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Die in j�ngster Zeit gewonnenen Einsichten in die Mecha-
nismen der Genregulation auf transkriptionaler und post-
transkriptionaler Ebene k�nnen m�glicherweise die vorhan-
denen therapeutischen Strategien erweitern. Vor allem die
Genregulation durch Hormone, zellul%re Signalkaskaden und
Transkriptionsfaktoren ist Gegenstand biomedizinischer
Forschung. Durch eine Manipulation proteinvermittelter
Prozesse, z. B. durch Enzyminhibitoren und Rezeptoragonis-
ten oder -antagonisten, ist es vielfach m�glich, pathologische
Prozesse einzud%mmen oder gar zu unterdr�cken.[1] Aus
mehreren Gr�nden verspricht jedoch auch eine Intervention
auf RNA-Ebene Vorteile. Von besonderem Interesse sind
hier die so genannten microRNAs (miRNAs), deren Rolle f�r
die zellul%re Regulation der Genexpression offenbar lange
Zeit untersch%tzt wurde. Als miRNAs bezeichnet man ca. 21
Basenpaare lange doppelstr%ngige, regulatorische RNA-Mo-
lek�le endogenen Ursprungs. Sie werden durch Dicer, eine
doppelstrangspezifische Ribonuclease, aus ihren haarnadel-
f�rmigen inaktiven Vorstufen, den pr%-miRNAs, freigesetzt
(Abbildung 1).[2] Die reifen miRNAs k�nnen in Form von
RNA-Proteinkomplexen die Boten-RNA blockieren und
somit die Translation zum Protein unterbinden. Viele Details
der miRNA-vermittelten Genregulation sind noch unklar,
besonders die Identit%t und Zahl der durch die jeweiligen
miRNAs regulierten mRNAs. Es gibt immer mehr Hinweise,
dass verschiedene Krankheiten – besonders Krebserkran-
kungen – mit spezifisch ver%nderten zellul%ren miRNA-
Mustern einhergehen;[3] miRNAs bieten sich daher als po-
tenzielle Zielmolek�le f�r neuartige therapeutische Ans%tze
an.[4]

Wir wollen untersuchen, ob es m�glich ist, durch eine
Inhibition der Dicer-vermittelten Reifung von miRNAs eine
Manipulation der Genregulation herbeizuf�hren. Dies
k�nnte z. B. durch eine Blockierung der entsprechenden in-
aktiven pr%-miRNAs mithilfe spezifischer Liganden erreicht
werden. RNAs sind geeignete Zielstrukturen f�r die Bindung
durch kleine Molek�le,[5] ein rationales Design von selektiven
RNA-Liganden ist allerdings %ußerst schwierig.[6] Wir stellen
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hier einen homogenen, fluoreszenzbasierten
Dicer-Assay vor, der ein einfaches Screening
von Bibliotheken potenzieller pr%-miRNA-
Liganden – und damit potenzieller Inhibitoren
der miRNA-Reifung – erm�glicht.

In Anlehnung an bekannte Fluoreszenzas-
says auf DNA- und RNA-Ebene war unser
Ziel zun%chst die Synthese einer doppelt mar-
kierten pr%-miRNA-Sonde, bei der das 5’-
Ende mit einem Fluoreszenzemitter (F) und
das 3’-Ende mit einem Fluoreszenzl�scher (Q)
verkn�pft ist.[7] Durch die intramolekulare
Basenpaarung sollten sich die beiden Reste in
unmittelbarer r%umlicher Nachbarschaft zu-
einander befinden, sodass eine effektive
Fluoreszenzl�schung, bevorzugt durch Stoßl�-
schung („collisional quenching“), resultieren
sollte. Die Dicer-vermittelte Hydrolyse der
pr%-miRNA w�rde dann zu einer Dissoziation
von Fluoreszenzemitter und -l�scher, und
damit zu einem Dicer-abh%ngigen Fluores-
zenzanstieg f�hren. In Analogie zu den �bli-
chen Assaydesigns f�r Proteaseinhibitoren[8]

sollte in Gegenwart von Dicerinhibitoren oder
von Liganden der pr%-miRNA der Fluores-
zenzanstieg hingegen ausbleiben (Abbil-
dung 2).

Als Zielstruktur f�r die Entwicklung eines homogenen
miRNA-Reifungsassays entschieden wir uns f�r eine doppelt
markierte pr%-let-7-RNA aus Drosophila melanogaster.[9]

Diese let-7-miRNA gilt als eine der bestuntersuchten
miRNAs und war die erste miRNA, f�r die eine Reifung
durch das Enzym Dicer aus einer l%ngeren RNA nachge-
wiesen wurde.[9] Zur Herstellung der Sonde wurde der 5’-
fluoresceinmarkierte, 5’-terminale Teilstrang der pr%-let-7-
RNA durch T4-RNA-Ligase enzymatisch mit dem 5’-phos-

phorylierten, 3’-Dabcyl-markierten 3’-terminalen Teilstrang
verkn�pft.

