelten Auge graduell,
bis hin zu nicht mehr messbaren Werten,
abnehmen (Abb. 2). Diese Befunde gelten
gleichermaßen für dunkel- (skotopisch) und
helladaptierte (photopisch, hier nicht gezeigt)
Messungen und deuten darauf hin, dass sich
der Therapieerfolg sowohl im Stäbchen- wie
auch im Zapfensystem der Netzhaut aus-
wirkt. Um neben einem relativen Vergleich
zwischen behandelten und unbehandelten
Augen auch ein absolutes Maß für die Ein-
schätzung der Therapieeffizienz zu haben,
wurden die ERG-Antworten der behandelten
Augen von Retinoschisin-defizienten Tieren
auch mit solchen von altersangepassten Wild-
typ-Tieren verglichen. Bei diesem Vergleich
waren die Werte der behandelten Augen nur
knapp geringer als die der Wildtypen, wobei
der Überlappungsbereich der Messungen
darauf hindeutet, dass etwa 50 % der inji-
zierten Augen im 90 % Normbereich der Kon-
trollaugen zu liegen kommen.
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Von der Retinoschisin-defizien-

ten Maus zum Patienten?

Seit Jahrhunderten strebt die Medizin
nach Heilung von pathologischen
Zuständen, wobei dieser uralte Traum
oft genug der Realität einer rein pallia-
tiven Symptombehandlung weichen
muss. Heute halten wir jedoch innova-
tive Werkzeuge in Händen, die in Ver-
bindung mit einem stetig wachsenden
Wissen um die molekularen Ursachen
von Erkrankungen Hoffnungen wecken,
dass sich dieser Traum doch noch in
nicht allzu ferner Zukunft erfüllen
könnte. In der vorliegenden Studie
konnten wir am Mausmodell der X-
gebundenen juvenilen Retinoschisis
zeigen, dass ein einziger Behand-
lungszyklus eines AAV-vermittelten
Genersatzes ausreichend ist, um effek-
tiv eine progrediente Zerstörung der
Netzhaut – ansonsten eine unvermeid-
liche Konsequenz dieser Erkrankung –
für die gesamte Lebensspanne der
behandelten Tiere zu verhindern. Dies
kommt einer kurativen Option zur Hei-
lung der RS Erkrankung ein Stück
näher, wenn auch vorerst nur im Maus-
modell. Viele Fragen bedürfen hierbei
ohne Zweifel noch unserer Aufmerk-
samkeit, dies ist jedoch ein erster sehr
viel versprechender Schritt, um diesen
Behandlungsansatz auch als Option für
menschliche Patienten mit dieser
Erkrankung in Erwägung zu ziehen.
ó
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Es gibt viele mögliche Ansätze, um die Funktion eines Proteins in vivo
selektiv zu hemmen und so seine Funktion zu erforschen. Diese reichen
von der Einführung einer inaktivierenden Mutation über die Depletion des
Proteins innerhalb der Zelle durch RNAi bis zur Inaktivierung durch Anti-
körper. In den letzten Jahren hat ein neuer Ansatz immer größere Verbrei-
tung gefunden, die chemische Biologie. 

ó Dabei handelt es sich um die Erforschung
der Funktion von Proteinen sowohl in vitro
als auch im zellulären Kontext mithilfe von
niedermolekularen organischen Verbindun-
gen. Weitere Bezeichnungen, die im Grunde
das Gleiche bedeuten, sind „chemical geno-
mics“, „biological chemistry“ oder „chemical
genetics“.
Diese Methode bietet viele Vorteile:
• Durch die Verwendung niedermolekularer

Verbindungen kann die Aktivität eines
bestimmten Proteins zeitlich sehr genau
kontrolliert werden. Innerhalb weniger
Minuten nach Zugabe der Substanz ist das
Zielprotein inaktiv, ebenso schnell nach
Auswaschen der Substanz ist es wieder
aktiv. Dies ermöglicht kinetische Untersu-
chungen, die mit klassischen Methoden
nicht möglich wären.

• Die Methode ist sehr schonend. Im Falle
einer hochspezifischen Substanz treten die
für andere Methoden typischen „off-target“
Effekte (z. B. durch die sonst notwendige
Transfektion) nicht auf. Zudem bietet die-
ser Ansatz die Möglichkeit, mit einer Sub-
stanz die Funktion homologer Proteine in
unterschiedlichen Spezies zu untersuchen.

Die chemische Biologie hat sich innerhalb der
akademischen Forschung erst in den letzten
Jahren etabliert, nachdem der technologische
Fortschritt die Synthese von Bibliotheken che-
mischer Verbindungen beschleunigt[1] und
die automatisierte Analyse von systemati-
schen Screens zur Identifizierung der wirk-
samen Substanzen möglich gemacht hat.

Das Konzept ist jedoch nicht neu. Biologen
verwenden schon lange „small molecules“,

um die Zellfunktion zu untersuchen. Beispiele
wären die Verwendung von Nocodazol, Taxol
oder Colcemid zur Beeinflussung der Mikro-
tubulipolymerisation[2].

Ein chemisch-biologisches Projekt besteht
aus vier Phasen:
• Auswahl oder Generierung einer Bibliothek

niedermolekularer Verbindungen
• Screening dieser Bibliothek im gewählten

System nach dem gewünschten Effekt
• Weitere Tests zum Nachweis der Spezifität

oder zur Identifizierung des Zielmoleküls
• Untersuchung der Funktion des Zielmole-

küls mithilfe der gefundenen Substanzen

Die Vorgehensweise der chemischen Biologie
ist stark an die klassischer genetischer
Screens angelehnt, mit dem Unterschied, dass
Mutationen durch die Wirkung niedermole-
kularer Verbindungen ersetzt werden. Somit
gibt es, ebenso wie in der klassischen Gene-
tik, eine „forward“ und eine „reverse“-Scree-
ningstrategie (Abb. 1).

„Reverse chemical genetics“

Hier geht man von einem bestimmten Pro-
tein (oder, allgemeiner gesagt, „target“, daher
auch „target oriented approach“) aus, dessen
Funktion man mit einem organischen Mole-
kül beeinflussen möchte. Dazu isoliert man
das Protein und konzipiert einen Assay, mit-
hilfe dessen man die Proteinaktivität bestim-
men kann. Dieser sollte für hohen Durchsatz
geeignet und die Messung daher technolo-
gisch nicht sehr aufwändig sein. Oft verwen-
det man auf Farbreaktionen basierende enzy-
matische Assays. Mithilfe dieses Assays wird
getestet, ob die zur Verfügung stehenden Ver-

bindungen die Aktivität eines bestimmten
Proteins oder dessen Interaktion mit einem
anderen beeinflussen kann. Meist werden
Zehn- bis Hunderttausende Verbindungen
aus einer Bibliothek getestet. Findet man ein
Molekül, das die gewünschte Aktivität auf-
weist, ist es unabdingbar zu überprüfen, ob
die Wirkung dieses Moleküls spezifisch für
das untersuchte Protein ist. Schließlich ver-
wendet man die gefundenen Substanzen
dazu, die Funktion des betreffenden Proteins
in Zellen oder in einem Organismus zu unter-
suchen.

