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LABORSEITE 

Wie Glühwürmchen dabei helfen, 
Translationsprozesse zu verstehen 
Bioluminiszenz in Glühwürmchen wird durch das Enzym Luciferase 
katalysiert. Die zugrundeliegende Reaktion kann für molekularbiolo­
gische Analysen von z. B. Translationsprozessen verwendet werden. 
Ein Beispiel dafür ist der Dual Luciferase Assay. 

Das Enzym Luciferase (lateinisch 
lucifer = Lichtbringer) kennen die 
meisten von uns als Paradebeispiel 
für Biolumineszenz in Glühwürm­
chen (Photinus pyralis). Lucifera­
sen katalysieren die Oxidation von 
Luciferinen, welche daraufhin zer­
fallen und Energie in Form von 
Licht freisetzen. Biolumineszenz ist 
im Tierreich weit verbreitet. Man 
fndet sie nicht nur bei Insekten, 
sondern auch häufg bei aquatisch 
lebenden Tieren, Pilzen und Bakte­
rien. Weitere sehr bekannte Nutzer 
von Biolumineszenz sind die soge­
nannten Tiefsee­Anglerfsche (z.B. 
Bufoceratias wedli). Sie locken mit 
ihrer leuchtenden Angel Beute in 
der sonst fnsteren Tiefsee an. Im 
Laufe der Evolution sind dabei in 
ganz unterschiedlichen Organismen 
zahlreiche Varianten der Luciferase 
und der dazugehörigen Luciferine 
entstanden. 

Den Tieren hilft die Biolumi­
neszenz unter anderem bei der 
Kommunikation und beim Anlo­
cken von Beute oder von Partnern. 
Aber auch im Labor können Luci­
ferasen sehr nützlich sein. So wur­
den verschiedene Assays entwi­
ckelt, die sich das messbare Leuch­
ten der Luciferasen zu Nutze 
machen: Sie werden unter ande­
rem zum Nachweis von ATP, für 
Enzymaktivitätsassays, bei der Mik­
roskopie und auch als Reporterge­
ne genutzt, indem sie mit anderen 
Genen fusioniert werden. Im Ge­
gensatz zur Fluoreszenz benötigen 
Luciferasen keine Lichtquellen, 
stattdessen aber Luciferin als Sub­
strat. Die abgegebenen Photonen 
können von einem Luminometer 
detektiert werden. 

Die Luciferase der Glühwürm­
chen und die der Korallenart Renil-
la reniformis (umgangssprachlich 
auch Seestiefmütterchen genannt) 
weisen unterschiedliche Eigenschaf­
ten auf, so dass man sie unabhängig 
voneinander messen kann. Die Fire­
fy­(engl. für Glühwürmchen)­Luci­
ferase (Fluc) oxidiert Luciferin zu 
Oxyluciferin in einer von ATP, O2 

und Magnesium abhängigen Reak­

tion. Die Renilla­Luciferase (Rluc) 
dagegen benötigt nur O2, um ihr 
spezifsches Luciferin zu oxidieren. 

Analyse der Genexpression 
Durch die Kombination der beiden 
unterschiedlichen Reaktionen konnte 
ein sogenannter Dual Luciferase 
Reporter Assay entwickelt werden, 
mit dem z.B. Genexpression analy­
siert werden kann [1]. Das Gen für 
Fluc kann auch in einem Plasmid 
hinter ein beliebiges anderes Gen, 
welches untersucht werden soll, 
eingefügt werden. Somit kann das 
Genprodukt des Zielgens nach er­
folgreicher Translation und Zugabe 
von spezifschem Luciferin Biolumi­
neszenz erzeugen, welche wieder­
um im Luminometer gemessen wer­
den kann. So kann über das Lumi­
neszenzsignal ein Rückschluss auf 

ABB. 1 Der Dual Luciferase Assay. Das Dual Luciferase-Plasmid besteht aus ei-
nem Promoter, dem Gen für die Renilla-Luciferase, einer zu untersuchenden 
Gensequenz, dem Gen für die Firefy-Luciferase und einem Terminator. Das 
Plasmid wird in eine Host-Zelle (grün) gebracht. Dort erfolgt Transkription 
und Translation der zu untersuchenden Gensequenz. Die Zellen werden lysiert 
und die Biolumineszenz wird in einem Luminometer vermessen, um Rück-
schluss auf die Effzienz der Genexpression zu ziehen. 
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die Expression des entsprechenden 
Genprodukts geschlossen werden. 

