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Abstract: Wir berichten �ber die Entwicklung von dendriti-
schen siRNA-Nanostrukturen, die das Einbringen von siRNA
in schwierig zu transfizierende Zellen wie Neuronen mithilfe
eines speziellen Rezeptorliganden ermçglichen. Die Nano-
partikel rufen trotz ihrer dendritischen Struktur eine starke
siRNA-Antwort hervor. Durch siRNA-Dendrimere gegen das
Nukleoprotein (N-Protein) und das Phosphoprotein (P-Pro-
tein), zwei Schl�sselproteine des Tollwutvirus (RABV), konnte
der Virustiter in Neuronen unter die Nachweisgrenze gesenkt
werden. Die mithilfe von Klick-Chemie aufgebauten siRNA-
Dendrimere weisen den Weg f�r eine neuartige Heilungs-
mçglichkeit dieser tçdlichen Krankheit.

RNA-Interferenz ist ein wichtiges Verfahren zur sequenz-
spezifischen Regulation der Expression einzelner Gene durch
kurze interferierende RNA (siRNA).[1] Auf dem Weg hin zu
einer therapeutischen Anwendung von siRNA ist das Fehlen
von effizienten, spezifischen und nicht zytotoxischen Metho-
den zum Einbringen von siRNA-Duplexen in Zellen und
Gewebe ein großes Hindernis.[2] Gemeinhin verwendete
Transfektionsreagentien, basierend auf Liposomen oder kat-
ionischen Polymeren, haben die Nachteile, heterogen bez�g-
lich der Partikelgrçße und Zusammensetzung zu sein und bei
einer Verwendung mit empfindlichen Zelltypen wie Neuro-

nen zum Teil erhebliche Zytotoxizit�t zu zeigen.[3] K�rzlich
haben wir gezeigt, dass all-cis-konfiguriertes Anandamid
(Arachidonoylethanolamin, AEA) in der Lage ist, einen ef-
fizienten Import von AEA-siRNA-Addukten in Zellen zu
vermitteln, deren Oberfl�che Cannabinoid-Rezeptoren auf-
weist.[4] Da Zellen des Immunsystems und neurale Zellen
diese Rezeptoren tragen, gelingt auf diesem Weg ein effizi-
enter Transport von siRNA in diese empfindlichen Zellty-
pen.[5]

Problematisch bei einer rezeptorvermittelten Aufnahme
von siRNA ist die eingeschr�nkte Expression einiger Re-
zeptoren. Dies f�hrt zu einer schnellen S�ttigung der Re-
zeptoren, was wiederum die aufgenommene siRNA-Menge
beschr�nkt. Hier zeigen wir, dass ein AEA-Ligand in der
Lage ist, die Aufnahme dendritischer siRNA-Nanostrukturen
mit bis zu neun siRNA-Duplexen auszulçsen. Trotz der
komplexen Struktur weisen die Nanopartikel dabei eine hohe
biologische Aktivit�t auf (Abbildung 1). Auf diese Weise ist
es uns prinzipiell mçglich, S�ttigungseffekte zu vermindern
und die Aufnahme von siRNA zu steigern.

Abbildung 1. Ein dendritischer siRNA-Nanopartikel mit Anandamid-
Rezeptor-Liganden. Die „Passenger“-Str�nge der siRNA-Duplexe sind
kovalent mit dem dendritischen Ger�st verbunden, w�hrend die
„Guide“-Str�nge durch Hybridisierung an die Nanostruktur gebunden
werden.
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Ein auf Klick-Chemie basierender Ansatz ermçglichte die
effiziente Synthese der bençtigten monodispersen siRNA-
Nanopartikel (siehe Abbildung 1).[6] Die bei der Synthese der
siRNA-Strukturen verfolgte Strategie ist in Schema 1 darge-
stellt. Ausgehend von Pentaerythritol wurde das Triazid 1 in
zwei Schritten hergestellt. Verbindung 1 wurde im n�chsten
Schritt mit dem mono-Boc-mono-Ts-funktionalisierten Te-
traethylenglycol 2 umgesetzt, wodurch die verzweigte Kern-
verbindung 3 hergestellt wurde. In einer CuI-katalysierten
Klick-Reaktion wurde 3 mit 4 und 5 umgesetzt. Diese beiden
verzweigten Molek�le sind �ber eine zweistufige Synthese
zug�nglich (Schema S1). Anschließend wurden die Tosylate 6
und 7 in die entsprechenden Azide 8 und 9 umgewandelt.
Nach der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe der Verbindun-
gen 3, 8 und 9 wurden die resultierenden Amine mit Ara-
chidons�ure umgesetzt. Die so erhaltenen Anandamid-Azide
10, 11 und 12 wurden nun mit den Alkin-modifizierten
„Passenger“-Str�ngen der entsprechenden siRNAs mittels
CuI-katalysierter Klick-Reaktion kovalent verkn�pft, wo-
durch die dendritischen RNA-Nanopartikel erhalten
wurden.[6, 7]

