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RNA -Interferenz: ein neuer Weg zur Analyse von Proteinfunktionen

Ute Schepers und Thomas Kolter*

Einleitung

In den letzten Jahren sind enorme Anstrengungen zur
Analyse des Erbguts einer Reihe von Spezies unternommen
worden. Auch das Genom des Menschen wurde sequenziert.
Diese Daten bediirfen jedoch zusétzlicher Informationen, um
fur das Verstandnis biochemischer, biologischer und pharma-
kologischer Zusammenhénge niitzlich zu werden. Diese zu-
sédtzlichen Informationen betreffen vor allem die Funktion
der Genprodukte, weitgehend also der Proteine, die von dem
Genom einer Spezies codiert werden (functional Genomics).
Eine neuartige Technik ermoglicht eine schnellere und ein-
fachere Analyse von Proteinfunktionen, als es bisher in vielen
Fillen moglich war. Dabei wird durch doppelstrangige RNA
sequenzspezifisch die Genexpression in Zellkulturen und
ganzen Organismen auf der Ebene der Messenger-RNA
(mRNA) unterbrochen (Schema 1).1

Funktion von Proteinen

Seit langem suchen Wissenschaftler nach Methoden, die
Funktion von Proteinen zu untersuchen. Die verfiigbaren
experimentellen Methoden sind meist duBerst zeitaufwandig.
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Transkription Translation
DNA —— MRNA——>  Protein = - »  Funktion
antigene Strategien I I
- Gen-Knockout posttranskriptionales ihi
. - - Inhibitoren
durch homologe Gene Silencing: - Antikdrper (Intrabodies)

Rekombination
- Mutagenese

- Antisense-Technik

- RNA-Interferenz - Aptamere (Intramere)

Schema 1. Beispiele fiir Verfahren zum Ausschalten von Proteinen.

Klassische Verfahren zur Aufkldrung der Funktion von
Proteinen, aber auch anderen Biomolekiilen, sind Ausschalt-
experimente. Dazu wird der Phianotyp von Zellkulturen oder
ganzen Organismen analysiert, die ein Protein z. B. aufgrund
von Mutationen nicht bilden konnen. Beim Menschen
lieferten in vielen Féllen Erbkrankheiten solche Modellsys-
teme. Als eine der vielversprechendsten neueren Techniken
zeichnet sich die RNA-Interferenz ab. Sie beruht auf dem
Ausschalten ausgewidhlter mRNA durch doppelstringige
RNA. Gegeniiber anderen antigenen Strategien wie dem
Gen-Knockout durch homologe Rekombination, Antisense-
Oligonucleotiden oder auch RibozymenP! bietet sie erhebli-
che Vorteile.

Geschichte

Entdeckt wurde die RNA-Interferenz 1995 bei Experimen-
ten am Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans), der in
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vielen biologischen Untersuchungen als Modellorganismus
dient. Durch Verabreichen von Antisense-RNA sollte die
Expression eines einzelnes Gen ausgeschaltet werden. Bei
solchen Versuchen wird eine zur Ziel-mRNA komplementire
RNA (Antisense-RNA) in den Organismus eingefiihrt, um
die mRNA spezifisch zu binden und deren Umschreibung in
Protein zu verhindern. Uberraschenderweise fiihrte die
gleichzeitige Injektion von Sense- und Antisense-RNA zu
einer weit effizienteren Ausschaltung der Proteinproduktion
als das reine Antisense-Experiment.!! Dieser Befund lieferte
die Grundlagen fiir eine einfache Methode, die Bildung
ausgewihlter Proteine durch die Einfithrung von exogenen
dsRNAs zu unterbinden.

Die RNA-Interferenz (RNAi) fillt unter den Oberbegriff
des posttranskriptionalen Gene Silencing (PTGS). Dieses
Phinomen wurde Anfang der neunziger Jahre in mehreren
Organismen beobachtet und mit verschiedenen Namen ver-
sehen: ,,Cosuppression“ bei Pflanzen, ,,Quelling” bei Pilzen
und ,,RNA-Interferenz“ bei Fadenwiirmern und Insekten. ¢
PTGS ist vermutlich einer der &ltesten Mechanismen von
Zellen, Infektionen durch RNA-Viren oder Transposone
(mobile parasitire DNA-Einheiten, die in das Genom der
Wirtzelle inserieren) zu bekdmpfen. Bei deren Vervielfilti-
gung entsteht voriibergehend doppelstringige RNA
(dsRNA), die von der Wirtzelle erkannt und abgebaut wird.
Dieser Abwehrmechanismus konnte seither auch in einer
Reihe weiterer Organismen wie Trypanosomen,] Insek-
ten,[® 1 Pflanzen™” und kiirzlich auch - fiir die Anwendung
besonders interessant — in embryonalen Stammzellen und
Oozyten der Maus!'!l nachgewiesen werden. Die RNAI
bedient sich dieses Abwehrmechanismus durch Gabe exoge-
ner dsSRNA. Wenn diese zu einer zelleigenen (einzelstrangi-
gen) mRNA homolog ist, kommt es nicht nur zum Abbau der
exogenen RNA, sondern auch zu dem der homologen mRNA
des Wirtes.

