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Nachweis von RNA -Interferenz im Menschen nach
systemischer Gabe von siRNAs

Jens Kurreck*

Nanopartikel - RNA - RNA-Interferenz -
Interferierende RNA

Die rasanten Entwicklungen der RNA-Interferenz (RNAI)
in den vergangenen Jahren haben die Hoffnung genéhrt, dass
mit dieser Technik schon bald neue Moglichkeiten zur The-
rapie bislang nicht behandelbarer Erkrankungen zur Verfii-
gung stehen konnten. Fiir die 1998 publizierte Entdeckung
des RNAi-Mechanismus im Fadenwurm Caenorhabditis ele-
gans™ wurden Andrew Fire und Craig Mello 2006 mit dem
Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie geehrt. Bei der
RNAI handelt es sich um einen evolutionidr konservierten
Mechanismus, bei dem die Expression von Genen sequenz-
spezifisch durch doppelstrangige RNA-Molekiile auf post-
transkriptioneller Ebene inhibiert wird.>¥ Die Anwendbar-
keit der RNAI fiir medizinische Zwecke wurde realistisch,
nachdem 2001 von Thomas Tuschl und seinen Mitarbeitern
gezeigt werden konnte, dass sich kurze, nur 21 Basenpaare
lange interferierende RNAs (small interfering RNAs,
siRNAs) eignen, auch in Siugerzellen RNAi auszuldsen,
ohne eine Interferonantwort zu induzieren.! Nur gut drei
Jahre nach dieser Entdeckung begannen bereits die ersten
klinischen Studien auf Basis der RNA..

Mit diesen raschen Fortschritten schien die RNAi endlich
die Versprechungen einzulosen, die von Antisense- und
Ribozym-basierten Ansitzen nie erfiillt wurden: Mithilfe der
anti-mRNA-Strategien sollte sich die Expression eines be-
liebigen schédlichen Gens spezifisch blockieren lassen, sodass
Krebsgene oder Viren einfach zu inhibieren sein sollten. Wie
andere Felder der molekularen Medizin, beispielsweise die
Gentherapie oder der Einsatz monoklonaler Antikorper,
musste jedoch auch die RNAi-Forschung schwere Riick-
schldge hinnehmen. Zunichst zeigte sich, dass die RNAi
weniger spezifisch ist als zunédchst angenommen und unter
Umstinden sogar eine Interferon-Antwort auslosen kann,”!
und dann erwiesen sich intrazelluldr hoch exprimierte kurze
Haarnadel-RNAs (short hairpin RNAs, shRNAs) als leber-
toxisch.’! Einen weiteren Dampfer stellte eine Arbeit dar, in
der infrage gestellt wurde, ob klinisch eingesetzte siRNAs
iiberhaupt iiber den RNAi-Mechanismus wirken oder nicht
vielmehr eine unspezifische Antwort hervorrufen.” Fiir die
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Studien wurde eine siRNA direkt ins Auge injiziert, die gegen
den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor VEGF oder
dessen Rezeptor gerichtet ist und in Tierversuchen die Neu-
bildung von BlutgefdBen (Neovaskularisierung) in der Ma-
kula verhindert, wodurch der Verlust der Sehfdhigkeit auf-
gehalten wird. Nach der Studie von Kleinmann et al.” haben
nun aber Kontroll-siRNAs dieselbe Wirkung wie die spezifi-
schen siRNAs gezeigt, vermutlich weil sie den Toll-Like-Re-
zeptor 3 (TLR-3) aktivieren. Abgesehen von der zum Teil
eingeschrénkten Spezifitdt besteht eine der groften Hiirden
fiir die therapeutische Anwendung der RNAi im Transport
der siRNAs in das Zielgewebe und in deren zelluldrer Auf-
nahme (Delivery).

In einer kiirzlich in Nature publizierten Arbeit konnten
nun sowohl beziiglich des Transportes als auch des Nach-
weises der RNAi-Wirkung einer siRNA im Menschen maB-
gebliche Fortschritte erzielt werden: In einer klinischen Stu-
die wurde eine siRNA mit speziellen Nanopartikeln in Tu-
morzellen eingebracht, und es konnte mithilfe der Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) der Nachweis erbracht werden,
dass die siRNA den Abbau der Ziel-RNA iiber den RNAi-
Mechanismus induziert hatte.