Als Kontrolle, dass die Transla­
tion des Gens wirklich begonnen 
wurde, wird das Gen für Rluc auf 
dem Plasmid vor dem Zielgen ein­
gefügt. Dessen Biolumineszenz 
kann durch Zugabe des spezif­
schen Luciferins für Rluc gemessen 
werden. Aus dem Verhältnis der 
Biolumineszenz von Fluc/Rluc kann 
man anschließend nicht nur die 
generelle Translationsaktivität, son­
dern auch die Genauigkeit/Effzienz 
des entsprechenden Translations­
prozesses ermitteln. Bei einem 
Translationsabbruch wird dabei 
dann entsprechend nur Rluc detek­
tiert (Abbildung 1). 

Forschergruppen verwenden 
die Flexibilität der Dual Luciferase 
Reporter Assays zum Beispiel, um 
zu untersuchen, unter welchen 
Bedingungen bei der Translation 
mehr frameshifts stattfnden, also 
ob sich das Leseraster des Gens um 
ein Codon nach hinten oder nach 
vorne verschiebt und somit ein 
verändertes oder beschädigtes Pro­
tein entsteht. Hierfür wurden Re­
porter­Plasmide mit DNA­Sequen­
zen erstellt, welche bekannt dafür 

sind, dass sie Leserasterverschie­
bungen von –1 oder +1 auslösen 
[2]. Diese Sequenz wird von den 
beiden Luciferasegenen fankiert, 
Rluc vor der Sequenz, Fluc hinter 
der Sequenz. Die Plasmide werden 
z.B. in Zellen der Bäckerhefe 
(Saccharomyces cerevisiae), einem 
klassischen Modellorganismus gene­
tischer Untersuchungen, einge­
bracht. Die auf dem Plasmid kodier­
ten Gene durchlaufen dann den 
Translationsprozess der Hefe. Je 
nachdem ob eine Leserasterver­
schiebung erfolgt, wird entweder 
nur das Lumineszenzsignal der Rluc 
detektiert, oder durch die Expres­
sion beider Luciferasen werden 
sowohl Signale der Rluc als auch 
der Fluc gemessen. Generell läuft 
die Messung dabei immer in zwei 
Schritten ab, wobei zunächst mit 
dem ersten Substrat die Fluc­Aktivi­
tät bestimmt wird. Dann wird diese 
Reaktion gestoppt und mit einem 
zweiten Substrat kann daraufhin die 
Rluc­Aktivität gemessen werden. 
Das Verhältnis Fluc/Rluc gibt dann 
an, wie oft ein frameshift­Event 
während der Translation der Se­
quenz passiert ist. 

Um Rückschlüsse auf den Ein­
fuss von Mutationen an in der 
Translation beteiligten Genen auf 
frameshifting zu ziehen, wird die 
Methode in passenden Hefemutan­
ten verwendet. Natürlich gibt es 
bereits zahlreiche Weiterentwicklun­
gen des Luciferase Reporter Assays. 
So wird inzwischen auch mit gene­
tisch optimierten Proteinen gear­
beitet und der Assay fndet Einsatz­
möglichkeiten in vielen unterschied­
lichen Forschungsbereichen und 
Routinelaboren. Luciferasen sind 
also ein wichtiger Bestandteil biolo­
gischer Assays und in Zukunft wer­
den sicherlich noch weitere Anwen­
dungsgebiete dazukommen. 
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