
Funktionelle Genanalyse mittels RNA-Interferenz 

ALLe auf einen Streich
 
• RNA-Interferenz ist ein potente Technik, urn biologische 
Prozesse oder Ursachen von Erkrankungen zu verstehen: Mit 
kleinen RNA-MolekOlen schalten Forscher in beliebigen Zellen 
gezielt Gene aus, urn deren Funktionen aufzudecken. In den 
letzten Jahren entwickelten sich die RNAi-Technologien derart 
rasant, dass mittlerweile nicht nur einzelne Gene, sondern 
ganze Genome untersucht werden. 

Lange Zeit galt RNA als pa ssiver Mittler 
zwische n DNA und Protein . Seit einigen 
Jahren jedoch ent pup pt sie sich al s wa h­
re Regentin der Zelle. Denn e ine ga nze 
Reih e kleiner RNAs, d ie nicht fur Protei­
ne cod ieren , reguli er en mannigfa ch die 
Gen aktivitat. 

So schalte n die zu dieser Gruppe ge­
horenden small interfering RNAs (s iRNAs) 
Gen e komplett abo 1998 entschlusselten 
And rew Fire und Craig Mello die sen Vor­
gang und nan nte n ihn RNA-Interferenz 
(RNAi). Dab ei schnei det das Enzym Di­
cer 21-28 Basenpaare lange siRNAs aus 
vorhan dener doppelst rangiger RNA (dsR­
NA). Diese binden w iederum im Protein­
komplex RISC an kornplernent are mRNA, 
dessen weiterer .Jvlitspieler" Argonaut sie 
dann spa ltet. Die resultieren den mRNA­
Schnipse l werden abg ebaut und die Pro­
teinproduktion unterbleibt. 

RNAi in Zellen hoherer Tiere und Men­
schen einzusetzen gelang der Gruppe urn 
Thomas Tuschl erst 2001 (sieh e Artike l ab 
Seite 42 ). Seith er werd en immer raffin ier­
tere Methoden erfunde n, urn kleine RNAs, 
die gezielt Gene stu mm scha lten, in Zellen 
zu bu gsieren. 

Stabile Integration 

lrn Labor von Achim Kramer am Berli ­
ner Universtat sklinikum Char ite schl eu st 
beispie lsweise Bert Maier in Lentiviren 
ve rpackte siRNA in hu mane Zellenli nien 
ein . Sein Ziel ist , mit Hilfe eines genomwe i­
ten RNAi-Screens den molekularen Aufba u 
der inneren Uhr in den Zellen zu entschli.is­
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se ln. Denn obwohl die innere Uhr zentral 
tibe r das Geh irn gesteuert w ird , tickt in 
jeder Korperzelle ein e eigene Uhr. .J nde rn 
wir mit RNAieinzelne Genfunktionen aus­
schalte n, konnen wir erkenne n, welche 
Gene Einflu ss au f das Uhr werk haben", 
sagt Maier, der das Modellsystem etabliert 
hat. "Und imm erhin steuert die innere Uhr 
viele leben sn orwendige Pro zesse - etw a 
den Stoffwechsel, die Zellteilung und die 
Irnm un abwehr." 

Kleine RNAs ub e r e in Retrovirus in 
die Zell en einzubringen ist weit aufwa n­
d iger a ls eine e infa ch e Transfektion der 
Molekule. .Der Vorteil der Methode ist 
jedoch, dass auf d iese Weise die siRNA­
codierende DNA srabil in da s Zellgenorn 
integr iert wird , weshalb die RNA uber 
lan ge Ze it gebi ldet wird", erkl art Maier. 
.Das Vorgehen ah nelt zudem sta rker de m 

Green Fluorescent Protein (GFP) 

naturlichen RNAi-Ablauf und ist dahe r 
sehr effizient. Und es kommt au ch nicht zu 
einer Immunantwort gegen Fremd-RNA, 
wie es bei Tran sfektionen mo glich ist ." 

Neb en siRNA tra gen die Zellen der 
Chrono biologe n das Gen des Leuchtka­
ferenzym s Luziferase unter eine m .uhr­
spezifische n" Pro motor. Sie leuchten en t­
sprec hend ih res Tag/Nachtrhythrnusses 
unterschiedlich hell. "Ha t eine siRNA eine 
Auswirkung aufdie Uhr, erkenne n wir das 
am veranderten Leuch tmuster", so Maier. 

