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Tumorspezifischer Transfer von Anti-microRNA zur
Krebstherapie — pHLIP ist der Schliissel**
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Ein tieferes Verstandnis der RNA-Interferenz (RNAi) wird
neue medizinische Moglichkeiten eroffnen. Das humane
Genom codiert fiir tiber 1700 microRNAs (miRs), die ge-
webs- und krankheitsspezifisch exprimiert werden. Eine
transkribierte miR wird einem Reifeprozess unterzogen; da-
zu gehort die Einlagerung des aus 21-23 Nucleotiden beste-
henden Leitstrangs in den ,,RNA-induced silencing complex*
(RISC) zusammen mit Argonautprotein. RISCs erkennen
komplementire Striange der Messenger-RNA (mRNA) durch
Watson-Crick-Basenpaarung (perfekte Ubereinstimmung der
ersten sieben oder acht Nucleotide des 5'-Endes des Leit-
strangs) und hemmen die Translation von mRNA in ein
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Schema 1. microRNA:-Interferenz. Die Rauten zeigen Optionen fr the-
rapeutische Eingriffe (Einbringen 1. von synthetischen pra-microRNA-
oder miR-Mimetika, um RNAIi zu induzieren, oder 2. von Anti-miRs wie
PNA oder LNA, um die RNA-Interferenz zu inhibieren und den RISC-
Strang zu hemmen).
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Protein (Schema 1). Auf diese Weise wird die Expression von
Genen auf posttranskriptioneller Ebene geregelt.

Fehlregulationen der miRNA-Expression wurden mit
dem Auftreten menschlicher Krankheiten in Verbindung ge-
bracht. Bei der Krebsentwicklung fiihrt ein Verlust von Tu-
morsuppressor-miRs (wie miR-34) zu aggressiveren, stirker
metastasierenden und chemoresistenteren Tumorzellen. Eine
therapeutische Wiedereinfithrung von Suppressor-miRs in
Tumoren (Schema 1, Raute 1) konnte maligne Phinotypen
umkehren. Ein miR-34-Mimetikum befindet sich derzeit in
der klinischen Entwicklung (als lipidische Formulierung) fiir
Patienten mit Leberkrebs oder Lebermetastasen.'! Im Un-
terschied dazu fordern andere miRs, die so genannten onco-
miRs, das Wachstum und die Aggressivitdt von Tumoren.
Solche onco-miRs konnen durch eine spezifische Basenpaa-
rung mit Antisensemolekiilen (8-23 Nucleotide), den so ge-
nannten miR-Antagonisten (Anti-miRs; Schema 1, Raute 2),
inaktiviert werden und somit benigne Proteinexpressions-
profile wiederherstellen.”

Die Zahl an miR- und andere RNAi-Therapeutika in
klinischen Studien wichst stetig.”! Die wesentliche Hiirde fiir
weitere Fortschritte ist dabei der intrazelluldre, idealerweise
gewebsspezifische Transfer. RNA wird in biologischer Um-
gebung abgebaut und kann als ein Polyanion von mittlerer
GroBe nicht passiv in Zellen hineindiffundieren. Zur Lésung
dieses Problems werden derzeit verschiedene chemische
Strategien entwickelt, darunter 1) chemische Modifikationen
des Grundgeriistes, 2) Nanopartikelformulierungen und
3) Oligonucleotidkonjugate. = Chemische Modifikationen
wurden zur direkten Stabilisierung des Oligonucleotid-
grundgeriistes entwickelt. Dazu gehoren Peptidnucleinsiduren
(PNAs), konformativ fixierte Nucleinsduren (locked nucleic
acids, LNAs) oder die tricycloDNA-Chemie.! Zur Erleich-
terung der Aufnahme in die Zelle wurden Sequenzen in ihrer
Nucleotidzahl minimiert. Dadurch entstanden sehr wirksame,
einzelstrangige siRNAs oder tiny-LNAs. Alternativ dazu
wurden, inspiriert von der natiirlichen Virusiibertragung,
RNAi-Molekiile in virusdhnliche Nanopartikel eingebaut.
Diese nutzen die zellspezifische Bindung oder andere Trans-
portdoménen fiir den zielgerichteten Transfer in Zellen. Eine
dritte Strategie vereint die Vorteile der beiden vorangehen-
den Vorgehensweisen: Oligonucleotide mit chemisch ver-
besserten Grundgeriisten wurden mit kleinen Transportdo-
ménen verbunden. Dabei handelt es sich z.B. um Liganden
fiir die zielgerichtete Bindung an Zellrezeptoren oder um
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zellgdngige Peptide, um Zelloberflichen oder endosomale
Membranen zu iiberwinden.”! Diese Konjugate konnen an
spezifische Stellen binden, und dank ihrer geringeren Grof3e
ist zu erwarten, dass sie eher in das Zielgewebe diffundieren
als groBere Nanopartikel. Die subkutane Injektion einer
solchen konjugierten siRNA fiihrte z.B. zu sehr vielverspre-
chendem Gen-Stummschalten in Mausen® und Menschen.”!
Diese siRNA war an einen synthetischen trimeren N-Ace-
tylgalactosamin-Liganden, der an den Asialoglycoprotein-
Rezeptor auf Leberzellen bindet, konjugiert. Fiir viele auf
RNAI basierende Transferkonzepte stellte sich die Leber als
das zugénglichste Zielorgan heraus. Der produktivste Me-
chanismus fiir den Zelleintritt (durch direkte Penetration der
Zellmembran oder durch Endozytose in Vesikel und an-
schlieBenden Austritt ins Zytosol) wird derzeit noch disku-
tiert.