„Forward chemical genetics“

In diesem Fall geht man den umgekehrten
Weg. Man entwickelt einen Assay, bei dem
man nach einem bestimmten Defekt in Zellen
oder einem ganzen Organismus sucht („phe-
notype based screen“). Nachdem geeignete
bioaktive Substanzen identifiziert worden
sind, kann mit der Suche nach dem zellulären
Zielprotein begonnen werden.

Beide Ansätze haben Vor- und Nachteile.
Beim „reverse“-Ansatz sucht man gezielt nach
Verbindungen, welche die Funktion eines
bestimmten Proteins modulieren. Beim „for-
ward“-Ansatz ist die Anzahl der potenziellen
Zielmoleküle deutlich größer, da nach Inhi-
bitoren gesucht wird, die auf einen bestimm-
ten zellulären Prozess mit einer Vielzahl an
beteiligten Proteinen abzielen. Im Vergleich
zum „reverse“-Ansatz erhöht daher die Suche
nach zellulären Phänotypen die Trefferquo-
te und selektiert per se nach membrangängi-
gen, bioaktiven Verbindungen. Oft stellt die
nachträgliche Identifizierung des zellulären
Zielmoleküls aber eine große technische Hür-
de dar.

Variationen

Abgesehen von den oben erwähnten zwei
Grundkonzepten gibt es viele Varianten. Ein
Beispiel für eine Abwandlung der „reverse“-
Strategie wäre die „bump and hole“-Strate-
gie[3], die v. a. im Labor von Kevan Shokat ent-
wickelt wurde, um Kinasen spezifisch zu inhi-
bieren. Aufgrund der hohen Ähnlichkeit der
ATP-Bindungstaschen innerhalb der Protein-
kinasefamilie weisen zahlreiche Inhibitoren,
welche kompetitiv zu ATP wirken, eine ein-

Small Molecules

Chemische Biologie
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geschränkte Spezifität bezüglich einer Kina-
se auf. Um dieses Problem zu umgehen, ver-
größert man durch genetische Manipulatio-
nen die ATP-Bindungstasche („hole“) der zu
untersuchenden Kinase so, dass diese aber
nicht andere unveränderte Kinasen durch ein
vergrößertes Derivat („bump“) des ursprüng-
lichen Kinaseinhibitors inhibiert werden kön-
nen. Es ist also ein klassischer „reverse“-
Ansatz, bei dem man aber die initiale Scree-
ningphase durch eine neue Strategie über-
springt. Diese Methode wurde so weit verfei-
nert, dass sie prinzipiell für jede Kinase
anwendbar ist[4]. Mithilfe dieser Methode war
es möglich, sogar im genetisch bereits sehr
gut untersuchten Modellorganismus Hefe
neue Erkenntnisse über den Zellzyklus zu
gewinnen[4].

Anwendungsgebiete und Beispiele

Die chemische Biologie wird mittlerweile für
die funktionelle Untersuchung vieler unter-
schiedlicher Proteinklassen verwendet, wobei
die schnelle und meist reversible Wirkungs-
weise niedermolekularer Verbindungen für
den Erfolg der chemischen Biologie verant-
wortlich ist. Ein Beispiel hierfür ist die Ver-
wendung des „bump and hole“-Ansatzes für
die Untersuchung der Geschmacksempfin-
dung bei Mäusen[5]. So haben Zhao et al. einen
veränderten κ-Opioidrezeptor in Mäusen
exprimiert, der nur durch einen syntheti-
schen Liganden, Spiradolin, stimulierbar ist
und der nicht auf endogene Opioide reagiert.
Dieser Rezeptor wurde unter der Kontrolle
eines induzierbaren Promotors in jenen Zel-
len exprimiert, welche auch die physiologi-
schen Geschmacksrezeptoren exprimieren.
Sie beobachteten, dass die Mäuse mit dem
modifizierten Opioidrezeptor, welcher die glei-
chen Signalwege aktiviert wie die endogenen
Geschmacksrezeptoren, durch Spiradolin in
ähnlicher Weise wie z. B. von süßen Sub-
stanzen angezogen wurden. Daraus schlos-
sen sie, dass die Verhaltenskomponente, die
mit gustatorischer Empfindung verknüpft ist,
durch die Zellen vermittelt wird und rezep-
torunabhängig ist.

Ein beeindruckendes Beispiel für den „for-
ward“-Ansatz ist die Identifizierung von
Nemadipine-A als spezifischen Inhibitor eines
spannungsabhängigen Kalziumkanals[6]. In
einem Screen mit 14.300 Substanzen konnten
Kwok et al. das Molekül Nemadipine-A iden-
tifizieren, das in C. elegans einen Phänotyp
mit Wachstumsdefekten (Vab) und Defekten
beim Legen von Eiern (Egl) verursachte. Mit-
hilfe eines zweiten, diesmal genetischen

Screens nach Mutationen, die den Nemadi-
pine-A-induzierten Phänotyp aufheben kön-
nen, identifizierten sie schließlich das egl-19
Gen, welches für den Kalziumkanal kodiert
(Abb. 2, 3). Mithilfe von Nemadipine-A konn-
ten sie zeigen, dass die Funktion von EGL-19

und die Funktion der zwei übrigen α1-Unter-
einheiten von spannungsabhängigen Kalzi-
umkanälen, die im C. elegans-Genom zu fin-
den sind, für das Legen von Eiern redundant
sind. Die Untersuchung dieser Fragestellung
mit klassischen genetischen Methoden allein

˚ Abb. 1: Gegenüberstellung von genetischen und chemisch-biologischen Ansätzen. Ein rein
genetischer „forward“-Screen verwendet die zufällige Mutagenese anstatt der Compounds, um
die Genaktivität zu modulieren. Vom induzierten Phänotyp ausgehend folgt die Identifizerung
jener Gene, deren Mutation den gewünschten Phänotyp verursacht. Bei der genetischen „rever-
se“-Strategie mutiert man ein zu untersuchendes Protein und exprimiert es im gewünschten zellu-
lären System. Es folgt die Untersuchung des Phänotyps. Für Erklärungen zu den chemisch-biologi-
schen Strategien siehe Text.
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˚ Abb. 2: Nemadipine-A verursacht Wachstumsstörungen. C. elegans-Larven, welche mit Nemadipine-
A behandelt wurden (A) oder eine verminderte egl-19-Genexpression aufweisen (B), leiden beide an
Wachstumsstörungen (so genannter Vab-Phänotyp). C, eine Larve mit physiologischem Phänotyp
(DMSO-Kontrolle)[6].
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wäre nicht möglich gewesen, da egl-19 hypo-
morphe Würmer überhaupt keine Eier legen
können. Mithilfe von Nemadipine-A lässt sich
die Aktivität von EGL-19 zu einem exakt defi-
nierten Zeitpunkt abschalten.