In allen F�llen wurde nach der Klick-Reaktion ein einzi-
ges Hauptprodukt erhalten, das durch semipr�parative Um-
kehrphasen-HPLC isoliert wurde. Zur �berpr�fung der

korrekten Struktur und Monodispersit�t wurden die dendri-
tischen RNA-Strukturen anschließend durch analytische
HPLC und MALDI-TOF untersucht (zwei Beispiele sind in
Abbildung 2 dargestellt). So konnten die dendritischen
Strukturen in ausgezeichneter Reinheit isoliert werden. Die
korrekten Molek�lmassen wurden dabei im Rahmen der
experimentellen Grenzen einer MALDI-TOF-Messung er-
halten, wodurch die erwartete Monodispersit�t der Nano-
partikel nachgewiesen werden konnte. Durch Hybridisierung
mit der entsprechenden Zahl an korrespondierenden
„Guide“-Str�ngen wurden die transfektionsbereiten siRNA-
Dendrimere erhalten.

Um die biologische Aktivit�t der siRNA-Dendrimere zu
untersuchen, verwendeten wir in einem ersten Schritt ein
duales Luciferase-Reporterassay in RBL-2H3-Zellen.[4,8] Wie
in Abbildung 3 dargestellt, zeigten alle siRNA-Dendrimere
einen starken regulatorischen Effekt. Dabei hielten wir in den
Experimenten die Menge an siRNA-Duplexen konstant. Dies
erreichten wir durch eine Reduktion der Konzentration der
dendritischen Strukturen auf den Kehrwert der Zahl an

Schema 1. Synthese der siRNA-Dendrimere AEA-[3ORN], AEA-[6ORN]
und AEA-[9ORN]. a) NaH, 15-Krone-5, DMF, RT, 46%; b) TFA, CHCl3,
RT, 94%; c) Arachidons�ure, TBTU, DIPEA, DMF, RT, 95%; d) 4,
CuSO4, Natriumascorbat, H2O/THF (1:1), RT, 80 %; e) 5, CuSO4, Na-
triumascorbat, H2O/THF (1:1), RT, 65%; f) NaN3, DMF, 110 8C, 85%;
g) NaN3, DMF, 110 8C, 97%; h) TFA, CHCl3, RT, 71%; i) Arachidon-
s�ure, HATU, DIPEA, DMF, RT, 81%; j) TFA, CHCl3, RT, 76%;
k) TBTU, DIPEA, DMF, 40 8C, 70%; l) Alkin-modifizierte Oligonukleoti-
de (ORN), CuBr, TBTA, DMSO/H2O, 89%; m) Alkin-modifizierte Oli-
gonukleotide (ORN), CuBr, TBTA, DMSO/H2O, 78 %; n) Alkin-modifi-
zierte Oligonukleotide (ORN), CuBr, TBTA, DMSO/H2O, 65%.

Abbildung 2. HPL-Chromatogramme der auf 10 und 12 basierenden
aufgereinigten siRNA-Dendrimere. Die Einsch�be zeigen die MALDI-
TOF-Spektren. MALDI-TOF-Daten: A) berechnet (AEA-[3ORN1]): m/z
20506, gef.: 20 503. B) berechnet (AEA-[9ORN2]): m/z 62 124, gef.:
61923 (breites Signal).

Abbildung 3. Relative Regulation der Expression von Renilla-Luciferase
im Vergleich zur Expression von Firefly-Luciferase durch dendritische
Anandamid-tragende siRNA-Nanopartikel in RBL-2H3-Zellen. Unter-
sucht wurde: A) der Einfluss der Verzweigung (1, 3, 9 siRNAs pro
Ligand) auf die biologische Aktivit�t; B) der Einfluss einer zus�tzlichen
Glucose-Modifikation am „Guide“-Strang der siRNA. In allen F�llen
wurde die Zahl der siRNAs pro Nanopartikel auf die Konzentration der
monomeren Struktur normalisiert. Die Quantifizierung erfolgte �ber
die Luciferaseaktivit�t. a: AEA-[1siRNA-Luc], b: AEA-[3siRNA-Luc],
c: AEA-[9siRNA-Luc], d: AEA-[3siRNA-Luc]-Glc.
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siRNA-Duplexen pro Nanopartikel. Dabei zeigte sich, dass
die Struktur mit drei siRNA-Duplexen (AEA-[3siRNA]) die
bei weitem st�rkste regulatorische Aktivit�t entfaltete. Dies
ist bemerkenswert, da die Konzentration der dendritischen
Struktur nur ein Drittel derjenigen des monomeren Anand-
amid-modifizierten siRNA-Duplexes betr�gt. Erstaunlicher-
weise zeigte sogar das Dendrimer AEA-[9siRNA], trotz
seiner Grçße und der niedrigeren Konzentration der Nano-
partikel, eine mit der des Anandamid-modifizierten siRNA-
Duplexes vergleichbare biologische Aktivit�t (Abbil-
dung 3A).

