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Gen-Stummschaltung durch doppelstr�ngige RNA
(Nobel-Vortrag)**
Andrew Z. Fire*

Doppelstr
ngige RNA als biologisches Alarmsignal

Nachdem wir nun etliche Einschr�nkungen vorausge-
schickt haben, k�nnen wir unsere Geschichte mit dem ersten
Hauptakteur beginnen. Doppelstr�ngige RNA ist wahr-
scheinlich so alt (oder fast so alt) wie das Leben auf der Erde.
Die Naturwissenschaften nahmen freilich etwas sp�ter Notiz
von dieser RNA-Form, und zwar Mitte der 1950er Jahre.
Hierbei wurden die gleichen Arten von Basenpaaren, die
DNA-Str�nge wie einen Reißverschluss zu einer Helix zu-
sammenziehen,[1] nur ein paar Jahre sp�ter auch in der
Struktur der RNA gefunden.[2–5] Wenn zwei RNA-Str�nge
gr�ßere Bereiche komplement�rer Sequenzen aufweisen,
k�nnen sie sich zu einer etwas flexiblen st�bchenf�rmigen
Struktur zusammenlagern, die �hnliche Merkmale wie die
DNA-Doppelhelix hat (sich im Detail aber von dieser un-
terscheidet).[5, 6]

Das Vorkommen von doppelstr�ngigen RNAs in biolo-
gischen Systemen wurde in einer Reihe von Experimenten
Anfang der 60er Jahre aufgedeckt.[7–9] Interessanterweise
waren all diese biologischen Systeme, die als Quelle f=r
doppelstr�ngige RNA ausgemacht wurden, am Vorgang der
Virusinfektion beteiligt. Die Befunde f=hrten zu der Hypo-
these, dass viele Viren mithilfe eines doppelstr�ngigen RNA-

Intermediats von einer RNA zur n�chsten RNA replizieren
k�nnten. Zu dieser Zeit wurde das zentrale Dogma der Mo-
lekularbiologie experimentell begr=ndet, welches besagt, dass
Zellen in erster Linie doppelstr�ngige DNA f=r die langzei-
tige und einzelstr�ngige RNA f=r die kurzzeitige Informati-
onsspeicherung nutzen. Dies ließ keinen Spielraum f=r eine
Beteiligung doppelstr�ngiger RNA am normalen zellul�ren
Informationsfluss, beließ der dsRNA aber eine Schl=sselrolle
bei der Replikation von RNA-Viren (zumindest vor=berge-
hend).
Springen wir nun weitere dreißig Jahre in die Vergan-

genheit, zu einer Serie von Experimenten, in denen man die
Reaktionen einer Wirtzelle auf eine virale Infektion unter-
suchte.[10, 11] Die Experimente wurden mit zwei verschiedenen
(im Wesentlichen nicht verwandten) Viren ausgef=hrt, mit
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denen man einen einzelnen Wirt infizierte (Abbildung 1).
Eines der Viren war recht virulent und in der Lage, das
Wirttier zu t�ten, w�hrend das zweite Virus relativ gutartig
war und nur geringe Symptome verursachte. Das =berra-

schende Ergebnis war, dass eine vorab vorgenommene In-
fektion mit dem gutartigen Virus das Tier widerstandsf�hig
gegen den zweiten, t�dlichen Virus machte. Die Schlussfol-
gerung aus diesem Befund lautet, dass der Wirt (in diesem
Fall ein Hase) in irgendeiner Form weiß, dass er durch ein
virales Pathogen infiziert wurde und in irgendeiner Weise ein
Signal aussendet, das es ihm erm�glicht, eine Form von Wi-
derstandsf�higkeit gegen weitere Infektionen zu entwickeln.
Obwohl schon lange bekannt war, dass Viren Immunreak-
tionen ausl�sen k�nnen, kamen diese Ergebnisse unerwartet,
da die beiden im Experiment verwendeten Viren anscheinend
nicht verwandt waren. Diese allgemeine Immunreaktion auf
eine Infektion war eine neue Erscheinung und erbrachte
wichtige Erkenntnisse =ber Immunmechanismen unter Be-
teiligung allgemeiner Alarmreaktionen. Eine entscheidende
Folgeentdeckung kam ungef�hr 20 Jahre sp�ter, als Isaacs
und Lindeman[12] ein Protein aus einem infizierten Tier iso-
lierten, das nach Injektion in ein naives Tier eine allgemeine
Virenresistenz =bertrug. Dieses Protein wurde als Interferon
bezeichnet.
Noch w�hrend diese Studien liefen, begann sich der Me-

diziner Richard Shope f=r m�gliche Anwendungen der an-
geborenen Immunantwort zu interessieren. Sein Ziel war es,
eine Behandlung zu finden, die eine allgemeine Immunit�t

ausl�sen und so zu Virenresistenz f=hren sollte. Shope reiste
gegen Ende des Zweiten Weltkrieges rund um die Welt und
sammelte biologisches Material auf der Suche nach etwas, das
er zermahlen und als Ausgangsmaterial verwenden konnte.
Sein bemerkenswertester Fund war ein Pilz (Penicillium fu-
niculosum), den er in Guam auf einem eingerahmten Bild
seiner Frau Helen fand. Die Extrakte des Pilzes nannte er
„Helenin“, und er fand, dass diese eine Interferonantwort in
Tieren ausl�sen konnten.[13]

Das n�chste Kapitel schlugen Maurice Hilleman und
Mitarbeiter bei Merck auf, die aus Shopes Pilz die eigentliche
Substanz isolierten, die f=r die Virenresistenz zust�ndig war.
In einer 1967 ver�ffentlichten Arbeit[14] berichteten sie, dass
die Pilzextrakte doppelstr�ngige RNA enthielten, welche die
Resistenz induzierte. Mit der Annahme, dass die Sequenzen
der pilzlichen RNA und der viralen Zielstruktur nur gering
oder gar nicht =bereinstimmten, wurden weitere nur sehr
entfernt verwandte nat=rliche und synthetische Doppel-
strang-RNAs getestet, und man fand, dass alle eine Interfe-
ronantwort ausl�sen k�nnen.[15–17] Nat=rlich warf diese Studie
eine Vielzahl von Fragen auf. Von vielleicht gr�ßter Bedeu-
tung war die Frage, warum der Pilz doppelstr�ngige RNA
enthielt. Hilleman stellte die interessante Hypothese auf, dass
sich der Pilz zuf�llig eine virale Infektion eingehandelt habe.
Tats�chlich hatten die Autoren ein altert=mliches System
entdeckt, durch das Zellen ein als „Bote“ einer viralen In-
fektion wirkendes Molek=l (dsRNA) wahrnehmen k�nnen
und daraufhin mit einem Warnsignal an den Organismus
reagieren, sodass dieser entsprechende Gegenmaßnahmen
einleiten kann.
Fr=he Studien zur systemischen Immunit�t beschr�nkten

sich keineswegs auf tierische Zellen. Als man in den 30er
Jahren erstmals die Interferonantwort bei Tieren beobachte-
te, war bereits bekannt, dass Pflanzen einige bemerkenswerte
Immunreaktionen ausl�sen konnten. Injizierte man ein Virus
in einen bestimmten Pflanzenteil, konnte sich (zumindest in
einigen F�llen) in der gesamten Pflanze Virenresistenz ent-
wickeln (z.B. Lit. [18,19]). Diese Experimente wiesen zwar
darauf hin, dass Pflanzen =ber ein Immunsystem verf=gen,
andererseits fehlten ihnen die spezifischen Immunkompo-
nenten (einschließlich Antik�rpern und weißen Blutzellen),
die man in Tieren seit vielen Jahren untersucht hatte.
Zweierlei Befunde mit großer Bedeutung f=r die Gen-

Stummschaltung wurden also schon fr=hzeitig erkannt: eine
Immunreaktion in Tieren, die allgemein wirkt und von dop-
pelstr�ngiger RNA abh�ngt, und eine Immunreaktion in
Pflanzen mit unbekanntem Ausl�ser, die ein spezifisches
Signal =ber gr�ßere Entfernungen im Organismus verbreiten
kann.

Gen-Stummschaltung in einem gew�hnlichen
Fadenwurm

Es ist nun an der Zeit, eine weitere Hauptfigur einzu-
f=hren, eine, die ein guter Freund von Craig, mir und ein paar
tausend anderen Forschern weltweit ist: Caenorhabditis ele-
gans, ein knapp ein Millimeter langer Spulwurm aus dem
Stamm der Nematoden. C. elegans hat schon bei den Nobel-

Abbildung 1. Virale Interferenz („angeborene Immunit�t“) bei S�ugern.
Oben: Ein hoch virulentes Virus (dargestellt als blaues Sechseck) fAhrt
zum Tod, wenn es einem „naiven“ Wirttier eingeimpft wird. Mitte: Ein
weniger virulentes (und nicht verwandtes) Virus (dargestellt als rotes
FAnfeck) infiziert Zellen, verursacht aber keine oder nur geringe syste-
mische Symptome – das Tier bleibt am Leben. Unten: Eine vorausge-
hende Infektion mit dem weniger virulenten Virus (rot) fAhrt zu einer
angeborenen Immunreaktion, die es dem Tier ermFglicht, eine nach-
folgende Infektion mit dem hoch virulenten Virus (blau) zu Aberleben.
Quelle: Im Einschub und im Haupttext angegebene Literaturstellen;
die Zeichnung des Kaninchens ist John Tenniels Illustration im 11. Ka-
pitel von Alice im Wunderland entlehnt (1865).
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Vortr�gen 2002 von Sydney Brenner, John Sulston und Bob
Horvitz eine Rolle gespielt, und Dr. Brenner sprach „dem
Wurm“ ein betr�chtliches Maß an wissenschaftlicher Repu-
tation zu (wenngleich er doch z�gerte, ihm auch einen mo-
net�ren Anteil zuzuerkennen).[20] Und auch wir haben dem
Getier unsere Ehre zu erweisen, denn C. elegans hat sich als
eine gl=ckliche Wahl f=r Untersuchungen zur Gen-Stumm-
schaltung erwiesen. Dabei sorgte die vehemente Reaktion
des Wurms auf „Fremdinformation“ zuerst f=r große Frus-
trationen, gestattete sp�ter aber wertvolle Einblicke in den
Mechanismus der Gen-Stummschaltung.
Einer der Aspekte von C. elegans, den Craig und ich sehr

zu sch�tzen wissen, ist die bestehende M�glichkeit, dem Tier
Makromolek=le (DNA, RNA, Proteine) injizieren zu
k�nnen.[21–25] Abbildung 2 zeigt eine von Craig aufgenom-
mene Photoserie dieses Vorgangs: Die Nadel wird in die