Das Phinomen RNAi wurde lange Zeit nicht in Sduge-
tieren untersucht, da bekannt war, dass Sdugerzellen einen
anderen Mechanismus zur Abwehr von Viren nutzen. Schon
extrem geringe Mengen dsRNA konnen eine Signalkaskade
auslosen, die zur Aktivierung einer dsRNA-Responsive-
Kinase (PKR) fiihrt. Diese phosphoryliert und inaktiviert
den Translationsfaktor EIF2a und fiihrt durch eine globale
Hemmung der Proteinbiosynthese zum programmierten Zell-
tod (Apoptose). Neuere RNAi-Experimente waren jedoch
auch in embryonalen Maus-Stammzellen!I erfolgreich. Mog-
licherweise ist der Interferon-Abwehrmechanismus in diesen
Zellen noch nicht ausgebildet, und die Anwendung der RNAi
bei ausdifferenzierten Siugerzellen konnte durch dessen
Aktivierung in einem spiteren Entwicklungsstadium er-
schwert werden. Dennoch wird an einer Weiterentwicklung
dieser Technik fiir Proteinfunktionsuntersuchungen bei Sau-
gern gearbeitet.

Mechanismus

Der Mechanismus der RNAI ist noch nicht geklirt. Die
gegenwirtigen Vorstellungen, wie er auf molekularer Ebene
in C. elegans und anderen Spezies ablduft, stellen sich wie
folgt dar (Schema 2). Als Antwort auf substochiometrische
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Schema 2. Hypothetischer Mechanismus von PTGS durch RNAi (modi-
fiziert nach Lit. [12] unter Beriicksichtigung von Lit. [13]).

Mengen dsRNA werden die Spiegel von mRNA homologer
Sequenz innerhalb von 2-3h stark erniedrigt.'”) Dieser
Abbau erfolgt in zwei Stufen: Zunichst wird die dsRNA in
Fragmente von 21 —23 Nucleotiden Lédnge gespalten. In einem
zweiten Schritt steuern diese den Abbau homologer zelluldrer
mRNA. Mithilfe von C.-elegans-Mutanten, die nicht in der
Lage sind, den RNAi-Phénotyp auszubilden, konnten einige
Genfamilien identifiziert werden, deren Produkte am PTGS
beteiligt sind. Diese bilden Komplexe, die aus 3'-5'-Exonu-
cleasen, Helikasen, RNA-Polymerasen und RNA-bindenden
Proteinen bestehen. Dass die die Spaltung der dsRNA[
bewirkende Nuclease der RNAse-III-Familie angehort, wur-
de kiirzlich in Drosophila nachgewiesen.'] Nach der Spaltung
kommt es in Neurosporal™ und moglicherweise auch in
C. elegans™ zur Vervielfiltigung der dsRNA durch RNA-
abhéngige RNA-Polymerasen und somit zur Verstarkung des
Alarmsignals in der Zelle. Die entstandenen Fragmente
werden durch eine ATP-abhingige Helikase!'?! getrennt und
durch ein RNA-bindendes Protein an die komplementire
mRNA angelagert. Weitere Nucleasen werden aktiviert, um
die neu entstandene dsRNA aus Fragment und mRNA zu
zerschneiden.

Durch die Gabe exogener dsRNA gelingt es, diesen Vor-
gang zum gezielten Ausschalten eines Proteins zu nutzen. Da
die RNAI posttranskriptional ablduft, muss die exogene RNA
homolog zu Exonsequenzen des auszuschaltenden Gens sein.
Doppelstrangige RNAs mit Sequenzen von nichttranskribier-
ten Bereichen wie Introns und Promotoren sind ohne
Effekt.lll Eine einzelne dsRNA geeigneter Sequenz geniigt,
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um mehrere Proteine gleichzeitig auszuschalten, sofern die sie
codierenden Gene hochkonservierte Bereiche aufweisen.["$!

Anwendungen und Ausblick

Wie intrazelluldre Antikorper (Intrabodies) oder Aptame-
re (Intramere)!S] ermoglicht auch die RNAi Ausschaltexperi-
mente ohne Verdnderung des genetischen Materials. Die
Methode ist verglichen mit der Erzeugung gentechnisch
verdnderter Tiere durch homologe Rekombination einfach
und schnell.