Es wird auch versucht, chemisch-biologi-
sche Strategien für die Inhibition von Protein-

Protein-Interaktionen zu verwenden. So
wandten Berg et al. eine klassische reverse-
Screening-Strategie an und fanden in einem
auf Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) basierenden Screen Inhibitoren der
Interaktion des Onkogens Myc mit Max[7].
Diese zwei Proteine müssen als Dimer vor-
liegen, damit Myc seine onkogene Aktivität
entfalten kann. Die Autoren konnten schließ-
lich zeigen, dass zwei der gefundenen Inhi-
bitoren mit der onkogenen Transformation
von Hühnerzellen durch Myc interferieren.

Aufgrund der immer ausgereifteren (und
billigeren) Technologie zur Generierung von
Substanzbibliotheken und zur Durchführung
automatisierter Screens wird sich die chemi-
sche Biologie in der Zukunft als eigenständi-
ge Disziplin innerhalb der akademischen For-
schung etablieren können. Für den breiten
Erfolg dieses Forschungszweiges wird es
jedoch notwendig sein, die Strategien zur Tar-
getidentifizierung und Sicherung der Spezi-
fität bioaktiver Substanzen noch zu verbes-
sern. Dass dies noch relativ schwierig ist,
merkt man daran, dass die Arbeiten, die auf
elegante Weise die chemische Biologie mit
klassischen biologischen Ansätzen kombi-
nieren und wirklich neue Erkenntnisse lie-
fern, noch relativ selten sind und die „proof
of principle“-Arbeiten in der Literatur bei wei-
tem überwiegen. Die chemische Biologie
ermöglicht es aber, ähnlich wie RNAi basier-
te Screens, als Ergänzung zu den klassischen
Werkzeugen des Biologen, Probleme zu lösen,
die bis jetzt nicht zugänglich waren. ó
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˚ Abb. 3: Egl-19 beeinflusst das Eierlegeverhal-
ten von C. elegans. Nemadipine-A behandelte
Würmer (C) tragen eine gegenüber der Kontrolle
(B) erhöhte Anzahl an Embryonen (Pfeile). Dersel-
be Defekt (Egl-Phänotyp) kommt auch bei Wür-
mern (E) mit verminderter egl-19 Genexpression
(D) vor. Würmer mit erhöhter egl-19-Genexpres-
sion legen konstitutiv Eier und weisen deshalb
nur wenige Embryonen auf. Sie sind außerdem
myoton und daher verkürzt. Durch Behandlung
dieser Würmer mit Nemadipine-A (F) werden die
Defekte rückgängig gemacht[6].

AUTOREN
Thomas Mayer 
(Jahrgang 1968) studierte Biolo-
gie an der Universität Heidel-
berg und promovierte 1998 bei
Stefan Jentsch am Zentrum für
Molekulare Biologie der Univer-
sität Heidelberg. Während sei-
nes Postdoc-Aufenthaltes an der
Harvard University bei Stuart
Schreiber und Timothy Mitchi-
son identifizierte er Monastrol,
den ersten membrangängigen
Inhibitor für ein mitotisches Mo-
torprotein. Seit 2002 leitet er
eine Emmy-Noether-Forschungs-
gruppe am Max-Planck-Institut
für Biochemie in Martinsried
und befasst sich weiterhin mit
der Inhibition mitotischer Protei-
ne mit niedermolekularen Ver-
bindungen.

Stefan Florian
(geboren 1979) studierte
Humanmedizin in Innsbruck und
Wien. Von 2002 bis 2006 arbei-
tete er im Bereich der Leukämie-
und Mastozytoseforschung im
Labor von Peter Valent am AKH
Wien. Seit 2006 ist er Dokto-
rand in der Arbeitsgruppe von
Thomas Mayer am Max-Planck-
Institut für Biochemie in Mar-
tinsried.

Stefan Hümmer
(geboren 1979), studierte
Biologie an der Universität
Regensburg und Würzburg.
Seine Diplomarbeit fertigte
er 2004 in der Arbeitsgrup-
pe von Thomas Mayer an.
Die 2004 begonnene Promo-
tion als Stipendiat des
„Fonds der Chemischen In-
dustrie“ beschäftigt sich mit
der Identifizierung niedermo-
lekularer Verbindungen zur
funktionellen Untersuchung
mitotischer Proteine

600_621.qxd  20.09.2006  9:06 Uhr  Seite 608



609WISSENSCHAFT ·  SPECIAL:  RNA-TECHNOLOGIEN

BIOspektrum |  06.06  |  12. Jahrgang

Special:

Neben der Vielzahl zellulärer Proteine rücken immer wieder RNA-
Moleküle ins Rampenlicht aktueller Forschung und vervollständigen
das mechanistische Bild zellulärer Prozesse. Natürlich sind RNA-
Moleküle wichtige Informationsträger in Transkription und Translation,
neuerdings machen sie jedoch als Katalysatoren, Strukturelemente in
Enzymen und als Regulatoren in Signalwegen besonders von sich
reden. Das Special dieser Ausgabe bietet ihnen auf den folgenden
Seiten einen Überblick über die neuesten Entwicklungen in den viel
versprechenden „RNA-Technologien“.

Grafik: Richard Wombacher, Universität Heidelberg
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Nach der Sequenzierung der menschlichen Erbsubstanz stehen die bio-
medizinischen Wissenschaften nun vor der Aufgabe, die Funktion der im
Erbgut kodierten Faktoren zu entschlüsseln. Trotz erheblicher Anstren-
gungen sind die molekularen Funktionen von einem Großteil der mensch-
lichen Genprodukte unbekannt. Die systematische Identifizierung einzel-
ner Faktoren, sowie ihre Interaktion in zellulären Netzwerken, sind sowohl
für die Grundlagenforschung als auch für die Wirkstoffentwicklung von
herausragender Bedeutung.

ó Aus diesem Grund werden Methoden ent-
wickelt, welche eine funktionelle Charakte-
risierung auf schnelle Weise erlauben. Gene-
tische Studien mittels RNA-Interferenz ermög-
lichen eine genspezifische Analyse, die auch
automatisiert im Hochdurchsatzverfahren
anwendbar ist.

RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAi) wird durch das Ein-
bringen von doppelsträngigen RNA-Molekü-
len induziert, welche den sequenzspezifi-
schen Abbau von komplementärer „messen-
ger RNA“ (mRNA) bewirken (Abb. 1). Ent-
deckt wurde RNAi im Jahr 1998 durch Fire
und Mello[1]. Sie zeigten, dass lange doppel-
strängige RNA (dsRNA), die künstlich in den
Fadenwurm C. elegans eingebracht wurde,
zum Abbau der endogenen mRNA und somit
zum Verlust des korrespondierenden Proteins
führte.

Der Einsatz von RNAi zur Unterdrückung
von mRNA-Transkripten in höheren Orga-
nismen mittels langer dsRNA war lange Zeit
durch die Induktion einer unspezifischen
Interferonantwort limitiert. Dieses Problem
lässt sich durch den Einsatz kleiner 19–22
Basenpaar (bp) langer dsRNA-Moleküle, den
„small interfering RNAs“ (siRNAs)[2] oder den
„short hairpin RNAs“ (shRNAs)[3], umgehen.