Oberhaut eingestochen, ein mechanischer Druck wird aus-
ge=bt, und ein Teil der Fl=ssigkeit gelangt in die zu bef=llende
Zelle. In der gezeigten Photographie handelt es sich um die
Keimbahn (Keimdr=se) des Wurms – eine große Zelle mit
hunderten von einzelnen Zellkernen, die einen gemeinsamen
Kernbereich aus Cytoplasma umgeben. Jede Keimdr=se er-
zeugt dann hunderte von Oocyten, sodass man mit einer
einzigen Mikroinjektion auf eine große Population von
Tieren einwirken kann. Die Mikroinjektionsnadel kann mit
fast jeder Fl=ssigkeit bef=llt werden, einschließlich L�sungen
von DNA, RNA und Proteinen, die wir heute im Labor ent-
werfen und synthetisieren k�nnen. Die einfache Versuchs-
f=hrung machte diese Methode zu einem exzellenten Werk-
zeug, um das Genom von C. elegans zu manipulieren und die
Auswirkungen auf Entwicklungsereignisse und Physiologie zu
erforschen. Die Methode wurde außerdem von vielen ge-
nutzt, um die Reaktionen des Systems auf Fremdinformation
zu studieren.
Zu den ersten Zielen, die man in Mikroinjektionsstudien

mit C. elegans verfolgte, z�hlten die Unterdr=ckung und
Verst�rkung der Genexpression f=r bestimmte Gene. Mitte
der 80er Jahre arbeitete ich als Stipendiat (Helen Hay
Whitney Fellow) am Medizinischen Forschungszentrum f=r
Molekularbiologie in Cambridge (Großbritannien) und be-
fasste mich dort mit entsprechenden Experimenten, wobei ich

unter anderem das unc-22-Gen verwendete, das einige der
ersten charakterisierten DNA-Klone des Wurms lieferte. Aus
der klassischen Genetik war bekannt, dass die verminderte
Expression von unc-22 einen Beweglichkeitsdefekt verur-
sacht, der sich in einem Zuckverhalten �ußerte.[26, 27] Don
Moerman, Guy Benian und Bob Waterston pr�parierten
Fragmente von unc-22,[28] die ich in der Hoffnung injizierte,
sie w=rden mit den normalen unc-22-Allelen rekombinieren
und eine Funktionsverlustmutante produzieren, die ich dann
studieren k�nnte. Die Ergebnisse dieses Experiments waren
r�tselhaft: Obwohl in Populationen, die von injizierten Tieren
abstammten, zuckende W=rmer auftraten, war am ur-
spr=nglichen unc-22-Gen keine direkte Ver�nderung festzu-
stellen. Statt des erwarteten Rekombinationsereignisses
zeigte sich, dass die Gegenwart einer zus�tzlichen DNA aus
dem unc-22-Genlocus eine verminderte Genexpression des
endogenen unc-22-Gens ausl�st.[29] Mehrere Erkl�rungen f=r
diesen ungew�hnlichen Effekt schienen uns damals plausibel:
Vielleicht paarte die DNA im endogenen unc-22-Genlocus
irgendwie mit den Fremdkopien dieser DNA; vielleicht
wirkte die Fremd-DNA als Matrize f=r die Synthese von
Antisense-RNA, welche die Aktivit�t des normalen Tran-
skripts durch Basenpaarung neutralisieren w=rde; vielleicht
produzierten die Fragmente von unc-22 ein anomales Protein
oder banden einen essenziellen Regulationsfaktor; und viel-
leicht gab es einen ganz anderen Mechanismus, der erst noch
erkannt werden musste.
Was immer der tats�chliche Interferenzmechanismus in

diesen Experimenten war: Es schien außerordentlich loh-
nend, die Antisense-Strategie zur gerichteten Unterbrechung
der Genexpression einem expliziten Test zu unterziehen.
Solche Strategien waren damals keineswegs neu; sie waren
schon einige Jahre zuvor von Zamecnik und Stephenson[30]

sowie von Izant undWeintraub[31] in bahnbrechenden Studien
beschrieben worden. 1987, ich war gerade an das Carnegie-
Institut in Baltimore gewechselt, begann meine Mitarbeiterin
Susan White-Harrison mit der Synthese von DNA-Kon-
strukten, die f=r einen solchen expliziten Test genutzt werden
sollten. Susans Konstrukte st=tzten sich auf unsere laufenden
Forschungen zur Aufkl�rung von Muskelpromotoren (DNA-
Sequenzen, die die RNA-Polymerase anweisen, mit der
RNA-Synthese im Zellkern von Muskelzellen zu beginnen).
Wir erwarteten einen Promotor, der sich in Antisense-Ori-
entierung an ein unc-22-Fragment anlagert und so zu einer
Antisense-RNA f=hrt und eine Gen-Stummschaltung be-
wirkt, w�hrend das entsprechende Sense-Konstrukt besten-
falls einen Mberschuss des Sense-Strangs ergeben sollte, ohne
dass eine Stummschaltung zu erwarten w�re. Wir waren kaum
=berrascht, als die Antisense-Konstrukte eine gerichtete In-
terferenzwirkung hervorriefen (Knockout des entsprechen-
den endogenen Gens). Dies war in Einklang mit einer be-
tr�chtlichen Zahl von Berichten =ber erfolgreiche Antisense-
Interventionen in der Literatur. Wir waren allerdings sehr
=berrascht, als die zur Kontrolle eingesetzten Sense-Produkte
eine �hnliche Interferenzwirkung hatten.[32,33] Die Annahme
f=r unser „experimentelles“ Konstrukt war, dass die Anti-
sense-RNAs ihre �quivalenten Sense-RNAs durch gew�hn-
liche Watson-Crick-Basenpaarung finden und aus dem
Kreislauf herausnehmen. Was war los mit den Sense-Kon-

Abbildung 2. Mikrographische Aufnahme einer Mikroinjektionsnadel,
die eine LFsung von DNA in die KeimdrAse eines adulten hermaphro-
diten Caenorhabditis injiziert. Links: Die Mikroinjektionsnadel wird an
die Seite des Wurms gehalten. Die Nadel ist mit einer InjektionslF-
sung gefAllt und wird unter einem leichten Druck gehalten, bis sie in
das Tier eingestochen wird (Mitte). Durch ErhFhung des Drucks wird
nun ein bestimmtes Volumen des Materials injiziert. Danach wird die
Nadel entfernt, und die Oberhaut des Tiers erholt sich rasch. Photo-
graphien mit Genehmigung von Dr. Craig C. Mello; Wiedergabe nach
Mello und Fire, 1995.[25]
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strukten (von denen wir, falls =berhaupt, erwarten konnten,
dass das in den Expressionsvektor eingeschobene Fragment
=berexprimiert w=rde)? Dies war zwar ein interessantes
R�tsel, das uns damals aber kaum zu fesseln vermochte. Die
Neigung von DNA-Transgenen, eine unerw=nschte RNA-
Transkription hervorzurufen, war ein guter Ausgangspunkt
f=r m�gliche Modelle, und eine vern=nftige Erkl�rung (die
uns ein wenig davon abhielt, unmittelbare Forschungen an-
zustellen) w�re gewesen, dass die Transgene aus irgendeinem
Grund gen=gend Antisense-RNA erzeugten, um eine Inter-
ferenzwirkung zu erzielen.
Ein wichtiger Meilenstein bei den Studien zur Stumm-

schaltung von C. elegans war der Befund, dass die direkte
Injektion von RNA eine Interferenzwirkung verursachen
konnte.[34] Diese Beobachtung resultierte aus Arbeiten von Su
Guo, die zu dieser Zeit Doktorandin bei Ken Kemphues in
Cornell war. Sus Erkenntnis, dass die Injektion von RNA eine
Stummschaltung hervorrufen k�nnte, erwies sich als korrekt.
Dar=ber hinaus konnte sie nachweisen, dass sowohl Sense- als
auch Antisense-Pr�parate von RNA eine Interferenzwirkung
hatten. Aus dieser Versuchsreihe konnten zweierlei Lehren
gezogen werde: Erstens lieferte sie eine bemerkenswert
wirksame Methode zur Unterbrechung von Genaktivit�ten
(besonders in Embryos), was eine Vielzahl von Experimenten
in einem Gebiet erleichterte, das wir heute als funktionelle
Genomik kennen. Zweitens r=ckte sie das R�tsel um die in-
terferierenden Sense-Pr�parate abermals in den Blickpunkt.
Etliche andere Forschungsgruppen begannen bald, die

RNA-aktivierte Stummschaltung als eine leistungsf�hige
Technik f=r die Untersuchung von Genfunktionen in Em-
bryos zu nutzen – und =ber den ungew�hnlichen Charakter
dieser Technik zu staunen. Speziell Craig Mello, der erst als
Postdoc bei Jim Priess am Fred-Hutchinson-Krebsfor-
schungszentrum arbeitete und dann an die Universit�t von
Massachusetts ging, begann die Technik zu nutzen,[35] um
Aspekte der biologischen Regulation zu untersuchen. Wie ich
sp�ter noch schildern werde, lieferte Sam Drivers und Craigs
Entdeckung, dass die Stummschaltung durch ein diffusibles
und spezifisches molekulares Signal hervorgerufen wird,
wichtige Einblicke in die konzertierte Natur der Immunant-
wort. Obwohl der Begriff „Antisense“ anfangs zur Beschrei-
bung dieses Prozesses genutzt wurde, war aus den Ergebnis-
sen der Sense-Experimente klar, dass das Ph�nomen auf
weitergehenden Ursachen beruhte. Deshalb schien es not-
wendig, einen neuen Terminus einzuf=hren, und nachdem
einige Namen zur Auswahl gestellt waren, w�hlte Craig den
Begriff „RNAi“ („RNA-Interferenz“) zur Beschreibung der
beobachteten Stummschaltungsprozesse.[35]

Ans
tze zum strukturellen Verst
ndnis des RNAi-
Triggers

Ein aus meiner damaligen Sicht wichtiges Ereignis (das
ich zu dem Zeitpunkt eher als Beobachter verfolgte) war ein
1997 in Madison abgehaltener C.-elegans-Workshop, f=r den
Craig die Organisation =bernommen hatte. Der Workshop
fand im H�rsaal des Studentenwerks statt, dessen normales
Fassungsverm�gen deutlich =berschritten war (ich selbst saß

auf dem Boden). Bez=glich der Immunantwort, mit der der
Wurm auf die Injektion von dsRNA reagierte, gab es damals
einige klare Vorstellungen, manches war jedoch g�nzlich
unerkl�rlich. Abgesehen von den Daten zur diffusiblen Sig-
nalweitergabe (=ber die Driver beim C.-elegans-Meeting im
Jahr zuvor berichtet hatte) und dem Befund, dass sowohl
Sense- als auch Antisense-Str�nge die Interferenzwirkung
hervorriefen, wurde nun auch berichtet, dass die Wirkung
bemerkenswert lange anhielt. Aus Arbeiten von Craig, Ru-
eyling Lin, Morgan Park und Mike Krause sowie von Patty
Kuwabara[36] ging eindeutig hervor, dass injizierte RNAs noch
mehrere Tage nach der Injektion (und in manchen F�llen
Generationen nach den urspr=nglichen Injektionen) eine
Wirkung hatten. Dies widersprach Beobachtungen, die Ge-
raldine Seydoux einige Jahre zuvor gemacht hatte,[37] die er-
gaben, dass viele native RNAs (in den gleichen Zellen und
gleichen Zeitr�umen) vergleichweise instabil sind. Die Er-
gebnisse ließen die Vermutung zu, dass das aktive interfe-
rierende Material durch eine besondere Stabilit�t beg=nstigt
war. Vielleicht enthielt das injizierte Material einen Bruchteil
an besonders stabilen Molek=len, die f=r die lang anhaltende
Interferenz zust�ndig waren.
Es war bekannt, dass doppelstr�ngige RNA chemisch und

enzymatisch relativ stabil ist (z.B. Lit. [38]) und außerdem in
geringen Mengen als Verunreinigung in synthetischen RNA-
Pr�parationen auftritt (z.B. Lit. [39]). Von meiner Doktorar-
beit =ber RNA-Polymerasen war mir die bisweilen �rgerliche
Eigenschaft der RNA-Polymerasen vertraut, in vitro an zu-
f�lligen Stellen des RNA-Strangs mit der Polymerisation zu
beginnen. Die Schlussfolgerung, dass doppelstr�ngige RNA
ein Bestandteil des injizierten Materials sein k�nnte, war
damit mehr als naheliegend. Gegen eine Beteiligung von
dsRNA als m�gliche Wirksubstanz sprach, dass native
dsRNA keine freien Basenpaare hat, um mit passenden
Molek=len in der Zelle wechselwirken zu k�nnen. Eine erste
Vermutung war daher, dass injizierte dsRNA nicht in der
Lage ist, spezifische Wechselwirkungen mit kognaten Se-
quenzen einzugehen und f=r die Ausl�sung von genetischen
Interferenzen eher nicht zu gebrauchen sei. Bei einer kriti-
schen Durchsicht meiner Forschungsplanungen, die ich unter
dem Eindruck des 97er Meetings aufstellte, w�re dieser Punkt
sicher als bedenklich aufgefallen. Man konnte sich – sowohl
r=ckblickend als auch heute noch – viele unterschiedliche
Modelle und Erkl�rungen f=r das Ph�nomen vorstellen.
Einige Szenarien h�tten interessante experimentelle Studien
hervorgebracht, andere wiederum w�ren nur von begrenztem
Interesse gewesen; ich hatte sicher das Gl=ck, dass unsere
Forschungsmittel f=r zumindest einige Monate nicht zur er-
neuten Bewilligung anstanden.
Die St�rken des experimentellen Systems mit C. elegans

