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Die RNA-Interferenz (RNAI)? ist eine wirkungsvolle Methode zur Untersuchung von Genfunk-
tionen und ermdglicht den ,knock-down* von Genen in einer Vielzahl von Organismen (z.B.
Drosophila, Caenorhabditis, Mus musculus) sowie in menschlichen Zellinien. Ein initialer Schritt
bei der RNAI ist das Prozessieren der doppelstrangigen RNA (dsRNA) in kurze Stlicke, die

sogenannten "small interfering" RNAs (siRNA)?2 Die siRNA bildet mit einem intrazelluléren Pro-

teinkomplex den sogenannten RNA-induced Silencing Complex (RISC); dieser bindet an den
antisense-Strang des siRNA 21-23mers und schneidet die mRNA in der Mitte des Hybrides®.
Da die gespaltene mRNA sehr instabil ist, wird sie rasch abgebaut und fuhrt zu einem ,gene
silencing” auf posttranskriptioneller Ebene.

Bei Menschen-, Maus- und Rattenzellen wird ~ phorylierung aktiviert. Uber weitere enzyma-

durch den Einsatz von langen dsRNA-Mole-
kiilen die sogenannte Interferonantwort aus-
gelost, auch als dsSRNA-abhangiger Protein-
Kinase (PKR)-Stoffwechselweg bekannt”.
Durch eine Bindung von dsRNA, welche
nicht sequenzabhéngig ist, kommt es zur
Autophosphorylierung der PKR, die ihrer-
seits den Translationsfaktor elF2a durch Phos-

tische Zwischenschritte erfolgt eine Inhibiti-
on der Translation, welche wiederum zur In-
duktion der Apoptose fithrt. In den Sauger-
zellen konnen also keine langen dsRNAs di-
rekt zum ,knock-down” eingesetzt werden,
wie dies fiir Drosophila und Caenorhabditis
beschrieben wurde, da dies in letzter Konse-
quenz zum Zelltod fiihrt.
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Abb. 1: Von der mRNA Sequenz zum siRNA-Ressource-Produkt. Eine Teilsequenz, die frei von ,re-

peats” (R) und konservierten Anteilen ist, wird Gber genspezifische PCR amplifiziert. Die Produkte wer-
den verifiziert und mit T7-Promotoren versehen. Uber in vitro-Transkription werden die PCR-Produkte
in lange" dsRNAs uberfuhrt. Diese werden anschlieRend tber spezifische RNA-abbauende Enzyme
(Dicer/RNaselll) in funktionelle sSiRNAs umgewandelt.
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Abb. 2: Dicer/RNaselll-Reaktion in vitro

A zeigt den Verdau von dsRNA durch rekombi-
nantes Dicer-Enzym. Die L&ngen der Grof3en-
marker sind angegeben, O 21mer-dsDNA

B zeigt dsRNA-Pools nach RNaselll-Behandlung.

Einsatz von siRNAs in Saugern

Aus diesem Grund wurde der Einsatz von

21 bp-dsRNAs fiir den"knock-down"in

menschlichen, murinen und Rattenzellen von

der Arbeitsgruppe von Tom Tuschl beschrie-
ben?. Inzwischen wurden diverse andere

Methoden erfolgreich getestet um einen

knock-down von Genen in Mensch und Maus

zu erzielen'. Dies umfafit den Einsatz von

,small interfering” RNAs mit einer Grofie

von 21-23bp, ,,short hairpin“-RNAs (shRNA)

oder vektorbasierte Systeme, mit deren Hil-
fe eine siRNA-Produktion in vivo ermoglicht
wird.
Der Einsatz von 21 bp-siRNA-Produkten
hat jedoch drei wesentliche Nachteile:

- eine ungewisse Erfolgsrate (im allgemei-
nen werden zwei bis drei verschiedene si-
RNA-Oligonukleotide gebraucht, um ei-
nen"knock-down"zu erzielen, da die Algo-
rithmen zur Berechnung der Oligonukleo-
tide bislang keine hohe Erfolgsrate ermog-
lichen

- die Effizienz ist meist gering, das heifit,
viele der eingesetzten siRNA-Oligonukleo-
tide fiihren lediglich zu einer Reduktion
der Proteinkonzentration von weniger als
50(70,'

— die Kosten fiir siRNAs sind sehr hoch und
belaufen sich fiir die chemische Synthese
der siRNA-Oligonukleotide auf rund 900
(3 dsRNAs): Bei vektorbasierten Systemen
belaufen sich die Kosten auf mehr als
200 pro Gen. Dies erschwert ein Genom-
weites Screening.