In der Phase-I-Studie wurden Patienten mit Melanomen
behandelt, bei denen die Standardtherapie nicht wirkte.
Hierbei wurde eine siRNA eingesetzt, die gegen die mRNA
eines etablierten Ziels fiir die Krebstherapie gerichtet ist, die
M2-Untereinheit der Ribonucleotid-Reduktase (RRM2).
Den Patienten wurden die siRNAs an den Tagen 1, 3, 8 und 10
eines 21-tdgigen Zyklus verabreicht. Dabei wurden ver-
schiedene Dosierungen verwendet.

Die Besonderheit des Ansatzes bestand in der Verwen-
dung eines zielgerichteten Nanopartikel-Transportsystems
(Abbildung 1). Diese Nanopartikel bestehen aus einer Schale
aus einem linearen, Cyclodextrin-basierten Polymer. Des
Weiteren enthiélt es Polyethylenglycol(PEG)-Molekiile mit
Adamantan an den Enden, das mit dem Cyclodextrin einen
Komplex bildet. Fiir einen zielgerichteten Transport waren
die Nanopartikel an der AuBlenseite mit dem Transferrin-
Protein bestiickt. Dieses bindet an Transferrin-Rezeptoren,
die sich besonders zahlreich auf der Oberfldche von Krebs-
zellen befinden und so den Eintritt der Nanopartikel in die
Zellen vermitteln. Zum Abschluss wird die siRNA in das
Innere der Nanopartikel mit der Bezeichnung CALAA-01
eingebaut.
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Abbildung 1. Aufbau des Nanopartikels CALAA-01 fiir den zielgerichte-
ten Transport von siRNAs. Das Nanopartikel wird aus einem linearen
Cyclodextrin-basierten Polymer (CDP), Polyethylenglycol mit Adaman-
tan an den Enden (AD-PEG) und weiteren PEG-Molekiilen, die das
Transferrin(TF)-Protein tragen, sowie der umschlossenen siRNA aufge-
baut.

In den meisten bislang laufenden klinischen Studien zur
RNAi wurden die siRNAs lokal appliziert, beispielsweise
direkt ins Auge, in die Lunge oder auf die Haut. Hier nun
werden erstmals Ergebnisse einer systemischen Administra-
tion préasentiert, d.h., die Patienten erhielten die siRNAs
durch eine 30-miniitige intraventse Infusion. Uber das
Transferrin sollten die Nanopartikel dann den Weg iiber den
Blutstrom in das Tumorgewebe finden. In der Tat konnten die
Nanopartikel intrazelluldr in Tumorbiopsien nachgewiesen
werden. Hierbei korrelierte die detektierte Menge mit der
applizierten Dosis.

Ein wichtiger Beleg fiir ein erfolgreiches RNAi-Experi-
ment ist der Nachweis des Knockdowns des Zielgens. Mithilfe
quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreak-
tion (RT-PCR) konnten die Autoren zeigen, dass die Boten-
RNAs der RRM2 nach der RNAi-Anwendung in geringeren
Mengen vorlagen als zu Beginn der Behandlung. Auch das
Protein-Niveau, das im Western Blot und mit Immunhisto-
chemie untersucht wurde, war nach der Behandlung niedri-
ger. Allerdings ist diese Verringerung noch kein endgiiltiger
Beweis, dass die siRNAs iiber den RNAi-Mechanismus ge-
wirkt haben. Denkbar wire auch, dass es sich um einen un-
spezifischen Effekt handeln konnte. Auflerdem konnen bei
Versuchen mit Menschen aus ethischen Griinden keine
kompletten Datensétze mit allen wiinschenswerten Kontrol-
len erhoben werden.