waren, dass man praktisch jede biochemische Mixtur zusam-
menbrauen und dem Wurm injizieren konnte und dass sehr
schnelle (und in den meisten F�llen recht spezifische) Tests
der genetischen Ver�nderung m�glich waren. Dies gestattete
es, auch ziemlich weit hergeholte Hypothesen (wie die Be-
teiligung von dsRNA) zu pr=fen, ohne dass man Jahre daf=r
aufwenden oder eine „Spielbank sprengen“ m=sste. Eine
weitere Zutat, die man f=r die Tests der doppelstr�ngigen
RNA brauchte, war ein Experimentator. SiQun Xu, der eine
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große Erfahrung sowohl mit der Synthese und Isolierung von
Nucleins�uren als auch mit der Mikroinjektion in C. elegans
hatte, war aus vielen Gr=nden die ideale Person hierf=r. F=r
mich ergab sich ein sehr komfortables Arrangement, da
SiQun die Synthesen und Injektionen vornahm und ich nur
ein oder zwei Stunden am Tag bei meinem Mikroskop vor-
beischauen musste, um die injizierten Tiere und ihre Nach-
kommen zu betrachten.
SiQun wiederholte zuerst die Synthese- und Injektions-

experimente, die andere zuvor ausgef=hrt hatten, wobei er in
diesem Fall unser „Lieblingsgen“ verwendete, das unc-22 aus
C. elegans. Erwartungsgem�ß funktionierten die Experimente
gut, und wir erhielten einen Pulk von zuckendenW=rmern als
Beweis f=r die wirkungsvolle Stummschaltung der endogenen
unc-22-Aktivit�t. Damit stand uns ein verl�ssliches Testsys-
tem f=r weiterf=hrende Versuche zur Verf=gung, um die Be-
ziehungen zwischen Struktur und Interferenz der injizierten
RNA zu studieren. Abbildung 3 zeigt eine Serie der anf�ng-
lichen RNA-Pr�parate, die mithilfe eines elektrophoretischen

Feldes an Agarosegel aufgetrennt wurden. Man erkennt eine
sehr markante Bande – einen hellen Fleck – an der f=r die
RNA zu erwartenden Stelle. Dieses Photo wurde absichtlich
=berbelichtet, um etwaige andere Komponenten aufzude-
cken, und tats�chlich erkennt man zus�tzliche schwache
Banden und einen verschmierten Bereich. Was die dsRNA-
Hypothese betraf, war ich nach diesen ersten Versuchen mit

nichtaufgereinigten RNA-Pr�paraten durchaus ermutigt,
aber l�ngst nicht =berzeugt. Es war klar, dass wir ein reineres
Ausgangspr�parat ben�tigten. Um dies zu erreichen, schnitt
SiQun die Hauptbanden aus dem Gel aus, extrahierte die
RNA und injizierte den W=rmern die aufgereinigten Sense-
oder Antisense-RNAs. Dies erbrachte ein Ergebnis – aller-
dings ein negatives: Fast die gesamte Aktivit�t ging durch die
Aufreinigung der Einzelstr�nge verloren, was zu dem Schluss
f=hrte, dass Sense- und Antisense-RNA nicht das Material
waren, das die Interferenz verursachte.
SiQuns aufgereinigte Str�nge boten nun einen besseren

Ausgangspunkt f=r die Mberpr=fung der dsRNA-Hypothese;
zwei nahezu inaktive Str�nge konnten im Reagenzglas ver-
mischt werden, um so ein sauber definiertes Doppelstrang-
produkt zu bilden. Die Injektion der auf diese Weise er-
zeugten doppelstr�ngigen unc-22-RNA erbrachte ein be-
merkenswertes Ergebnis, insofern alle produzierten Tiere
stark zuckten. Um festzustellen, wie stark die Wirkung war,
injizierte SiQun immer kleiner werdende Mengen des Dop-
pelstrangmaterials (Abbildung 4). Selbst bei betr�chtlicher
Verd=nnung wurde noch eine Interferenzwirkung beobach-
tet. Als wir dann ausrechneten, wie viel Material wir eigent-
lich injizierten, stellten wir fest, dass wir die Auswirkungen
von nur wenigen Molek=len doppelstr�ngiger RNA pro Zelle
sahen. Dies war bemerkenswert, zumal wir aus fr=heren Ar-
beiten unserer und anderer Forschungsgruppen (unter ande-
rem der von Don Moerman) wussten, dass die Zielstruktur,
die unc-22-mRNA, in sehr viel gr�ßeren Mengen in der Zelle
vorhanden ist.
Wie bei allen unerforschten Ph�nomenen versucht man

als allererstes, Erkl�rungen auf der Grundlage bekannter
Prozesse zu finden. 1997 war ein sehr gesch�ftiger Sommer
f=r Telefonleitungen, Email-Anschl=sse und Paketdienste
zwischen Baltimore und Worcester. Es gab zahlreiche ge-
meinsame Experimente mit Craig und SiQun, dazu gesellten
sich nun Steve Kostas und Mary Montgomery. Ein haupt-
s�chliches Ziel der Forschungen war, endg=ltigen Aufschluss
dar=ber zu erhalten, ob doppelstr�ngige RNA in der inter-
ferierenden Sequenz f=r die beobachteten Wirkungen direkt
verantwortlich sei. Eine alternative, durchaus haltbare Er-
kl�rung war, dass doppelstr�ngige RNA eine nichtspezifische
Reaktion erzeugt (entweder lokal oder global), die die Ak-
tivit�t kleiner Mengen von Antisense-RNA potenziert. Um
dieser Frage nachgehen zu k�nnen, war ein wenig molekulare
Artistik erforderlich. Die beste L�sung erzielten wir mit
einem Testsystem, das es uns erm�glichte, eine genspezifische
Interferenz von komplexen RNA-Molek=len zu beobachten.
Das System beruhte auf der Verwendung einer einzelstr�n-
gigen, zu einem bestimmten Gen passenden RNA sowie einer
doppelstr�ngigen, zu einem zweiten Gen passenden RNA.
S�mtliche Experimente ließen eindeutig erkennen, dass be-
stimmte Abschnitte einer doppelstr�ngigen RNA spezifische
Interferenzen induzieren, und am Ende des Sommers hatten
wir das Gef=hl, dass wir ein Manuskript einreichen konnten,
das den endg=ltigen Beweis vorbringt, dass dsRNA einen
genspezifischen und systemischen Stummschaltungsprozess
ausl�sen kann.[40]

Abbildung 3. Elektrophoretische Trennung von RNA, pr�pariert durch
Synthese in vitro. Linke Spur: Marker-DNAs. Die Abrigen Spuren mar-
kieren RNA-Populationen mit einer starken Bande (helles Signal) an
der fAr die jeweilige einzelstr�ngige Sense- oder Antisense-RNA zu er-
wartenden Stelle sowie einer Reihe von unerwarteten Banden (und
einer verschmierten Zone), die bei Pberbelichtung sichtbar werden.
Die RNA wird an Agarosegelen aufgetrennt und nach Interkalieren von
Ethidiumbromid anhand ihrer Fluoreszenz sichtbar gemacht. Quelle:
Orginalaufnahme des Gels von SiQun Xu und Andrew Fire, 1997.
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Gen-Stummschaltung durch dsRNA und ihre Funk-
tion: Erkenntnisse von W+rmern, Pflanzen, Fliegen,
Pilzen und sonstigem Gekreuch

Was wirklich vor sich geht, wussten wir nat=rlich immer
noch nicht, insbesondere was genau mit der Expression des
Ziel-Gens geschah. MaryMontgomery hatte sicher die besten
Voraussetzungen, um dieser Frage nachzugehen, da sie sich
schon mehrere Jahre mit dem Problem besch�ftigt hatte, dass
C. elegans anscheinend keine injizierte RNA translatieren
wollte. Die Vorstellung von einem RNA-Experiment, das
dramatische, wenn auch seltsame und unerwartete Folgen
zeigte, war da sicher verlockend, und so widmete sie sich der
Frage, was wohl mit der Genexpression gesch�he, wenn man
doppelstr�ngige RNA injiziert. Damals lag die Vorstellung
nahe, dass eine Interferenz jede Stufe der Genexpression oder
zellul�ren Hom�ostase beeinflusst. Mary hatte beobachtet,
dass Ziel-Gene ihre F�higkeit zur Anreicherung von mRNA
im Cytoplasma verlieren.[40] In weitergehenden Analysen
konnte sie nachweisen, dass die RNA-Interferenz mit der

Destabilisierung der Ziel-mRNA in den Zellkernen und im
Cytoplasma von infizierten Zellen einherging.[41] Wir hatten
durchaus Gl=ck, dass wir an einem der einfacheren Ant-
wortsysteme auf dsRNA arbeiteten; neuere Erkenntnisse zur
RNA-modulierten Genexpression zeigen, dass praktisch jede
Art vonGenaktivit�t durch modulatorische RNAs beeinflusst
werden kann (Replikation, DNA-Struktur und -Sequenz,
Chromatinstruktur, Transkription, Prozessierung, Lokalisie-
rung, Translation usw.; z.B. Lit. [42–48]). Marys Experimente
lieferten auch einen bemerkenswerten bildlichen Eindruck
von der Wirksamkeit der RNA-Interferenz in C. elegans.
Abbildung 5 zeigt ein Beispiel hierf=r; in diesem Fall wurde
ein Test-Gen mit und ohne Interferenz anhand der H�ufigkeit
der zugeh�rigen mRNA untersucht. In der Kontrollprobe
liegt die mRNA des Gens in hohen Konzentrationen vor und
wird durch eine Farbreaktion infolge einer In-situ-Hybridi-
sierung detektiert.[49] Nach Injektion der entsprechenden
dsRNAund Interferenz des Test-Gens war praktisch keinerlei
mRNA mehr detektierbar.

