Nobelaufsditze

M4

RNA-Interferenz

C. C. Mello

DOI: 10.1002/ange.200701713

Zuriick zur RNAi-Welt: Gedanken zur Genexpression
und Evolution (Nobel-Vortrag)**

Craig C. Mello*

Stichwérter:
Evolution - Gen-Stummschaltung -
Nobel-Vortrag - RNA-Interferenz

Es ist wunderbar, heute hier zu sein. Beginnen mochte ich mit dem
wichtigsten Part, ndmlich Danke zu sagen. Zu allererst danke ich
Andy Fire, der mir iiber all die Jahre ein grofiartiger Kollege und
Freund war. Ohne Andy stiinde ich heute nicht vor Thnen. Dank
schulde ich der University of Massachusetts, nicht nur fiir Ausriistung,
Laborriume und Geld, sondern vor allem auch fiir die grofartigen
Kollegen, mit denen zusammen ich meinen Forschungen nachgehe.
Ohne die UMass und das tolle Umfeld dort, wire ich wahrscheinlich
heute nicht hier. Und nicht zu vergessen natiirlich meine Familie; ich
will jetzt keine Zeit aufbringen, jedem einzelnen zu danken, aber ihr

wisst, wie wichtig ihr fiir mich seid.

Ich werde heute iiber C. elegans sprechen und iiber die
Rolle der RNA-Interferenz (RNAi) bei der Heranbildung
von C. elegans. Dieses Tier hat seinen Namen von seiner
eleganten Einfachheit (Abbildung 1). Nur ein Millimeter lang
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Abbildung 1.

ist es, und doch in der Lage, 300 Nachkommen in drei Tagen
durch Selbstbefruchtung zu produzieren. Eine der schonsten
Erscheinungen von C. elegans — beim Blick durch das Mi-
kroskop sofort erkennbar — ist seine Transparenz. Schon
Sydney Brenner erkannte die Wichtigkeit dieses Merkmals
bei der Auswahl seines Forschungsobjekts. C. elegans ist ein
relativ einfaches Tier: Der adulte Organismus besteht aus nur
etwa eintausend Zellen. Tatsdchlich sind Herkunft und
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Schicksal jeder Zelle sowohl im embryonalen als auch im
adulten Zustand bestimmt worden — eine erstaunliche Er-
rungenschaft. In jedem Stadium der Entwicklung kann man
eine bestimmte Zelle betrachten, und man kann angeben, wo
diese Zelle herkommt; ihr Ursprung kann bis zur ersten
embryonalen Zellteilung zuriickverfolgt werden.

Es ist ein schones System. Im Grunde haben alle Forscher,
die mit C. elegans arbeiten, ihre eigene Abstammungslinie.
Fast alle von uns gehen auf Sydney Brenner zuriick, der als
Wegbereiter der modernen genetischen Analyse dieses Or-
ganismus gilt. Mein eigener wissenschaftlicher Stammbaum
ist in Abbildung 2 gezeigt. Ein riesiger Dank geht an Dan
Stinchcomb, dafiir, dass er mich in Molekularbiologie unter-
richtet hat und in den ersten Hochschuljahren ein fantasti-
scher Mentor war, an Victor Ambros, der mich zusammen mit
Dan wihrend meiner Promotion an der Harvard-Universitét
begleitet hat, und schliellich an Jim Priess, der mir Genetik
beigebracht hat, und der mir bei meinem Postdoc-Aufenthalt
am Fred Hutchinson-Krebsforschungszentrum in Seattle als
groBartiger Mentor und Freund zur Seite stand. Ich bin diesen
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Abbildung 2.

Menschen zu unendlichem Dank verpflichtet. Im Verlauf
meines Vortrags werde ich Thnen mehr Bilder von Leuten
zeigen, denen ich Dank schulde.

Ich mo6chte nun auf das Thema meines heutigen Vortrags
zu sprechen kommen, bei dem es zum Teil darum geht, dass
wir die Komplexitdt des Lebens andauernd unterschétzen.
Sehr hiufig sind es die Korrekturen, die an diesen Unter-
schiatzungen vorgenommen werden, fiir die dieser Preis ver-
lichen wird. Mit den Fortschritten in der Wissenschaft er-
weitern sich unsere Kenntnisse; wir glauben, wir verstiinden
etwas, und zu oft werden wir tiberheblich. Die Sache ist aber
die, dass wir die Komplexitidt des Lebens und der Natur
meiner Meinung nach fast immer unterschétzen. Heute haben
wir ein wahres Fest dieser Schonheit und Komplexitéit erlebt.
Ich habe die Physik- und Chemie-Vortrige gehort, und es war

Craig C. Mello ist Professor fiir Molekular-
medizin (Blais University Chair in Molecular
- Medicine) an der University of Massachu-
setts Medical School (UMMS) und hdlt au-
JSerdem (seit 2000) einen Forschungslehr-
stuhl am Howard Hughes Medical Institute
(HHMI), einer medizinischen Forschungs-
einrichtung mit einem Budget von 13 Milli-
arden US-$, die mehr als 350 Forscher an
72 medizinischen Instituten, Universititen
und Forschungsinstituten weltweit beschif-

/ tigt. Er erwarb seinen Bachelor of Science in
Biochemie an der Brown University und pro-
movierte in Zell- und Entwicklungsbiologie an der Harvard University. An-
schlieffend war er Postdoc am Fred Hutchinson-Krebsforschungszentrum,
bevor er 1995 an die UMMS wechselte. Ebenfalls 1995 erhielt er den Pew
Scholar Award in Biomedizin. Zusammen mit Andrew Fire, vormals am
Carnegie-Institut in Washington, wurde er 2006 fiir die Entdeckung der
RNA:-Interferenz (RNA)) mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet.
Beide fanden, dass eine bestimmte Art von RNA die unvorhergesehene Ei-
genschaft hat, die Expression eines Gens stummzuschalten (d. h. mit dieser
zu interferieren), dessen DNA-Sequenz der Sequenz der eingesetzten RNA
dhnelt. Der RNAi-Mechanismus — eine natiirliche Reaktion eines Organis-
mus auf doppelstringige RNA, aus der viele Viren bestehen — zerstért die
Genprodukte, die ein Virus zur Selbstreplikation benétigt und blockiert so
die Entwicklung der Virusinfektion. Diese Entdeckung, die ein grofies Poten-
zial fiir Verstdndnis und Manipulation der zelluldren Basis menschlicher
Krankheiten birgt, hatte zweierlei Auswirkungen auf die biologischen Wis-
senschaften, die besonders nachhaltig geblieben sind: Zum einen ist die
RNAI heute eine wichtige und hiufig verwendete Methode, um die Expres-
sion eines spezifischen Gens in Zellen ausschalten und so die biologische
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eindrucksvoll, einfach nur nachzusinnen. Ein embryonales
Universum, 13.7 Milliarden Jahre alt, anfianglich von der
GroBe einiger Zentimeter, das sich in Sekunden durch einen
geheimnisvollen Prozess ausbreitet und die fast endlosen
Ausdehnungen des Raumes einnimmt; die Wirkungsweise
einer Polymerase auf atomarer Ebene zu entdecken, deren
Ursprung auf einen gemeinsamen Urahn allen Lebens auf der
Erde vor rund 3.5 Milliarden Jahren zuriickgeht.

