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Ob Graig Mello and Andrew Fire vom
Carnegie Institut in Baltimore den Sekt schon
kalt gestellt haben, ist nicht bekannt. Doch
dass sie zusammen  mit  anderen
Wissenschaftlern in den nichsten Jahren zu
den hohen Favoriten auf einen Nobelpreis
gehoren, ist mehr als wahrscheinlich. Die
Begriffe, die man rund um den Mechanismus
findet, zu dessen Aufklarung Fire und Mello
wesentlich beigetragen haben, nihren diesen
Anspruch: ,,Revolution®, ,,.Durchbruch des
Jahres“, ,aufregendste Entdeckung der
Biologie der letzten 10 oder 20 Jahre*. Doch
worum geht es bei RNA-Interferenz?

Prinzipien der Genregulation

Gene und Proteine: das waren bisher die
Hauptdarsteller auf der Biihne des Lebens.
Gene, verpackt in Chromosomen, liefern das
Programm fiir Entwicklung und Bestand eines
Organsimus, werden vererbt von Generation
zu Generation.

Doch ein Gen allein besteht zuerst lediglich
aus zwei komplementiren Stringen DNA,
jeder Strang zusammengesetzt aus einer
Abfolge der 4 Nucleotide Adenin, Cytosin,
Guanin und Thymidin. Erst mit der Synthese
komplexer Proteine, resultierend aus der
»Aktivitit der Gene (auch ,,Genexpression®),
wird das Programm zur Handlung.

Aber wie wird aus DNA Protein? Wie wird
aus dem relativ simplen genetischen Code
eine molekulare Maschine, die chemische
Reaktionen beschleunigt, Energie umwandelt
oder — im GroBen betrachtet — Krankheiten
auslost oder verhindert?

Die Antwort auf diese Fragen ist eine
Doppelte (Abb. 1):

1. Transkription: die Umschreibung der
DNA in mRNA

2. Translation: die Ubersetzung der
mRNA in eine Polypeptidkette
(Protein)

Hinter diesen Begriffen steht ein Dogma der
Biologie, das bereits in den 60er Jahren
formuliert wurde: die genetische Information
wird von der DNA nicht direkt in Proteine
umgewandelt. Vielmehr erfolgt zuerst die
Umschreibung (Transkription) der DNA in
die chemisch verwandte RNA. Dies ist eine
mobile Form der Information und wird daher
auch mRNA (messenger RNA = Boten-RNA)
genannt. Die im Gegensatz zur DNA
einstraingige mRNA durchwandert die Zelle,
bis schlieBlich in hochspezialisierten Protein-
Maschinen - den Ribosomen - die Information
in eine Bauanleitung fiir einzelne Proteine
ibersetzt wird. Stellen die etwa 25000 Gene
des menschlichen Genoms die festen
Programminformationen dar, kann man in der
mRNA den dynamischen Arbeitsspeicher der
Zelle sehen, der die Umsetzung des
Programms vermittelt. Erst das
Zusammenspiel der Proteine die daraus
hervorgehen, bestimmen Funktion, Form und
Zustand der Zelle.

Ob, wann und wie stark ein einzelnes Gen
tiber Translation und Transkription in ein
Protein umgewandelt wird, kann auf
verschiedenen Ebenen kontrolliert werden.

Die am besten untersuchte Kontrollinstanz ist
die Regulation der Transkription, doch
zunehmend steigt auch das Interesse an der
Regulation auf Ebene der mRNA. An diesem
Punkt kommen wieder Fire und Mello ins
Spiel. Schon in zu Beginn der 90er Jahre
stieBen verschiedene Wissenschaftler auf ein
Phinomen, fiir das sie zunidchst keine
Erklarung fanden. In transgenen Pflanzen, in
denen die Synthese spezifischer Proteine
durch Einbringung einer zusitzlichen Kopie
des vorhandenen Gens gesteigert werden
sollte, geschah zuweilen das Gegenteil: die
Genexpression wurde abgeschaltet oder folgte
unerwarteten Mustern (Napoli et al., 1990).
Der Durchbruch zum Verstindnis dieser
iberraschenden Ergebnisse erfolgte dann im
Jahr 1998 mit einer Studie aus der
Arbeitsgruppe von Fire und Mello: brachten
sie doppelstringige RNA in Zellen des



