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hAgo2 mit exogen zugeführten kurzen RNAs 
(siRNA) beladen werden. Dieser Weg hat sich 
schnell als hilfreiches Werkzeug in der Mole-
kularbiologie etabliert, um die Expression 
spezifi scher Gene zu unterbinden. Über den 
miRNA-gesteuerten Weg wird meist die 
Translation der target-mRNA reprimiert. Ist 
hAgo2 jedoch mit einer zum target vollstän-
dig komplementären siRNA beladen, kommt 
es zur endonukleolytischen Spaltung des 
targets (Abb. 1A). Beide Fälle führen zur 
Reduktion der Proteinproduktion. 

Aufgrund der weitreichenden Bedeutung 
der RNAi für die Zelle und des biotechnolo-
gischen Anwendungspotenzials sind Struk-
tur und molekulare Mechanismen des Pro-
teins von großem Interesse. pAgos spielten 
beim strukturellen Verständnis der Ago-
Familie eine wichtige Rolle, da hAgo2 
zunächst nicht kristallisierbar war. Die pAgo-
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ó In allen drei Domänen des Lebens über-
nehmen Argonaute(Ago)-Proteine Funktio-
nen in der Regulation zellulärer Nukleinsäu-
relevel. Alle bisher charakterisierten Ago-
Proteine binden kurze RNA- oder DNA-Oligo-
nukleotide (guides), die die Erkennung von 
komplementären Nukleinsäuren (targets) 
ermöglichen. Katalytisch aktive Ago-Varian-
ten können ein target endonukleolytisch 
spalten. eAgos sind Schlüsselenzyme der 
RNA-Interferenz (RNAi), durch die ca. 60 Pro-
zent unserer Gene posttranskriptionell regu-
liert werden. Fehler in der RNAi haben ver-
heerende Konsequenzen und verursachen 
z. B. Diabetes, Krebs und Herzversagen. 
Neueste Studien u. a. aus unserem Labor 
zeigen, dass pAgos in einen anderen biologi-
schen Prozess involviert sind – der Verteidi-
gung einer Zelle gegen Fremd-DNA. Wie dies 
auf molekularer Ebene abläuft, ist an vielen 
Stellen nur wenig verstanden.

Argonaute ist das Schlüsselenzym 
der RNA-Interferenz
Hauptakteur der RNAi in humanen Zellen ist 
das katalytisch aktive hAgo2 (Abb. 1A), das 
mit nicht-codierenden microRNAs (miRNA) 
assoziiert. Nach Transkription werden 
miRNAs über verschiedene Biogeneseschrit-
te prozessiert. Die reife ca. 21 Nukleotide 
lange doppelsträngige miRNA wird dann 
durch hAgo2 gebunden, wobei einer der bei-
den Stränge als guide in hAgo2 verbleibt. Da 

eine partielle Komplementarität zwischen 
guide und target ausreicht, um einen Effekt 
zu erzielen, kann eine einzelne miRNA über 
hundert mRNAs regulieren. Außerdem kann 