In den letzten Jahren wurden sowohl von
akademischen Forschungsgruppen als auch
von kommerziellen Anbietern Bibliotheken
von RNAi-Reagenzien generiert, welche aus
chemisch synthetisierten siRNAs, oder aus
shRNAs exprimierenden viralen Vektoren
bestehen und die gegen nahezu jedes Gen im
menschlichen Genom gerichtet sind[4]. Da die
Effizienz von siRNAs sehr stark variiert, ist
eine mehrfache Abdeckung jedes Gens not-
wendig.

RNAi und Zell-basierte Assaysysteme

Während in Hochdurchsatz-Screenings für
neue Wirkstoffe häufig biochemische Assays
zum Einsatz kommen, werden für RNAi-
Screenings zelluläre Assays verwendet, die
hochsensitiv und selektiv zelluläre Funktio-
nen messen können. Eine typische Anwen-
dung ist die Untersuchung von Signalwegen,
die zum Beispiel für Differenzierungspro-

Funktionelle Genomik

Genomweite RNAi-Screens

˚ Abb. 1: Mechanismus der RNA-Interferenz. Von Plasmiden transkribierte „small hairpin“ RNAs
(shRNAs) werden durch das Enzym Dicer zu „small interfering“ RNAs (siRNAs) prozessiert. Dabei
handelt es sich um 19–21 Nukleotid RNA Doppelstränge mit symmetrischen 2–3 Nukleotid 3’
Überhängen und 5’ Phosphatgruppen. Die siRNAs bilden zusammen mit zellulären Proteinen den
RISC (RNA Induced Silencing Complex)-Komplex. Der RISC-Komplex mit dem perfekt komplemen-
tären siRNA Gegenstrang bindet an die Boten-RNA (mRNA). Die gespaltene mRNA wird dann
durch Nukleasen abgebaut und kann nicht translatiert werden.
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zesse, für die Teilung von Zellen oder den pro-
grammierten Zelltod notwendig sind. Mittels
genomweiter RNAi-Screenings können neue,
noch unbekannte Komponenten identifiziert
und in Folgeexperimenten charakterisiert
werden. Ein Reportersystem für Signalwege
verwendet hierzu Fluoreszenz- oder Lumines-
zenz-basierende Reporter und Auslesever-
fahren. Signalwegs-spezifische Reportersys-
teme bestehen häufig aus Bindungsstellen
für Transkriptionsfaktoren, zum Beispiel
NFκB, die einem Gen für Luciferase vorge-
schaltet werden. Wird der Signalweg in Zellen
aktiviert, die dieses Reportersystem stabil
oder transient führen, bindet der NFκB-Trans-
kriptionsfaktor und führt zu einer Expres-
sion der Luciferase, die sich unter Verwen-
dung von Plattenlesegeräten messen lässt.
Mittels RNAi-Screens lassen sich nun genom-
weit Gene „ausschalten“ und bestimmen, wel-
che zellulären Faktoren für die Signalver-
mittlung im NFκB-Signalweg verantwortlich

sind. Solche und ähnliche Screening-Verfah-
ren wurden erfolgreich in Drosophila-Zellen
angewendet, um eine Reihe von konservierten
Signalwegen zu untersuchen[5, 6, 7].

Komplexere Reportersysteme ermöglichen
das gleichzeitige Erfassen einer Vielzahl von
zellulären Parametern, zum Beispiel durch
den Einsatz automatisierter Mikroskopie[8, 9].
Diese „High-Content-Systeme“ können auch
zur Untersuchung der Interaktion von Patho-
genen mit ihren Wirtszellen eingesetzt wer-
den.

Durchführung von Hochdurchsatz

RNAi-Experimenten in human Zellen

Der Fokus zu Beginn eines genomweiten
RNAi-Experiments liegt auf dem Transfer des
Assays in ein Format, das zum Screening im
Hochdurchsatzformat geeignet ist. Hierzu
gehört eine Miniaturisierung auf hochdichte
Platten (üblicherweise 384-well Platten), eine
Automatisierung durch Pipettierroboter, und

¯ Abb. 2: Grundlegen-
de Arbeitsschritte eines
genomweiten RNAi-
Experiments (siehe Text
für Details).

˚ Abb. 3: Analyseebenen eines RNA-Interferenzexperiments. Die Verwendung spezieller Software
(cellHTS, Spotfire Decisionseite) ermöglicht die Auswertung aller untersuchten Multititerplatten sowie
die farbliche Darstellung von positiven und negativen Regulatoren, die das jeweilige Reportersystem
beeinflussen (linke Teilabbildung). Die Reproduzierbarkeit des Screening-Ergebnisses einer Multititer-
platte lässt sich durch die Verwendung von Replikaten und Darstellung der Werte in einem Scatterplot
(Mitte) beurteilen. In diesem werden die Werte einer Screeningplatte gegen das korrespondierende
Wertepaar des Duplikats aufgetragen. Eine weiterführende Analyse auf Einzelzellebene ermöglichen
High-Content Systeme (rechte Darstellung) unter Verwendung von Immunfluoreszenz und automati-
sierter Mikroskopie.
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eine Überprüfung des experimentellen
Ansatzes mittels positiver und negativer Kon-
trollen. Eine Automatisierung ist nicht nur
aufgrund der Anzahl der zu untersuchenden
Gene notwendig, sondern sie ermöglicht
außerdem ein hohes Maß an Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit, ein für die Qualität der
Screens entscheidender Faktor. In einem der
ersten Schritte wird das Reportersystem
zumeist unter Verwendung einer begrenz-
ten Anzahl von Proben einer funktionellen
Klasse, z. B. einem gegen Kinasen gerichte-
ten Set an siRNAs, getestet. Solche Pilot-
screens dienen außerdem der Entwicklung
und Optimierung eines automatisierten
Ablaufes.

Ein Beispiel eines genomweiten RNAi-
Screens ist in Abbildungen 2 und 3 gezeigt.
Hier wurden 86.000 siRNAs (siGenome, Dhar-
macon, USA), die gegen ca. 21.500 menschli-
che Gene gerichtet sind, für Zellprolifera-
tionsphänotypen durchmustert. Hierfür wur-
den in unserem Labor HeLa-Zellen in 384-
Lochplatten mit Pools von jeweils vier siRNAs
transfiziert und für 72 Stunden inkubiert.
Unter Verwendung von liposomalen Trans-
fektionsmitteln erfolgt eine „Reverse Trans-
fektion“ der Zellen mit der jeweiligen siRNA.
Die Dauer der Genexpressionshemmung
mittels siRNA und der Zeitpunkt der Analy-
se sind sowohl vom experimentellen Ansatz,
d. h. vom verwendeten Zelltyp, als auch vom
Reporterassay abhängig. In der Regel erfolgt
die Expressionshemmung über einen Zei-
traum von 48–96 Stunden. Abschließend
erfolgt die Auswertung des Experimentes
durch Auslesen des Reportersignals und einer
Computer-unterstützten Analyse des Daten-
satzes. In dem hier gezeigten Experiment,
wurden genomweit Faktoren identifiziert, die
für die Zellproliferation in HeLa-Zellen not-
wendig sind.