Diese Geschichten sind in ihrer Komplexitét so schén und
atemberaubend. Fiir jede Antwort, die sie geben, werfen sie
tausend neue Fragen auf. Und eines, was ich so mit meinem
Vortrag erreichen mochte, ist Fragen aufzuwerfen, die ich
nicht beantworten kann; ein wenig iiber das Unbekannte zu
sprechen. Andy hat Sie so wundervoll in die Thematik ein-
gefiihrt, dass ich mir den Luxus erlauben kann, mehr tiber
mogliche Folgerungen und Auswirkungen zu sprechen und
iiber einige der Dinge, {iber die wir nichts wissen, die wir aber
in der Zukunft gerne verstehen wiirden. Es ist das Unbe-
kannte, das uns inspiriert und unsere Neugierde entfacht, und
deshalb will ich versuchen, Ihnen davon zu erzihlen, was wir
nicht wissen, und ich will ein wenig dariiber spekulieren, was
moglich ist.

Wenn man nur aufmerksam hinsieht, wird einem die
Komplexitidt lebender Dinge mit einem Male bewusst. Be-
trachten wir beispielsweise die natiirliche Umgebung von C.
elegans. Abbildung 3 ist ein elektronenmikroskopisches Bild,
das von George Barron - der mit nematophagen Pilzen ar-
beitet — aufgenommen wurde. Der ungliickliche Wurm ist in
einer Schlinge gefangen, die von einem Nematoden jagenden
Pilz ausgelegt wurde. Fiir diese armen kleinen Tiere ist es

Funktion dieser Gene entschliisseln zu konnen. Zum anderen erbrachte sie
die Erkenntnis, dass die RNA-Interferenz ein normaler Prozess der Genre-
gulation ist, der wihrend der Entwicklung eines Organismus stattfindez.
Mellos und Fires Arbeiten zur RNAI, die 1998 in einer bahnbrechenden
Veréffentlichung in Nature miindeten, wurden als ,elekirisierende Entde-
ckung* gefeiert und 2002 in Science zum ,,Durchbruch des Jahres“ er-
nannt. Im Jahr 2003 erhielten beide den angesehenen National Academy
of Sciences Award in Molekularbiologie und den Wiley Prize in Biomedizin
der Rockefeller University, den Annual Aventis Innovative Investigator
Award der Drug Discovery Technology World Conference und 2004 den
Warren Triennial Prize, die héchste vom Massachusetts General Hospital
vergebene Auszeichnung. 2005 wurden beide in die National Academy of
Sciences nominiert und konnten zahlreiche weitere Ehrungen in Empfang
nehmen, einschliefllich des Lewis S. Rosenstiel Award der Brandeis-Univer-
sitiit, des kanadischen Gairdner International Award und des Massry Prize.
2006 folgten der Paul-Ehrlich-und-Ludwig-Darmstaedter-Preis, einer der
héchsten und international renommiertesten Medizin-Preise, die in
Deutschland vergeben werden. C. Mello erhielt vor kurzem den von John-
son & Johnson neu gestifteten Dr. Paul Janssen Award fiir biomedizinische
Forschung. Angesichts der fundamentalen und weitreichenden Bedeutung
der RNAI ist damit zu rechnen, dass ein der UMMS und Carnegie erteiltes
Patent — ,,Genetic Inhibition by Double-Stranded RNA“ (US Patent
6,506,559 B1) — ein weitreichendes Lizenzierungspotenzial in der Labor-
praxis und der Wirkstoffentwicklung haben wird. Da beide Institutionen
darauf aus waren, die RNAi méglichst rasch und umfangreich der geneti-
schen Forschung zugdnglich zu machen, wurde ein Lizenzierungsverfahren
entwickelt, durch das Firmen (fiir eine Grundgebiihr) eine weitriumige
und nicht-exklusive Lizenz fiir die Anwendung dieser Technik zu For-
schungszwecken erwerben konnen. Eine betréichtliche Zahl von Firmen hat
die Erfindung bereits lizenziert, und zahlreiche andere haben ihr Interesse
bekundet.
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Abbildung 3.

wirklich ein Dschungel da drauflen; sie kdampfen um ihr
Uberleben, genau wie wir auch. Das Erdreich wimmelt von
hunderten von Arten dieser Pilze, die Jagd auf herum-
schwimmende Wiirmer machen. Die Pilze konnen die Be-
wegung oder die Berithrung eines Wurmes spiiren, und sobald
der Wurm in die Schlinge gegangen ist, bldst der Pilz diese auf,
sodass die Beute eingeschniirt wird und gefangen ist. Der Pilz
kann dann Zellfiden (Hyphen) in den Wurm schieBen, um
ihn zu verdauen. Wir miissen uns also vorstellen, dass sich
diese armen eleganten kleinen Tiere in der Tat abstrampeln
miissen, um zu iiberleben. Die Natur steckt voller Komple-
xitit, die wir nicht erkennen. Diese Wiirmer und Pilze sind so
winzig, dass Sie jeden Tag auf IThrem Weg zur Arbeit iiber
Millionen, wenn nicht Milliarden von ihnen riiberlaufen, ohne
die Dinge, die sich dort abspielen, je wahrzunehmen.

Einer der grofen Triumphe der Biologie war die Entde-
ckung der DNA-Struktur. Die Struktur der DNA wurde
zuerst von Watson und Crick bestimmt, die zeigten, wie zwei
aus vier Grundbausteinen bestehende Stridnge Polymere
bilden, die sich zu einer hiibschen Wendeltreppe verflechten.
Allein diese Struktur erklirt so vieles tiber die grundlegende
Biologie belebter Dinge. Sie erklért die Segregationsmuster,
die Gregor Mendel fiir bestimmte genetische Merkmale von
Erbsenpflanzen beschrieben hatte. Die Struktur allein gibt
schon Hinweise, wie das genetische Material repliziert
werden kann. Schon Watson und Crick stellten in ihrer be-
rithmten Abhandlung in Nature! fest: ,,It has not escaped our
notice that the specific pairing we have postulated immediately
suggests a possible copying mechanism for the genetic mate-
rial.“ Die DNA-Stringe sind miteinander verschlungen, und
jeder Strang kann als Matrize fiir die Erzeugung einer per-
fekten Kopie des Gegenstrangs dienen; hierzu muss sich der
Strang einfach entwinden und so der Polymerase die Mog-
lichkeit geben, ihn zu kopieren. In Roger Kornbergs Vortrag
haben wir von einer RNA-Polymerase gehort, die die DNA
ablesen kann (Transkription), um so Kopien der genetischen
Information in Form einer RNA herzustellen. Diese Kopien
dienen als Matrizen fiir die Polymerisation der Proteine durch
einen anderen ausgekliigelten Prozess — die Translation —, auf
den ich heute aus Zeitgriinden nicht niher eingehen kann.
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Wenn Sie an diesen grundlegenden Prozessen in der Zelle
interessiert sind — und meiner Meinung nach diirfte das jeder
sein —, konnen Sie sich in der Literatur oder im Internet
dariiber informieren. Es sind wirklich ganz erstaunliche
Vorginge.