Argonaute-Proteine

Die erstaunliche Vielseitigkeit der 
Argonauten-Crew

˚ Abb. 1: Regulation von Nukleinsäureleveln in der Zelle durch Argonaute-Proteine. A, Mechanis-
mus der humanen RNA-Interferenz (RNAi) als posttranskriptioneller Regulationsmechanismus und 
der archaeellen DNA-Interferenz (DNAi) [8] zur Verteidigung gegen Fremd-DNA. Bei der RNAi werden 
im Kern transkribierte oder exogen zugeführte lange dsRNAs durch RNasen zu kurzen miRNAs 
oder siRNAs prozessiert (links, 1). Diese werden von hAgo2 gebunden (links, 2), ein Strang wird 
entlassen, während der andere als guide hAgo2 zu komplementären target-RNAs führt, die direkt 
gespalten oder über die Rekrutierung weiterer Proteine degradiert werden (links, 3). Das archae-
elle MjAgo kann sich mittels guide-unabhängiger dsDNA-Spaltung unabhängig von zusätzlichen 
Nukleasen guide-DNAs herstellen (rechts, 1), was jedoch ein relativ langsamer Prozess ist. Mit-
hilfe dieser kurzen guide-DNA-Substrate kann komplementäre dsDNA in einem zweiten Schritt 
effi zient gespalten werden (rechts, 2). B, Strukturelle Homologie von hAgo2 und MjAgo [4]. N: 
N-terminale Domäne; PAZ: PIWI-Argonaute-Zwille-Domäne; Mid: middle-Domäne; PIWI: P element-
induced wimpy testis-Domäne.
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die Prozessierung von miRNAs fehlen. 
Außerdem weisen die bisher charakterisier-
ten pAgo-Vertreter ein im Vergleich zu eAgos 
viel breiteres guide- und target-Spektrum auf. 
Während eAgos ausschließlich RNA nutzen, 
wird von den meisten bisher untersuchten 
pAgo-Varianten DNA bevorzugt  [7]. Welche 
Funktion haben also pAgos?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden in 
verschiedenen Laboren Nukleinsäuren 
sequenziert, die im zellulären Kontext mit 
pAgos assoziiert sind. Die Ergebnisse zeigen, 
dass von pAgos vor allem Sequenzabschnitte 
fremder Nukleinsäuren (z. B. Plasmid-DNA) 
gebunden werden. Die Frage, wie die Fremd-
DNAs zu guide-Strängen prozessiert werden, 
beantwortet u. a. unser archaeelles Modell-
system. Neben kurzen DNA guide- und target-
Strängen kann MjAgo lineare und zirkuläre 
doppelsträngige DNA sogar ohne einen guide 
schrittweise prozessieren [8] – eine Aktivi-
tät, die als DNA chopping bezeichnet wird [9]. 
Die eigene genomische DNA wird durch His-
tone vor einem Abbau bewahrt  [8]. Somit 
stellen pAgos ihre eigenen guide-Stränge her. 
Bei Invasion fremder DNA könnte konstitutiv 
exprimiertes Ago folglich eine rasche erste 
Reaktion der Verteidigung ermöglichen. 
Durch die selbst produzierten guide-Stränge 
wird der Abbau der Fremd-DNA dann in 
einer zweiten Phase beschleunigt. Guide-
unabhängiger Abbau linearer und zirkulärer 
doppelsträngiger DNA (Plasmide) wird auch 
von TtAgo und PfAgo katalysiert  [9,10]. Dies 
lässt vermuten, dass DNA chopping bei 
pAgos weit verbreitet ist. Es gibt jedoch auch 
pAgos, welche guide-RNAs verwenden, um 
eine target-DNA zu binden [11]. 

smFRET-Messungen zeigen, dass das 3‘-Ende 
des guides bei Bindung des targets aus der 
PAZ-Bindetasche entlassen wird  (Abb. 2B, 
[5]). Der hyperthermophile Ursprung unse-
res Modellproteins ermöglicht eine Trennung 
von target-Bindung und -Spaltung über die 
Temperatureinstellung. Dadurch konnten 
wir nachweisen, dass bereits allein die Bin-
dung des targets die Freisetzung des 3‘-Endes 
des guides verursacht. 

Um zu verstehen, ob die molekularen 
Mechanismen der guide-Bindung zwischen 
MjAgo und hAgo2 konserviert sind, haben wir 
eine Technik namens SLAM FRET (site-specifi c 
labeling of native mammalian proteins) entwi-
ckelt. Damit ist nun auch eine ortsspezifi sche 
Fluoreszenzmarkierung von nativem hAgo2 
möglich [6]. Der Vorteil hier: hAgo2 wird 
direkt in humanen Zellen hergestellt und ent-
hält somit alle funktionell notwendigen post-
translationalen Modifi kationen. Zeitaufgelöste 
smFRET-Messungen mit hAgo2 in unserem 
Labor zeigen u. a., dass die gleiche Konforma-
tionsänderung in Bezug auf den guide bei 
Beladung von hAgo2 mit einem target hervor-
gerufen wird. Interessant ist, dass ein dyna-
misches Dissoziieren und Assoziieren des 
guide-Strangs an die PAZ-Domäne stattfi ndet. 