Die kiirzlich veroffentlichte Arbeit von Cheng et al.”)
zeigt das Potenzial von Anti-miR-Peptidkonjugaten zur
Krebstherapie auf. Diese Anti-miR-Mittel basierten auf
PNAs, die iiber Disulfidbindung mit einem membrantrans-
lozierenden Peptid verbunden waren. Diese Anti-miR-Kon-
jugate wurden in verschiedenen Tumormodellen, darunter
streuende Lymphome, die sich spontan in transgenen Méusen
entwickeln, angewendet (Abbildung 1). Die Arbeit kann als
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Abbildung 1. Zielgerichtete Behandlung von miR-155-abhingigen
Lymphomen durch pHLIP. Zielgerichtete Verteilung von pHLIP, das
mit Alexa Fluor 750 (A750) markiert wurde, 36 h nach der systemi-
schen Applikation in a) nackte Mduse mit miR-155-Tumoren in der
Flanke und b) eine miR-155-Maus mit Lymphadenopathie. Kontrolle:
A750-Cystein. LN: Lymphknoten. c) Schema der PNA-Anti-miR-155-
Aufnahme durch pHLIP. 1) Bei pH < 7 integriert sich der C-Terminus
von pHLIP quer durch Lipiddoppelschichten, was den Transfer der an-
gehingten miR-155-PNA erleichtert. 2) Die Disulfidbriicke zwischen
pHLIP und Anti-miR-155 wird im Zytosol reduziert. 3) Intrazellulire
Anti-miR-155-PNA liegt frei vor, um an miR-155 zu binden und diese
zu inhibieren. Adaptiert aus Lit. [7] mit Genehmigung von Macmillan
Publishers Ltd, Nature Publishing Group (2015).

ein Meisterstiick interdisziplindrer Arbeit zwischen Mem-
branbiophysik, Nucleinsdurechemie, Transfer und microR-
NA-Tumorbiologie angesehen werden. Mehr als zwei Jahr-
zehnte an wichtigen Entdeckungen wurden zusammengefasst
und fiihrten zu einem signifikanten Durchbruch. Ungeladene
Polyamid-PNAs wurden 1991 das erste Mal von Nielsen et al.
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beschrieben.® In den spiten 1990ern zeigten Engelman und
Mitarbeiter, dass sich transmembranére Peptide wie die C-
Helix des Bakteriorhodopsins pH-abhingig spontan in Dop-
pellipidschichten einlagern konnen. Spiter entwickelten sie
ein verwandtes Peptid mit dem Namen pHLIP: das pH-
(,,Jow*“)-Insertionspeptid. pHLIP ist ein 38 Aminosduren
langes, hydrophobes und negativ geladenes Peptid, das sich
im leicht sauren pH-Bereich (um pH 6.5) als eine Helix in
Zellmembranen integriert. Zu transportierende Molekiile
werden durch die Plasmamembran hindurch in die lebenden
Zellen verlagert, wenn sie am C-Terminus von pHLIP ange-
bracht werden. Sind die Molekiile iiber eine Disulfidbriicke
angekniipft, werden sie in der reduzierenden intrazelluldren
Umgebung freigesetzt (Abbildung 1c¢). Es stellte sich jedoch
heraus, dass diese Transfermoglichkeit auf niedermolekulare,
ungeladene Verbindungen beschriankt war. Der Transport
eines 20 Basen langen Oligonucleotids gelang nicht; dagegen
konnten PNAs erfolgreich in das Zytosol transferiert wer-
den.”! Diese direkte Durchquerung von Zellmembranen un-
terscheidet sich bemerkenswert von der Mehrheit der
Transferwege. Bei letztgenannten werden Partikel gewohn-
lich zuerst in Endosomen aufgenommen und durchqueren
anschliefend die Membran.