Das 3’-Ende der „Guide“-Str�nge der siRNA ermçglicht
eine weitere Funktionalisierung.[9] Durch eine solche Modi-
fikation kann die Stabilit�t der RNA im Inneren einer Zelle
gesteigert werden, was ihre regulatorische Aktivit�t steigern
sollte.[7e, 10] Um diese Mçglichkeit zu nutzen, wurden die
siRNA-Duplexe der Dendrimere am 3’-Ende mit Glucose-
molek�len funktionalisiert.[11] Glucose bildet Wasserstoff-
br�cken mit dem RNA-Duplex und erhçht die Wasserlçs-
lichkeit. Die Einf�hrung der 3’-Modifikation erfolgte durch
die Hybridisierung der „Passenger“-Strang enthaltenden
Nanopartikel mit einem entsprechenden Glucose-modifi-
zierten „Guide“-Strang. Tats�chlich f�hrte die Sch�tzung der
3’-Enden durch Glucose zu einer signifikanten Steigerung der
Aktivit�t. Dies kçnnte daran liegen, dass die siRNA-Den-
drimere nach der Aufnahme in die Zellen einem Abbau der
RNA in den Endosomen ausgesetzt sind, was durch die
Glucose-Modifikation vermindert w�rde.[10a, 12]

Wie in Abbildung 3 B zu erkennen ist, ist die Auswirkung
der Glucose-Sch�tzung im Fall der trimeren siRNA-Struktur
erheblich. Hierbei wurde eine Reduzierung der Expression
um 80 % erreicht, was im Vergleich zur monomeren Struktur,
trotz der reduzierten Konzentration, eine Steigerung um das
Zweieinhalbfache bedeutet.

Im n�chsten Schritt untersuchten wir die Mçglichkeit,
eine Regulation in schwer zu transfizierenden neuralen
Zellen mithilfe unserer dendritischen siRNA-Strukturen zu
erzielen (Abbildung 4). Daher wurde die Aufnahme der Na-
nopartikel in neurale Stammzellen untersucht. Wir syntheti-
sierten siRNA-Dendrimere, bei denen die Glucose-Modifi-
kationen der 3’-Enden der „Guide“-Str�nge durch Alexa-
Fluor 647 ersetzt wurde. Tats�chlich konnte die effiziente
Aufnahme der fluorophormodifizierten trimeren Strukturen
in neurale Stammzellen mittels Konfokalmikroskopie best�-
tigt werden (Abbildung 4A).

Um die F�higkeit der siRNA-Strukturen zur Regulation
eines endogenen Gens zu zeigen, behandelten wir neurale
Stammzellen mit einem trimeren siRNA-Konstrukt gegen
Tet1. K�rzlich wurde gezeigt, dass dieses Enzym f�r die bei
der Zelldifferenzierung wichtige Oxidation von 5-Methyl-
cytosin zu 5-Hydroxymethylcytosin und 5-Carboxycytosin
sorgt.[13] Die Expression von Tet1 wurde dabei mittels qPCR
untersucht (Abbildung 4B). Tats�chlich f�hrten die siRNA-
Dendrimere zu einer signifikanten Reduktion der Tet1-Ex-
pression. Somit konnte gezeigt werden, dass eine kovalente
Bindung der siRNA an die dendritische Struktur die regula-
torische Aktivit�t nicht negativ beeinflusst. Im Gegenteil
konnte die st�rkste Regulation nach Behandlung mit der
trimeren siRNA-Struktur beobachtet werden.