Eines der Probleme aber, die bei einer solchen Entde-
ckung wie der DNA auftreten, ist die Tatsache, dass wir dazu
neigen, allzu sehr auf ihre Aussagekraft zu vertrauen. Kon-
trolliert die in den DNA-Sequenzen gespeicherte Information
all die Vorgénge in der Zelle? Zellen reagieren stindig auf
ihre Umgebung und die sie umgebenden Zellen; diese ex-
ternen Einfliisse konnen vererbbare Verdnderungen bewir-
ken, die keine Anderungen der primiren Sequenzinformati-
on der DNA erfordern. Betrachten wir C. elegans im frithen
Embryonalstadium. Bei den ersten Zellteilungen steuern
miitterliche mRNA und Proteinprodukte in der Eizelle zahl-
reiche Signal- und Differenzierungsereignisse, die den mul-
tizelluldaren Organismus hervorbringen. Ein Beispiel ist die
Verteilung des Proteins PIE-1 (Abbildung 4). PIE-1 begleitet

Zuruck zur RNA-Welt

Abbildung 4.

die Keimbahnspezifizierung — und ist fiir diese essenziell. Wie
die Abbildung andeutet, lokalisiert sich PIE-1 — das in diesem
Fall mit einem Protein der Leuchtqualle markiert wurde —
nach jedem Teilungsereignis in der Keimbahnzelle. In diesem
zweizelligen Embryo lokalisiert PIE-1 ausschlieBlich in der
hinteren Zelle, wo es sich im Kern anreichert. Dies geschieht
durch einen fundamentalen Entwicklungsprozess, die so ge-
nannte asymmetrische (ungleiche) Zellteilung. Als ein Er-
gebnis dieses Prozesses unterscheiden sich die beiden Toch-
terzellen im Hinblick auf ihren Gehalt an miitterlicherseits
gelieferten Produkten wie PIE-1. Diese Produkte wiederum
konnen die nachfolgende Entwicklung dieser Zellen in der
Weise lenken, dass sie, nachdem ihr Differenzierungspfad erst
einmal festgelegt wurde, wihrend zahlreicher Zellteilungen
auf ihre spezifische Aufgabe festgelegt bleiben. Diese be-
merkenswert stabilen Differenzierungsereignisse konnen
iiber die gesamte Lebensspanne eines Organismus aufrecht-
erhalten bleiben, ohne zugrundeliegende Veridnderungen in
der DNA-Sequenz. Die Keimbahnzellen, die in C. elegans das
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Protein PIE-1 ererben, sind die einzigen Zellen, die das
Entwicklungsprogramm in der ndchsten Generation wieder in
Gang setzen konnen.

Wie schaffen es entstehende Zellen, die alle den gleichen
DNA-Inhalt haben, unterschiedliche Programme der Gen-
expression mitzunehmen, die iiber so viele Zellteilungsrun-
den stabil bleiben? Eine Moglichkeit, die ich weiter unten
erortern werde, besteht darin, dass Mechanismen, die mit
denen der RNA-Interferenz zusammenhéngen, eine Rolle
spielen. Es wurde vorgeschlagen, dass das Leben auf der Erde
mit selbstreplizierenden Nucleinsdurepolymeren begann, die
chemisch eher RNA als DNA é&hnelten — eine klassische
Hypothese, die als ,,RNA-Welt“-Hypothese bezeichnet wird.
Daher auch die provokante Uberschrift in Abbildung 4,
Zuriick zur RNA-Welt“ — eine Welt, in der RNA-Molekiile
Trager genetischer Information gewesen sein konnten und
dies vielleicht immer noch sind. Die direkten Vorfahren der
C.-elegans-Keimzellen waren Urkeimzellen des gemeinsamen
vielzelligen (moglicherweise wurméihnlichen) Vorfahren der
Wiirmer und Menschen, die wiederum, wenn man noch
weiter zuriickgeht, direkte Nachkommen der hypothetischen
selbstreplizierenden RNA-Molekiile sind, die vor rund 3.5
Milliarden Jahren alles Leben auf der Erde hervorbrachten.
Im Physik-Vortrag haben wir vorhin erfahren, dass die Tem-
peratur der kosmischen Hintergrundstrahlung auf ein Alter
des Universums von 13.7 Milliarden Jahren schlieBen lisst.
Das Leben auf der Erde existiert also seit einem Viertel der
Zeit des Universums. Lebende Dinge und diese Mechanis-
men, liber die wir heute sprechen, sind unglaublich alt. Die
RNA-Interferenz selbst ist mindestens eine Milliarde Jahre
alt. Biologische Mechanismen sind sehr viel bestidndiger als
die Lage der Kontinente auf unserem Planeten. Diese Tat-
sache und das inbegriffene Konzept der Tiefenzeit gehoren zu
den tiefgreifendsten Entdeckungen der Wissenschaft.

Wenn man die moglichen Urspriinge des Lebens in einer
Welt betrachtet, in der Information in RNA-Polymeren ge-
speichert wurde, und wenn man die bemerkenswerte Raffi-
nesse von lebenden Dingen und die Bestdndigkeit der we-
sentlichen und grundlegenden Mechanismen der Biologie
betrachtet, und wenn man schlieBlich bedenkt, was wir iiber
RNA und RNA-Interferenz wissen, so ist es moglicherweise
ein guter Zeitpunkt, um die Vorstellung, wonach die geneti-
sche Information hauptséchlich in der Nucleotidsequenz un-
serer DNA gespeichert ist, neu zu iiberdenken. Hierbei ist es
interessant zu erfahren, was Wissenschaftler vor der Entde-
ckung der DNA und RNA iiber den Mechanismus der Ver-
erbung gedacht haben. Zum Beispiel préigte der Naturfor-
scher und Evolutionsbiologe August Weismann im ausge-
henden 19. Jahrhundert den Begriff ,,Biophor*, um die Erb-
substanz zu beschreiben.”! Ernst Mayr, der sich in seinem
Buch Die Entwicklung der biologischen Gedankenwelt mit
Weismanns Arbeiten auseinandersetzte, beschrieb dessen
Vorstellungen als fehlerhaft. Weismanns Theorie hatte
besagt, 1) dass fiir jedes Merkmal ein besonderes Teilchen —
der Biophor — existiert, 2) dass diese Teilchen unabhéngig von
der Zellteilung wachsen und sich vervielfachen konnen,
3) dass sowohl der Zellkern als auch das Zellplasma aus
diesen Biophoren bestehen, 4) dass ein bestimmter Biophor
in einem einzelnen Zellkern, einschlieBlich der Keimzelle,
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durch viele Kopien vertreten sein kann und 5) dass bei der
Teilung einer Zelle die Tochterzellen durch ungleiche Zell-
teilung unterschiedliche Arten und Mengen von Biophoren
erhalten konnen.”! Mayr schloss: ,,Wie wir (dank Mendel)
wissen, sind die Postulate (2) und (5) falsch und verantwortlich
fiir die Tatsache, dass es Weismann nicht gelang, zu einer
richtigen Theorie der Vererbung zu finden.*

Nun, sind sie wirklich falsch? Weismanns Konzepte sind
sicher unzuldnglich, wenn man sie auf alle Gene oder gene-
tischen Merkmale anwenden wollte. Zum Beispiel konnen
Weismanns Biophore nicht die eindrucksvollen Segregati-
onsmuster erkldren, die Mendel bei den genetischen Merk-
malen seiner Erbsenpflanzen beobachtete. Deshalb wire es in
der Tat falsch, Weismanns Theorie fiir alle Aspekte der ge-
netischen Vererbung zu verwenden. Aber lassen Sie uns
Weismanns Theorie auf einige bestimmte Merkmale anwen-
den und den Begriff ,,Biophor“ durch den Begriff , siRNA*
ersetzen. Andy hat in seinem Vortrag die siRNAs als diese
kleinen interferierenden RNAs“, wie wir sie nennen, vor-
gestellt; diese kleinen Brockchen von RNA, die losziehen und
Gene stummschalten. Wenn wir in Weismanns Theorie das
Wort ,,Biophor* durchgehend mit ,,siRNA* ersetzen, haben
wir plotzlich eine ganz andere Situation: 1) Fiir manche
Merkmale gibt es ein Teilchen, das siRNAs enthilt; 2) diese
siRNAs konnen unabhéngig von der Zellteilung wachsen und
sich vervielfachen; 3) sowohl der Zellkern als auch das Zell-
plasma konnen siRNAs enthalten; 4) eine bestimmte siRNA
kann durch viele Kopien vertreten sein; 5) bei der Teilung
einer Zelle konnen die Tochterzellen durch ungleiche Zell-
teilung siRNAs in unterschiedlicher Art und Zahl erhalten.
Mit diesen kleinen Anderungen und in Anbetracht unserer
heutigen Kenntnisse tiber die RNA-Interferenz (auf die ich
im weiteren Verlauf zu sprechen komme) wird deutlich, dass
diese Postulate nicht unbedingt falsch sind. Weismann hatte
einige sehr gute Ideen, und wir sollten sie nicht leichtfertig
verwerfen. RNA kann eine Rolle bei der Vererbung und in
der Evolution spielen. Auf einen Mechanismus fiir die RNA-
gesteuerte Vererbung werde ich gegen Ende meines Vortrags
zu sprechen kommen. AuBlerdem werde ich meine Vorstel-
lungen davon erdrtern, wie natiirliche Abweichungen inner-
halb von Stummschaltungsebenen der Verdnderung von
Phénotypen und damit der Evolution zugrundeliegen konn-
ten.