Dicer kann haarnadelf�rmige RNA-Molek�le auf zwei-
erlei Arten spalten: Nat�rliche pr%-miRNAs mit den typi-
schen 3’-Iberh%ngen von zwei Nucleotiden werden durch die
Hydrolyse zweier Phosphodiesterbindungen im bevorzugten
Abstand von jeweils 21–23 Nucleotiden vom helicalen Ende
her gespalten.[10] Bei Abwesenheit des 3’-terminalen Iber-
hangs werden die Substrate jedoch wenige Nucleotide weiter
vom helicalen Ende weg gespalten, was mit einer Hydrolyse
von vier statt nur zwei Phosphodiesterbindungen und der
Abspaltung der jeweils ein bis drei terminalen Nucleotide
einhergeht.[11] Um die Dissoziation von Fluoreszenzemitter
und -l�scher nach erfolgter Hydrolyse zu erleichtern, weist
unsere Sonde daher anders als die nat�rlichen pr%-miRNAs
keinen Iberhang von zwei Nucleotiden am 3’-Ende auf. Das
Ligationsprodukt zeigte im Vergleich zum freien fluores-
zenzmarkierten 5’-Teilstrang keine nennenswerte Fluores-
zenz. Bei der anschließenden Inkubation dieser Sonde mit
rekombinantem Dicer konnten wir hingegen einen konzen-

trations- und zeitabh%ngigen Anstieg der Fluoreszenz je nach
Reaktionsbedingungen um das 3- bis 10fache beobachten
(Abbildung 3). Das Kontrollexperiment mit hitzeinaktivier-
tem Dicer zeigte erwartungsgem%ß keinen Fluoreszenzan-
stieg. Nach beendeter Reaktion wurde die RNA ausgef%llt
und eventuell ebenfalls ausgefallenes Protein durch Phenol-
extraktion entfernt. Die elektrophoretische und massen-
spektrometrische Analyse des R�ckstands zeigte unter an-
derem das Vorliegen der erwarteten ca. 22meren RNAs.

Abbildung 1. Bildung von miRNAs aus den inaktiven pr(-miRNAs
durch die Ribonuclease Dicer.

Abbildung 2. Ein homogener Assay der miRNA-Reifung. Links: Die doppelt markierte RNA-Sonde
wird von Dicer hydrolysiert, und es kommt zum Fluoreszenzanstieg. Rechts: In Gegenwart von
pr(-miRNA-Liganden bleibt der Fluoreszenzanstieg aus.
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Um die Eignung der Reaktion f�r Screenings im Hoch-
durchsatzverfahren zu demonstrieren, wurden alle weiteren
Experimente in handels�blichen Mikrotiterplatten mit 96
Vertiefungen durchgef�hrt. Als n%chstes wollten wir testen,
ob statt des gereinigten rekombinanten Dicer-Enzyms auch
Zelllysate als Enzymquelle eingesetzt werden k�nnen. Dies
h%tte den Vorteil, den homogenen Assay unter realistischeren
Bedingungen durchzuf�hren, da Dicer in zellul%rer Umge-
bung mit weiteren Proteinen wie TRBP (transactivating re-
sponse binding protein) wechselwirkt. TRBP erh�ht nicht nur
die Geschwindigkeit der Dicer-vermittelten RNA-Hydrolyse
in vitro, sondern es ist auch wesentlich f�r die korrekte zel-
lul%re Funktion der miRNAs.[12] Um eine m�gliche unspezi-
fische Hydrolyse durch eine andere RNAse zu verhindern,
wurde der Reaktionsansatz zus%tzlich mit RNAse-Inhibitor
versetzt. Wie erwartet f�hrte die Zugabe von 10% HEK-293-
Zelllysat zu unserer Sonde zu einem besonders schnellen
Anstieg der Fluoreszenz, der durch unterschiedliche Kon-
zentrationen an RNAse-Inhibitor nicht beeinflusst wurde.
Der Zusatz von RNAse-Inhibitor f�hrte auch beim Einsatz
von gereinigtem rekombinantem Dicer zu keinerlei Inhibiti-
on der hydrolytischen Aktivit%t. Die Selektivit%t des RNAse-
Inhibitors kann dadurch erkl%rt werden, dass Dicer als Ri-
bonuclease der Klasse III nur geringe Lhnlichkeit zu z. B.
RNAse A hat, die zur Klasse I der RNAsen gez%hlt wird.
Vorheriges Erhitzen des Zelllysats oder die Zugabe von Er-
bium(III)-chlorid, einem Inhibitor von Dicer,[13] hingegen
f�hrten dazu, dass die Fluoreszenz konstant auf dem Basis-
wert blieb.[14]

