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In allen lebenden Organismen ist die
Genexpression eine hoch komplexe An-
gelegenheit, bei der Hunderte von Ge-
nen gleichzeitig koordiniert werden
m�ssen. Um dieser Herausforderung
gerecht zu werden, hat die Natur eine
Vielzahl von Kontroll- und Regulations-
mechanismen entwickelt. In diesem Zu-
sammenhang ist in den letzten Jahren
die große Bedeutung von nichtkodie-
render RNA (ncRNA) erkannt wor-
den.[1] Diese Gruppe von Ribonuclein-
s0uren umfasst sowohl cis- also auch
trans-agierende RNA-Elemente. Zu den
cis-agierenden ncRNA-Elementen ge-
h2ren z.B. Riboschalter, bei denen es
sich um Sequenzabschnitte in den 5’-
nichtkodierenden Regionen (5’-UTRs)
von mRNAs handelt, die strukturelle
Erkennungsmotive f�r bestimmte Me-
taboliten enthalten. Durch die Bindung
dieser kleinen Molek�le werden alter-
native Strukturen gebildet, die zur In-
itiation der Translation oder zur Termi-
nation der Transkription f�hren k2n-
nen.[2] Des Weiteren sind Riboschalter
mit Ribozymaktivit0t entdeckt worden,
die die Spaltung der mRNA und die
Herunterregulation des entsprechenden
Gens bewirken.[3] Zur den trans-agie-
renden ncRNA-Elementen geh2ren die
microRNAs (miRNAs), die mit kom-

plement0ren Sequenzen der mRNAund
des Genoms wechselwirken;[4] kurze in-
terferierende RNAs (siRNAs), die den
Weg der RNA-Interferenz nutzen;[5]

und nicht zuletzt Ribozyme[6] und Anti-
sense-RNA.[7]

Die weite Verbreitung von regulato-
rischen Systemen auf RNA-Basis in
diversen Organismen hat Wissenschaft-
ler zur Entwicklung artifizieller Ribore-
gulatoren angeregt. Bereits 1998 konnte
gezeigt werden, dass in S0ugerzellen
durch die Insertion eines in vitro selek-
tionierten Aptamers in die 5’-UTR einer
mRNA die Translation in Gegenwart
des entsprechenden Liganden unter-
dr�ckt wird.[8] Erst in j�ngerer Zeit
wurde ein kombiniertes regulatorisches
cis/trans-System konstruiert, bei dem
cis-agierende RNA-Elemente die Trans-
lation inhibieren und trans-agierende
RNA-Elemente durch die Wechselwir-
kung mit den cis-agierenden die Trans-
lation wieder anschalten.[9] K�rzlich
wurde auch �ber ein cis-agierendes,
Ribozym-gest�tztes regulatorisches Sys-
tem berichtet, das auf die Gegenwart
niedermolekularer Liganden reagiert.[10]

Eine neue, vielversprechende Ent-
wicklung auf dem Gebiet k�nstlicher
Riboregulatoren sind die so genannten
Antischalter („Antiswitches“), die von
Bayer und Smolke f�r einzellige Eu-
karyonten, Saccharomyces cerevisiae,
gefunden wurden.[11] Ein Antischalter
agiert trans und kann im Prinzip so
entworfen werden, dass er die Expressi-
on jedes beliebigen Zieltranskripts re-
guliert und auf jeden beliebigen Ligan-
den anspricht. Er besteht aus einer
Aptamerdom0ne zur spezifischen Er-
kennung des Liganden (Effektor) und
einer Antisensedom0ne (Abbildung 1).
Entscheidend ist, dass durch die Bin-

dung des Effektors eine Inderung der
RNA-Konformation erzwungen wird,
durch die die Antisensedom0ne dann
in der Lage ist, mit der Ziel-mRNA zu
wechselwirken und folglich die Transla-
tion zu modulieren.

Die Autoren unterscheiden zwei Ty-
pen Ligand-sensitiver Riboregulatoren
– den „Aus-Antischalter“ (off anti-
switch) und den „An-Antischalter“ (on
antiswitch). Ist kein Ligand vorhanden,
verbirgt der „Aus-Antischalter“ seine
Antisensesequenz intramolekular in ei-
nem doppelhelicalen Segment und kann
sie dementsprechend nicht f�r die Ba-
senpaarung mit der Ziel-RNA zur Ver-
f�gung stellen. Erfolgt jedoch die Bin-
dung des Liganden, wird eine allosteri-
sche Konformations0nderung induziert,
die die Antisensesequenz als Einzel-
strangabschnitt zug0ngig macht und da-
her die intermolekulare Basenpaarung
mit der mRNA erm2glicht. Als Folge
wird das entsprechende Gen herunter-
reguliert.