Um Ihnen die Prinzipien der RNA-Interferenz zu erkla-
ren, mochte ich einige kurze Filme aus dem Fernsehen be-
schreiben, in denen versucht wird, das Wesentliche des RNAi-
Prozesses festzuhalten. Andy und ich nehmen uns normaler-
weise Stunden Zeit, um die RNA-Interferenz zu erkliren,
aber dies ist bei den heutigen Sehgewohnheiten nicht mach-
bar. Dies ist, wie Sie bestimmt wissen, ein Riesenproblem fiir
die Fernsehmacher. Die Zuschauer sitzen mit der Fernbe-
dienung in der Hand vor ihrem Gerit, und man muss sehr
schnell auf den Punkt kommen, bevor sie das Interesse ver-
lieren und einen anderen Kanal einschalten. Folglich versteht
es die Fernsehindustrie sehr gut, Modelle und Graphiken zu
erstellen, die komplexe Vorginge wie die RNAIi in nur we-
nigen Sekunden erkléren.

In Abbildung 5 sehen Sie, wie in den Abendnachrichten
der CBS versucht wurde, die RNAi zu erkldren. Beim
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Durchschnittszuschauer zur besten Sendezeit betrdgt die
Aufmerksamkeitszeitspanne etwa fiinfzehn Sekunden. In
dem Film fliegt die doppelstriangige RNA in die Szene, 6ffnet
sich an einem Ende und féangt dann an, sich zu schlie3en und
zu Offnen, als wiirde sie kauen. Defekte Gene, die wie bunte
Késekriacker aussehen, beginnen dann von links in das Maul
der RNA zu fliegen. Die RNA verspeist die DNA buchstib-
lich zum Mittagessen. Als Andy und ich mit unseren Arbeiten
zur RNA-Interferenz begannen, war uns klar, dass es sich um
etwas Unglaubliches handelte. Dass es aber so unglaublich
war, ahnten wir nicht. Natiirlich gibt es ein paar Details, die
man hier ausgespart hat.

Der o6ffentliche Rundfunk ist in der luxuriosen Situation,
eine etwas geduldigere Zuhorerschaft zu haben, und so leis-
tete man sich einen 15-miniitigen Beitrag und lie} sich au-
Berdem eine andere Vorgehensweise zur Erkldrung der RNAi
einfallen, nimlich unter Zuhilfenahme ,des Polizisten*
(Abbildung 6). Der Film zeigt einen kleinen Polizisten, der
nach Viren und anderem Fehlverhalten in der Zelle Ausschau
hilt. Sowie er die doppelstringige RNA bemerkt, weil3 er,
dass etwas nicht stimmt. Mittels ,,enzymatischem Kung-Fu*
macht er sich daran, nicht nur die dSRNA mit dieser Sequenz

Abbildung 6.
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zu zerstoren, sondern alle RNAs mit dieser Sequenz, die er in
der Zelle findet.

Ich mag die beiden Filme, weil sie ein wirklich wichtiges
Konzept illustrieren: dass RNAI ein aktiver Prozess ist und
dass der Organismus auf die dsRNA reagiert.! Wir haben
dies zu einem sehr frithen Zeitpunkt unserer Forschungen
festgestellt, vor allem weil, wie Andy erwihnte, die Stumm-
schaltung vererbbar war. In ein Tier injizierte RNA resul-
tierte in einer Stummschaltung, die an die Nachkommen
weitergegeben wurde, und sogar — iiber die Ei- oder Samen-
zelle — durch Kreuzungen iiber viele Generationen. Der In-
terferenzmechanismus kann also in einer Generation initiiert
und anschliefend in der Keimbahn weitergegeben werden.
Und interessanterweise ist die RNAi auch systemisch; RNA,
die an irgendeiner Stelle des Korpers injiziert oder mit der
Nahrung aufgenommen wurde, kann in alle Gewebe ein-
schlieBlich der Keimbahn gelangen. Somit umfasst die RNAi
auch einen Transportmechanismus, was bedeutet, dass sie im
Korper von Zelle zu Zelle iibertragen werden kann.

Die Vererbungseigenschaften und das systemische Wesen
der RNAi zusammen mit ihrer bemerkenswerten Wirksam-
keit bei C. elegans deuteten allesamt auf eine aktive orga-
nismische Reaktion auf doppelstrangige RNA hin. Nachdem
wir herausgefunden hatten, dass es diese aktive Reaktion
gibt, wollten wir sofort die Gene finden, die dieses Ant-
wortverhalten verschliisseln. Wir begannen also, nach mu-
tierten Stimmen von C. elegans zu suchen, bei denen die
RNAI defekt war. Unsere Vorstellung war, dass diese Muta-
tionen Gene festlegen, die fiir die Erkennung der doppel-
stringigen Fremd-RNA, fiir die Ubermittlung von Stumm-
schaltungssignalen von Zelle zu Zelle, fiir die Verstarkung der
Stummschaltung und fiir das Stummschaltungssystem selbst
benotigt werden. Hiroaki Tabara (Abbildung 7) war der erste
Mensch auf der Welt, der sich mit einer Genetik der RNAi
beschiftigte. Er war ein mutiger Postdoktorand, der in meine
Forschungsgruppe kam, um Aspekte der Zellentwicklung zu
studieren, der aber auch bereit war, etwas so Ungewo6hnliches

Abbildung 7.
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und Skurriles wie die RNA-Interferenz anzupacken. Die
Versuchsreihe, die er durchfiihrte, war sehr einfach. Im We-
sentlichen verdnderte er das Erbgut von Tieren, lief3 sie sich
tiber zwei Generationen fortpflanzen — bis die induzierten
Mutationen reinerbig geworden waren — und fiitterte den
Wurm dann mithilfe eines von Lisa Timmons aus Andys
Gruppe erfundenen Kunstgriffs® mit E.-coli-Bakterien, die
eine doppelstrangige, ein essenzielles Wurm-Gen targetie-
rende RNA exprimierten. Gemif dieser Strategie sollte die
RNAI, sofern die Tiere eine intakte RNAi-Antwort produ-
zieren, die Aktivitat des essenziellen Gens ausschalten, was
zum Tod fithren wiirde. Wenn nun durch Zufall ein Mutant in
der Population existiert, der keine RNAi-Antwort produziert,
finde keine RNAI statt und das betreffende Tier und seine
Nachkommen wéren lebensfiahig. Hiroaki setzte diese du3erst
leistungsfihige genetische Selektion zur Identifizierung von
Mutanten mit fehlerhafter RNAIi ein, und seine Versuche
liefen sehr, sehr gut.