Analyse von HTS-Daten

Um die Daten, die Hochdurchsatzscreens pro-
duzieren, verarbeiten zu können, ist es nötig,
Methoden der Bioinformatik einzusetzen. Die-
se ermöglichen die Identifizierung von poten-
ziellen Kandidaten und dienen auch der Qua-
litätskontrolle. Eine wichtige Größe, die die
Qualität eines Screens beschreibt, ist der Z’-
Faktor, in dessen Berechnung sowohl der
dynamische Bereich des Screens, als auch die
Variabilität der Daten bezogen auf die ver-
wendeten Positiv- und Negativkontrollen ein-
geht. Des Weiteren lassen sich versuchstech-
nische Effekte aufzeigen und korrigieren.
Meistens handelt es sich dabei um erhöhte
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Validierung von Datensätzen

Eine Problematik des Einsatzes von siRNAs
sind „off-target“-Effekte, die sequenzabhän-
gig und -unabhängig entstehen können und
sich mit bioinformatischen Methoden häufig
nicht vorhersagen lassen. Ein durch mehrere
unabhängige siRNAs reproduzierbarer Phä-
notyp gilt als Bestätigung für die Spezifität
der gewählten siRNA-Sequenzen für das
jeweilige Zielgen. Ein weiterer Hinweis für
die Effizienz des Knock-downs sollte durch
den Einsatz von Sekundärassays wie quanti-
tativer PCR (qPCR) und Western Blot erbracht
werden. Die stringenteste Kontrolle für die
Validität eines RNAi-Phänotyps ist ein „res-
cue“-Experiment. Dabei wird der RNAi-Phä-
notyp revertiert, indem man ein Zielgen expri-
miert, das zum Beispiel durch Mutationen
resistent gegen die eingesetzte siRNA ist.

Zusammenfassung

Der Einsatz von genomweiten RNAi-Ansät-
zen und Hochdurchsatz-Screening Technolo-
gien verspricht, einen entscheidenden Bei-
trag zur systematischen Analyse des mensch-
lichen Genoms zu leisten. Die Erfahrungen
von genomweiten Screens in Modellorganis-

oder erniedrigte Intensitäten an den Rändern
der Platten (Platteneffekte). Zur Analyse
von Hochdurchsatzscreens steht das speziell
für diese Applikation entwickelte Software-
paket „cellHTS“[10] (www.dkfz.de/signaling/
cellHTS) zur Verfügung (Abb. 3). Dieses Paket
läuft auf „Bioconductor/R“, einer freien Soft-
wareplattform zur statistischen und grafi-
schen Datenanalyse (www.bioconductor.org).
Die vergleichende Analyse über mehrere
Screens mittels Datenbanken erlaubt eine
Vorhersage von spezifischen funktionellen
Eigenschaften[11] (http://rnai.dkfz.de).

Komplexere Screens wie genomweite
mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen stel-
len die zusätzliche Herausforderung, dass sie
sehr große Datensätze erzeugen. Des Weite-
ren erfordert die Vielfalt der zellulären Para-
meter, welche simultan aufgenommen wer-
den, den Einsatz von automatisierter Bild-
analysesoftware. Bildanalyseprogramme
ermöglichen relativ genaue Berechnungen
und Darstellungen einfacher zellulärer Para-
meter, wie die Anzahl von Kernen und Zel-
len in einem Bildausschnitt oder den Durch-
messer und die Form von Zellkern und Zelle
(Abb. 4).

˚ Abb. 4: Auswertung von High-Content Experimenten. Die Abbildung zeigt den Ausschnitt eines
High-Content-Screens. Die Zellen sind mit Zellkompartiment-spezifischen Farbstoffen gefärbt
(Hoechst-Färbung von Zellkernen, TRITC-konjugiertes Phalloidin zur Färbung des Aktinzytoskeletts
sowie Tubulinzytoskelett-Färbung unter Verwendung eines primären Anti-Tubulin und eines
Alexa 488-konjugierten Zweitantikörpers) A, Die anschließende Auswertung erfolgte mit automa-
tisierter Bildanalysesoftware (Cellomics, Morphology Explorer). Der Ausschnitt in A zeigt die
Detektion von Zellumrissen (Blau) sowie Zellkernen (Grün). Diese Analyse ermöglicht die Berech-
nung verschiedener zellulärer Parameter wie das Verhältnis von Zelllänge zu Zellradius (B).
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men zeigen, dass auch im humanen System
eine entscheidende Herausforderung darin
liegen wird, Datensätze verschiedener
Screens zu vergleichen. Standards, wel-
che bereits im Mikroarray-Feld bestehen
(MIAME), sind erforderlich, um die komple-
xen Informationen der RNAi-Datensätze für
vergleichende Studien zu nutzen und mit
anderen Daten der funktionellen Genomik zu
vergleichen. ó
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LASSE PETERS UND GUNTER MEISTER

MAX-PLANCK-INSTITUT FÜR BIOCHEMIE, MARTINSRIED

RNA-Moleküle transportieren nicht nur die genetische Information von
der DNA zu den Protein-Manufakturen der Zelle, sondern nehmen auch
wichtige regulatorische Funktionen wahr. 

ó Nicht-kodierenden RNAs sind an Prozes-
sen wie mRNA-Prozessierung oder Protein-
Synthese beteiligt. Eine neue, erst kürzlich
in vollem Umfang entdeckte Klasse nicht-
kodierender RNAs ist durch ihre ungewöhn-
liche Länge gekennzeichnet und wird daher
als kleine nicht-kodierende oder kleine regu-
latorische RNA bezeichnet. Kleine nicht-ko-
dierende RNAs wie short interfering RNA
(siRNAs) oder microRNAs (miRNAs) beein-
flussen sowohl die Stabilität von mRNAs als
auch deren Translation und sind daher wich-
tige zelluläre Regulatoren der Genexpression.
siRNAs haben sich zudem in kurzer Zeit zu
wichtigen Werkzeugen der Grundlagenfor-
schung entwickelt und könnten in Zukunft
auch zur Therapie von Krankheiten einge-
setzt werden.

Doppelsträngige RNA als Schlüssel-

molekül

Bei allen bisher untersuchten Genregula-
tionsprozessen, die durch kleine regulatori-
sche RNAs gesteuert werden, fungiert dop-
pelsträngige RNA (dsRNA) als entscheiden-
des Schaltermolekül. Die dsRNA kann dabei
sowohl endogenen als auch exogenen
Ursprungs sein. Quellen von dsRNA in der
Zelle sind Replikations-Intermediate mancher
Viren, artifiziell eingebrachte dsRNA aber
auch Faltungsstrukturen einzelsträngiger
RNAs wie zum Beispiel Haar-Nadel-Struktu-
ren von miRNA-Vorläufern[1]. Endogen expri-
mierte miRNAs werden als primäre miRNA-
Transkripte durch die RNA-Polymerase II im
Zellkern transkribiert und durch das RNase-
III-Enzym Drosha zu miRNA-Vorläufermole-
külen (prä-miRNAs) prozessiert[2, 3]. Nach
dem Transport ins Zytoplasma wird die pre-
miRNA durch das RNase-III-Enzym Dicer zu
einer 20–23 Nukleotide umfassenden dsRNA
gespalten. Diese kurzlebige dsRNA wird
schließlich entwunden und die einzelsträn-
gige, reife miRNA in spezifische Protein-Kom-
plexe, miRNPs, inkorporiert (Abb. 1)[1].