Prokaryotische Argonaute-Proteine – 
Verteidigung statt RNA-Interferenz
Mittlerweile verdeutlichen Kristallstruktu-
ren von hAgo2 die strukturelle Ähnlichkeit 
von pAgos und eAgos. Aber impliziert eine 
konservierte Struktur auch eine gleiche bio-
logische Rolle des Proteins? Mehrere Indi zien 
deuteten früh darauf hin, dass der Prozess 
der RNAi nicht in Prokaryoten vorkommt, da 
ihnen z. B. Homologe wichtiger Proteine für 

Varianten aus Pyrococcus furiosus (PfAgo) 
 [1], Aquifex aeolicus  [2] und Thermus thermo-
philus (TtAgo)  [3] wurden als erste struktu-
rell aufgeklärt. Charakteristisch sind die vier 
Domänen (N-, PAZ-, Mid- und PIWI-Domäne), 
die in zwei Flügeln angeordnet sind 
(Abb. 1B). Das 5‘- bzw. das 3‘-Ende des guide-
Strangs wird in der Mid- respektive in der 
PAZ-Domäne gebunden. Die Nukleotide des 
guides sind jedoch exponiert, um eine Hybri-
disierung mit dem target zu ermöglichen. 

Konformationelle Dynamik 
ermöglicht Argonaute-vermittelte 
Nukleinsäurebindung
Um die Dynamik von Ago-Proteinen zu ana-
lysieren, nutzt unsere Arbeitsgruppe Einzel-
molekül-FRET-Messungen. FRET steht für 
Förster-Resonanzenergietransfer, ein Pro-
zess, bei dem Energie von einem Donor- auf 
einen in räumlicher Nähe befindlichen 
Akzeptor-Fluoreszenzfarbstoff übertragen 
wird (Abb. 2A). Dieses Messverfahren wird 
auch als „molekulares Lineal“ bezeichnet, 
weil zum einen der Energietransfer direkt 
proportional zum Abstand zwischen den Fluo-
rophoren ist und FRET zweitens im biomole-
kular relevanten Nanometerbereich abläuft 
(ca. 2–8 nm). Die Effi zienz des Energietrans-
fers kann auch bei einzelnen Molekülen 
gemessen werden. Somit kann die konforma-
tionelle Heterogenität in einer Molekülpopu-
lation erfasst werden. Für unsere FRET-Mes-
sungen nutzten wir zunächst das pAgo aus 
dem hyperthermophilen Archaeon Methano-
caldococcus jannaschii (MjAgo), da die erfor-
derliche positionsgenaue Kopplung der 
Fluores zenzfarbstoffe zu diesem Zeitpunkt 
nur mit einem pAgo möglich war. Unsere 

˚ Abb. 2: Einzelmolekül FRET-Studien zeigen Konformationsänderungen des Ago-guide-Komplexes auf. A, Abstandsabhängigkeit der FRET-Effi zienz 
(r: Abstand zwischen den Fluorophoren). B, Hohe FRET-Effi zienz bei Verankerung des 3‘-Endes des guides in der PAZ-Domäne. Bindung des targets löst 
Freigabe des 3‘-Endes aus, was sich in einer Population mit geringer FRET-Effi zienz widerspiegelt [5]. 
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Das molekulare Waffenarsenal der 
Prokaryoten
Auffällig ist die funktionelle Ähnlichkeit der 
pAgos zu den Nukleasen der CRISPR-Cas-
Systeme, was ihnen in den letzten Jahren 
erhöhte Aufmerksamkeit verschafft hat. In 
einigen Fällen ist das ago-Gen sogar im 
CRISPR-Cas-Operon codiert [11] und in Ter-
mus thermophilus wurde eine Stimulation der 
Cas-Expression durch Ago beobachtet [12]. 
Daher wird spekuliert, ob der Ago-Verteidi-
gungsmechanismus möglicherweise die ers-
te Verteidigungslinie bildet und später sogar 
ein Austausch von Produkten zwischen bei-
den Systemen erfolgt. Die Tatsache, dass in 
manchen Prokaryoten mehrere Verteidi-
gungssysteme codiert sind, verdeutlicht, 
dass Prokaryoten aufgrund der Vielzahl an 
Viren und Bakteriophagen unter konstantem 
evolutionären Druck stehen. Das Wettrüsten 
zwischen Gegner und Wirt könnte so die 
hohe Diversität der pAgo- und CRISPR-Cas-
Mechanismen erklären. ó
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