Im Gegensatz dazu enth0lt der „An-
Antischalter“ eine freie einzelstr0ngige
Antisenseregion und kann so bei Fehlen
eines Effektors mit der Ziel-mRNA
wechselwirken. Bindet der Effektor an
die Aptamerdom0ne, wird wiederum
eine allosterische Konformations0nde-
rung induziert, die bewirkt, dass die
Antisensesequenz eine thermodyna-
misch bevorzugte, intramolekulare
Stamm-Schleifenstruktur bildet. Der
An-Antischalter geht damit in die inak-
tive Form �ber, und entsprechend wird
das Gen hochreguliert.

Das Konzept der Antischalter wurde
am Beispiel des gut charakterisierten
Theophyllin-Aptamers[12] demonstriert,
in Kombination mit einer 15 Nucleotide
langen Antisensesequenz, die mit der
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Region um das Startcodon einer GFP-
kodierenden mRNA wechselwirkt
(GFP= gr�n fluoreszierendes Protein).
Die Antischalter-RNA wurde in S. cere-
visiae exprimiert, indem sie zwischen
zwei Hammerhead-Ribozyme kloniert
wurde, die f�r effiziente Spaltung in vivo
bekannt sind und die Bildung definier-
ter 5’- und 3’-Enden garantieren. Die-
selben Zellen wurden mit einem spezi-
ellen Hefe-GFP-Plasmid transformiert.

Bemerkenswert ist, dass die vorge-
stellten Riboregulatoren einen scharfen
Lbergang zwischen den Zust0nden der
Genexpression bei nur kleinen Inde-
rungen der Effektorkonzentration auf-
weisen. Dieses bin0re An/Aus-Schalter-
verhalten ist sehr wahrscheinlich darauf
zur�ckzuf�hren, dass Aptamer und An-
tisensesequenz um die Basenpaarung
mit demselben internen Sequenzab-
schnitt des Antischalters konkurrieren.

Die hohe Flexibilit0t des neuen
Konzepts f�r Riboregulatoren wurde
durch weitere Varianten der Antischal-
ter unterstrichen. So kann durch strate-
gisch positionierte Punktmutationen der

Schwellenwert des An/Aus-Schaltens als
Funktion der Effektorkonzentration
manipuliert werden. Dar�ber hinaus
ersetzten die Autoren die Aptamerdo-
m0ne f�r Theophyllin mit jener f�r
Tetracyclin und konnten ein vergleich-
bares Verhalten f�r diesen alternativen
Liganden belegen. Zus0tzlich zeigten
sie, dass zwei Antischalter mit unter-
schiedlichen Aptamer- und Antisense-
dom0nen in derselben Zelle voneinan-
der unabh0ngig auf ihre jeweiligen Li-
ganden ansprechen und so zwei unter-
schiedliche Gene regulieren.

Die neuen Antischalter repr0sentie-
ren ein hoch flexibles und rationales
Konzept, das f�r sowohl die positive als
auch die negative Regulation von po-
tenziell jedem beliebigen Gen in unter-
schiedlichsten Organismen geeignet ist.
Die Ber�cksichtigung von besonders
kleinen Aptamerdom0nen k2nnte das
Design zuk�nftiger Antischalter zus0tz-
lich beeinflussen. So reduzierten Ander-
son und Mecozzi k�rzlich das urspr�ng-
liche Theophyllin-Aptamer auf eine nur
13 Nucleotide umfassende RNA und

fanden, dass die hohe Affinit0t und
Spezifit0t nahezu erhalten blieben.[13]

Eine Kombination dieser kleinsten Ap-
tamerdom0nen mit entsprechenden An-
tisensedom0nen w�rde Antischalter in
der Gr2ße von siRNAs ergeben, die
weitere interessante Anwendungen zur
Regulation der Genexpression in Aus-
sicht stellen.
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Abbildung 1. Programmierbare Ligand-kontrollierte Riboregulatoren f*r die eukaryontische Genregulation. Die so genannten Antischalter sind
trans-agierende ncRNAs, die aus einer Antisense- und einer Aptamerdom0ne bestehen. Im Falle des „Aus-Antischalters“ (links) ist die Antisense-
sequenz (rot) in einer Stamm-Schleifenstruktur versteckt. In Gegenwart des Liganden (Theophyllin; orange) wird eine allosterische Konformations-
0nderung bewirkt und die Antisensesequenz freigegeben. Sie kann nun mit der mRNA am 5’-Ende wechselwirken und die Genexpression unterdr*-
cken. Im Falle des „An-Antischalters“ (rechts) liegt die Antisensesequenz frei und kann an die mRNA binden. Die Genexpression ist damit unter-
dr*ckt. Durch Bindung des Liganden wird der Antischalter von der mRNA losgel?st und die Genexpression erm?glicht.
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