Abbildung 4. Quantitative Studie zur Stummschaltung des unc-22-Gens. Die RNA-Pr�parationen wurden bezAglich der entsprechenden Sense-
oder Antisense-Spezies angereichert, indem die Hauptbanden des Elektropherogramms (wie in Abbildung 3) ausgeschnitten wurden und die RNA
extrahiert wurde. Geringste Mengen unerwAnschter dsRNA kFnnten in diesen Proben zurAckbleiben, bei allerdings stark verringerten Konzentra-
tionen. Die einzelnen Abschnitte des Diagramms zeigen biologische Reaktionen auf unterschiedliche Konzentrationen von einzel- und doppel-
str�ngigen RNAs, wie angegeben (dunklere FarbtFne entsprechen st�rker betroffenen Tieren). Quelle: Lit. [40].
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Aus Marys Experimenten folgte die Hypothese, dass die
doppelstr�ngige RNA einen Zustand erzeugt, in dem das
Transkript zwar produziert wird, aber sehr instabil ist. Anders
ausgedr=ckt wird ein System zum sequenzspezifischen RNA-
Abbau postuliert, das durch die Wirkung einer dsRNA aus-
gel�st wird. Eine alte TV-Serie namens „Twilight Zone“ ging
von der Vorstellung aus, dass es im Universum viele Er-
scheinungen gibt, die unser Begriffsverm�gen =bersteigen. Im
Jahr 1998 waren die Daten, die wir gesammelt hatten, im
Einklang mit der Hypothese, dass wir uns zumindest vor-
=bergehend in diesem „Zwielichtbereich“ befanden.
Noch mehr Unerkl�rliches brachte eine Versuchsreihe

hervor, bei der die dsRNA in unterschiedliche Gewebeteile
injiziert wurde. In den urspr=nglichen Versuchen zur RNA-
Injektion, die Su Guo in Cornell ausf=hrte, sollte die biolo-
gische Wirkung des injizierten Materials auf die Keimdr=se
untersucht werden, und tats�chlich wurde eine solche Wir-
kung beobachtet.[34] Die Lektion, die wir daraus lernen lautet:
„Wenn du ein Experiment auf die Weise machen kannst, die
am wirksamsten erscheint, dann tu es einfach auf diese
Weise.“ Eine nachfolgende Beobachtung von SamDriver und
Craig Mello f=hrt zu einer weiteren Lektion: „Wenn du das
Experiment nicht auf die Weise machen kannst, die am
wirksamsten erscheint, dann tu es trotzdem.“ 1996 hatte Sam
gerade mit seiner Promotion in Craigs Arbeitsgruppe an der
Universit�t von Massachusetts begonnen. Er f=hrte seine
ersten Injektionsversuche aus und hatte einige Probleme, das
richtige Gewebe zu treffen. Sam und Craig stellten fest, dass
die Injektionen trotz falsch gesetzter Nadeln eine extrem ef-
fiziente Interferenz erzeugten. Auch als sie dann absichtlich in
eine falsche Stelle (die K�rperh�hle) injizierten, beobachte-
ten sie eine starke biologische Wirkung. Sp�ter erstellten
dann Craig und SiQun Xu eine ausf=hrliche Liste von Ge-
weben, bei denen eine dsRNA-Injektion zu einer systemi-
schen Wirkung f=hrt.
Eine dritte Lektion schließlich folgt aus Experimenten

von Lisa Timmons, die damals Postdoktorandin in meiner
Arbeitsgruppe in Carnegie war und heute an der Universit�t
von Kansas lehrt. Sie lautet, dass du als Postdoktorand oder
Doktorand Experimente machen solltest, die dein Betreuer
nie geduldet oder vorgeschlagen h�tte. Lisa nahm eine gen-
technische Ver�nderung an E. coli – einem als Nahrungs-
quelle f=r C. elegans dienenden Bakterium – in der Weise vor,
dass es doppelstr�ngige RNA produzierte. Nach Verf=ttern

dieser gentechnisch ver�nderten Nahrung an den Wurm be-
obachtete sie eine genspezifische Interferenzwirkung. Ab-
bildung 6 zeigt einen Fall, in dem das Bakterium so modifi-
ziert wurde, dass es doppelstr�ngige RNA produziert, die zum

Fluoreszenzreporter GFP komplement�r ist (GFP (gr=n
fluoreszierendes Protein) ist eine wunderbare Substanz, um
die Genexpression und die Entwicklung von Zellmustern zu
verfolgen).[50–52] Beginnend mit einem Wurmstamm, der GFP
in praktisch allen K�rperzellen produziert, fand Lisa heraus,
dass die aufgenommene RNA die Genexpression im gesam-
ten Tier stummschalten konnte.[53] (Das Bild erz�hlt noch eine
andere interessante Geschichte, n�mlich dass es in den Ner-
venzellen eine betr�chtliche Resistenz gegen RNA-Interfe-
renz gibt. Obwohl wir die Ursache hierf=r noch nicht ver-
standen haben, ist dieses unterschiedliche Verhalten in ver-
schiedenen Geweben ein Hinweis darauf, dass es sich um
einen reiflich durchdachten biologischen Prozess handelt.)
Hiroaki Tabara, ein damaliger Postdoktorand bei Craig, ging
noch einen Schritt weiter, indem er den Nachweis erbrachte,
dass die W=rmer auch dann eine Interferenzwirkung zeigten,
wenn man sie einfach in eine L�sung doppelstr�ngiger RNA
eintauchte.[54] Diese Experimente waren besonders =berra-
schend, da wir erwartet hatten, dass die Zellmembranen die
Wanderung gr�ßerer, nichtdiffusibler Molek=le zwischen den
Zellen blockieren sollten. Wir wussten, dass DNA nur ge-
ringf=gig oder =berhaupt nicht diffundiert. Eine wichtige
Erkenntnis zum makromolekularen Transport von großen
geladenen Molek=len ist, dass Zellen nur Dinge transportie-
ren, die n=tzlich sein k�nnten, wobei die betreffenden
Transportmechanismen sehr spezifisch und stark reguliert

Abbildung 5. Die Injektion einer dsRNA fAhrt zu einem Verschwinden
der zugehFrigen mRNA. Das Experiment (von Mary Montgomery)[40]

zeigt Embryos von C. elegans mit und ohne Injektion der das mex-3-
Gen ansteuernden dsRNA.[142] In Kontrollproben wird nach In-situ-Hy-
bridisierung [AA] ein starkes Signal beobachtet (intensive blaue F�r-
bung, links), das eine hohe Konzentration des mex-3-Transkripts im ge-
samten vierzelligen Embryo anzeigt. Nach Injektion der dsRNA wird
kein mex-3-Transkript detektiert (Mitte).

Abbildung 6. RNA, die außerhalb einer Zelle verabreicht wurde, kann
eine starke Interferenzwirkung erzeugen. Oben: Pberblick Aber die Ex-
perimente zur RNA-Injektion von Su Guo und Ken Kemphues,[34] Sam
Driver und Craig Mello[40] sowie Lisa Timmons.[53] Unten: Beispiele fAr
verfAtterungsbasierte RNA-Interferenz. Beide Tiere gehFren zu einem
C.-elegans-Stamm, bei dem eine allgemeine somatische Expression
eines grAn fluoreszierenden Reporters beobachtet wird. Das rechts ab-
gebildete Tier wurde mit Bakterien gefAttert, die die als GegenstAck
zur GFP-codierenden Region fungierende dsRNA exprimieren. Das
links abgebildete Tier wurde mit Bakterien gefAttert, die dieses Kon-
strukt nicht exprimieren. In allen sichtbaren Zellen, außer den Nerven-
zellen, tritt ein dsRNA-abh�ngiger Verlust der GFP-Aktivit�t auf.
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sind. Ich hatte nicht die geringste Idee, warum der Wurm
dsRNA-abgeleitete Signale transportieren sollte.
Wir hatten also allen Grund zur Annahme, dass wir uns im

„Zwielichtbereich“ befanden. Davon abgesehen waren wir
aber sehr zufrieden =ber unsere Errungenschaften, die wir bei
der Entwicklung von Methoden f=r die Ver�nderung der
Genexpression in C. elegans erzielt hatten.
Wir gehen nun einen Schritt weiter von unserem Lieb-

lingswurm hin zu einer weitaus vielf�ltigeren Welt mit ihren
unz�hligen Spezies. Dieser Mbergang geht mit der Erkenntnis
einher, dass unsere Entdeckungen, die wir urspr=nglich als
bloße technische „Errungenschaften“ gesehen haben, all die
Prozesse widerspiegeln, die zum Fortbestand eines lebenden
Organismus beitragen.
Bald nach der anf�nglichen Beschreibung der dsRNA-

aktivierten Stummschaltung in C. elegans erschienen mehrere
Berichte =ber �hnliche Vorg�nge in anderen Organismen. Zu
den ersten untersuchten Organismen geh�rten Drosophila
(eine Fruchtfliege), Trypanosomen (einzellige Parasiten) und
Pflanzensysteme;[55–58] viele andere sollten rasch folgen. Was
verd�chtigerweise fehlte, waren S�ugetiere. Dies war ande-
rerseits keine große Mberraschung: Die nichtspezifischen
Reaktionen auf dsRNA, wie sie urspr=nglich Hilleman und
Mitarbeiter entdeckt hatten,[14] waren mehr als gen=gend, um
jedwede Analyse einer spezifischen genetischen Interferenz
zu vereiteln. Dennoch wiesen fr=he Studien auf die m�gliche
Existenz sowohl von spezifischen dsRNA-Antworten in be-
stimmten spezialisierten S�ugetierzellsystemen hin (z.B.
Oozyten und Eierstockzellen)[59–61] wie auch auf die Domi-
nanz von nichtspezifischen Antworten bei den meisten an-
deren Zellen (z.B. Lit. [62]).
Der Nachweis der dsRNA-aktivierten Gen-Stummschal-

tung in Pflanzen und Pilzen ergab wichtige Einblicke in den
Mechanismus des Prozesses, die unsere bruchst=ckhaften
Erkenntnisse aus den C.-elegans-Studien erg�nzten und au-
ßerdem bewiesen, dass das Ph�nomen in der Natur weit
verbreitet ist. Tats�chlich waren schon zehn Jahre fr=her
Arbeiten zu Pilz- und Pflanzensystemen erschienen, in denen
=ber sequenzspezifische Wirkungen von fremden DNA-
Transgenen auf die zugeh�rigen endogenen Gene berichtet
wurde;[63–67] siehe auch Lit. [68]. In ausf=hrlichen Studien
wurden die sequenzspezifischen Reaktionen auf Fremd-DNA
in Pflanzen und Pilzen als ein komplexer Satz von Einzel-
antworten entschl=sselt, die unabh�ngig auf das Chromatin
oder die RNA des Ziel-Gens abzielen (z.B. Lit. [46,69–71]).
Die charakteristischen r�umlichen Muster der Stummschal-
tung, die bei endogenen Genen in Pflanzen auftreten,[65,66]

waren eines der vielen Merkmale, die zum Gegenstand in-
tensiver Forschungen wurden. Besonders bemerkenswert war
der Nachweis eines systemischen Signals bei der Stumm-
schaltung,[71,72] der zu der eindeutigen Erkenntnis f=hrte, dass
in C. elegans und in Pflanzen sehr �hnliche Vorg�nge ablau-
fen.
An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass es

betr�chtliche Vorteile mit sich bringt, die Gen-Stummschal-
tung (oder irgendein anderes wichtiges Ph�nomen) in mehr
als einem Modellsystem zu untersuchen. Der große Vorteil
der Studien mit C. elegans bestand darin, dass die RNA-
Strukturen auf sehr flexible Weise „im Reagenzglas“ ent-

worfen und hergestellt werden konnten und sich sehr einfach
(durch Mikroinjektion) einem sich rasch fortpflanzenden
Testsystem (dem Nematoden) verabreichen ließen. Auf diese
Weise konnten viele der Probleme, die bei Arbeiten mit
Pflanzen auftraten, umgangen werden; hier sorgten kompli-
zierte Fragen zur Struktur und Transkription der transgenen
Pflanzen daf=r, dass anf�ngliche Versuche, bestimmte Ant-
worten einer spezifischen RNA-Struktur zuzuschreiben,
scheiterten. Auf der anderen Seite boten Pflanzensysteme
eine bemerkenswerte Plattform, um die biologische Rolle der
Interferenzantwort zu untersuchen. Anhand erster Beob-
achtungen einer transgenen Virenresistenz[73] und der Tatsa-
che, dass virale RNAs sowohl als Ausl�ser wie auch als
Zielstrukturen f=r die Stummschaltung agieren konn-
ten,[46, 74,75] war schnell klar, dass das Stummschaltungssystem
als nat=rlicher Schutzmechanismus der Pflanzen gegen „un-
erw=nschte Informationen“ in Form viraler Pathogene
diente. Den eindeutigen Beweis hierf=r erbrachte eine Reihe
von Analysen der Virus-Wirt-Wechselwirkung.
Von einem erfolgreichen antiviralen System sollte man