Hiroaki war in der Lage, zahlreiche Mutanten zu identi-
fizieren. Einigen von ihnen, wie rde-1 und rde-4, fehlte die
RNAi-Antwort, davon abgesehen hatten sie aber keine an-
deren erkennbaren Phinotypen. Einige der Mutanten wiesen
jedoch zusitzliche Defekte auf, einschlieBlich eines sehr ver-
bliiffenden Phéinotyps, bei dem die Transposone — selbstre-
plizierende DNA-Elemente, die in den Genomen aller Or-
ganismen vorkommen — hyperaktiv wurden und Mutationen
verursachten, indem sie im Genom von Platz zu Platz
sprangen. Die gleichen Mutanten hatten auf3erdem eine ver-
ringerte Neigung zur Stummschaltung von Transgenen in der
Keimbahn (Transgene sind Gene, die zu Versuchszwecken in
den Organismus eingebracht werden). Bei normalen Wiir-
mern haben Transgene die drgerliche FEigenschaft, nach ihrer
Injektion in das Tier auf stumm zu schalten. Die gleichen
Mutanten, die die aktivierten Transposone aufwiesen, zeigten
auch eine Aktivierung der Transgene in der Keimbahn.

Diese Beobachtungen legten den Schluss nahe, dass die
normale physiologische Funktion der RNAI darin bestehen
miisste, Zellen gegen mogliche Schadwirkungen durch
Transposone und andere genetische Fremdelemente, mogli-
cherweise auch Viren, zu verteidigen. Allerdings gab es ein
ziemlich groBes Problem mit diesem relativ einfachen
Modell. Wie ich oben erwihnt habe, besaBen die Mutanten
rde-1 und rde-4 keine anderen Phinotypen. Sie zeigten keine
RNA-Interferenz als Reaktion auf die doppelstrangige RNA,
jedoch waren die Mechanismen der Transposon- und Trans-
gen-Stummschaltung immer noch funktionsfihig. Aufgrund
dieser Befunde wussten wir, selbst in diesem frithen Stadium
unserer Analyse, dass die Situation weitaus komplexer sein
musste. All die Forschungen, die noch folgen sollten, beruh-
ten letztlich auf dieser Erkenntnis und brachten als Ergebnis
hervor, dass in C. elegans zusammengehorige Stummschal-
tungspfade mit jeweils charakteristischen Auslosemechanis-
men operieren. Wenn ich bedenke, dass sich das Nobelpreis-
Komitee — sehr spezifisch — auf die Aktivierung der Gen-
Stummschaltung durch die doppelstrangige RNA bezogen
hat, so geht damit meine Hoffnung einher, dass wir kiinftig
auch andere Ausloser der Stummschaltung erkennen werden;
beispielsweise endogene Gene, die fiir dsRNAs codieren,
microRNAs oder Transgene.
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Hiroaki klonierte das rde-1-Gen und wies nach, dass es ein
hochkonserviertes Protein, das wir heute als Argonaut-Pro-
tein kennen, verschliisselte.”) Das Protein RDE-1 war aus
einer Reihe von Griinden interessant. Es hatte hochkonser-
vierte Dominen, die in verwandten Genen so verschiedener
Organismen wie Pflanzen und Menschen gefunden wurden,
und iiber die enzymatischen Aktivititen oder biologischen
Funktionen dieser Doméne war noch nichts bekannt. Dies
war eine wirklich aufregende Zeit in unserem Labor. Wir
hatten also ein Gen, von dem wir wussten, dass es am Me-
chanismus beteiligt war. Dariiber hinaus war aus fritheren
Arbeiten zu einem verwandten Gen in Drosophila bekannt,
dass diese Genfamilie mit einem epigenetischen Stumm-
schaltungspfad in der Fruchtfliege gekoppelt ist,”*! und Ar-
beiten an Pflanzen hatten ein Mitglied dieser Genfamilie mit
der Regulation der Zellentwicklung in Zusammenhang ge-
bracht.”) Schon kurz nachdem wir unsere Studie veroffent-
licht hatten, legten Carlo Cogoni und Giuseppe Macino'"!
eine sehr interessante Arbeit vor, die zu dem Schluss kam,
dass ein Mitglied der RDE-1-Familie an der durch ein
Transgen ausgelosten Stummschaltung im Pilz Neurospora
beteiligt ist. Anhand dieser Befunde fiir andere Organismen
und auf der Grundlage von Hiroakis Genexperimenten
stellten wir die Hypothese auf, dass es andere Arten von
Auslosern gibt, die miteinander in Beziehung stehende
Stummschaltungspfade entweder durch natiirliche Entwick-
lungsmechanismen oder als Reaktion auf Transposone und
Transgene initiieren.

Eine sehr aufregende Moglichkeit zeigte sich uns, nach-
dem wir das rde-1-Gen kloniert hatten. Zuerst muss ich
jedoch einige grundlegende Fakten iiber Gene erldutern und
Thnen schildern, wie unglaublich erfolgreich Genomsequen-
zierungsprojekte die biologische Forschung auf der ganzen
Welt beeinflusst haben. Gene bestehen aus langen Sequenzen
von Nucleotiden, die das proteinkodierende Potential und/
oder andere Funktionen ihrer Genprodukte festlegen und
spezifizieren. Das Beziehungsgeflecht zwischen Genen kann
von ihren Nucleotidsequenzen abgeleitet werden. Indem man
z.B. anhand der Nucleotidsequenz das proteinkodierende
Potential aller bekannten mit rde-1 in Beziehung stehenden
Gene ableitete, liel3 sich der in Abbildung 8 gezeigte phylo-
genetische Stammbaum konstruieren. Innerhalb eines sol-
chen Stammbaums befinden sich diejenigen Mitglieder einer
Genfamilie, die einander am #hnlichsten sind (hiufig als ho-
molog bezeichnet), in raumlicher Ndhe zueinander. Interes-
santerweise stellte sich heraus, dass rde-1 ein Mitglied einer
grof3en Genfamilie mit 26 verwandten Genen in C. elegans ist.
Ebenso gibt es mannigfaltige Argonaut-Gene in fast jedem
Organismus. Die Organismen, von denen die Gene im
Stammbaum abgeleitet sind, sind wie folgt gekennzeichnet:
C. elegans (Ce), Mensch (Hs), die Planze A. thaliana (At),
Fruchtfliege (Dm) und Spalthefe (Sp). Der schwarze Zweig
reprasentiert die am stidrksten konservierte Gruppe von
Genen mit Mitgliedern in Pflanzen, Tieren und Pilzen. Ver-
treter der nach ihrem Stammgen oft als Piwi bezeichneten
Genfamilie (griin) kommen in allen Tieren vor, nicht aber in
Pflanzen oder Pilzen. Der rote Zweig schlie3lich repriasentiert
eine spezifische Unterfamilie von Genen in C. elegans, die von
den schwarzen und griinen Familien gleichermafBen diver-
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Abbildung 8.

gieren. Diese bemerkenswerte Vielfalt an Argonaut-Genen
warf die aufregende Moglichkeit auf, dass sich unterschied-
liche Mitglieder einer Familie jeweils spezialisiert haben, um
ganz bestimmte Funktionen zu erfiillen. Das Gen rde-1 bei-
spielsweise ist nach unseren genetischen Studien fiir die Gen-
Stummschaltung als Reaktion auf Fremd-dsRNA erforder-
lich. Vielleicht sind andere Mitglieder der Argonaut-Genfa-
milie in C. elegans fir die Transposon- und Transgen-
Stummschaltung zustdndig. Wieder andere konnten bei
Zellentwicklungsmechanismen, die mit der RNA-Interferenz
zusammenhéngen, eine Rolle spielen. Eine hervorragende

o

i

Alla Grishok

Abbildung 9.
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Doktorandin, Alla Grishok (Abbil-
dung 9), nahm sich der Aufgabe an,
diese Ideen auf die Probe zu stellen.
Alla ging dabei so vor, dass sie lin-4
Mitglieder der Argonaut-Genfamilie in let-7

C. elegans inaktivierte. Die ersten Gene,
die sie abschaltete, kodierten fiir zwei 53

eng verwandte Mitglieder der am Pri-miRNA
starksten konservierten Gruppe der
Argonaut-Proteine, bezeichnet als alg-1 |

und alg-2 (siche den schwarzen Bereich ALG-1/ALG-2
des Stammbaums in Abbildung 8).

