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Die RNA-Interferenz durch siRNA ist eine neue Methode fir gene
silencing-Experimente sowie Therapie von Tumoren, degeneratives
Erkrankungen oder Infektionen. Ein innovatives Design erhoht die Potenz

sowie die Serum-Stabilitat der siRNA.

RNA interference through siRNA is a new method useful for gene
silencing in vitro or therapeutic settings against cancer, degenerative
diseases or infections. A new design increases potency and serum

stability of siRNA.

B Seit der Charakterisierung des Phdnomens
der RNA-Interferenz im Jahre 1998 durch die
Arbeitsgruppe von Andrew Fire und Craig
Mellow [1] sind zahlreiche Erfindungen und
wissenschaftliche Erkenntnisse generiert wor-
den. Das Potenzial der RNAi-Therapie ist heu-
te, in den Zeiten der personalisierten Medizin
sowie der Entstehung von viralen Pandemien,
deutlicher denn je, da sich diese Arten von
Erkrankungen am besten mit RNAi-Therapien
behandeln lassen. Weiterhin sind technische
Probleme bei der Umsetzung der RNAi-The-
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siRNA mit 3-Uberhéngen

rapie erkannt worden, wie z. B. die Frage der
Verabreichung von siRNA (small interfering
RNA) in die Blutbahn und dariiber hinaus der
Verteilung der siRNA-Molekiile in die Ziel-
zelle. Ein wesentlicher Punkt betrifft hier die
Trage der Stabilitit der siRNA, da diese im
Serum und in den Kgrperfliissigkeiten der
Verdauung durch RNasen ausgesetzt sind.
Dennoch entwickeln zurzeit viele Phar-
maunternehmen RNAi-Therapeutika, zwei
Substanzen haben bereits die klinische Pha-
se Il erfolgreich durchgestanden. Derzeit wer-
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A Abb. 1: Darstellung der Riboxx®-siRNA im Vergleich zur siRNA mit 3'-Uberhingen oder ohne
Uberhinge. Sie besitzt verglichen mit siRNA mit 3'-Uberhzngen oder ohne Uberhinge eine
G/C-reiche Sequenz (Riboxx®-Sequenzmotiv; roter Kasten), die sich gegeniiber der SEED-Region
befindet, und hat keine Uberhiinge.

den siRNAs auf ihre Wirksamkeit bei der
Behandlung von Krebs- und Viruserkran-
kungen sowie bei durch Fehlfunktionen des
Stoffwechsels hervorgerufenen Krankheiten
untersucht [2-4]. Der Vorteil des Einsatzes
von siRNAs liegt in ihrer schnellen Herstel-
lung und Optimierung. Somit kiinnen z. B.
antivirale siRNA-Wirlstoffe schnell und effi-
zient an eventuelle Verdnderungen im Ziel-
gen bzw. an neue oder resistente Virusstam-
me angepasst werden. Des Weiteren ist der
therapeutische Einsatz von siRNAs bhei
Erkrankungen, die nicht durch herkémmli-
che Wirkstoffe behandelbar sind (rondrugable
{urgets), denkbar [2].

Dennoch sind bis dato wesentliche Hiirden
zur breiten Anwendung der siRNA als The-
rapeutika vorhanden. Diese liegen unter ande-
rem (1) in der niedrigen Selektivitit der
SiIRNA-Molekile, das heiBt an dem Verhal(-
nis zwischen Potenz und Toxizitdt; und (2) in
der niedrigen Stabilitidt der siRNA-Molekiile
sowie deren Verfiigharkeit in dem betroffe-
nen Gewebe [5].