Einen Teil der im Screen gefundenen 
Kand idate n untersu chen Maier und Co. 
in weiteren Experimenten auf ih ren Ef­
fekt. Einer davon ist die Casein-Kinas e 2, 
d ie eine wichtige Rolle bei der Regulation 
des Zellzyklus spielt . "Wird die Expression 
der Casei n-Kinase 2 mit RNAi unterd riickt , 
da uert der Tag fiir die Zelle nicht mehr 24, 
sondern 26 Stunden", berichtet Maier. Wie 
das Team ze igen konnte, phosph oryliert 
d ie Kina se das Uhrprotein Period2 und 
reg uliert so dessen Stabilitat und zellul ar e 
Lokalisation (GenesDev 2009, 23 (6) :708). 

Die For sche r hoffen , dass e ine ge ­
na uere Kenntnis de r Zelluhr dazu beitragt , 
mit Schichtarbeit und Jetl ag ve rbundene 
Risikoe rkra nkungen w ie Kreb s und Stof f­
wec hselstor ungen besser zu verstehen und 
th er api eren zu konnen, 

Medikamente gegen "Selbst" 

Eini ge Strafsen welte r, ebenfalls auf 
dem Gelande der Charite, spurt Thomas 
Meyer sa rnt den Kollegen seiner Abte i­
lun g Mole kulare Biologie am Max-Planck­
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Nich t mit Mucken , sondern der Tau­
fliege Drosophila melanogaster arbeite t 
Gunter Merdes' Gruppe an der ETH Zu­
rich . Der geburtige Deutsche untersucht 
den zwischen Fliege und Mensch hoch 
kon ser viert en Notch-Si gn alweg. Dieser 
ist na ch dem Rezeptor Notch be na nnt, 
e ine m Tran smembranprotein , das wie­
derum die Tran smembranproteine Delt a 
oder Serrate au f anderen Zellen bin det . 
Da er auf diese Weise eine wichtige Rolle 
in der Zelldifferenzieru ng spielte, wird der 
Notch-Sig nal weg beim Mensch mit ver­
sch iedenen Krebsfo rmen in Verb indung 
gebracht. 

Gen-Identifizierung 

In einem kombinierten In vitro-und In 
vivo-RNAi-Scree n fahnde ten Merdes und 
Mira rbei ter nun nach Regulatoren des 
Signa lwegs (Dev Cell 2010, 18 :862) . "In 
eine m geno mwei te n RNAi-Screen einer 
Fliegen-Zeillinie haben wir 90 0 mogliche 
Kand idatengene aufgespiirt", teilt Merd es 
mit. ,,500 de r Gen e haben wir anschlie­
Isend in lebenden Fliegen getes tet." 

In vitro beobachteten die Schweizer 
de n Einfluss tran sfizierter siRNAs auf die 
Expression des Reportergens Luziferase 
unter einem Notc h-spezi fische n Promo­
tor. Fur d ie In vivo-Ana lysen kre uzten sie 
transgene Fliegen, de ren Nachko mmen im 
Auge oder im Fliigel d ie jeweilige siRNA 
sowie Green Fluorescent Protein (GFP) un­
ter einem Notch-spezifischen Promotor ex­
primierten. Die leuchten den Organ e ana ­
lysierten die Wissenscha ftler anschliefsend 
mikroskopisch . Sie entde ckten 401 Gene, 
die den Notch-Signalweg beeinflussen. 

.Da wir die Kandidatengene in vitro 
eingegrenzt hatten , konnten wir anschlie­
Isen d aufwe nd igere In vivo-Tests durch­
fuhren", schildert Merdes. "So haben wir 
beispielsweise die Starke des RNAi- ~ 

Therapeutische RNAi 

Meyer und Co. se tze n nun die Jagd 
nach zelleigenen Moleku len, die sich als 
Ansatzpunkt fur die Enrwicklung neuar­
tiger Gripp emittel eignen, auch im Rah­
men eines EU-Projekts fort. "Zusa mmen 
mit anderen europaischen Arbeitsgrup­
pen und Pharmafirmen verfolgen wir hier 
konventionelle Therapieansatze sowie den 
Einsatz therapeutischer RNAi", berichtet 
Meyer. 

Daruber hinaus nimmt er mit seine n 
Mitarbeitern weitere Erreger ins Visier. 
Als nachstes will die Gruppe per genom­
weitem RNAi-Screen Wir tsfaktoren bei 
Infektionen mit dem Chikungun ya-Viru s 
aufdecken. Das uber Moskitos ubert ra­
gene Viru s lost Derigu efi eber- ahnlich e 
Symptome au s und halt derzeit vers tarkt 
in Europa Einmars ch . 

die Forscher doppelstrangige 
siRNA in eine Lungenzelllinie, 
die sie mit saisonalen Grippe­
viren, pandemischen Schwei­
negrippeerreger oder Vogel ­
grippevirus infiziert hatten. Die 
Virusvermehrung ermittelten sie 
uber die Produktion de s vira len 
NP-Proteins . Zur Bes timmung 
des Virus titers gabe n sie Uber­
sta nde infiz ierter Zellen zu einer 
Zelllini e mit Influenza-ind uzier­
barem Luziferase-Gen . 