Abb.1 Der Weg der genetischen
Information

1. Transkription: die
doppelstréngige
chromosomale DNA
dient als Muster fir die
Synthese

einzelstrangiger mMRNA

2. Translation: die mRNA
verlasst den Kern. Mit
Hilfe der tRNA wird die
Information ausgelesen
und in den Ribosomen
zur Verkettung einzelner
Aminosauren zu
Polypeptidkettten
genutzt. Nach Faltung
der Ketten entstehen die
funktionsfahigen
Proteine

Fadenwurms Caenorhabditis elegans ein (d.h.
RNA, die wie die DNA aus zwei
komplementiren Stringen besteht), wurde das
entsprechende Gen mit hoher Effizienz und
Selektivitdt abgeschaltet. Bereits das Fiittern
der Wiirmer mit dsRNA fiihrte zum gezielten
k.o. der angepeilten Gene (Timmons und Fire,
1998).

Es musste also einen Mechanismus geben, der
doppelstringige RNA erkennen konnte und
im folgenden Gene mit entsprechender DNA-
Sequenz auf unbekannte Weise abschaltete.
Dieser Mechanismus wurde als RNA-
Interferenz bezeichnet, kurz: RNAI.
Die Fragen die sich daraus ergaben, haben
viele Wissenschaftler in den letzten 6 Jahren
zu aufschlussreichen Studien angeregt:
1) Wie sieht der RNAi-Mechanismus
aus?
2) Welche biologische Funktion kann ein
solcher Mechanismus haben?
3) Welche Perspektiven fiir die Medizin
ergeben sich durch RNAi?

Wie sieht der RNAi-Mechanismus aus?

Ein sowohl faszinierender als auch hilfreicher
Aspekt ist die Tatsache, dass sich RNAi
sowohl in Tieren als auch in Pflanzen und
Pilzen in sehr @hnlicher Ausprigung finden

Protein

lasst. Dies war ein entscheidender Vorteil bei
der Erforschung des RNAi-Mechanismus.
Ausgangspunkt ist grundsitzlich die Pridsenz
doppelstringiger RNA (dsRNA, Abb.2;
Hannon, 2002). dsRNA wird von einem
Multiprotein-Komplex gebunden (1) und in
kleinere Fragmente mit einer Linge von etwa
22 Nukleotiden zerstiickelt (2), die
sogenannte SiRNA (short interfering RNA).
Im Experiment gibt es zwei Moglichkeiten,
Zellen mit dsRNA zu beladen: entweder man
bringt spezifische Gene in die Zellen ein, die
die Transkription doppelstringiger RNA
ermoglichen oder man bietet synthetisch
produzierte siRNA an (Elbashir et al., 2001)
und umgeht damit die Aktivitdt des Dicer-
Komplexes. Die siRNA-Fragmente werden
nun durch eine zweite Enzymmaschine
erkannt, dem RISC-Komplex (3). Dieser
trennt die beiden Stringe der siRNA und
ermoglicht somit das Andocken
komplementidrer mRNA-Striange (4). Es folgt
der Abbau der mRNA durch spezialisierte
Enzyme, die Nukleasen (5).

Die hohe Effektivitit des RNAi-Mechanismus
beruht auf weiteren Vervielfiltigungs-
schritten, bei denen die siRNA Bruchstiicke
als Vorlage zur Bildung zusitzlicher dsRNA
dienen. Je nach  Organismus  und
Eigenschaften der dsRNA kann der RNAi-
Mechanismus zusitzliche Effekte auf Ebene
der Transkription (DNA > mRNA) oder auf
die Translation (mMRNA > Protein) haben. So



Abb.2 Ein Modell fiir den RNAi
Mechanismus

Doppelstrangige RNA (dsRNA) wird
von dem Enzymkomplex ,Dicer*
gebunden (1) und zu kleinen
Fragmenten von ca. 22 Nucleotiden
Lange prozessiert. (2). Die
Einzelstrange dieser siRNA werden
nach Bindung an den RISC-Komplex siRNA
getrennt  (3). Der im RISC [ttt
verbleibende Einzelstrang ermdglicht
nun die Kopplung komplementarer
mRNA (4), was schlieBlich den