Ungeachtet dessen ist in nidherer Zulunft
die Vermarktung von zwei RNAi-Therapeuti-
ka zu erwarten. Beide Substanzen sind fir
die lokale Applikation angedacht, sodass in
diesem Fall die Problematik der Verabrei-
chung in die Bluthahn nicht aufkommt,

gene silencing durch innovative
siRNA mit erhéhter Potenz

Die Potenz des gene silencing durch eine
siRNA spiegelt sich in deren Selektivitit
wider. Die Selektivitdt wird durch den Ratio
CC5y/ECs, ausgedriickt. EC,, (mittlere effek-
tive Konzentration) misst die Konzentration
an siRNA, bei der ein halbmaximaler gene
silencing-Effekt beobachtet wird, und ist maB-
gebend fiir die Selektivitit einer Substanz. Je
niedriger der EC,-Wert, also je weniger Sub-
stanz notwendig ist, um ein gene silencing zu
erzeugen, desto héher die Potenz und dadurch
die Selektivitét fiir vergleichhare CC,,-Wer-
te. Somit besitzt ein Molekiil mit einem nie-
drigen EC,-Wert eine hohe Selektivitit. CCq
(mittlere zytotoxische Konzentration) misst
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die Konzentration an siRNA, bei der eine halb-
maximale Zytotoxizitit beobachtet wird, Bei
siRNA spiegelt sich die Toxizitdt in dem soge-
nannten off-target-Effekt wider.

Das Problem der offtarget-Effekte macht
die Entwicklung innovativer siRNA mit einer
erhohten Selektivitit notwendig. Riboxx hat
ein neues Sequenzmotiv (Riboxx®-Sequenz-

motiv, [6]) fiir die sSiRNA entwickelt und paten-
tiert. Die Riboxx®-siRNA besitzt im Vergleich
zur siRNA mit 3'-Uberhéingen oder ohne
Uherhéinge (bluntend-siRNA) eine G/C-rei-
che Sequenz, die sich gegeniiber der soge-
nannten SEEDRegion befindet (Abb. 1).

Die Riboxx®-siRNA bietet den Vorteil der
héheren Potenz im Vergleich zum her-

< Abb. 2: Vergleich der Effizienz von Riboxx®-
siRNA und siRNA mit 3'-Uberhéingen. A, Bestim-
mung der EC,-Werte von siRNA mithilfe eines
Zell-Proliferations-Assays. Die EC, -Werte der
Riboxx®-siRNA (RBX) sind orange, die der kor-
respondierenden siRNA mit 3'-Uberhéngen (T)
blau dargestellt. Aus 12 ausgesuchten siRNAs
zeigten fiinf Riboxx®-siRNAs einen EC;-Wert
kleiner als 50 nM. Im Vergleich dazu zeigten die
in der SEED-Region &hnlichen siRNAs mit 3'-
Uberhangen zwar auch eine Effizienz, der EC.y
Wert ist aber durchschnittlich fiinf- bis achtfach
hoher als derjenige der Riboxx®-siRNA. Als
Negativiontrolle dient eine gegen Luciferase
gerichtete siRNA (siLuciferase, T-Luc). B, Ver-
gleich der Effizienz des gene silencing der
Riboxx®-siRNA und der siRNA mit 3'-Uberhin-
gen mittels Western Blot. Finf der mithilfe des
Zell-Proliferations-Assays ausgesuchten siRNAs
zeigten im Western Blot ein komplettes gene
silencing des VP 1 (Virion-Protein 1) des HRV-1B
bei einer Konzentration von 20 nM. Im Vergleich
dazu zeigten die in der SEED-Region &hnlichen
siRNAs mit 3'-Uberhangen keine Wirksamkeit
bei der gleichen Konzentration (20 nM). Als
Negativkontrolle dienen die infizierten Zellen
ohne Zusatz von siRNA (Virus Control) sowie
der Nachweis der Expression von 3-Aktin in den
Zellen. Als Modell diente die Infektion von
Hela-Zellen mit dem Rhinovirus HRV-1B.