erwarten, dass es die Pathogenese von zumindest einer Un-
tergruppe von Viren blockieren kann. Wie wir aber sehr wohl
wissen, gibt es auf der Welt noch immer Viren (sehr zu un-
serem Leidwesen), sodass es Wege geben muss, durch die das
Virus die zellul�ren Verteidigungsmechanismen =berwindet.
Ein entscheidender Hinweis auf die Rolle der RNA-akti-
vierten Stummschaltung war der Befund, dass viele erfolg-
reiche RNA-Pflanzenviren Proteinbestandteile produzieren,
die auf die Inaktivierung des Stummschaltungsmechanismus
zielen (z.B. Lit. [76–79]). Eine Unterdr=ckung der RNA-ak-
tivierten Stummschaltung erm�glicht jedem gegebenen Virus
die virale Infektion zumindest einer Untergruppe von Pflan-
zen. Der Stummschaltungsmechanismus auf der einen Seite
und die Versuche des Virus, diesen zu unterwandern, ent-
sprechen einem urt=mlichen Wettr=sten zwischen Pflanzen
und Viren. Weiteren Beleg f=r diese Art von Wettr=sten er-
brachten Studien, in denen die Erzeugung von abge-
schw�chten Viren (durch Entfernen der Antistummschal-
tungsfunktion) und =berempfindlichen Pflanzen (durch Ex-
pression eines relevanten viralen Antistummschaltungspro-
teins oder Interferenz mit dem endogenen RNAi-System)
gelang.
Die heranreifende Erkenntnis, dass die transgenen Ant-

wortmechanismen in Pflanzen zumindest in Teilen eine anti-
virale Reaktion waren, warf die Frage auf, wie ein Stumm-
schaltungsapparat in der Lage w�re, eine virale Aktivit�t
spezifisch zu erkennen. Einen recht bemerkenswerten Vor-
schlag, um dies zu erkl�ren, stellten Ratcliff, Harrison und
Baulcombe Mitte 1997 in einer Ver�ffentlichung vor,[80] auf
die wir in Carnegie aufmerksam wurden, als wir gerade
unsere ersten Tests auf die F�higkeit der dsRNA zum Aus-
l�sen der Gen-Stummschaltung in C. elegans ausgef=hrt
hatten. Baulcombe und Mitarbeiter kamen zu dem Schluss,
dass spezielle Merkmale der bei der viralen Replikation
auftretenden Intermediate zu verbesserten transgenen Trig-
gern f=r die Gen-Stummschaltung f=hren k�nnten: „It may be
possible to increase the incidence of gene silencing by ensu-
ring that transgene transcripts have features, such as double-
strandedness, that resemble replicative forms of viral
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RNA“.[80] Zusammen mit Experimenten, die auf einen Zu-
sammenhang zwischen der Stummschaltungswirkung und
bestimmten Sekund�rstrukturen im Transgen und im Tran-
skript hinwiesen,[68,82] legten diese Vorschl�ge eine Ver-
suchsreihe nahe, die der unseren sehr �hnlich gewesen w�re.
Die Kombination der beiden Ans�tze – die chemische Auf-
kl�rung des Triggers in C. elegans und eine biologische Er-
kl�rung seinerWirkung in Pflanzen – erwies sich als treibende
Kraft f=r die weiteren Arbeiten und ließ die Forschungsan-
strengungen auf diesem Gebiet explodieren.

Der Antwortmechanismus: ein Blick in die „Black
Box“

Trotz der großen Begeisterung, mit der an Pflanzen,
W=rmern und Insekten als Modellsystemen geforscht wurde,
blieb der Mechanismus, durch den dsRNA die Stummschal-
tung der Genexpression bewirkt, unbekannt. Vortragsfolien
aus dieser Zeit zeigten, wie die dsRNA und die betroffene
mRNA irgendwie in einen großen geheimnisvollen „schwar-
zen Kasten“ eintraten, gefolgt von einem Abbau der Ziel-
RNA und einem unbekannten Schicksal der dsRNA. Unser
Verst�ndnis der zugrundeliegenden Biologie war also sehr
eingeschr�nkt, und es war kaum m�glich, die erhaltenen
Befunde zur RNA-Interferenz auf andere Organismen (z.B.
den Menschen), deren Antwortverhalten komplizierter war
als das „einfacher“ Wirbelloser, zu =bertragen. Die Schl=s-
selfragen (sowohl was den molekularen Mechanismus als
auch die m�gliche Rolle der RNA-aktivierten Gen-Stumm-
schaltung als Immunprozess anbelangte) drehten sich um die
Struktur des molekularen Konstrukts, das f=r die Erkennung
der Ziel-RNA durch die dsRNA zust�ndig war. Phnlich den
Antik�rper-Antigen-Komplexen aus der klassischen Immu-
nologie schien die Identifizierung einer „fundamentalen
Erkennungseinheit“ der entscheidende Schritt f=r die Auf-
kl�rung der RNA-basierten Immunit�t in Zellen zu sein.
Einige der hierf=r erforderlichen Studien konnten mit C.

elegans ausgef=hrt werden, und ich m�chte hier ein wenig
n�her darauf eingehen. Im Hinterkopf behalten wir, dass eine
große Zahl von Forschungsgruppen, alle mit ihren eigenen
Modellsystemen und Interferenztests, an den Arbeiten be-
teiligt war. Die RNA-Interferenz ist ein Dreistrangprozess
(Abbildung 7), an dem ein Sense-Strang und ein Antisense-
Strang des Triggers und ein Ziel-Transkript der Zelle beteiligt
sind. Wir nahmen umfangreiche Modifikationen der Trigger-
Str�nge vor, um so exakt bestimmen zu k�nnen, welche Pa-
rameter f=r die Induktion einer spezifischen Interferenz er-
forderlich waren. Diese Analyse lieferte mehrere charakte-
ristische Ergebnisse.[83] Zun�chst fanden wir f=r den Sense-
und den Antisense-Strang einen unterschiedlichen Satz von
„chemischen Vorgaben“, die erf=llt sein mussten, um eine
Interferenz auszul�sen. Zweitens gab es eine recht strikte
Anforderung bez=glich einer Sequenzhomologie zwischen
den beiden Triggerstr�ngen und dem Zielstrang. Drittens
konnten wir noch mit Triggern, die rund 25 Nucleotide lang
waren, ein Antwortverhalten in C. elegans erzielen, wenn-
gleich die Wirksamkeit bei k=rzer werdenden Triggern sank.
Zusammen mit komplement�ren Struktur-Funktions-Expe-

rimenten, die mit anderen Systemen ausgef=hrt wurden (z.B.
Lit. [84]), waren diese Daten ein Beleg f=r eine hochgradig
konzertierte chemische Erkennung und Wirkungsweise der
dsDNA in der (zum damaligen Zeitpunkt noch sehr uner-
forschten) „Black Box“.
Ein zweites Projekt, bei dem C. elegans zum Verst�ndnis

der RNA-aktivierten Stummschaltung beitrug, war ein ge-
netischer Reihentest, den urspr=nglich Hiroaki Tabara und
Craig Mello ausf=hrten[85] und der eine wichtige Modifikation
gegen=ber Lisa TimmonsQ F=tterungsexperiment aufwies.
Hiroaki pr�parierte einen gentechnisch ver�nderten E.-coli-
Stamm, der eine spezifische dsRNA produzierte, die diesmal
aber ein essenzielles Gen in C. elegans ansteuerte (ein als pos-
1 bezeichnetes Gen, das Hiroaki w�hrend seiner Doktorar-
beit bei Yuji Kohara charakterisiert hatte).[86] Ohne die Ak-
tivit�t dieses Gens konnte eine Wurmpopulation nicht =ber-
leben, sodass die gentechnisch ver�nderten Bakterien eine
denkbar schlechte Nahrungsquelle f=r C. elegans waren.
Durch Verwendung von Populationen, die man einige Ge-
nerationen zuvor durch chemische Behandlung mutations-
anf�llig gemacht hatte, gelang es jedoch, extrem seltene Tiere
zu selektieren, die mit dieser Nahrungsquelle heranwachsen
konnten (Abbildung 8). Unter diesen Tieren befand sich eine
Untergruppe, denen jederlei Reaktion auf alle Arten von
injizierter Fremd-dsRNA fehlte. Bei zumindest zwei Genen
fand Hiroaki, dass ein vollst�ndiger Funktionsverlust in
einem Wurm resultierte, der normal aussah (oder fast
normal), dem aber die Eigenschaft fehlte, auf unsere dsRNA-
Injektion zu reagieren. Die Existenz dieser Mutationen lie-
ferte weitere (und =berzeugende) Hinweise darauf, dass die
RNA-Interferenz ein konzertierter Prozess war. W�re die
F�higkeit der dsRNA zur Stummschaltung von Genen eine
einfache Erscheinung z.B. der physikalischen Chemie der
dsRNA gewesen, so w�re es unwahrscheinlich gewesen, dass
wir Mutationen gefunden h�tten, die diese Aktivit�t außer
Kraft setzen konnten. Dass C. elegans ohne den Interferenz-
prozess =berleben und normal heranwachsen konnte (zu-
mindest unter den k=nstlichen, reinen Bedingungen einer

Abbildung 7. RAckschlAsse aus Experimenten zur RNA-Interferenz
nach strukturellen und chemischen Modifikationen der injizierten
RNAs. Einzelheiten werden im Haupttext sowie bei Parrish et al.[83]

erl�utert.
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isolierten Petri-Schale), war ein Beleg daf=r, dass der Me-
chanismus der dsRNA-aktivierten Stummschaltung zweck-
bestimmt war. Durch betr�chtliche Anstrengungen gelang es
Hiroaki und Craig, in relativ kurzer Zeit diejenigen Gene zu
identifizieren, die in den resistenten St�mmen mutiert waren.
Die Identit�t der entsprechenden Gene war sowohl erhellend
als auch frustrierend.

rde-4 codierte f=r ein Protein, dessen Struktur eindeutig
auf eine F�higkeit zur Bindung an dsRNA schließen ließ;[87]

die Struktur an sich war zwar =berzeugend (sowie auch die
erwartete F�higkeit des Proteins, nichtspezifisch an dsRNA
zu binden),[88] reichte aber nicht aus, den zugrundeliegenden
Mechanismus zu erkl�ren.

rde-1 codierte f=r ein Protein aus einer großen Familie
(heute als „Argonaut-Proteine“ bezeichnet), f=r die damals
nur wenige biochemische Daten verf=gbar waren. Von Pro-
teinen aus verwandten Familien wusste man, dass sie
Schl=sselrollen bei der Zellentwicklung spielen.[89–91] Es gab
gewisse Hinweise auf m�gliche Wechselwirkungen mit
RNA,[92] sehr viel mehr wusste man aber nicht. Als sich die
Hinweise h�uften, dass andere Modellorganismen den glei-
chen Mechanismus der dsRNA-Antwort zeigen, wurde im
Gegenzug klar (aus genetischen Untersuchungen in Pflanzen,
Pilzen, Fliegen usw.; z.B. Lit. [93–95]), dass zumindest eine
Untergruppe, wie bei C. elegans, ohne diesen Mechanismus
=berleben konnte. Die F�higkeit verschiedener Organismen,
f=r �hnliche Proteine zu codieren, wie sie an der Gen-
Stummschaltung in C. elegans beteiligt sind, und die letzt-
endliche Identifizierung von homologen Genen, die f=r ein
Funktionieren der RNA-Interferenz in bestimmten Modell-
systemen essenziell sind (z.B. Lit. [95–97]), st=tzten die Hy-
pothese, dass wir alle einen sehr �hnlichen und konservierten
biologischen Prozess betrachteten. Jenseits der standardm�-
ßig genutzten Modellorganismen sprach die Existenz von
homologen codierenden Bereichen in S�ugetieren f=r die

Hypothese, dass diese in der Tat �hnliche Antwortmecha-
nismen verwenden, die allerdings von nichtspezifischen
Antworten verdeckt sind.
Trotz der hoffnungsvollen Hinweise aus den Struktur-