Abbau der mRNA ausldst (5). Je PGHLILFEESERIEIELIN 6

nach Form und Herkunft der siRNA
kann die Bindung an den RISC-
Komplex auch Auswirkungen auf die
Transkription (6) oder die Translation
(7) haben.

fiihrt in Pflanzen dsSRNA mit Homologie zu
regulatorischen ~ Bereichen von  Genen
(Promotor-Regionen) zu Verdnderungen der
Chromosomen-Struktur in diesem Bereich
(Hannon, 2002).
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Abb.3 Entwicklung der Forschung an RNAi

Die Grafik représentiert die Anzahl der Publikationen, die
mit dem Schlagwort ,RNA interference” und der jeweiligen
Jahreszahl in der Datenbank der ,National Library of
Medicine® gefunden wurden. Stand: Dezember 2004
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMe
d)
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Welche biologische Funktion kann ein
solcher Mechanismus haben?

Natiirlich ist eine solch komplexe und in der
Evolution konservierte Einrichtung keine
Laune der Natur. Was bewegt die Zelle also
dazu, diesen Apparat aufrecht zu erhalten?
Ein wesentlicher Aspekt wird sofort deutlich,
wenn man sich in Erinnerung ruft, dass die
genetische Information vieler Virenarten in
Form von  RNA  vorliegt.Bei  der
Vervielfdltigung der genetischen Information
sind viele dieser RNA-Viren (wie z.B. Polio,
Tollwut) auf dsRNA angewiesen. So scheint
die Erkennung und Zerstérung von dsRNA
eine sinnvolle Strategie gegen virale
Invasoren darzustellen. In einen anderen
Zusammenhang gehort die Beobachtung, dass
Zellen unabhingig von Viren siRNA-dhnliche
Molekiile produzieren. Diese als miRNA
(microRNAs) bezeichnete Klasse Kkleiner
dsRNA-Fragmente besitzt offensichtlich
Funktionen in der Regulation der
Genaktivitit.

Die komplexe Welt der RNAIi ist vielleicht
das aufregendste Thema der Biologie des
letzten Jahrzehnts, man mag gar von einem
,RNAi-Hype* sprechen (Abb. 3). Dies weckt
zwangsldufig groe Hoffnungen auf neue
Entwicklungen und Chancen fiir die Medizin.



Welche Perspektiven fiir die Medizin
ergeben sich durch RNAi?

Die Vorteile fiir die Nutzung von RNAIi in der
Medizin liegen auf der Hand: Effektivitit und
Spezifitat. Im Prinzip sollte sich fast jedes
Gen durch die gezielte Einbringung von
dsRNA oder siRNA ausschalten lassen. So
einfach dies klingt, stehen der medizinischen
Verwertbarkeit jedoch noch grofle Hiirden
entgegen. Denn was in Fadenwurm,
Fruchtfliege und isolierten Zellkulturen
hervorragend funktioniert, stot in der
medizinischen Anwendung auf unvorher-
gesehene Schwierigkeiten. Ein Hauptproblem
ist die Beobachtung, dass in humanen Zellen
langere dsRNA eine unspezifische Reaktion,
die sogenannte Interferon-Antwort, auslosen.
Diese Reaktion zeichnet sich im Wesentlichen
durch eine Reduktion der Transkription auf
breiter Basis aus, die schliefllich zum Zelltod
fiihrt. Als gangbare Alternative gilt derzeit die
Verwendung von siRNA. Auf dem Weg zum
Zielort ist jedoch der Abbau der siRNA durch
Nukleasen ein Hindernis. Verschiedene
experimentelle Ansidtze versuchen, dieses
Problem zu umgehen. Zum einen bietet sich
die direkte Applikation von synthetisch
hergestellter siRNA an den Wirkungsort an,
beispielsweise durch Einspritzung in den
Blutkreislauf. Vielseitiger wird die
Anwendung jedoch durch Haltbarmachung
der siRNA-Molekiille mit Hilfe chemischer
Modifikationen (Layzer et al., 2004). Ein
weiterer Ansatz ist die aus der Gentherapie
bekannte Nutzung nicht-pathogener Viren
(z.B. Adenoviren) als Genfihren. In
Tierversuchen wird aktuell die
Anwendbarkeit  dieser  unterschiedlichen
Verfahren erprobt (Soutschek et al., 2004).