Lange dsRNA wird ebenfalls durch das
RNase-III-Enzym Dicer zu doppelsträngigen,
circa 21 Nukleotide langen siRNAs prozes-

Regulatorische RNAs

Kleine nicht-kodierende RNAs als
Regulatoren der Genexpression
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RNA
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˚ Abb. 1: Schematische Darstellung der Biogenese von miRNAs und siRNAs. Details siehe Text.
m7G, 7-Methyl-Guanin; AAAA, Poly-A-Schwanz.
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siert. Wie alle RNase-III-Produkte tragen die-
se kurzen RNA-Moleküle 5’-Phosphatgrup-
pen sowie jeweils zwei Nukleotide lange 3’-
Überhänge. Im folgenden Schritt wird die
siRNA entwunden und die einzelnen RNA-
Stränge in den so genannten RNA induced
silencing complex (RISC) eingebaut (Abb. 1)[1].
Der gebundene siRNA-Strang führt RISC zu
vollständig komplementären Substrat-RNAs,
die dann endonukleolytisch gespalten wer-
den – ein Prozess, der als RNA-Interferenz
oder RNAi bekannt geworden ist (Abb. 2A)[4].

Auch miRNAs können wie siRNAs wirken
und die Spaltung von vollständig komple-
mentären RNAs steuern. Während pflanzli-
che miRNAs hauptsächlich die Spaltung von
Ziel-RNAs bewirken, wurden nur wenige tie-
rische miRNAs mit vollständiger Komple-
mentarität zu zellulären RNAs entdeckt. Tie-
rische miRNAs interagieren hauptsächlich
mit unvollständig komplementären Bereichen
in den 3’ untranslatierten Regionen von
mRNAs und inhibieren deren Translation,
ohne dabei die Stabilität der mRNA zu beein-

flussen (Abb. 2B)[2, 3]. Darüber hinaus wurde
kürzlich ein weiterer Mechanismus der mi-
RNA-vermittelten Genregulation beschrieben.
Hierbei rekrutieren miRNAs spezifische Dea-
denylasen, die den Poly-A-Schwanz der mRNA
verkürzen. Dies führt schließlich zum Abbau
der mRNA und folglich zur Inhibition der
Genexpression (Abb. 2C)[5].

Argonaut-Proteine

Proteine der Argonaut-Protein-Familie (Ago-
Proteine) sind zentrale Komponenten aller
durch kleine nicht-kodierende RNAs gesteu-
erten Genregulationsprozesse. Ago-Proteine
sind durch PAZ- und PIWI-Domänen gekenn-
zeichnet[6]. Während die PAZ-Domäne selek-
tiv das 3’-Ende der miRNA oder siRNA bindet,
ist die PIWI-Domäne strukturell der RNase H
sehr ähnlich[7]. In der Tat besitzen Ago-Pro-
teine endonukleolytische Aktivität. In
menschlichen Zellen kann jedoch nur Ago2
komplementäre RNA-Stränge spalten. In Ana-
logie zu Dicer wird Ago2 daher auch „Slicer“
genannt[8, 9].

˚ Abb. 2: Schematische Darstellung der Funktion von miRNAs. miRNAs können sowohl die Stabi-
lität ihrer Ziel-mRNAs (A, C) als auch deren Translation (B) beeinflussen. m7G, 7-Methyl-Guanin;
AAAA, Poly-A-Schwanz.
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Wichtige Schritte des RNA-Metabolismus
finden in der Zelle in spezifischen cytoplas-
matischen Kompartimenten, den processing
bodies (P-bodies), statt. Lokalisationsstudien
von humanen Ago-Proteinen haben gezeigt,
dass auch Ago-Proteine in P-bodies zu finden
sind (Abb. 3)[10, 11]. miRNAs und auch deren
Ziel-mRNAs sind ebenfalls in solchen Struk-
turen anzutreffen. Tatsächlich werden mRNAs
in P-bodies nicht notwendigerweise degra-
diert. Sie können dort gelagert und somit der
Translationsmaschinerie entzogen werden.
Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass an Ago-
Proteinen gebundene miRNAs spezifische
Ziel-mRNAs in P-bodies halten und auf diese
Weise deren Expression verhindern[12].

microRNAs und Krebs

Bereits kurz nach der Entdeckung humaner
miRNAs wurde berichtet, dass in Lympho-
men wie der chronischen, lymphozytischen B-
Zell-Leukämie (B-CLL), miRNA-Gene deletiert
sind oder deren Expression stark reduziert
ist. Bei 68 % der untersuchten Patienten wur-
de eine Deletion des Genlokus 13q14 gefun-
den. Genau in diesem Bereich befinden sich
die Gene für miR-15 und miR-16 und in der
Tat war die miR-15- und miR-16-Expression
in B-CLL-Patienten stark reduziert[13]. Aus-
gehend von diesen initialen Studien wurde
eine Vielzahl von weiteren Studien an ver-
schiedenen Krebsarten durchgeführt. So wur-
de gefunden, dass in verschiedenen Lym-
phomarten miR-155 sowie miRNAs des miR-
17–92 „clusters“ überrepräsentiert waren.
Zudem scheint bei bestimmten Formen von
Lungenkrebs die Expression der miRNA let-
7 stark reduziert zu sein. Interessanterweise
reguliert let-7 die Expression des Onkogens
RAS, was bei verminderter let-7 Expression
zu einer verstärkten Expression von RAS
führt und somit die Krebsentstehung be-
günstigt[13].

Derzeit werden miRNA-Expressionsstudien
an weiteren Krebsarten durchgeführt und es
ist sehr wahrscheinlich, dass miRNAs an der
Entstehung von einer Vielzahl von Krebsar-
ten maßgeblich beteiligt sind. Sequenz-spezi-
fische Inhibitoren von überrepräsentierten
miRNAs aber auch die ektopische Expression
von deletierten oder unterrepräsentierten miR-
NAs wird daher in naher Zukunft neue Mög-
lichkeiten zur Bekämpfung von Krebs liefern.