Funktions- und genetischen Analysen waren wir nicht in der
Lage, einen vereinheitlichenden Mechanismus f=r die RNA-
Interferenz zu postulieren, noch Experimente zu entwerfen,
um die Wirksamkeit des Systems in S�ugetieren zu untersu-
chen. Die k=rzesten RNAs, die wir anf�nglich auf eine In-
terferenzwirkung in C. elegans getestet hatten,[83] waren noch
zu lang, um in den RISC-Komplex (RISC: RNA-induzierter
Stummschaltungskomplex) zu passen (siehe unten), und sie
hatten nicht die richtige Struktur, um eine nebeneffektfreie
Gen-Stummschaltung in S�ugetierzellen zu bewirken.
Um letztlich doch Einblick in die „Black Box“ zu erhal-

ten, war eine ganze Serie von einschneidenden biochemi-
schen Beobachtungen n�tig. Ich will nicht zu detailliert darauf
eingehen, zumal die kleinen RNAs, die eine exogene und
endogene genetische Kontrolle in diversen biologischen Sys-
temen vermitteln, einen eigenen Vortrag verdienen w=rden.
Dennoch ist ein kurzer Mberblick =ber kleine interferierende
RNAs (siRNAs) n=tzlich, um unser heutiges Wissen um die
RNA-Interferenz in den historischen Kontext zu stellen.
Der erste Hinweis, dass kleine RNAs entscheidend f=r

den RNAi-Prozess sind, stammte aus Experimenten in
Pflanzensystemen.[98] Andrew Hamilton und David Baul-
combe fanden eine RNA-Population mit einem schmalen
Gr�ßenbereich von 21 bis 25 Nucleotiden, deren Gegenwart
eng mit der Gen-Stummschaltung assoziiert ist. Entscheidend
f=r die gewonnenen Erkenntnisse war der Entschluss, nach
RNAs in einem schmalen Gr�ßenbereich zu suchen, sowie
der recht eindrucksvolle chemische Kunstgriff, mit dem die
Detektion dieser RNAs gelang.
Die Tatsache, dass kleine RNAs als m�gliche Effektoren

identifiziert wurden, verlieh den biochemischen Forschungen
einen betr�chtlichen Impuls. Um zu verstehen, was in der
„Black Box“ vor sich ging, musste man die Reaktion in einem
isolierten System untersuchen, anstatt in der komplexen
Umgebung einer lebenden Zelle. Zwei Forschungsgruppen
nahmen sich anf�nglich dieser Herausforderung an: eine am
MIT (Phil Zamore, Tom Tuschl, Ruth Lehman, David Bartel
und Phil Sharp) und eine in Cold Spring Harbor (Scott
Hammond, Emily Bernstein, David Beach und Greg
Hannon). Beiden gelang es unabh�ngig voneinander (mit
unterschiedlichen Ans�tzen), die RNAi-Antwort in l�slichen
Extrakten von Drosophila-Zellen zu erhalten.[99,100] Aus
diesen und den Ergebnissen weiterer Arbeitsgruppen war
klar zu ersehen, dass die kleinen RNAs, die Hamilton und
Baulcombe in Pflanzen beobachtet hatten, eine zentrale
Rolle f=r die Interferenzantwort spielten. Die Interferenz-
antwort teilte sich, zumindest vom Konzept her, in drei
Phasen auf: 1) die Spaltung eines langen dsRNA-Triggers in
k=rzere dsRNA-Segmente, 2) die Assoziation von einzel-
str�ngigen Spaltungsprodukten an einen festen Ribonucleo-
proteinkomplex und 3) das Durchmustern m�glicher Ziel-
RNAs in der Zelle durch diesen Komplex.[99–102] F=r die
beiden zentral beteiligten Enzymkomplexe pr�gten Hannon
und Mitarbeiter griffige Namen, die heute standardm�ßig in
Verwendung sind: „Dicer“ (der die dsRNA in kurze Seg-

Abbildung 8. Identifizierung von Mutationen, die Interferenzantworten
auf Fremd-RNA unterbinden, aber mit einem Pberleben des Wurms
kompatibel sind. Nach Mutagenese mit dem chemischen Mutagen
Ethylmethansulfonat[26] wurden Tiere Aber mehrere Generationen ge-
zAchtet und dann mit E.-coli-Bakterien gefAttert, die eine als Gegen-
stAck zum pos-1-Gen von C. elegans fungierende dsRNA exprimieren.
Die Embryogenese kommt bei der großen Mehrheit der resultierenden
Population zum Erliegen; nur diejenigen Mutanten, bei denen die
RNA-Interferenz unterbunden ist, kFnnen sich entwickeln. Einzelheiten
werden im Haupttext sowie bei Tabara et al.[85] erl�utert.
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mente schneidet) und „Slicer“ (der sich um einen Einzel-
strang der prozessierten RNA wickelt und die Spaltung der
Ziel-mRNA einleitet).
Der Mechanismus, der aus den biochemischen und ge-

netischen Analysen folgt, ist in Abbildung9 dargestellt. Er
beginnt mit der Spaltung des langen dsRNA-Strangs in kleine

doppelstr�ngige Bruchst=cke. Ausgew�hlte Segmente ein-
zelstr�ngiger RNA werden in den Slicer-Komplex aufge-
nommen, der auf eine bisher nicht verstandene Weise in der
Zelle nach Ziel-RNAs sucht. Gefundene Ziel-RNAs werden
durch eine intrinsische Enzymaktivit�t des RISC gespalten.
Dieser Mechanismus konnte sicher nicht alle Erscheinungs-
formen des Prozesses erkl�ren, erwies sich aber als gutes
Arbeitsmodell f=r weitere Studien zur RNAi.
Unter anderem war es mit diesem Modell m�glich, einige

Vorhersagen dar=ber zu treffen, wie man in menschlichen
Zellen zu einer spezifischen RNA-Interferenz gelangen
k�nnte. Ein entscheidender Schritt war die detaillierte che-
mische Beschreibung des ersten kleinen RNA-Intermediats
durch Elbashir, Lendeckel und Tuschl.[103] Diese weitgehend
doppelstr�ngige RNA-Population, die durch das Dicer-Pro-
tein erzeugt wird, wies einen charakteristischen Satz von
Endgruppen mit zwei leicht =berh�ngenden Basen an jedem
Strang und der negativ geladenen Phosphatgruppe am nicht
=berh�ngenden Ende auf. Wir erinnern uns, dass lange dop-

pelstr�ngige RNA eine nichtspezifische Wirkung induzierte,
die uns daran hinderte, irgendwelche spezifischen Wirkungen
zu erkennen. Die Bestimmung der Intermediatstruktur ließ
die Vermutung zu, dass RNAs mit dieser Struktur – die fr=-
heren Studien zufolge zu kurz waren, um eine starke nicht-
spezifische Antwort auszul�sen (z.B. Lit. [104]) – eine sehr
viel spezifischere Antwort erzeugen k�nnten. Dies war in der
Tat der Fall, und erste Berichte hierzu erschienen von El-
bashir, Tuschl und Mitarbeitern,[105] an die sich in rascher
Folge Arbeiten anderer Forscher, darunter Natasha Caplen
und Richard Morgan an den NIH, mit denen wir eine Zu-
sammenarbeit hatten, anschlossen.[106] Die relativ unkompli-
zierte Ausf=hrung dieser Tests f=hrte rasch dazu, dass die
siRNA-vermittelte Interferenz als eine bevorzugte Methode
f=r bestimmte Analysen von Genfunktionen in S�ugetieren
=bernommen wurde.

RNA-Interferenz als Immunmechanismus: einige
Analogien und Fragen

Die genetische und biochemische Aufkl�rung der RNA-
Interferenz warf einige interessante Fragen auf bez=glich der
Analogie zur klassischen Immunantwort (mit Antik�rpern
und Lymphozyten) (Abbildung 10). Die erste Frage betrifft

die Spezifit�t. Im Fall des klassischen Immunsystems wird
Spezifit�t durch eine Serie von Wechselwirkungen zwischen
Erkennungsproteinen (Antik�rpern und T-Zell-Rezeptoren)
und ihren m�glichen Partnern (einschließlich Fremdprotei-
nen und anderen Molek=len) erzwungen. Die Flexibilit�t
dieses Repertoires an spezifischen Erkennungsproteinen
dient somit als Grundlage f=r die klassische Immunantwort.
Im Fall der intrazellul�ren Immunantwort auf Fremd-RNA
scheint es, dass die Komplementarit�t von Nucleins�uren eine
�hnliche Rolle spielt. Die Hybridisierung der kurzen Effek-
tor-RNA mit einer Ziel-RNA f=hrt zu einer raschen und
spezifischen Erkennung, auf die sich eine Immunantwort

Abbildung 9. Ein Grundmodell fAr den konservierten molekularen Me-
chanismus der RNA-Interferenz. Doppelstr�ngige RNA tritt in die Zelle
ein und bindet an einen Komplex aus einem dsRNA-bindenden Protein
(RDE4 fAr C. elegans) und einer dsRNA-spezifischen Nuclease (Dicer).
Die dsRNA wird in kurze doppelstr�ngige Segmente geschnitten, die
an einen zweiten Proteinkomplex binden, der unter anderem ein Argo-
naut-Protein enth�lt (RISC: RNA-induzierter Stummschaltungskom-
plex). Die gebildeten RIS-Komplexe kFnnen die in der Zelle vorhande-
ne RNA-Population nach passenden Zielstrukturen austesten, die dann
abgebaut werden.

Abbildung 10. Vergleiche, Analogien und Gegens�tze zwischen der
klassischen Immunit�t (durch T-Zellen und AntikFrper vermittelte Im-
munantwort) und vermuteten RNAi-basierten Abwehrmechanismen.
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st=tzen kann. Die kritische L�nge des Doppelstrangs – im
Bereich von 15 bis 25 Nucleotiden – erweist sich als optimal
f=r eine spezifische Erkennung, da auf dieseWeise das System
nicht mit unspezifischen Hybridisierungen belastet wird, wie
sie bei l�ngeren Effektormolek=len gew�hnlich auftreten (ein
Sachverhalt, auf den Tom Cech vor vielen Jahren in einem
Vortrag vor einer Gruppe von Wissenschaftlern, die auf eine
therapeutische Nutzung der Antisense-Technik hofften, hin-
gewiesen hat).
Ein zweiter Punkt gilt der Frage, wie der RNAi-Mecha-

nismus sicherstellt, dass kein Selbstangriff stattfindet, der die
Wirtzelle sch�digen k�nnte; es muss im Wesentlichen ge-
w�hrleistet sein, dass keines der essenziellen Gene der Zelle
durch den RNAi-Mechanismus angegriffen wird. Der Me-
chanismus, durch den dies gelingt, beruht zum Teil darauf,
dass eine dsRNA als Trigger genutzt wird. Unsere Zellen
verwenden normalerweise keine doppelstr�ngige, sondern
einzelstr�ngige RNA zur Genexpression. Nat=rlich kann es
F�lle geben, in denen auch doppelstr�ngige RNA an der
Regulierung der Genexpression teilnimmt, meistens jedoch
k�nnen Zellen dies vermeiden. Der interessante Aspekt
dabei ist, dass diese Vermeidung doppelstr�ngiger RNA
evolution�rer Natur ist. Unsere Annahme ist, dass, sobald der
RNAi-Mechanismus erst einmal in Gang ist, Zellen sehr
sorgf�ltig in der Weise evolvieren, dass sie dsRNA nicht in
Mengen erzeugen, die wichtige endogene Gene abschalten
w=rden. Jedes Abweichen hiervon k�nnte die „Fitness“ des
Organismus senken, sodass wir erwarten, dass es in evolu-
tion�ren Zeitr�umen zu einer sehr wirksamen Vermeidung
von selbstsch�digender RNAi kam. Diese Langzeitmecha-
nismen unterscheiden sich von den klassischen Immunreak-
tionen in der Weise, dass letztere selbstsch�digende Wirkun-
gen durch einen Kontrollmechanismus vermeiden, der (wenn
alles richtig funktioniert) eigengerichtete Erkennungsele-
mente w�hrend der Lebensspanne eines Organismus konti-
nuierlich entfernt. Das bedeutet, dass es bei der RNA-ba-
sierten Immunit�t einfacher ist, das System in Echtzeit dazu
zu bringen, eine endogene Zielkomponente anzusteuern, was
eine vielversprechende Perspektive f=r die Entwicklung the-
rapeutischer Strategien auf RNAi-Basis aufzeigt.
Ein dritter Aspekt ist die Aufspaltung des urspr=nglichen

dsRNA-Triggers in kleine Bruchst=cke. Durch das Spalten
des Triggers erh�ht sich zun�chst einmal die Zahl der unab-
h�ngigen Molek=le (und Spezifit�ten), die an der Immunre-
aktion beteiligt sind. Hierdurch wird ein g=nstigeres Trigger-
Zielstruktur-Verh�ltnis und damit ein wirksamerer Kontroll-
mechanismus erreicht. Dar=ber hinaus erm�glicht diese
haupts�chliche Beteiligung kurzer Segmente dem System, auf
Viren zu reagieren, deren Genom mutiert ist, die aber eine
oder mehr essenzielle Sequenzen von mehr als 20 Basen be-
halten haben. Schließlich ist es von Vorteil, die Infektivit�t
der Effektormolek=le auszuschalten, bevor diese im Orga-
nismus verteilt werden. Ich beschreibe dies gew�hnlich als
analog zur Funktionsweise von Antiviren-Software: Ein An-
tivirenpaket enth�lt 1) eine Datenbank mit Informationen
=ber Viren (in diesem Fall Computerviren), 2) eine Reihe von
Routinen, um zu erkennen, welche Dateien infiziert sind, und
3) eine Reihe von Programmen, die die infizierten Dateien
entweder reparieren oder l�schen. Die Virendatenbank, die