Fiihrt man eine Recherche zu RNAi-Literatur
hinsichtlich medizinisch relevanter Begriffe
durch (Abb. 4), fillt die hohe Zahl von
Publikationen mit Bezug Zu
Krebserkrankungen auf. Ein groBer Teil der
Untersuchungen befasst sich mit der Suche
nach Onkogenen, d.h. den Ursachen von
Krebserkrankungen. Ein wichtiges Werkzeug
ist dabei die Nutzung umfangreicher RNAi-
Bibliotheken, die das Genom verschiedener
Modellorganismen  weitgehend abdecken

sollen (Gene Therapy 12, 2005). Durch
RNAi-abhédngige Ausschaltung der Gene und
den Vergleich mit dem humanen Genom
erthofft man sich neue FErkenntnisse zu
Ursachen und Behandlungsmoglichkeiten
menschlicher Krebserkrankungen (Lucentini,
2004). Ein weiteres Ziel ist die Umgehung der
wihrend Chemotherapien hiaufig auftretenden
Arzneimittel-Resistenzen. Modellversuche
zeigen, dass durch gezielten Knockout der
Expression des  fiir die  Resistenz
verantwortlichen P-Glycoproteins die
Effizienz der Krebsbehandlung erheblich
gesteigert werden konnte (Yague et al., 2004).

Miusen intravends verabreichte siRNA
sammelt sich vor allem in der Leber an.
Erkrankungen der Leber wie Hepatitis B und
C sind daher ideale Testsysteme fiir die
anwendungsorientierte RNAi-Forschung.
Auch hier gibt es im Maus-Modell bereits
erste ermutigende Fortschritte (Ryther et al.,
2005).

Dariiber hinaus sind viele  weitere
Krankheitsbilder sowie genetische Defekte im
Visier der RNAi-Forscher. Mitte November
verkiindete das amerikanische Biotech-
Unternehmen Sirna Therpeutics Inc. den Start
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Abb.4 Medizinische Forschung an RNAi

Die Grafik reprasentiert die Anzahl der Publikationen,
die mit dem Schlagwort ,RNA interference“ und der
jeweiligen Krankheit in der Datenbank der ,National
Library of Medicine” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez/query.fcgi?db=PubMed)  gefunden  wurden.
Stand: Dezember 2004



der ersten klinischen Studie mit einem RNAi-
basierten Therapeutikum. Die Phase 1 Studie
umfasst 30 Patienten, die unter altersbedingter
Makuladegeneration leiden. Andere
Unternehmen  haben  dhnliche  Studien
angekiindigt. Damit ist der Startschuss fiir ein
neues Rennen auf dem Pharmamarkt gegeben,
bei dem es nicht nur um den Lorbeer fiir das
erste marktfdhige Produkt geht, sondern auch
um einen gewaltigen Markt. Bereits mehr als
75 Unternehmen beteiligen sich im RNAi-
Markt und Prognosen gehen fiir das Jahr 2010
von Einnahmen in Hohe von etwa 250
Millionen € aus (Pallarito, 2004).

Innerhalb kiirzester Zeit ist somit aus den
Beobachtungen an Fadenwiirmern ein Markt
mit gewaltigem Wachstumspotential
geworden. Ob sich die hochfliegenden
Hoffnungen erfiillen oder — wie bei den
bisherigen gentherapeutischen Anldufen —
relativ schnell Erniichterung eintritt, werden
die nichsten Jahre zeigen. Was auf jeden Fall
bleiben wird, ist der immense Einfluss der
Entdeckung des Prinzips RNAi auf die
Grundlagenforschung in  Biologie und
Medizin. Daher sollten die Wissenschaftler
um Mello und Fire auf jeden Fall Platz fiir
einige  Flaschen im  Laborkiihlschrank
freihalten. Q
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