Zwei der gefundenen Wirts­
faktoren pruften die Infekti ons­
biologen inzwischen im Detail: 
Sie blockierten die Kinase CLKI 
pharm akologisch in vitro und 
untersuchten Knoc kout-Mause 
ohne den Cyclin-a bha ngige n 
Kinase-Inhibitor lB. In beid en 
Fallen war die Virusp roduktion 
verminde rt . 

Inst itut fur Infekt ion sbiologie mit RNAi 
Molekiile auf, die Erregern den Eintritt in 
ihre Wirt szellen errnoglichen, "Wir sind 
da ra n gewohnt, fur Erkrankungen von 
Kopfs chme rzen bis zu Herzrhythmus­
sto ru ngen Medi ka me nte einzuse tze n, 
die sich gegen korpereige ne Str ukturen 
richten", sagt Abte iIungsdi rek tor Meyer. 
.Aber Praparate gegen Infektionen zielen 
bisher aussc hliefslich au f die Err eger ab." 
Meyer will dieses Prinzip durchbrechen: 
Er sucht nach Wirt sfakt oren , die blocki ert 
werden kon nen, urn Eintritt und Vermeh ­
ru ng krankmachender Mikroorganismen 
zu verhi ndern. 

So iden tifizierte Meyers Team in einem 
genomwei ten RNAi-Screen 287 mensch­
liche Gene, welc he die Verme hrung von 
Grippeviren beeinflussen (Nature 2010, 
463: 818). Fiir diesen Scree n tra nsfizierten 

• stronger gene silencing 

• higher serum stability 

• less off-target effects 

www.riboxx.com 
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1m Projekt ,.iBeetle" wollen die Forscher urn Gregor Bucher imReismehlkiifer Tribolium casta­
neum ein Gen nach dem anderen ausschalten, urn deren Funktion aufzuklaren, 

Effekts tiber die Temperatur reguliert. " 
Ihre Ergebnisse fassten die Zellbiologen 
schl iefslich als Netzwerk alle r Wechselw ir­
kungen mit Notch zusarnrnen . Mit Hilfe 
verschiedener Methoden aus der Proteo­
mik will Merdes dieses Bild ktinftig noch 
genauer ze ichnen. 

Kopf und Gehirn von Kiifern 

Das Modelltier Drosophila bietet indes 
nicht jedem Insekten forscher Anrworten 
auf sein e Fragen, So erwa Gregor Bucher 
von der Uni Gbttingen, der sich fur die 
Kopfbildung von Insekten int eressiert. 
,,Drosophila ist in vielen Dingen kein ty­
pisches Insekt, so dass sich man che Pha­
nomene nicht in ihr unte rsuchen lassen", 
sag t Bucher. "Dazu ge ho ren di e Ausbil ­
dung des Kopfes, di e Segmentierung im 
wachsenden Embryo, die Musterb ildung 
wahrend der Metamorphose sowie die An­
lage von Stinkdriisen, die viele Insekten 
fur Kommunikation und Abwehr nutzen , 
Drosophila aber fehlen ." 

Bucher initiierte da her zusammen mit 
Kollegen de r Unis Gbttingen, Erlangen, 
Koln, Dresd en und Greifswald das DFG­
gefbrd erte Projekt "iBeetle" : In e inem 
genomweiten RNAi-Screen woll en die 
Teilnehmer Genfunktionen des Reismehl­
kafers Tribolium castaneum ergrtinde n. 

Buche r und seine Mitstreiter injizieren 
zwischen 500 und 1000 Basenpaare lange 
Doppelstrang-RNA in den Hinterleib des 
Kafers.Von dort au s breitet sich diese tiber 
die Harnolymphe - das Insektenblu t - in 
aile Zellen aus. In den Zellen werden die 
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RNA-Ketten nachfolgend zu siRNAs pro­
zessiert . "Anders als be iDrosophila zeigen 
auch die Nachkomme n der behandelten 
Kafer den RNAi-Effekt", teilt Bucher mit, 
Urn ein moglichst vollstandiges Bild der 
Genfunktion zu erhalten, spritzen die Ka­
fer forscher ihre RNA in weibliche Puppen 
sowie in Lar ven . So konnen sie zum einen 
in den Nachk ommen der Puppen Effekte 
wahrend der Embryonalentwicklung be­
obac hten, wie auch an derer seit s die Sto­
rung von Funktionen wahrend der Meta­
morphose der Larve zum adulten Kafer. 