Kommt es bei der Antisense-Technik, bei der eine 1:1-
Hybridisierung von mRNA mit der Antisense-RNA erfolgen
muss, nur in wenigen Fillen zum vollstindigen Ausschalten
des Proteins, so fiihrt die Gabe katalytischer Mengen dsRNA
zum kompletten Abbau der zelleigenen mRNA dieser Se-
quenz. Bei der Verwendung von Antisense-DNA anstelle von
-RNA kommt es zum Abbau von Hybriden aus RNA und
DNA durch RNAse H.B!

Mit der RNAi konnen einzelne Proteine nicht nur in
Zellkulturen oder ganzen Lebewesen, sondern auch in
verschiedenen Entwicklungsstadien eines Organismus ausge-
schaltet werden. Dies konnte sich als wesentlicher Vorteil
gegeniiber der zurzeit bei Méusen iiblichen Knockout-Tech-
nik erweisen, bei der ein Gendefekt zum Absterben eines
Embryos fiihren kann. Gene entwicklungs- und gewebespe-
zifisch zu inaktivieren ist auch heute schon durch die cre-loxP-
Technik moglich,'®! allerdings nur mit hohem Zeitaufwand.
Zurzeit wird versucht, die RNAi-Technik auch auf Sdugetiere
zu iibertragen und somit zeitaufwindige Schritte wie homo-
loge Rekombination und zielgerichtete Mutagenese zu um-
gehen.

Die Grundvoraussetzung fiir die RNAI ist die Kenntnis der
Nucleinsduresequenz von etwa 200-1000 Basen. Mithilfe
moderner Transfektionstechniken wie Lipidtransfer, Mikro-
injektion, ,,Gene Gun“ oder auch Fiitterung von dsRNA, wie
bei C. elegans beschrieben,['l kénnen transiente Phénotypen
erzeugt werden. Die Vorteile liegen dabei in der simultanen
und parallelen Ausschaltung einer Vielzahl von Proteinen und
somit der Moglichkeit eines Hochdurchsatz-Screenings
(C. elegans).'" 181 Zur Erzeugung von Zelllinien oder Tieren
mit einer dauerhaften oder induzierbaren Ausschaltung muss
man diese Spezies jedoch gentechnisch verdndern. Die trans-
genen Zelllinien bzw. Organismen tragen dann Plasmide, die
endogen dsRNA produzieren. Diese enthalten etwa 1000
Desoxyribonucleotide passend zur Sequenz einer Ziel-
mRNA in einer hintereinander geschalteten Sense- und
Antisense-Orientierung (inverted Repeat). Bei der Transkrip-
tion dieser DNA-Sequenz in RNA entsteht durch intramole-
kulare Hybridisierung eine Haarnadelstruktur, die sich wie
doppelstrangige RNA verhilt. Induziert man die Expression
dieser Haarnadel-dsRNA mit einem gewebespezifischen oder
einem induzierbaren Promotor, so konnen RNAi-Phénotypen
in verschiedenen Geweben oder in verschiedenen Entwick-
lungsstadien gebildet werden. Ein weiterer Vorteil dieser

Technik ist, dass auch virale und parasitire Proteine zur
Abwehr von Pathogenen ausgeschaltet werden konnen. So
gelang es bereits, Tabakpflanzen durch Transformation mit
einem Haarnadelkonstrukt gegen eine Protease des Potato-
virus Y vollstidndig gegen das Virus zu immunisieren.["”]

Mithilfe der bestehenden Methoden konnten in groflem
Umfang Einsichten in die Funktion von Proteinen gewonnen
werden. Trotz des weitreichenden Erfolgs von Ausschaltex-
perimenten muss auf die Schwierigkeiten hingewiesen wer-
den, die mit diesem Ansatz verbunden sind. So ist die
Extrapolation von Zellkulturergebnissen auf den gesamten
Organismus nicht immer zulédssig: Das Fehlen vielzelliger
Verbinde oder die artifiziellen Bedingungen von Zellkultu-
ren waren bereits Ursache von Fehlschliissen.?”! Selbst die
Analyse von Knockout-Tieren kann irrefithren; so sind die
Tiermodelle schwerer menschlicher Erkrankungen wie der
Tay-Sachs-Erkrankung?! und des Lesch-Nyhan-Syndroms
ohne Symptome.?" Insofern ist die Analyse der Proteinfunk-
tion selbst mithilfe der RNAI ein schwieriges Unterfangen.

Es gibt bei dieser Technik noch viele Unklarheiten, sowohl
was den Mechanismus als auch was die Anwendungsmaéglich-
keiten betrifft. Die Zahl der Wissenschaftler, die sich der
Methode zuwenden, wichst jedoch stetig und lésst auf eine
rasante Entwicklung auf diesem Gebiet hoffen.??
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