Nachdem Alla diese Gene durch RNA- ¢

Interferenz abgeschaltet hatte, beob-
achtete sie einen verbliiffenden Phino-
typ. Bevor ich aber auf die Bedeutung
dieser Ergebnisse eingehen kann, muss
ich fiir einen Moment abschweifen und
eine frithere Studie erldutern, die die
Basis fiir Allas Entdeckung bildete.

In dieser fritheren Studie, die aus
dem Jahr 1993 stammte, war es Victor

RITHngiminy

Ambros und Mitarbeitern nach mehr- 37 3'0H
jéhriger Arbeit gelungen, das Gen lin-4 21nt

zu klonieren.'!! Die Klonierung erwies vollentwickelte
sich unter anderem deshalb als schwie- miRNA

rig, weil das Gen sehr klein war und Abbildung 10.

nicht fiir ein Protein, sondern offenbar

fiir zwei RNA-Produkte codierte: eine

ca. 70 Nucleotide (nt) lange RNA, die

fahig ist, ein doppelstriangiges RNA-Molekiil mit einer
Haarnadelstruktur zu bilden, sowie eine einzelstriangige, 22 nt
lange RNA, die von dieser langen RNA abgeleitet zu sein
schien (Abbildung 10). Diese kurze RNA hatte die Fahigkeit,
direkt an das Transkript des /in-14-Gens zu binden, eines Gen,
das wiahrend der normalen Entwicklung des Wurms durch /in-
4 negativ reguliert wird.

Schon bevor wir das RDE-1-Protein identifizierten,
hatten wir uns fiir eine mogliche Verbindung zwischen der
RNAI und dem lin-4-Genpfad interessiert. Tatsdchlich hatte
Hiroaki Bedenken, ob RNAi-defiziente Mutanten iiberhaupt
lebensfahig sein konnten, weil gleichzeitig auch der lin-4-
Genpfad unterbrochen werden konnte. Zu der Zeit, als wir
unsere genetischen Experimente mit RNAi-defizienten
Stammen durchfiihrten, erschienen zwei interessante Arbei-
ten von Hamilton und Baulcombe,!'? die kleine RNAs von ca.
21 nt mit der viralen Genstummschaltung in Pflanzen kop-
pelten, sowie von Gary Ruvkun und Mitarbeitern, die ein
zweites lin-4-artiges Wurmgen — das let-7-Gen - identifizier-
ten.®! Wiihrend lin-4 ein wurmspezifisches Gen war, stellte
sich heraus, dass das Gen let-7 Homologe in jeder Tierart hat,
und auch im Menschen. Bemerkenswerterweise war jedes
einzelne Nucleotid der voll entwickelten RNA-Produkte von
let-7 beim Wurm und Menschen identisch. Die Entdeckung,
dass das let-7-Gen derart konserviert war, fiihrte zu einer
intensiven Suche nach Genen, die fiir kleine RNAs codierten
(bezeichnet als Mikro-RNA-Gene), in den Genomen zahl-
reicher Organismen. Die Zusammenhédnge zwischen RNA-
Interferenz und Mikro-RNAs waren jedoch trotz aller Be-
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geisterung noch nicht wirklich verstanden. Phil Sharp driickte
es bei einem Meeting so aus: ,,It looks like a horse and smells
like a horse® — dennoch gab es keinen molekularen oder ge-
netischen Anhaltspunkt dafiir, dass diese Genpfade gekop-
pelt waren.

Wihrend diese aufregenden Studien an Wiirmern und
Pflanzen vorangingen, machten Biochemiker rasche Fort-
schritte bei der Rekonstitution von Komponenten der
Stummschaltungspfade in Drosophila-Zellextrakten. Fiih-
rende Arbeiten auf diesem Gebiet stammten von David
Bartel und Mitarbeitern, zusammen mit Phil Zamore, Tom
Tuschl und Phil Sharp am MIT sowie Greg Hannons Gruppe
in Cold Spring Harbor.'*"¥ Die Studien zeigten auf, dass
Aktivitdten in Drosophila-Zellen doppelstriangige RNA zu
kleinen, etwa 21 nt langen RNAs verarbeiten konnten. Tom
Tuschl und Mitarbeiter waren die ersten, die nachwiesen, dass
diese kleinen RNAs die Genexpression in Wirbeltierzellen
stummschalten konnten.'"! Also ergaben genetische Studien
an Wirmern Anfang 1993, dass kleine RNAs als Stumm-
schaltungsagentien wirken, experimentelle Studien zur Vi-
rusinfektionen in Pflanzen ergaben, dass sich kleine RNAs in
infizierten Pflanzen anhdufen, biochemische Studien an
Fliegenextrakten ergaben, dass die Extrakte kleine RNAs
enthielten, und abermals experimentelle Studien ergaben,
dass in Wirbeltierzellen eine Stummschaltungsaktivitdt vor-
liegt. Aber waren diese kleinen RNA-Molekiile nur gleich
lang oder waren sie an gleichen Mechanismen beteiligt? Die
Antwort auf diese Schliisselfrage war noch nicht gefunden.

Allas Arbeit lieferte eine Antwort. Nachdem sie die Gene
alg-1 und alg-2 ausgeschaltet hatte, stiel sie auf einen Pha-
notyp, der demjenigen sehr stark &hnelte, den man nach
Ausschalten von let-7 erhdlt. Um diesen Zusammenhang zu
bestdtigen, begannen wir eine Zusammenarbeit mit Gary
Ruvkun und Amy Pasquinelli, die kurz zuvor Sonden entwi-
ckelt hatten, um die Prozessierung der /in-4- und let-7-Vor-
laufer-RNAs in ihre vollentwickelten 21-nt-RNAs zu verfol-
gen. Bei Wildtyptieren sind diese Vorldufer kaum detektier-
bar. Nach Inaktivierung von alg-I und alg-2 fanden sie
jedoch, dass sich die Vorldufer stark anreicherten, wiahrend
das Produkt, die vollentwickelte 21-nt-RNA, fast vollstidndig
verschwand (Abbildung 11).1"!

Wir untersuchten auch, inwieweit das Dicer-Protein an
diesem Prozess beteiligt ist. Dicer war von Greg Hannon und
Mitarbeitern in Drosophila-Zellen als eine Nuclease identi-
fiziert worden, die fiir die Prozessierung langer doppelstrén-
giger RNA in Fragmente von ungefdhr 21 Nucleotiden Linge
erforderlich ist. Wie auch andere Arbeitsgruppen konnten wir
nachweisen,'*! dass Ausschalten von Dicer zu einer defizi-
enten Prozessierung dieser Mikro-RNAs fiihrte (Abbil-
dung 11).