Ihre Ergebn isse speisen Bucher und 
Co. in ei ne Online-Daten bank ein, di e 
offentlich zugan glich we rde n solI. "Wir 
wollen mit iBee tle ein e Screening-Platt­
form schaffen, mit der sich Genfunktionen 
schnell und einfac h ermitteln lassen ", sag t 
Bucher. "Die we ite re Untersuchung der 
Gene wurde nicht im Kafer, sondern einem 
anderen Tiermodell stattfinden, in dem 
meh r etablierte Method en zu r Verfilgu ng 
stehen." 

Die Ent schlusselung de r Funkt ionen 
der rund 14,000 Gene de s Reisrn ehlka­
fers ist au f sechs Jahre ange legt . .Bi s Ende 
2011 wollen wir die Halfte des Gen om s 
analysiert haben", so Bucher. 

Neben einem besseren Verstandnis der 
fruhen Entwi cklung vorn Ei zur Larve so­
wie der Metam orphose erhoffen sich die 
am Projekt bet eili gten Wissen sch aftl e r 
auch neue Ansatze fur die Schadlingsbe­
kampfung. 

Auch Pflan zenforsc her setzen RNAi 
ei n , urn Gen e abzusch alten. Thomas 
Schmulling und seine Gruppe von de r FU 

Berlin beschaftigen sich be ispielsweise 
mit dem Pflanz enhormon Cytokinin, das 
Entwi cklung und Wachstum beeinflusst, 
In der Modellpfl an ze Arabidopsis thali­
ana machten die Pflanzenforscher ein e 
erstaunliche Entdeckung: "Schalten wir 
Gene aus, die ftir Cytokinin-abbauende 
Proteine codi eren , bilden die Pflanzen bis 
zu SO Prozent mehr Samen aus. Das ist 
sehr viel, klassische Ztichtungsmethoden 
erreich en nur ein bis zwei Prozent Ertrags­
steige ru ng pro Jahr." 

In Kooperation mit dem Unternehmen 
Norddeutsche pflanzenzucht Hans-Georg 
Lembke KG versucht Schrnullings Team 
nun dieses Ergebnis in di e Nutzpflanze 
Raps zu ubertragen. Hierfur ident ifizierte n 
sie die homologen Gene des Cytokinin­
Stoffwechsels in Raps, deren Expression 
sie anschliefsend per RNAi unterdruckten . 

UrnsiRNAin Pflanzen zu produzieren , 
nutzen die Botaniker das Bodenbakterium 
Agrobacterium tumefaciens , das fremde 
DNA ubertragen kann. "Die Ubertragung 
von siRNA-codiere nder DNAfuhrt zu eine r 
stabilen Transformation in das Genom, die 
auch an die nachste Generationen weiter­
gegeb en wird ", veranscha ulicht Schmul­
ling, Ob die so veranderten Rapspflanzen 
mehr Samen tra gen als ihre untransfo­
mierten Artgenossen, ist noch unklar- die 
Unter suchungen dau ern noch an. "Soliten 
sich die Mutanren als ert ragre icher er wei­
sen , wurden sie fur den kommerziellen 
Einsatz wahrscheinlich mit ande ren Ver­
fahren als RNAi erze ugt", meint Schmul­
ling, Denn mit RNAiproduzierte Pflanz en 
gelten als transgene Pflanzen, fur die die 
entsprechenden Genehmigungsverfahren 
zeitau fwendig und teuer sind, 

Etablierte Methode 

Nur zwolf Ja hre nach ihrer Entdeckung 
ist die RNAi-Technik heute in der Grundla­
gen- ebenso wie in der an gew andten For­
schung in Pflanzen, Tieren und Menschen 
fest etabliert, Und neben dem Einsatz der 
Methode zur Genfunktionsan alyse oder 
Herstellung trans gener Organ ismen zeich­
net sich bereits eine neue Perspektive auf 
dem RNA-Feld ab: Die Beeinflu ssung na­
tiirl ich ablaufender RNAi-Prozesse. 

"RNAi spiel t be im Ablau f patholo­
gisch er Prozesse eine zentrale Roll e", 
erkla rt der Berliner Infektion sbiologe 
Meyer. .Durch die Man ipul ation der be­
teil igten klein en RNAs liefsen sich die se 
Krankheiten und Infektionen wornoglich 
heilen." Meyer selbst ist mit seiner Gruppe 
auf d iesem Gebiet schon aktiv. 

MELANIE ESTRELLA 

/112010 Laborjournal 