Wegen dieser Unsicherheit haben Davis et al. in weiteren
Experimenten nachgewiesen, dass tatsdchlich ein RNAi-Ef-
fekt beobachtet wurde. Hierzu haben sie eine spezielle PCR-
Methode eingesetzt, mit der die Spaltung der Ziel-mRNA
direkt nachgewiesen werden kann. Im RNAi-Weg wird die
siRNA in einen multimeren Proteinkomplex, den RNA-In-
duced Silencing Complex (RISC), eingebaut, wobei einer der
beiden RNA-Stringe verloren geht. Der andere Strang fiihrt
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nun RISC zur Ziel- mRNA und hybridisiert mit dieser. Das
Argonauten-Protein 2 im RISC spaltet daraufhin die Ziel-
RNA zwischen dem zehnten und elften Nucleotid vom 5'-
Ende der siRNA aus gerechnet.

Um diese Schnittstelle zu bestitigen, wurde die spezielle
PCR-Technik eingesetzt, bei der zunichst ein Adapter an das
5'-Ende der RNA ligiert wird. AnschlieBend wird die RNA
revers transkribiert und mit PCR amplifiziert. Die PCR-
Produkte konnen anschlieBend direkt sequenziert werden.
Auf diese Weise lieen sich zwar keine quantitativen Aussa-
gen iiber die Menge des mRNA-Fragmentes treffen, doch
konnte die Spaltstelle in der Sequenzierreaktion genau
nachgewiesen werden. Damit war gezeigt, dass der Abbau der
Ziel-mRNA kein unspezifischer Prozess, sondern tatsédchlich
eine RNAi-vermittelte Wirkung der siRNA war.

Interessanterweise konnten bei einem Patienten mRNA-
Fragmente zu Beginn der zweiten Behandlungsrunde nach-
gewiesen werden. Dies bedeutet, dass der RNAi-Mechanis-
mus iiber den Zeitraum zwischen den beiden Behandlungs-
runden von etwa einem Monat hinweg aktiv gewesen sein
muss. Die Dauer der RNAi-Wirkung hingt von der Ver-
dopplungszeit der Zellen ab. Da der Patient zwischen den
siRNA-Infusionen einen stabilen Krankheitsverlauf hatte, ist
die Annahme realistisch, dass sich die Zellen nur langsam
geteilt haben und daher eine lang anhaltende Wirkung be-
obachtet wurde. Es ist auch noch nicht bekannt, wie lange die
Nanopartikel in den Zellen siRNAs freisetzen.

Gerade wegen der Euphorie um die RNAi-Methode
wurden die oben genannten, kritischen Arbeiten zum Teil als
undifferenziertes Globalargument gegen diese Technik her-
angezogen. Dabei wurde beispielsweise hdufig tibersehen,
dass sich die Arbeit von Kleinmann et al.,”) in der beschrie-
ben wurde, dass die Blockade der Neovaskularisierung mog-
licherweise eher iiber eine Aktivierung von TLR-3 als tiber
einen spezifischen RNAi-Effekt geschieht, ausschlielich auf
nackte siRNAs bezieht. Es herrscht aber weitgehend Kon-
sens, dass fiir effiziente RNAi-Anwendungen Transport-
agentien eingesetzt werden miissen. Hier sind die nun be-
schriebenen, zielgerichteten Nanopartikel ein grofer Fort-
schritt. In der vorliegenden Arbeit werden noch keine An-
gaben tiiber den klinischen Erfolg der RNAi-Behandlung ge-
macht. Diese Informationen sollen nach Abschluss der
Studien separat veroffentlicht werden. Auch ist es dringend
notwendig, dass die Befunde noch bei groBeren Patienten-
zahlen bestitigt werden. In der vorliegenden Studie wurden
nur drei Patienten untersucht, und nur bei einem Patienten
aus der hochsten Dosierungsgruppe konnten mRNA-Spalt-
produkte nach der Behandlung detektiert werden. Gewiss ist
auf jeden Fall, dass der hier erbrachte Nachweis, dass eine
spezifische RNAi-Wirkung im Menschen ausgelost werden
kann, die medizinische Entwicklung der RNAi weiter beflii-
geln wird.
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