Zur Beantwortung der Frage, ob die Sonde sich prinzipiell
f�r die Identifizierung von Inhibitoren der miRNA-Reifung
eignet, wurde der Reaktionsansatz jeweils mit unterschiedli-
chen potenziellen pr%-miRNA-Liganden versetzt. Das Ami-
noglycosidantibiotikum Kanamycin bindet bevorzugt an
bakterielle ribosomale 70S-RNA.[15] In einer Konzentration
von 100 mm zeigte Kanamycin eine etwa 40-proz. Reduktion
des Fluoreszenzanstiegs verglichen mit der Referenzreaktion.
Da Dicer die inh%rente Eigenschaft zur Bindung von
miRNAs aufweist, haben wir drei von der Dicer-Aminos%u-
resequenz abgeleitete Dodecapeptide als potenzielle Binder

der pr%-let-7-RNA synthetisiert (siehe Hintergrundinforma-
tionen). In einer Konzentration von 100 mm zeigten die Pep-
tide S117 und S417 nur eine moderate Inhibition von 10 bis
20% (siehe Hintergrundinformationen). Das Peptid S186
hingegen f�hrte bei dieser Konzentration zu einer Inhibition
von ca. 85% (Abbildung 4). Wurde das gleiche Peptid in 10

bzw. 1 mm eingesetzt, war eine Inhibition des Fluoreszenzan-
stiegs von 30 bzw. 10 % zu beobachten.[16] Interessanterweise
waren die Inhibitionen f�r alle eingesetzten Liganden etwas
niedriger, wenn anstelle des rekombinanten Dicer-Enzyms
Zelllysat als Enzymquelle eingesetzt wurde. Der Grund
hierf�r liegt vermutlich in einer Herabsetzung der aktiven
Ligandenkonzentration durch unspezifische Bindung an zel-
lul%re Nucleins%uren.

Kleine regulatorische RNA-Molek�le sind potenzielle
Zielstrukturen f�r zuk�nftige Wirkstoffe. Wir haben hier ein
Konzept vorgestellt, nach dem die Funktion von regulatori-
schen miRNAs durch eine Blockierung der entsprechenden
inaktiven Vorstufen manipuliert werden k�nnte. Mit unserer
doppelt markierten pr%-let-7-RNA-Sonde konnten wir den
ersten homogenen Fluoreszenzassay f�r Dicer entwickeln.
Diese Sonde eignet sich zur Identifizierung potenzieller
Inhibitoren der pr%-let-7-RNA-Reifung. Wir errechneten die
Kosten f�r die RNA-Sonde zu unter f�nf Eurocent pro
Messpunkt in der Platte mit 96 Vertiefungen (100 mL Reak-
tionsvolumen). Diese Kosten reduzieren sich entsprechend
beim Einsatz von 384er- oder 1536er-Platten, was auch das
Screening gr�ßerer Substanzbibliotheken erm�glicht. Die
Suche nach pr%-miRNA-Liganden f�r eine Blockierung der
microRNA-Reifung steht damit jedoch erst am Anfang. Zu-
k�nftige Forschung muss vor allem die Frage nach der Se-
lektivit%t von pr%-miRNA-Liganden beantworten.

Experimentelles
Assaybedingungen: 50 nm pr%-miRNA-Sonde, 150 mm NaCl, 20 mm

Tris-HCl (Tris=Tris(hydroxymethyl)aminomethan), pH 7.4, 2.5 mm

Abbildung 3. Inkubation der pr(-miRNA-Sonde mit hitzeinaktiviertem
Dicer (links) und mit nativem rekombinantem Dicer (rechts). Die Fluo-
reszenz wurde alle zehn Minuten gemessen.

Abbildung 4. Fluoreszenzanstieg bei Zugabe des rekombinanten Dicer-
Enzyms mit (&) und ohne (~) 100 mm S186. Es wird eine Inhibition
der pr(-let-7-Prozessierung von ca. 85% beobachtet. Kontrollen: 10 mm
ErCl3 (^) und hitzeinaktiviertes Dicer mit S186 (H ).
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MgCl2 und 1 mm Dithiothreitol und 5–25 UmL�1 rekombinantes
Dicer (Stratagene/Genlantis).

Oder: Wie oben, jedoch mit 10% HEK-293-Zelllysat (entspricht
einer Proteinkonzentration im Assay von 10–25 mg).
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