<4 Abb. 3: Bestimmung des Schmelzpunktes
von siRNA ohne Uberhénge (blunt-end-siRNA),
mit 3'-Uberhzngen und mit dem Riboxx-
Sequenzmotiv (Riboxx®-siRNA). Die Bestim-
mung des Schmelzpunktes (T_) erfolgte mithilfe
des LightCyclers (Roche) nach Farbung mit
SYBR-Green. Das Riboxx®-Sequenzmotiv
ermoglicht die Erhéhung des Schmelzpunktes
der siRNA auf 71,82 °C, mit einem Gewinn von
9,8 °C an Stabilitdt im Vergleich zur siRNA mit
3'-Uberhéngen (T,,= 62,08 °C) und 16,3 °Cim
Vergleich zur siRNA ohne Uberhénge

(T, =55,39 °C).

kommlichen Design, wo die siRNA am 3'-
Ende beider Strange einen Uberhang von
zwei Nukleotiden aufweist. Die erhihte
Potenz ldsst sich durch eine priferenzielle
Beladung des guide strand auf dem RISC-
Komplex im Vergleich zum passenger strand
erkldren. Somit wird im Verhiltnis und fiir
dieselbe siRNA-Menge ein groBerer Teil des
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A Abb. 4: Vergleich der Serumstabilitdt
von Riboxx-siRNA und siRNA mit 3'-
Uberhéngen. Die siRNAs wurden in feta-
lem Kélberserum (FCS, 80 %) mit einer
Konzentration von 3 uM bei 37 °C inku-
biert und nach den dargestellten Zeit-
punkten jeweils mittels nativern PAGE
und Ethidiumbromid-Farbung nachgewie-
sen. Die siRNA mit dem Riboxx®-
Sequenzmotiv bleibt nach 72 Stunden
Inkubation stabil. Dagegen wird die siR-
NA mit 3’-Uberhéngen nach zwei Stun-
den bereits verdaut und nach sechs
Stunden vollstdndig abgebaut.

guide strand mit einer erhthten Potenz
der siRNA beladen.

Diese erhihte Potenz (EC,,) wurde in
vitro sowohl mithilfe eines Proliferations-
Assays (MTS-Assay, Abb. 2A) als auch
mittels Western Blot validiert (Abb. 2B).

siRNA mit erh6hter Serumstabi-
litat verglichen mit herkémmlicher
siRNA

Des Weiteren konnten wir zeigen, dass die
siRNA mit dem Riboxx®-Sequenzmotiv
eine erhohte Stabilitidt im Vergleich zu siR-
NA mit dem herkémmlichen 3’-Uberhang-
Design aufweist. Ein Ausdruck dessen ist
die Erhdhung des Schmelzpunktes der
Riboxx®-siRNA im Vergleich zu her-
kimmlichen siRNAs (Abb. 3).

Die erhohte Stabilitdt der Riboxx®-siR-
NA fiihrt wiederum zur erhdhten Resis-
tenz gegen Abbau durch Serum-Exonu-
kleasen hzw. -RNAsen (Abb. 4). Diese
erhohte Serumstabilitit stellt einen erheb-
lichen Vorteil bei der Anwendung der siR-
NA fiir therapeutische Zwecke dar, da bei
der Riboxx®-siRNA keine chemischen
Modifikationen der siRNA notwendig sind,

BlOspektrum | 07.10 | 16. Jahrgang

um eine Serumstahilitit zu erreichen. Dies
wiederum bedeutet, dass nach Identifizierung
einer wirksamen siRNA in vitro dieselbe siR-
NA ohne Zusatz von chemischen Modifila-
tionen verwendet werden kann.

Ausblick

Mit der Entwicklung und Validierung der
Riboxx®-siRNA mit erhdhter Potenz und Sta-
bilitét riickt die Anwendung von siRNA als
neue Klasse von Therapeutika etwas néher,
obwohl die Frage der systemischen Verabrei-
chung der siRNA immer noch unbeantwortet
bleibt. Dennoch bietet die siRNA-Therapie fiir
lokale Applikationen, wie z. B. der intravi-
trealen Injektion oder der Verabreichung in
die Lunge durch Aerosol, eine echte Alterna-
tive zu herkdmmlichen small molecules. Daher
ist die Zulassung durch die FDA von zwei
siRNA-Therapeutika, die eine fiir die Behand-
lung der akuten Makuladegenereszenz und
die andere fiir die Behandlung von Lungen-
infektionen mit dem RS-Virus in den néchs-
ten zwei Jahren zu erwarten.
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