Mit diesen Ergebnissen war eine erste Verbindung zwi-
schen der RNA-Interferenz und einem natiirlichen Entste-
hungsmechanismus fiir die Regulierung der Genexpression
hergestellt. Dies war extrem aufregend, und wir stellten ein
Modell auf (Abbildung 12), in dem die RNAi- und Mikro-
RNA-Pfade unterschiedliche Mitglieder der RDE-1-Familie
verwendeten und im Dicer-Protein zusammenliefen. Strom-
abwirts von Dicer schienen die Pfade durch Einwirkung un-
bekannter Effektoren, die verschiedene Arten der Stumm-
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schaltung einschlieBlich der mRNA-Zerstorung, der tran-
skriptionellen Stummschaltung und der Hemmung der
Translation steuern, wieder zu divergieren. Und wir hatten
immer noch nicht die an der Transposon- und Transgen-
Stummschaltung beteiligten Mitglieder der RDE-1-Familie
identifiziert.

Zu diesem Zeitpunkt hielten wir die RDE-1-Proteine
(auch bekannt als Argonaut-Proteine) fiir die Initiatoren der
Stummschaltungspfade. Aus genetischen Studien war ge-
schlossen worden, dass RDE-1 in einem frithen Stadium des
Stummschaltungspfades agiert (stromaufwirts von Dicer)
und dass ALG-1 und ALG-2 fiir die Prozessierung der
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Mikro-RNA-Vorldufer erforderlich sind. Es hduften sich aber
die Hinweise darauf, dass diese Proteine auch stromabwirts
agieren konnten. Gestiitzt wurde diese Vorstellung durch
Studien von Greg Hannon in Zusammenarbeit mit Ji-Joon
Song und Leemor Joshua-Tor in Cold Spring Harbor,™ die
nachweisen konnten, dass die Argonaut-Proteine eine dhnli-
che Struktur wie eine Enzymdoméine haben, die die RNA
schneiden kann. Sie stellten ein Modell vor, demzufolge die
Argonaut-Proteine die Enden der kurzen RNAs binden und
deren Sequenzinformation nutzen, um Ziel-mRNAs in den
Zellen zu finden und zu zerstoren. Diese Studien bewiesen,
dass Argonaut-Proteine die lang gesuchte ,,Slicer«-Aktivitat
(der ,,Polizist“) waren, die im Zentrum des RNA-induzierten
Stummschaltungsmechanismus stand.

Fiir uns kam es iiberraschend, dass RDE-1 wahrscheinlich
das Slicer-Enzym war, da unsere genetischen Studien die
RDE-1-Aktivitét in ein fritheres Stadium eingestuft hatten.
Die Befunde wurden aber erkldrbar, wenn man davon aus-
ging, dass die Argonaut-Proteine bei der RNAI in C. elegans
mehrere Funktionen hatten. Unsere Vorstellung war (Ab-
bildung 13), dass RDE-1 und kleine RNAs, die durch Pro-
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Abbildung 13.

zessierung der Trigger-dsRNA entstehen, gemeinsam die
Spaltung der Ziel- mRNA auslosen konnten. Die gespaltene
Ziel-mRNA konnte dann als Matrize fiir eine RNA-abhéin-
gige RNA-Polymerase dienen, die neue siRNAs produziert,
die wiederum mit anderen Argonaut-Proteinen wechselwirkt
und so eine effiziente Gen-Stummschaltung vermittelt.
Uber experimentelle Tests dieses Modells wurde kiirzlich
berichtet.”! Uberraschenderweise fanden wir, dass nicht ein
einzelnes zusétzliches Gen zur Stummschaltung herangezo-
gen wird, sondern dass mehrere RDE-1-Homologe in der
stromabwirts gelegenen Phase des Stummschaltungspfades
zusammen agieren. Ein starker Defekt der RNAi konnte erst
bei einem Stamm von Organismen festgestellt werden, der
sechs unterschiedliche Argonaut-Mutanten enthielt. All diese
funktionell gekoppelten Gene finden sich innerhalb des in
Abbildung 8 rot dargestellten Zweigs im Stammbaum der

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

C. C. Mello

Argonaut-Gen. Die stromabwirts gelegenen Argonaut-Pro-
teine wirken als die begrenzenden Faktoren der RNAI. Bei
Uberexpression der Proteine wird die RNAI verstirkt, sind
sie inaktiv, wird die RNAi abgeschwicht. Diese Beobach-
tungen lieBen den Schluss zu, dass die Gene verstiarkt wurden,
um so eine effiziente Gen-Stummschaltung vermitteln zu
konnen.

Der Mechanismus, durch den die stromabwirts gelegenen
Argonaut-Proteine die Gen-Stummschaltung vermitteln,
bleibt unbekannt. Er kénnte durch Zerstérung der mRNA
ausgelost werden, allerdings lassen Vergleiche dieser Argo-
naut-Gruppe mit RDE-1 und anderen Vertretern der Prote-
infamilie nicht vermuten, dass die stromabwérts agierenden
Argonaut-Proteine eine intakte Nucleasedoméne zur RNA-
Spaltung haben. Unsere Studien besagen, dass diese Proteine
auch in endogenen Stummschaltungspfaden agieren (Abbil-
dung 14), einschlieBlich solchen, die vermutlich an der
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dsRNA Transgene Gene
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Ny }
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Umschlag Transkription, der
andere Funktionen? Translation
Abbildung 14.

Stummschaltung von Transposonen, Transgenen und anderen
Genen auf der Chromatin-Ebene beteiligt sind."!

Das letzte Konzept, das ich erortern mochte, betrifft die
Frage, wie RNAIi durch Wechselwirkung mit Chromatin eine
Gen-Stummschaltung bewirken kann und welche Bedeutung
dieser Mechanismus fiir die Genregulation in der Zellent-
wicklung und Evolution haben konnte. Wie ich bereits an-
gedeutet habe, sind viele der an der RNAI beteiligten Gene
auch fiir die Stummschaltung von Transgenen in der Keim-
bahn erforderlich. Das Gen mut-7 z.B., das wir als essenziell
fir die RNAI identifizierten,”) wurde in fritheren Studien
auch als essenziell fiir die Stummschaltung von Transposo-
nen® und Transgenen beschrieben. Wiihrend die RNAI eine
posttranskriptionale Wirkung zu haben schien, deuteten
mehrere Studien darauf hin, dass die Transgen-Stummschal-
tung auf der DNA-Ebene (oder genauer der Chromatin-
Ebene) reguliert wird. Zum Beispiel sind einige der fiir die
Transgen-Stummschaltung in C. elegans erforderlichen Gene
mit den Polycomb-Genen assoziiert, die in Wechselwirkung
mit Chromatin die Gen-Stummschaltung in anderen Orga-
nismen steuern.” Einen schonen Beweis fiir die Kopplung
zwischen RNAi- und Chromatin-Stummschaltung lieferten
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kiirzlich Arbeiten zur Spalthefe S. pombe, die belegten, dass
ein Komplex aus einem Argonaut-Protein und bekannten
Chromatinwechselwirkungsfaktoren direkt mit stummge-
schalteten Genen im Zellkern wechselwirkt.*]

Um erkldren zu konnen, wie RNAi die DNA direkt re-
gulieren konnte, muss ich einige Sitze iiber die physiologische
Natur der DNA vorausschicken. Thre DNA liegt nicht nur
einfach so herum. Die DNA ist zusammen mit einer Protein-
struktur verpackt — dem so genannten Nucleosom. Die DNA
ist zweifach um das Nucleosom gewickelt, und die Nucleo-
somen ihrerseits sind zu noch dickeren Fasern aufgewickelt.
Chromosomen bestehen aus diesen Protein/DNA-Fasern, die
auch als Chromatin bezeichnet werden. Durch das Verpacken
der DNA zu Chromatin wird zum Teil eine Stummschal-
tungswirkung erzielt. Strukturelle Untersuchungen des Nu-
cleosomenkerns haben ergeben, dass kurze Proteinschwénze
am DNA-Ende in einer Weise herausragen, dass sie fiir Mo-
difizierungen leicht zuginglich sind.” Solche Modifizierun-
gen und die daraus resultierenden regulatorischen Wirkungen
auf die Genexpression erweisen sich als faszinierendes Thema
— und ich bin sicher, dass dieses Komitee einmal in Zukunft
damit befasst sein wird. Interessanterweise hat man Mecha-
nismen erkannt, die erkldren, wie kleine RNAs die Modifi-
zierung der Chromatinschwinze lenken konnen.” Ich
mochte diese Mechanismen mit einem Modell illustrieren,
das nicht nur die RNAi-vermittelte Chromatin-basierte
Stummschaltung erkldren konnte, sondern auch einen mog-
lichen Mechanismus fiir das oben erwéihnte Konzept der
RNA-vermittelten Evolution aufstellt (Abbildung 15).