Teil dieses Programmpakets ist, muss nicht die vollst�ndigen
Sequenzen jedes Virus haben, und tats�chlich w�re es ein
Fehler, wenn die Hersteller von Antivirensoftware solch eine
Datenbank vertreiben w=rden, da einige der Komponenten
der Datenbank am Ende selbst infekti�s sein k�nnten. Wenn
man von jedem Virus nur einen Satz von relativ kurzen Se-
quenzen angibt, wird die zur Identifizierung ben�tigte Infor-
mation bereitgestellt, ohne dass die Gefahr einer Infektion
besteht. Das Aufbrechen der doppelstr�ngigen RNA in ein-
zelne Segmente von 21 bis 25 Nucleotiden L�nge k�nnte den
gleichen Effekt in der zellul�ren Immunreaktion auf uner-
w=nschte Fremd-RNA haben.
Ein weiterer Aspekt sowohl der klassischen als auch der

RNA-basierten Immunmechanismen ist die Verbreitung der
Immuneffektorinformation. Beim klassischen Immunsystem
ist dies mit dem Transport durch den Blutkreislauf verbunden
und h�ngt außerdem von einigen sehr exakt gesteuerten Mi-
grationsprozessen der Lymphozyten ab. Beim RNA-basierten
Immunsystem sind die Mechanismen der Informationsver-
breitung noch nicht vollst�ndig gekl�rt. Bisherige Ergebnisse
weisen auf eine proteinbasierte Maschinerie hin, die die
Verbreitung der RNAi-Antwort in C. elegans vermittelt (z.B.
Lit. [107]). Ein Verst�ndnis dieser Maschinerie w�re von
gr�ßtem Interesse f=r die gezielte Entwicklung von Anwen-
dungen der RNA-Interferenz.
Wie jeder zellul�re Mechanismus ben�tigt die RNA-In-

terferenz Energie und Stoffwechselquellen. Entscheidend ist
die F�higkeit des Organismus, diese Ressourcen je nach
Bedarf zu handhaben und f=r die jeweils bedrohlichste
Gefahr bereitzustellen. Das klassische Immunsystem besitzt
Mechanismen, die die an der Mberwachung beteiligte Popu-
lation von Effektormolek=len (das Repertoire an T- und B-
Zellen) regulieren. Die Mechanismen umfassen sowohl das
Verwerfen von ungerichteten Spezifit�ten als auch das Ver-
st�rken von zielgerichteten Spezifit�ten. Vielleicht k�nnte
man erwarten, dass die Spezifit�ten, die die RNAi-Maschi-
nerie steuern, einem insgesamt �hnlichen Mechanismus un-
terliegen. Ein interessantes Beispiel ist die Beteiligung einer
RNA-gerichteten RNA-Polymerase (RdRP) am Stumm-
schaltungsprozess bei Pflanzen, W=rmern und einigen Ein-
zellern (siehe Abbildung 11). In den 70er Jahren wurden
zellul�re Enzyme, die RNA zu RNA vervielf�ltigen, erstmals
in Pflanzensystemen charakterisiert (z.B. Lit. [108]), fanden
aber wenig Platz innerhalb des zentralen Dogmas der Mole-
kularbiologie („DNA erzeugt RNA erzeugt Protein“).
Nachdem es zun�chst betr�chtliche Zweifel =ber die Quelle
solcher Enzyme gab, gelang dann sp�ter ihre Aufreinigung
sowie der Nachweis, dass sie vom Zellgenom codiert
werden.[109–110] Des Weiteren konnte man zeigen, dass sie eine
entscheidende Rolle bei der RNA-Interferenz inNeurospora,
W=rmern und Pflanzen spielen.[111–115] Einer der bemerkens-
wertesten Aspekte der RdRP-basierten Triggerverst�rkung
ist, dass die Verst�rkung nur dann auftritt, wenn eine Ziel-
struktur angesteuert wird. Die Folge dieses Regulationsme-
chanismus ist,[116–122] dass 1) die Verst�rkung des Effektorsi-
gnals auf F�lle beschr�nkt ist, in denen eine echte Zielstruk-
tur gefunden wird, und 2) dass sich das Spektrum an Triggern
in der Weise ausdehnen kann, dass zunehmend breitere
Segmente der als fremd/unerw=nscht erkannten Zielstruktur
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erfasst werden. Der RdRP-basierte Verst�rkungsmechanis-
mus ist somit ein Beispiel daf=r, wie das RNAi-System der
Immunaktivit�t einen „Feinschliff“ gegen vorliegende Ge-
fahren verleiht.
Die Analogie zwischen dem klassischen und dem RNA-

basierten Kontrollmechanismus wirft eine letzte Frage auf,
n�mlich wie sich das System fr=here Infektionen „merkt“, um
so eine optimierbare Immunit�t zu entwickeln. Bei den
meisten RNAi-Experimenten mit C. elegans verschwand die
sichtbare Wirkung nach etwa einer Generation (z.B.
Lit. [40]). Dies ist jedoch nicht immer der Fall, und es gibt
Beispiele, bei denen die genspezifischen Wirkungen der
RNA-Interferenz =ber zahlreiche Generationen anhalten
k�nnen (z.B. Lit. [123,124]). Phnliche Langzeitwirkungen
wurden in Pflanzensystemen untersucht (z.B. Lit. [125]).
Auf der Grundlage des einfachen Modells in Abbildung 9

w=rde man solche Wirkungen nicht erwarten. Ein aktuelleres
Modell (Abbildung 12) besagt, dass sich die anf�ngliche
Wechselwirkung der Effektor- mit den Zielsequenzen aus
mehreren Arten zeitlich verschiedener Wirkungen zusam-
mensetzt: Kurzzeitwirkungen (z.B. Hemmung der Translati-
on und des Abbaus der Ziel-mRNA), mittelfristige Wirkun-
gen (die Produktion von zus�tzlichen kurzkettigen RNA-Ef-
fektoren mit Komplementarit�t zur Zielstruktur) und Lang-
zeitwirkungen (einschließlich Pnderungen der physikalischen

Konformation der f=r das Zieltranskript codierenden zellu-
l�ren DNA).[46, 47] Diese unterschiedlichen Arten von Im-
munantworten auf �hnliche anf�ngliche Wechselwirkungser-
eignisse sind in vielerlei Hinsicht analog zum klassischen
Immunsystem, wo die anf�ngliche Erkennung einer Ziel-
struktur unz�hlige Folgen nach sich zieht. In beiden F�llen
scheinen die anf�nglichen Interaktionskomplexe (RISC-ver-
mittelte Nucleins�urehybridisierung im Fall von RNAi, An-
tik�rper-Antigen-Komplex oder (T-Zell-Rezeptor)-Antigen-
Komplex im Fall des klassischen Immunsystems) die F�hig-
keit zu haben, je nach Situation eine Vielzahl von Unter-
dr=ckungsmechanismen heranzuziehen. Die Dauer einer je-
weiligen Immunantwort (und des nachfolgenden Ged�cht-
niseffekts) ist das Ergebnis einer Balance aus lang- und
kurzzeitigeren Wirkungen.

Ein Ausblick: R
tsel und Herausforderungen

Die Forschungen zur RNA-Interferenz sind ein extrem
aktives Feld und werden es in absehbarer Zeit auch bleiben.
Viele der zentralen Fragen betreffen die grundlegenden
Mechanismen; viele andere gelten m�glichen Anwendungen.
Mit an erster Stelle rangiert das Verst�ndnis der RNA-In-
terferenz als m�glicher „immunsystemartiger“ Kontrollme-
chanismus (ich habe einige der ungel�sten Fragen in Abbil-
dung 13 zusammengefasst). Eine Frage betrifft die m�gliche

Abbildung 11. Ein Modell fAr die verst�rkte RNA-Interferenz im KFrper-
gewebe von C. elegans. Ein langer dsRNA-Strang, der in die Zelle ein-
tritt, wird durch einen Komplex bestehend aus einer Nuclease (Dicer)
und einem Erkennungselement (RDE4) angegriffen, der die dsRNA in
kurze BruchstAcke schneidet. Durch Anlagern der BruchstAcke an ein
zweites Protein entsteht ein Stummschaltungskomplex, der die mRNA-
Population der Zelle nach passenden Sequenzen abtasten kann. Diese
unterliegen einer Spaltung (die die mRNA inaktivieren sollte), und/
oder sie dienen zur Synthese kurzer komplement�rer RNAs.[116–122]

Letztere kFnnen an ihre eigenen Effektorkomplexe anlagern (mFgli-
cherweise mit einem nun anderen Argonaut-Protein),[143] was in einer
zielstrukturabh�ngigen Verst�rkung der Immunantwort auf die Fremd-
dsRNA resultiert.

Abbildung 12. Ein Modell fAr die multimodale Gen-Stummschaltung
nach Erkennung des RNA-Transkripts durch die siRNA. Ein generischer
tern�rer Komplex aus dem Argonaut-Protein, der siRNA und der Ziel-
struktur (oben gezeigt) kann im Prinzip zu verschiedenen Komplexen
mit rekrutierten Stummschaltungsfaktoren fAhren. Links oben: Spal-
tung des Zieltranskripts durch eine Argonaut-�hnliche Komponente
oder einen rekrutierten Bindungspartner. Mitte links: Rekrutierung
einer RNA-gerichteten RNA-Polyerase, die, entweder ausgelFst durch
die anf�ngliche siRNA oder (wie offenbar bei C. elegans) durch eigen-
st�ndige Initiierung, komplement�re RNA synthetisieren kann. Unten:
Diagramm der angefAgten Komponenten fAr die Chromatin-Modifizie-
rung, die an nahegelegenen Nucleosomen und/oder anderen DNA-as-
soziierten Faktoren angreifen (hier als stummschaltende HMTase
(„Histon-Methyltransferase“) dargestellt;[145] zahlreiche andere epigene-
tische Modifikatoren kFnnten auf �quivalente Weise agieren). Man be-
achte, dass dieser Prozess wahrscheinlich an einem naszierenden
RNA-Transkript ablaufen wArde, das noch immer physikalisch mit der
DNA-Matrize verbunden ist.[144] Rechts: Rekrutierung von Faktoren, die
die Translation der mRNA blockieren kFnnten (z.B. Lit. [48]).
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Rolle der RNAi als antivirale Immunantwort außerhalb des
Pflanzenreichs. J=ngste Studien an wirbellosen Tieren (W=r-
mern und Fliegen) zeigen recht eindeutig, dass die RNAi in
einfachen Tieren als Mberwachungsmechanismus gegen
Viren (und andere eigenn=tzige Informationstr�ger wie
Transposonen) fungieren kann (z.B. Lit. [85,126–128]). Dass
dieser Sachverhalt f=r h�here Tiere (S�ugetiere) bisher nicht
gekl�rt werden konnte, liegt vor allem an der Schwierigkeit,
bei S�ugetieren spezifische und nichtspezifische Immunre-
aktionen auf dsRNA auseinanderzuhalten. Es ist sicher auch
vorstellbar, dass die virenabwehrende Rolle der RNAi in
S�ugetieren verloren gegangen ist.
Eine aufregende Entwicklung der letzten Jahre war die