Um den Tumor invivo spezifisch zu treffen, nutzten
Cheng et al.l”! die Acidose (unter pH 7), durch die solide
Tumoren und eine Vielzahl anderer pathologischer Zustande
(z.B. Entziindungen oder Infektionen) gekennzeichnet sind.
Die Autoren zeigten, dass die zellulire Aufnahme und der
funktionelle pHLIP-PNA-Anti-miR-Transfer in vitro bei ex-
trazellulirem pH 6.2, jedoch nicht bei physiologischem
pH 7.4 stattfinden. Die In-vivo-Untersuchungen konzen-
trierten sich groBtenteils auf die onco-miR-155 und Lym-
phome. Die Uberexpression von miR-155 tritt in vielen
Krebsarten auf und kann die Entwicklung von Lymphomen
induzieren.!"”? Slack und seine Mitarbeiter entwickelten ein
Tet-Off-basiertes, transgenes Mausmodell, in dem miR-155 in
hiamatopoetischem Gewebe exprimiert wird. Im Alter von
zwei bis drei Monaten entwickeln diese Méuse spontan ein
streuendes Lymphom. Die Autoren demonstrierten einen
zielgerichteten Transport von intravends injiziertem und
fluoreszenzmarkiertem pHLIP in subkutanes (Abbildung 1a)
und spontan streuendes Lymphom (Abbildung 1b). Wichtig
ist, dass das Material nicht in der Leber, einem wesentlichen
Sammelbecken fiir Nanoagentien, akkumulierte. Als eine
positive Uberraschung reduzierte die pHLIP-Konjugation die
Leberakkumulation von pHLIP-Anti-miR um ein Zehnfa-
ches gegeniiber jener der unmodifizierten PNA. Auflerdem
wurde ein Transfer (wahrscheinlich aufgrund der Aciditit der
Nierentubuli) in die Niere, die pHLIP ausscheidet, gefunden.
Bei der hochsten untersuchten Dosis zeigten toxikologische
Studien in Méausen keinerlei Anzeichen von Toxizitdt (Kor-
pergewicht, Blutbild, Leberenzyme, Nierenfunktion und
Morphologie) infolge der Behandlung. Zwei intravendse In-
jektionen einer geringen Dosis (1 mgkg ') pHLIP-Anti-miR-
155 fithrten zu einer signifikanten Retardation des Wachs-
tums der subkutanen Lymphome. Dies konnte in Kontroll-
gruppen, bei denen Anti-miR-Sequenzen ohne Zielgen oder
Anti-miR-155 PNA ohne pHLIP verwendet wurden, nicht
beobachtet werden. Bei einer geringfiigig hoheren Dosis
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wurde ein signifikanter Uberlebensvorteil gegeniiber dem
Einsatz von Anti-miR-155-LNA nachgewiesen. Die Aus-
breitung von lymphatischen Metastasen in andere Organe
wurde blockiert. Bemerkenswerterweise konnten therapeu-
tische Effekte im klinisch relevantesten, spontan streuenden
Lymphommodell aufgezeigt werden. Hier reduzierte sich die
Tumorlast in Milz, Lymphknoten und Leber. Der tumorspe-
zifische Transport mithilfe von pHLIP und die Anti-miR-155-
PNA-Therapie erwiesen sich auch bei anderen Krebstypen als
wirksam. Dies verspricht eine glinzende Zukunft fiir Arz-
neimittel auf Basis von Anti-miR-Konjugaten.

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 5824-5826
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