Eine Chromatin-RNA-Riickkopplungsschleife

naktiv*
mRNA

»stumm®
Uberwachung (85,8

* +
D

8. ol T
RS Uib

Abbildung 15.

In diesem Modell ist die DNA (griine Linie) um die
Nucleosomen gewickelt, die wiederum zu ihren Chromatin-
strukturen hoherer Ordnung gepackt sind. Modifizierungen
an den Nucleosomschwinzen, die eine aktive Konformation
ergeben, sind als vierzackige griine Sterne, Stummschal-
tungsmarker sind als mehrzackige rote Sterne dargestellt. In
der aktiven Konformation ist die regulatorische Region der
Gene, der so genannte Promotor, frei von Nucleosomen und
ist durch den RNA-Polymerase-Komplex gebunden (den
Komplex, der die mRNAs produziert und Thema des dies-
jahrigen Nobel-Vortrags fiir Chemie war). In der ,,stummen*
Region wird eine andere Art von Polymeraseaktivitit re-
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krutiert. Anstatt mRNA zu produzieren, produziert diese
hypothetische Polymerase Transkripte, die in einen RNAi-
dhnlichen Stummschaltungspfad eintreten. Die stummschal-
tenden RNAs konnten aus der Prozessierung der doppel-
stringigen RNA mit dem Dicer-Enzym resultieren. Die
doppelstrangige RNA konnte als Ergebnis einer bidirektio-
nalen Transkription in dieser Region oder durch Rekrutie-
rung einer RNA-abhingigen RNA-Polymerase entstehen, die
bestimmte Merkmale der Uberwachungs-RNA erkennt. Al-
ternativ ist es moglich, dass kurze interferierende RNAs
durch Transkription direkt aus Nucleosomen-DNA gebildet
und den Argonaut-Proteinen aufgeladen werden, ohne die
dsRNA-Zwischenstufe zu durchlaufen. Wie auch immer der
Mechanismus zur Bildung der kleinen RNAs aussieht: Die
resultierenden Argonaut-siRNA-Komplexe konnten dann
iiber sequenzspezifische Wechselwirkungen mit naszierenden
Uberwachungstranskripten oder direkt mit der DNA wech-
selwirken, um so chromatinmodifizierende Enzyme zur Ver-
stirkung der Stummschaltung an den Genlocus zuriickzu-
fithren. Diese Stummschaltungskomplexe konnten auch in
trans agieren, um andere Gene mit verwandter Sequenz, wie
etwa verschiedene Transposone, stummzuschalten.

Dass die Transkription nicht nur bei der Expression des
Gens, sondern auch bei seiner Regulation auftritt, ist ein
extrem leistungsfiahiges Konzept. Die in den ,aktiven Re-
gionen“ in niedrigen Konzentrationen vorhandenen Stumm-
schaltungsmarker konnten die Genexpression modulieren,
indem sie die Produktion intermedidrer Niveaus der
Stummschaltungs-RNAs spezifizieren, die wiederum ein in-
termedidres Niveau der Genexpression spezifizieren. Nach
diesem Modell entspriche die DNA der Hardware eines
Computers und die RNA-Chromatin-Wechselwirkung ent-
sprache der Software. Durch Wechselwirkung mit dem
Chromatin legt die RNA nicht nur fest, welche Regionen der
DNA aktiv sind, sondern auch, wie hoch das Niveau der
Aktivitédt ist. Wenn die DNA repliziert und das Chromatin
gespalten wird, kann die RNA bei der Reinstallation der
Stummschaltungsmarker helfen, wobei sie im Wesentlichen
die resultierenden Tochterzellen dahingehend programmiert,
dass sie die Genexpressionsmuster der Elternzelle iiberneh-
men. Wie Weismann herausstellte, konnte dieses Regulati-
onspotenzial durch asymmetrische Zellteilung gemendelt
werden, sodass die Tochterzellen in einem oder mehreren
Genloci verschieden werden.” Dieser Mechanismus kénnte
Aufschluss dariiber geben, wie der Zellkern einer Korperzelle
umprogrammiert werden kann, um nach Transfer in eine
Eizelle eine embryonale Entwicklung zu durchlaufen. Me-
chanismen wie diese konnten auch eine Erkldrung dafiir lie-
fern, wie Zellen in der Lage sind, ihre Genexpressionspro-
gramme {iber Jahrzehnte wihrend der Lebensdauer eines
Organismus zu bewahren.

Allerdings — und hier kommt die Evolution ins Spiel —
konnte dieser RNA-Chromatin-Riickkopplungsmechanismus
auch in der Keimbahn auftreten. Chromatinmarker in der
Keimbahn konnten ein Expressionsniveau der Uberwa-
chungs-RNA sperzifizieren, welche einige Gene komplett
fernhilt und andere auf eine Weise moduliert, dass ihr Ex-
pressionsniveau proportional zur Zahl der an diesem Locus
produzierten RNA ist. Die Riickkopplungsschleife ist autark,
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unterliegt aber vermutlich natiirlichen Niveauschwankungen.
Natiirlich auftretende Auf- oder Abregulierungen konnten
selektiert und in der Keimbahn von einer Generation zur
nichsten weitergegeben werden. Diese Art von reversibler
Verianderung in den Genexpressionsniveaus konnte eine be-
deutende Rolle dabei spielen, wie sich Organismen an
Wechsel und Verédnderungen in ihrer Umgebung anpassen.
Wir wissen nun aus den Versuchen mit C. elegans, dass die
durch Stummschaltung induzierte RNA-Interferenz iiber
viele Generationen weitergegeben werden kann und dass
chromatinmodifizierende Faktoren bei diesem Vererbungs-
mechanismus eine Rolle spielen.”! In Anbetracht dieser
Phénomene kann man spekulieren, dass alle Gene kontinu-
ierlich (durch natiirliche Variation) unterschiedliche Niveaus
vererbbarer siRNA-Chromatin-Wechselwirkungen auspro-
bieren. Verdnderungen dieser Art konnten dann erhebliche
Einfliisse auf , Fitness“ und Evolution haben, indem sie auf
diesen schnellen, durch die RNA-Chromatin-Wechselwir-
kungen vermittelten Mechanismus zuriickgreifen, dem kei-
nerlei Anderungen in der DNA-Sequenz zugrundeliegen. Ich
will damit schlieBen, dass wir schlicht noch nicht wissen,
welche Bedeutung die kleinen RNAs letztlich fiir die Ent-
wicklung eines Organismus und die Evolution haben. Ich
mochte Sie alle ermutigen, tiber die Moglichkeiten nachzu-
denken und mehr iiber Biologie und RNAi zu lernen — und
wenn es Sie inspiriert und begeistert, lassen Sie sich auf das
Abenteuer ein und helfen Sie mit, die vielen unbekannten
Geheimnisse, die es noch zu entdecken gilt, zu erforschen.

Eingegangen am 18. April 2007
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