RNAi als neuer Weg zur Therapie von

Krankheiten

Kurz nachdem Tuschl und Kollegen im Jahre
2001 die prinzipielle Durchführbarkeit von
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RNAi in humanen Zellen demonstriert hat-
ten, begann die Entwicklung neuartiger, auf
siRNAs beruhender Medikamente. Bereits
2003 wurde eine erste Studie publiziert, in
der durch Injektion von siRNAs in die Blut-
bahn der Maus die Expression eines Leber-
spezifischen Gens ausgeschaltet werden
konnte[14]. In weiteren Studien wurde ver-
sucht, Viren mit siRNAs zu inaktivieren, da
siRNAs gegen virale RNAs für die menschli-
che Zelle harmlos sind. Später wurden modi-
fizierte siRNAs in Mäuse injiziert, was die
Aufnahme in die Zellen erleichtern sollte. Tat-
sächlich zeigte sich, dass solche siRNAs spe-
zifisch die ApoB-mRNA in der Leber von Mäu-
sen reduziert. ApoB ist an der Regulation des
Cholesterolhaushaltes beteiligt und es konn-
te beobachtet werden, dass die Cholesterol-
mengen im Blut durch diese siRNAs redu-
ziert wurden. Ähnliche Ergebnisse wurden
kürzlich an nicht-humanen Primaten erzielt.
Ein sehr ermutigendes Ergebnis dieser Stu-
dien war allerdings, dass keinerlei Toxizität
der verabreichten siRNAs beobachtet wur-
de[14].

Obwohl beachtliche Erfolge erzielt wurden,
steckt die Entwicklung von siRNA-Medika-
menten noch in den Kinderschuhen. Wichti-

ge Hürden, die es zu überwinden gilt, sind
die Aufnahme von siRNAs in Gewebe oder
Zellen, Sequenz-spezifische „off-target“-Effek-
te einzelner siRNAs sowie Resistenzentwick-
lung vor allem bei der Applikation von anti-
viralen siRNAs. Obwohl es sicherlich noch
Jahre dauern wird, bis all diese Probleme
gelöst sein werden, stellen siRNAs dennoch
einen viel versprechenden neuartigen Ansatz
zur Bekämpfung von unterschiedlichsten
Krankheiten dar, vor allem solcher, die bis-
lang noch nicht effizient bekämpft werden
konnten. ó
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˚ Abb. 3: Lokalisation von Argonaut-Proteinen in HEK 293 Zellen. Teilabbildung 1 zeigt die Färbung mit
anti-Argonaut-Antikörpern. P-bodies sind durch Pfeile gekennzeichnet. In Teilabbildung 2 sind die Zell-
kerne mit DAPI gefärbt.
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Die Katalyse von chemischen Reaktionen ist eine der anspruchsvollsten
Aufgaben, die Biopolymere zu erfüllen haben. Ribozyme können ein
Spektrum an Reaktionen beschleunigen, das weit über die Spaltung von
RNA-Strängen hinausreicht. Aktuelle Struktur-Funktions-Untersuchungen
decken bemerkenswerte Parallelen zu Proteinenzymen auf.

Natürliche Ribozyme

Die Existenz katalytischer RNA wurde erst-
mals 1982 von Cech und Mitarbeitern nach-
gewiesen[1]. Sie konnten zeigen, dass dem
posttranskriptionalen Spleißen des Gruppe
I-Introns aus Tetrahymena thermophila ein
Selbstspaltungsmechanismus der RNA
zugrunde liegt. Zeitgleich entdeckten Altman
und Mitarbeiter, dass die Aktivität der bak-
teriellen Ribonuklease P, bestehend aus RNA-
und Proteinuntereinheiten, ausschließlich auf
deren RNA-Untereinheit zurückzuführen
ist[2]. Seitdem ist eine große Anzahl weiterer
natürlicher Ribozyme entdeckt worden, dar-
unter mehr als 100 weitere Gruppe I-Introns
aus verschiedenen Mikroorganismen sowie
eine ebenso beachtliche Menge an Gruppe II-
Introns (aus mitochondrialen Genen von
Pflanzen, Pilzen und Hefen), denen ein ande-
rer Mechanismus der RNA-Spaltung zugrun-
de liegt. Außerdem gibt es Virus- oder Viro-
id-Ribozyme wie das Hammerhead Ribozym
(aus Pflanzenviroiden), das Hepatitis Delta
Virus-Ribozym (HDV), das Hairpin Ribozym
(aus Tabak-Virus-Ringspot Satellit) und das
Neurospora Varkud Satellit Ribozym. Das wohl
eindrucksvollste Beispiel der Ribozymkata-
lyse ist das zu 1/3 aus Protein- und zu 2/3
aus rRNA-Anteilen bestehende Ribosom, für
das kristallographische und mechanistische
Untersuchungen eine maßgebliche Rolle der
RNA für die Peptidyltransferaseaktivität nahe
legen[3].

Artifizielle Ribozyme

Die relativ bescheidene Reaktionsvielfalt der
natürlichen Ribozyme warf Fragen auf, die
sowohl für Erforschung noch unbekannter
RNA-Funktionen als auch im Kontext der

„RNA-Welt“-Hypothese zum Ursprung des
Lebens von großer Bedeutung sind: Ist RNA
auch in der Lage, weitere, potentiell metabo-
lisch relevante Reaktionen zu katalysieren?
Kann Sie – wie Proteinenzyme – Reaktionen
zwischen kleinen organischen Substratmo-
lekülen selektiv beschleunigen? Welche struk-
turellen Voraussetzungen müssen hierfür
gegeben sein? Zur Beantwortung dieser Fra-
gen erwiesen sich Techniken der in vitro
Selektion und Evolution als hilfreich. Hierbei
handelt es sich um kombinatorische Strate-
gien, die aus großen synthetischen Nuklein-
säurebibliotheken iterativ bestimmten Selek-
tionskriterien (z.B. Beschleunigung einer
Reaktion) genügende Subbibliotheken anrei-
chern und dann vervielfältigen. In den letzten
15 Jahren konnte auf diese Weise eine große
Anzahl solcher künstlichen Ribozyme se-
lektiert werden, darunter Katalysatoren für

C-C-, C-O-, C-N- und C-S-Bindungsknüpfun-
gen oder –Spaltungen sowie für Redoxreak-
tionen. Allerdings ist unser Verständnis der
Funktionsweise dieser (Bio)Katalysatoren und
der zugrunde liegenden strukturellen Prin-
zipien bisher noch außerordentlich gering.

Diels-Alderasen

Die Diels-Alder-Reaktion ist eine der leis-
tungsfähigsten Reaktionen in der organischen
Chemie zur Knüpfung von Kohlenstoff-Koh-
lenstoff-Bindungen. Dieser Reaktionstyp einer
[4+2]-Cycloaddition zwischen einem (elektro-
nenreichen) Dien und einem (elektronenar-
men) Olefin, dem Dienophil, ermöglicht den
Aufbau von bis zu vier Stereozentren in einem
Reaktionsschritt (Abb. 1A). Trotz ihrer Viel-
seitigkeit spielt diese Reaktion jedoch im
Reaktionsrepertoire der Natur kaum eine Rol-
le. Zwar gibt es Anzeichen für die Wirkung
von Diels-Alderase-Enzymen in der Biosyn-
these von Sekundärmetaboliten, doch ist trotz
intensiver Suche bis heute kein Enzym
bekannt, welches bewiesenermaßen als Diels-
Alderase-Enzym bezeichnet werden kann.
Auch für das Enzym Makrophomatsyntha-
se[4], das als Diels-Alderase-Kandidat gilt,
legen moleküldynamische Simulationen
einen sequentiellen Michael-Aldol-Reak-
tionsmechanismus nahe[5].