Schließlich sollte untersucht werden, ob die neuartigen
dendritischen siRNA-Nanopartikel eine medizinisch rele-
vante Funktion in prim�ren Neuronen, die mit herkçmmli-
chen Methoden kaum zu transfizieren sind, erf�llen kçn-
nen.[3f, 14] Als Ziel w�hlten wir dabei das neurotrope Tollwut-
virus (RABV). Tollwut verursacht mehr als 55000 Todesf�lle
pro Jahr und kann nach dem Einsetzen klinischer Symptome
nicht mehr behandelt werden.[15] F�r diese Untersuchung
wurden murine kortikale E14-Neuronen mit RABV infiziert
und anschließend mit zwei siRNA-Dendrimeren (AEA-
[3siRNA]-Glc) gegen die mRNA des viralen Nukleoproteins
(N-Protein) und des Phosphoproteins (P-Protein) behandelt.
Die siRNA-Sequenzen wurden dabei mit dem Programm si-
DESIGN generiert. Beide Proteine sind f�r die Transkription
und Replikation des Virus essenziell und gelten daher als
vielversprechende Ziele f�r die Behandlung einer RABV-
Infektion.[16] Dar�ber hinaus ist das P-Protein ein wichtiger
Antagonist des angeborenen Immunsystems, wobei es sowohl
die Produktion von IFNb als auch die Aktivierung verschie-
dener Signalwege unterdr�ckt.[17] Eine Unterdr�ckung der

Abbildung 4. A) Aufnahme Anandamid-tragender dendritischer siRNA-
Strukturen durch neurale Stammzellen. Links: AlexaFluor-647-modifi-
zierte trimere siRNA wurde mit neuralen Stammzellen inkubiert.
Rechts: Als Negativkontrolle wurden neurale Stammzellen mit einer
fluorophormodifizierten siRNA ohne AEA-Rezeptorliganden inkubiert
(rot: siRNA, gr�n: Zellmembran. Die Kontrasteinstellungen f�r siRNA-
Signale wurden f�r beide Aufnahmen identisch gew�hlt). B) Die erfolg-
reiche Aufnahme der Nanopartikel durch neurale Stammzellen wurde
zus�tzlich durch die Regulation der Expression von Tet1 mittels qPCR
gezeigt. a : AEA-[1siRNA-Tet1], b : AEA-[3siRNA-Tet1]-Glc. C) Regulation
des RABV-Titers in kortikale E14-Neuronen durch die Behandlung mit
unterschiedlichen AEA-modifizierten siRNA-Strukturen gegen das P-
Protein des Tollwutvirus. c : AEA-[1siRNA-P-Protein], d : AEA-[3siRNA-P-
Protein]-Glc.
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Expression des P-Proteins sollte daher die angeborene Im-
munantwort fçrdern und somit die Ausbreitung von RABV
verhindern. Die Daten des Experiments zeigen eindeutig,
dass die Behandlung der infizierten Neuronen mit den beiden
dendritischen siRNA-Nanopartikel AEA-[3siRNA]-Glc
(anti-P and anti-N) zu einer deutlichen Reduktion des Virus-
titers f�hrt (Abbildung 4C; f�r Daten �ber die Regulation
des N-Proteins siehe Abbildung S2 und Abbildung S3). Der
Virustiter wurde dabei um zwei Zehnerpotenzen im Vergleich
zum Kontrollexperiment mit einer unspezifischen AEA-mo-
difizierten siRNA gesenkt. In diesem Fall war die trimere
dendritische siRNA-Struktur in der Lage, den Virustiter nahe
an die experimentell realisierbare Nachweisgrenze zu senken.
Wichtig sind dabei die Beobachtungen, dass die Reduktion
des Titers dosisabh�ngig ist und mit einer Lipofectamin-2000-
basierten Transfektion der nichtmodifizierten siRNA ledig-
lich die Reduktion um den Faktor zehn beobachtet werden
konnte. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig die verbesserte
Wirksamkeit der siRNA-Dendrimere.

Zusammenfassend ermçglichen die hier vorgestellten
neuartigen dendritischen siRNA-Nanostrukturen eine wirk-
same siRNA-Behandlung von schwierig zu transfizierenden
Zellen wie Stammzellen und prim�ren Neuronen.[18] In einem
auf Klick-Chemie basierenden Ansatz wurden die „Passen-
ger“-Str�nge der siRNAs kovalent an die dendritisch aufge-
bauten Strukturen gebunden. Daher war uns eine genaue
Kontrolle der Monodispersit�t der Partikel und der Zahl der
an einen AEA-Rezeptor-Liganden gebundenen siRNA-Du-
plexe mçglich. Diese dendritischen siRNA-Nanostrukturen
machen eine effektive Kontrolle der Genexpression in neu-
ralen Stammzellen und prim�ren Neuronen mçglich. Dieses
System konnte von uns dazu genutzt werden, den Virustiter in
mit RABV infizierten prim�ren Neuronen an die Nachweis-
grenze zu senken. Somit stellt es eine mçgliche Strategie f�r
eine siRNA-basierte Therapie dieser tçdlichen Krankheit
dar.
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