Als Alternative bietet sich jetzt ein Verfahren

an, das am RZPD weiterentwickelt wurde.

Um die beschriebenen Probleme zu umge-

hen, werden zunéchst lange dsSRNAs erzeugt,
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Tab. 1: Auswahl von Unternehmen, die siRNAs nutzen oder vermarkten

Firma Firmensitz
Alnylam Cambridge
Massachusetts/USA
Ambion Austin
Texas/USA
Atugen Berlin
Deutschland
Benitec Brisbane
Australien
BD Biosciences Palo Alto
Clontech Kalifornien/USA
Cenix BioScience Dresden
Deutschland
CytRx Los Angeles
Kalifornien/USA
Dharmacon Lafayette
Colorado/USA
Genta Berkeley Heights
New Jersey/USA
Intradigm Rockville
Maryland/USA
Invitrogen Carlsbhad
Kalifornien/USA
Nucleonics Malvern
Pennsylvania/USA
Peglab Erlangen
Deutschland
Proligo Boulder
Colorado/USA
Promega Madison
Wisconsin/USA
Qiagen Venlo
Holland
RZPD GmbH Berlin
Deutschland
Sequitur Natick
Massachusetts/USA
Sirna Boulder
Colorado/USA

die in vedauter Form als siRNA-Pools ein-
gesetzt weden konnen. iWbeziehen uns
hierbei auf eine in der Literatur beschriebe-
ne Methode: Den Einsatz von in vitro-Tran-
skription und rekombinanten, RNA-verdau-
enden Enzymen zur Herstellung funktionel-
ler siRNAs®® (Abb. 1).
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Produkte

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
mit dem Schwerpunkt virale, onkologische
und Autoimmun-Erkrankungen

RNAI Oligos

Enzym-Kits

Reagenzien

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
mit onkologischem Schwerpunkt
Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen HIV, Krebs, Hepatitis, Diabetes und
Autoimmunerkrankungen

Instrumente, Reagenzien, Enzym-Kits

siRNA in Kooperation mit Ambion und
Medikamentenentwicklung

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen Diabetes Typ Il und ALS
Enzym-Kits, RNAI Oligos, Reagenzien

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen Krebserkrankungen

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen Krebserkrankungen

RNAI Oligos, Reagenzien, Enzym-Kits

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen Hepatitis B und C

Reagenzien, Enzym-Kits in Kollaboration
mit Gene Therapy Systems

Enzym-Kits, RNAI Oligos, Reagenzien

RNAI Oligos, Reagenzien, Enzym-Kits
Enzym-Kits, RNAI Oligos, Reagenzien

Produktion von siRNA-Ressourcen im
genomweiten Ansatz fiir Mensch, Ratte
und Maus

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen Asthma, Brustkrebs und

RSV — Reagenzien

Entwicklung RNAi-basierter Medikamente
gegen Hepatitis C und altersabhangiger
Makuladegeneration

Es wurden PCR-Produkte mit einer durch-
schnittliche Lange von 300bp unter Verwen-
dung von zwei genspezifischen Primern am-
plifiziert. Diese Zwischenprodukte enthalten
keine repetitiven oder konservierten Sequen-
zen und werden an jedem Ende mit je einem
T7-Promoter versehen, so daf8 durch Tran-

skription dsRNA generiert werden kann. Die-
se ,langen” dsRNA-Molekiile konnen mittels
Dicer- oder RNaselll-Reaktion in funktionelle
,kleine” siRNAs tiberfiihrt werden (Abb. 2).
Diese Endprodukte haben sich bereits als
potente , Tools” fiir den spezifischen knock-
down erwiesen, die oft den siRNA-Oligos
tiberlegen sind®.

Bisher stehen am RZPD fiir mehr als 2.100
Gene, die an der Onkogenese und der Apo-
ptose beteiligt sind, siRNA-Ressourcen zur
Verfiigung (www.rzpd.de/products/siRNA/).
Die siRNA-Ressourcen des RZPD werden
derzeit von externen Gruppen unabhangig
evaluiert (F. Buchholz, MPI fiir Molekulare
Zellbiologie und Genetik/B. Buchberger,
Roche Diagnostics). Diese Untersuchungen
bestatigen die Effektivitit und die Spezifitat
der RZPD Ressourcen in "knock-down"
Experimenten.

Bis Ende dieses Jahres werden siRNA-Res-
sourcen fiir das gesamte humane Genom vor-
liegen, bis Mitte 2004 konnen wir die Halfte
aller Transkripte von Maus und Ratte adres-
sieren.
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