Dass Biopolymere prinzipiell in der Lage
sind die Diels-Alder-Reaktion zu katalysie-

Diels-Alderasen

Katalytische Ribonukleinsäuren

˚ Abb. 1: A, Die Diels-Alder-Reaktion ist eine [4+2]-Cycloaddition zwischen einem Dien und
einem Dienophil, bei der aus drei C-C-π-Bindungen eine C-C-π-Bindung und zwei C-C-σ-Bindungen
neu formiert werden. B, In der Reaktion zwischen Anthracen- und Maleimidderivaten wird in der
unkatalysierten Reaktion ein racemisches Gemisch aus R, R- und S, S-Stereoisomeren gebildet
(R1; R2 = verschiedene Substituenten); in der ribozymkatalysierten Reaktion wird enantioselektiv
eines der beiden möglichen Stereoisomere gebildet[9].

600_621.qxd  20.09.2006  9:07 Uhr  Seite 619



kungsweise eines künstlichen Ribozyms mög-
lich.

Diels-Alderase-Ribozym: Struktur und

Mechanismus

Die räumliche Struktur des Ribozyms ähnelt
dem griechischen Buchstaben Lambda λ
(Abb. 2). Drei Helices (blau, gelb und grün
dargestellt) sind in einem verschränkten
Pseudoknoten miteinander verknüpft, wobei
drei separate Sequenzbereiche (rot darge-
stellt) in komplexer Weise miteinander in-
teragieren, nämlich die Nukleotide 1–4
unmittelbar am 5’-Ende sowie die internen
Bereiche 23–27 und 40–45. Das 5’-terminale
Tetranukleotid paart mit beiden internen
Bereichen und zieht damit die interne Blase
reißverschlussartig zusammen. Unter Aus-
bildung von Basentripeln, nichtkanonischen
Basenpaaren und ausgeprägtem Stacking
wird eine äußerst kompakte Gesamtstruktur
erzeugt, in der sich klar das aktive Zentrum
erkennen lässt (Abb. 2B). Es ist durch eine

ren, konnte erstmals mit katalytischen Anti-
körpern demonstriert werden, die durch Ver-
wendung von Übergangszustandsanaloga der
Diels-Alder-Reaktion als Haptene hergestellt
wurden[6]. Später konnten durch die oben
erwähnten in vitro-Selektionstechniken auch
Ribozyme isoliert werden, die Diels-Alder-
Reaktionen katalysieren[7, 8]. Für das in unse-
rer Arbeitsgruppe isolierte Ribozym konnte
demonstriert werden, dass RNA als echter
Katalysator eine bimolekulare Reaktion zwi-
schen kleinen organischen Molekülen mit
mehrfachem Turnover beschleunigen kann.
Das Ribozym setzt Antracen-Diene mit Malei-
mid-Dienophilen um (Abb. 1B), zeigt Michae-
lis-Menten-Kinetik, katalysiert hochgradig
stereoselektiv und besitzt damit wesentliche
enzymcharakteristische Eigenschaften[9].
Kürzlich konnte die Kristallstruktur dieses
49-mer Diels-Alderase-Ribozyms sowohl
allein als auch im Komplex mit dem Reak-
tionsprodukt gelöst werden[10]. Damit ist erst-
mals ein detaillierter Einblick in die Wir-

˚ Abb. 2: A, Tertiärstruktur des Diels-
Alderase-Ribozyms in schematischer Dar-
stellung. B, Dreidimensionale Topologie in
der Kristallstruktur des Diels-Alderase-Ribo-
zym-Produkt-Komplexes. Helix I (blau), Helix
II (gelb), Helix III (grün), in Sekundärstruktur
formal ungepaarte Bereiche (rot), Reaktions-
produkt (schwarz)[10].

˚ Abb. 3: Vergleich der Katalytischen Zen-
tren von RNA und Proteinen. A, Katalyti-
sches Zentrum des Diels-Alderase-Ribo-
zyms, B, des Retro-Diels-Alderase katalyti-
schen Antikörpers 10F11[11] und C, des
Diels-Alderase Antikörpers 1E9[12].
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hydrophobe Bindungstasche gekennzeichnet,
in der das co-kristallisierte Diels-Alder-Pro-
dukt passgenau gebunden ist. Diese präfor-
mierte Tasche wird durch das Watson-Crick-
Basenpaar A3-U45, das Reverse-Hoogsteen-
Paar U23•A43 und das Basentripel
U42•(C25-G2) umrahmt. Dabei bilden die
Pyrimidinbase U45 und die Purinbasen A3
und G2 ideale Plattformen, um über Sta-
ckingwechselwirkungen das Anthracensub-
strat zu binden. Die Base C25 ist so im akti-
ven Zentrum positioniert, dass die Bindung
des 5-Ringes des Maleimids ausschließlich
die Bildung eines der beiden Produktisome-
re ermöglicht (Abb. 3A). Diese Strukturin-
formationen sowie biochemische Daten deu-
ten darauf hin, dass für die Katalyse der Reak-
tion zwei Effekte von wesentlicher Bedeutung
sind: die Erhöhung der lokalen Konzentra-
tion und präzise Positionierung der Substra-
te im aktiven Zentrum einerseits und die Sta-
bilisierung des Übergangszustandes gegen-
über den Edukten durch eine exakt form-
komplementäre Tasche.

Besonders interessant ist nun der Vergleich
mit bekannten Strukturen der katalytischen
Antikörper für die Diels-Alder-Reaktion
(Abb. 3B, C)[11, 12]. Auch hier zeigen die Struk-
turen präformierte hydrophobe Bindungsta-
schen mit hoher Formkomplementarität zu
den Übergangszuständen. Erstaunlicherweise
weist der katalytische Antikörper 10F11 einer
Retro-Diels-Alder-Reaktion, der ebenso ein
Anthracenderivat als Substrat hat, auch im
Detail eine große Ähnlichkeit zum Diels-
Alderase-Ribozym auf (Abb. 3B)[11]. Hier liegt
ein Tryptophanrest in identischer Position
wie das A3 des Ribozyms und ist ebenso ent-
scheidend für die Bindung des Anthracens
(Vergleich Abb. 3A, B). Für das Maleimid-
substrat lässt sich aus der Kristallstruktur
des Ribozyms eine Wasserstoffbrückenbin-
dung im aktiven Zentrum ableiten, die einen
elektronenziehenden und damit reaktions-
beschleunigenden Einfluss auf die Reaktion
ausüben könnte. Einen solchen Mechanismus
zur Beschleunigung der Reaktion beobachtet
man für den Diels-Alderase Antikörper 1E9 in
einer ähnlichen Position (Abb. 3A, C)[12]. Die-
se starken strukturellen Analogien zwischen
katalytischen Antikörpern und Ribozym las-
sen vermuten, dass der Katalyse auch sehr
ähnliche Reaktionsmechanismen zugrunde
liegen. Obwohl RNA verglichen mit Proteinen
ein geringeres Arsenal an funktionellen Grup-
pen besitzt, kann sie offenbar Strukturen auf-
bauen, die die Knüpfung von Kohlenstoff-Koh-
lenstoff-Bindungen mit vergleichbarer Effi-
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