Strukturaufkl�rung einzelner Bestandteile der RNAi-Ma-
schinerie (z.B. Lit. [129,130]). Diese Strukturen haben –
sowohl einzeln als auch im Verbund – zu einem tiefen Ver-
st�ndnis des Mechanismus gef=hrt, von dem man zu Beginn
der Forschungen nur tr�umen konnte. Mit den immer ge-
naueren Einblicken in die Strukturen traten eine Reihe von
Fragen zur Thermodynamik und Kinetik auf, die den stati-
schen Diagrammen wie in Abbildung 9 und 11 noch die Di-
mension der Zeit hinzuf=gen. Man weiß bereits, dass auf jeder
Stufe des RNAi-Mechanismus ein kinetischer „Wettlauf“
zwischen verschiedenen Effektoren stattfindet und dass dies
ein entscheidender Aspekt f=r die Funktion des RNA-ba-
sierten Mberwachungssystems ist (z.B. Lit. [131,132]). Auf
�hnliche Weise d=rfte eine kinetische Konkurrenz zwischen
der RNAi-Maschinerie und anderen Protein-RNA-Wechsel-
wirkungen (RNA-Synthese und -Verarbeitung, RNA-Spei-
cherung und -Umschlag, Translationsmaschinerie) das Spek-
trum der RNAi-Ereignisse bestimmen, die w�hrend des Le-
benszyklus einer Zelle tats�chlich auftreten k�nnen (z.B.
Lit. [133]).
W�hrend biochemische und strukturelle Studien bereits

tiefe Einblicke in den RNAi-Mechanismus gew�hren, gibt es
im Bereich der genetischen Analyse noch reichlich Spielraum
f=r die RNAi-Forschung. Tabara et al.[85] fanden in ihren ur-
spr=nglichen Screenings gerade zwei C.-elegans-Gene mit der
idealisierten Eigenschaft, fast die gesamte RNA-Interferenz
auszuschalten ohne nennenswerte Auswirkungen auf den
Organismus zu haben. Phnliche Gene wurden in den fr=hen

genetischen Screenings von Pflanzen- und Pilzsystemen
identifiziert (z.B. Lit. [93,94]). Wirbeltierzellen, denen die am
dsRNA-basierten Mberwachungsmechanismus beteiligte Ar-
gonaut-Komponente fehlt, sind interessanterweise lebendig
(und k�nnen in einer Petri-Schale heranwachsen), sind aber
nicht in der Lage, einen lebensf�higen Organismus zu
bilden.[134] Entsprechend hat man in anderen Systemen Mu-
tanten beobachtet, die vordergr=ndig infolge einer spezifi-
schen Immunantwort auf eine dsRNA entstanden sind und
die selbst in Abwesenheit bekannter pathogener Einfl=sse
faszinierende Ver�nderungen in ihrem Wachstumsverhalten
und/oder ihrer Physiologie zeigen (z.B. Lit. [135,136]). Etli-
che biologische Einfl=sse, die die ersten genetischen Scree-
nings beeintr�chtigt haben, sind mittlerweile verstanden.
Dass in manchen F�llen bestimmte Mutationen nicht aufge-
funden werden konnten, spiegelt einen gewissen Grad an
genomischer Redundanz wider, was bedeutet, dass gleich
mehrere Genprodukte die F�higkeit haben, eine einzelne
Reaktionsstufe zu vermitteln.[85] Umgekehrt wurden manche
RNAi-Komponenten zun�chst nicht identifiziert, weil sie
noch an weiteren RNAi-abh�ngigen Prozessen beteiligt sind,
die �hnliche molekulare Maschinerien nutzen und f=r das
Mberleben des Organismus essenziell sind. Neben dem re-
gulatorischen Mikro-RNA-System, das bereits gut charakte-
risiert ist,[128,137] d=rfte das Spektrum an RNAi-bezogenen
Prozessen mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit
auch Mberwachungs- und regulatorische Funktionen inner-
halb der Zelle umfassen. Diese gilt es nun mithilfe der in-
zwischen breit verf=gbaren Methoden der genetischen Ana-
lyse aufzukl�ren (z.B. Lit. [128]).

Die RNA-Interferenz als ein Werkzeug
in der Medizin?

Eine Frage, die f=r betr�chtliche Aufregung gesorgt hat,
betrifft die m�gliche direkte Intervention mit dsRNA zur
Behandlung menschlicher Krankheiten. Bei indirekten An-
wendungen der RNA-Interferenz in der Medizin ist man si-
cherlich einen großen Schritt vorw�rts gekommen. Neben
vielen anderen Methoden hat auch die RNAi eine mittler-
weile etablierte Rolle bei der Untersuchung der Genregula-
tion, in der funktionellen Genomik und zur Identifizierung
von therapeutischen Zielstrukturen.
Wird die direkte Verabreichung von interferierender

RNA einmal zu einer Behandlungsmethode werden? Was
spr�che dagegen, einem an einer Virusinfektion erkrankten
Patienten einen Wirkstoff in Form einer doppelstr�ngigen
RNA zu geben, die zu der betreffenden Virensequenz passt?
Oder bei einem Tumorpatienten: Warum nicht ein f=r den
Tumor essenzielles Gen finden und eine passende dsRNA
verabreichen, um so das Tumorwachstum zu stoppen?
Warum nicht eine Krankheit, die von einem ver�nderten Gen
verursacht wird, mit einer doppelstr�ngigen RNA bek�mp-
fen? Es gibt zahlreiche potenzielle Anwendungen, in allen
F�llen aber muss zun�chst das Dickicht aus Zuf=hrungsform,
Sicherheit und Wirksamkeit des Wirkstoffs in der komplexen
Umgebung einer genetisch diversen Zielpopulation gelichtet
werden, und es ist notwendig, die Reaktion des Wirtorganis-

Abbildung 13. Offene Fragen zur RNA-Interferenz und zur Immunit�t.
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mus (und in manchen F�llen des Pathogens) auf die spezifi-
sche dsRNA in allen Einzelheiten zu verstehen. Der Zeit-
rahmen f=r solche Tests kann Jahre, Jahrzehnte oder l�nger
sein. Bei aller Vorsicht, die in ein solches Unterfangen ein-
fließt, sehe ich den zuk=nftigen Forschungen auf diesem
Gebiet, sei es im akademischen oder pharmazeutisch-indu-
striellen Sektor, mit Spannung entgegen.
Ich erwarte, dass sich zus�tzliche Bereiche auftun werden

(jenseits der oben diskutierten Anwendungen in der Geno-
mik und Therapeutik), in denen ein Verst�ndnise der RNA-
aktivierten Gen-Stummschaltung therapeutische M�glich-
keiten er�ffnet. Jeder wirksame und spezifische biologische
Prozess (selbst wenn er eine generell heilsame Wirkung hat)
hat Folgen f=r den Organismus, sobald Abweichungen in der
Spezifit�t oder der Regulation auftreten. Anomalien der
Gen-Stummschaltung (sowohl positive als auch negative)
sind Bestandteil vieler menschlicher Krankheiten ein-
schließlich Krebs. Intensive Forschungen zur Dysregulation
von Krebs und anderen Krankheiten haben f=r praktisch
jeden bekannten zellul�ren Regulationsmechanismus F�lle
von Defekten zum Vorschein gebracht. Regulationsmecha-
nismen unter Beteiligung kleiner RNAs bilden hier keine
Ausnahme (z.B. Lit. [139,140]), wobei die derzeit verf=gba-

ren Daten wahrscheinlich nur einen Bruchteil solcher Effekte
aufzeigen. Mit zunehmendem Maße, in dem die Beteiligung
von RNA-aktivierten Gen-Stummschaltungsprozessen an
Krankheiten und der Reaktion des menschlichen Organismus
auf diese Krankheiten charakterisiert wird, wird es immer
mehr vorstellbar, dass ein direkter Eingriff in die RNAi-
Maschinerie – entweder auf umfassende Weise oder bei einer
kleinen Untergruppe von Zellen oder Effektorfunktionen –
sich zu einer attraktiven therapeutischen Strategie entwickeln
kann. Die Verf=gbarkeit von therapeutischen Maßnahmen
zur Manipulation der RNAi-Maschinerie – wie niedermole-
kulare Wirkstoffe (z.B. Lit. [141]) und modulatorische Stra-
tegien (z.B. virale Komponenten mit Antistummschaltungs-
funktion) – wird hier sicherlich ein Fundament f=r die Ent-
wicklung von potenziellen Behandlungsm�glichkeiten bieten.

Wissenschaft w
chst nicht auf B
umen, auch nicht
in Santa Clara …

Schließen m�chte ich mit einigen Worten des Dankes. Ich
hatte stets das Gl=ck, einer Familie, einem Kreis von Freun-
den, einer Gruppe von Mitarbeitern und einer Anzahl von

Abbildung 14. Einige der Menschen und Arbeitgruppen, denen ich fAr ihre Hilfe, UnterstAtzung und Ermutigung danke. Die Aufz�hlung ist per
Computer in eine zuf�llige Reihenfolge gebracht; fAr Auslassungen und falsche Schreibungen bitte ich um Entschuldigung.
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Institutionen verbunden zu sein, in der wissenschaftliche
Forschung und Menschlichkeit eine gleichmaßen hohe
Wertsch�tzung erfahren. Dies machte es zu einer Freude,
Wissenschaft zu betreiben.
Da sich dieser Beitrag auf Studien aus den 90er Jahren

=ber die strukturellen Grundlagen der RNA-Interferenz
konzentriert, m�chte ich zuerst den Mitgliedern meiner Ar-
beitsgruppe und einigen unserer Forschungspartner danken,
die an diesen Arbeiten unmittelbar beteiligt waren. Das Team
meiner Arbeitsgruppe, das am unmittelbarsten beteiligt war,
bestand aus SiQun Xu, Mary Montgomery, Steve Kostas, Lisa
Timmons, Susan White-Harrison, Jamie Fleenor und Susan
Parrish. Als sehr fruchtbar erwies sich die Zusammenarbeit
mit Craig Mello und seiner Gruppe, insbesondere mit Sam
Driver und Hiroaki Tabara, ebenso wie mit Natasha Caplen
und Rick Morgan an den NIH, Farhad Imani am Johns
Hopkins sowie Titia Sijen, Femke Simmer, Karen Thijsen und
Ronald Plasterk in Utrecht. Ich hoffe, Sie erkennen, dass
dieses recht betr�chtliche Gemeinschaftsprojekt nur ein Teil
eines sehr großen Puzzles war, an dem sich viele weitere
Wissenschaftler und Forschungsgruppen auf der ganzen Welt
beteiligten.
Zwei Institutionen geb=hrt besonderer Dank: dem Car-

negie-Institut der Abteilung f=r Embryologie in Washington,
wo wir unsere Arbeiten zur strukturellen Charakterisierung
des Triggers ausgef=hrt haben, und den National Institutes of
Health, die unsere gesamten Arbeiten in diesem Bereich fi-
nanzierten.
Wer in dieser Welt sein Gl=ck machen will, braucht die

Mitwirkung anderer. Als ich mich hingesetzt habe, um ein
paar Namen von Leuten aufzuschreiben, die an dem einen
oder anderen Punkt Einfluss auf meine Forschungen hatten,
kam Abbildung 14 heraus. Ich entschuldige mich vorab f=r
versehentliche Auslassungen (und zahlreiche Schreibfehler)
… Sie wissen, wer Sie sind!
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