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RNA-Interferenz: Die Zuversicht ist wieder zuriickgekehrt

Die mittlerweile 15-jahrige Geschichte der RNA-Interferenz geizt nicht mit dramatischen Effekten. Sie begann mit der
unerwarteten Entdeckung und Veréffentlichung des Prozesses der posttranskriptionellen Gen-Stilllegung Gene Silencing
1998 wofiir die beiden US-Amerikaner Andrew Fire und Craig Mello schon 2006 den Nobelpreis erhielten. 2001 gelang es
Thomas Tuschl mit synthetischen RNA-Schnipseln siRNA Gene in Humanzellen auszuschalten. Inzwischen wird neben der
Anwendung von RNAi in der Grundlagenforschung auch an Therapeutika und dem Einsatz von RNAi im Pflanzenschutz
gearbeitet.

In der Lobrede auf die RNAi-Entdecker Craig Mello und Andrew Fire, die 2006 mit dem Paul-Ehrlich-Ludwig-Darmstaedter-Preis
ausgezeichnet wurden, heiBt es: , Die RNA-Interferenz ist eine vergleichsweise einfache und universelle Methode, um einzelne
Gene abzuschalten, indem ihre Boten-RNA uber einen komplexen Mechanismus mit Hilfe von doppelstrangigen, kleinen RNA-
Molekiilen gezielt abgebaut wird. Sie (...) hat bereits jetzt einen unschatzbaren Beitrag zum Verstandnis molekularer und
medizinisch relevanter Zusammenhinge geschaffen” (zitiert nach Arztezeitung, 13.03.2006). Das Stummschalten der Gene
iber RNAi ist ein natiirlicher Mechanismus, der Zellen vor RNA-Viren schiitzt (siehe gelber Kasten unten).

Inzwischen haben sich RNAi-Technologien als Standardmethoden zur Untersuchung von Genen etabliert. Durch Einbringung
kurzer doppelstrangiger RNA-Molekiile (small interfering RNAs, siRNAs), die in ihrer Sequenz einem stillzulegenden Zielgen
entsprechen, kann dessen Funktion unterdriickt werden. In den Biowissenschaften kann der Mechanismus im Grunde auf jede
RNA-Sequenz lbertragen werden und stellt ein ideales Werkzeug dar, um Gene zu blockieren und so deren Funktion zu
verstehen.

Nutzung von RNAi zu therapeutischen Zwecken

Aber auch an der Nutzung von RNAi zu therapeutischen Zwecken wird intensiv geforscht. Als Wirkstoffe dienen siRNAs, aber
auch shRNAs und miRNAs (Beschreibung siehe gelber Kasten). Uber 20 Wirkstoffe haben bisher die klinische Phase erreicht,
aber nur einige davon werden weiterhin untersucht (zitiert nach Kubowicz).

Indikationsgebiete sind unter anderem Makuladegeneration, Krebs und antivirale Therapieansatze, aber auch Asthma,
Hypercholesterindmie und genetisch bedingte Hautkrankheiten und Amyloidose. Auch RNAi-basierte Therapien der
Muskeldystrophie Duchenne, von HCV (Hepatitis C) und Influenza machen die Gemeinde der RNAi-Forscher wieder
zuversichtlich (Mulcahy).

An der Zustellung’ wird gearbeitet

Die Klasse der RNAi-Therapeutika verspricht eine
grundlegend neue Richtung zur Behandlung menschlicher
Krankheiten dadurch, dass fiir Wirkstoffe wie
niedermolekulare Verbindungen und herkémmliche
therapeutische Proteine bislang unerreichbare molekulare
Ziele plotzlich zuganglich scheinen (Barros).

Das klinische Potenzial von nukleinsdurebasierten
Arzneistoffen wird eingeschrankt durch ihre Anfalligkeit
flir den Serum-Nuklease-Abbau, die schnelle Ausscheidung
uber die Nieren und eine nichtspezifische Gewebe-
Anhaufung. Dariiber hinaus schrankt die
makromolekulare und polyanionische Beschaffenheit die
Aufnahme uber die Zellmembran ein. Verbesserungen bei
der "Zustellung' sowohl auBerhalb als auch innerhalb der
Zelle gelten als Schlissel fiir den Erfolg (zitiert nach



https://www.gesundheitsindustrie-bw.de/
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eine Form der Genregulation, bei der kurze doppelstrangige RNA-Abschnitte

(dsRNA) eine Enzymkaskade auslésen, die im Abbau einer homologen Ziel- Bisher hat kein Wirkstoff, der auf die Technik der RNA-
mMRNA endet. Dadurch wird wiederum die Syntheserate des Ziel-Proteins Interferenz setzt, den Markt erreicht. Dennoch wéchst in
grcr:ggngERY | Adobe Stock Fachkreisen wieder die Zuversicht. Die Fachpresse
konstatiert die wachsende Bedeutung einer
wirkungsvollen RNA-Delivery-Technologie angesichts einer
Vielzahl von Firmen-Kooperationen und -Ubernahmen. Der
zuriickgekehrte Optimismus hangt damit zusammen, dass die Kardinalprobleme der RNAi-Technologie (Aufnahme in die Zelle
und Stabilitat) durch chemische Modifikation der RNA-Molekiile oder durch deren Verpackung in Nanopartikel offenbar 16sbar
erscheinen, was gute Studienergebnisse untermauern (Bouchie).

Die Technologie erreicht neue Reifegrade

Inzwischen ist Forschern des US-Unternehmens Life Technologies die lipidbasierte RNAi-Transfektion fiir Anwendungen im
lebenden Organismus gelungen. Damit scheint es Grundlagen- wie Pharmaforschung méglich, die Nukleinsduren ohne die
Gefahr ihres Abbaus funktionellen und biologischen Analysen in Kleintiermodellen zuganglich zu machen (Labant).

Vor Kurzem ist es Forschern gelungen, siRNA-Molekiile in lebenden Zellen (E. coli) zu produzieren. Im Vergleich zur chemischen
oder In-vitro-Synthese bringt die erneuerbare Produktion in Bakterien voll funktionsfahige siRNA-Molekiile hervor mit einem
Eigenschaftsprofil (geringe Nebenwirkungen und hoher Knock-Down, geringe Produktionskosten), das nach Expertenmeinung
(Blau) breite Anwendung in Labor und Industrie erwarten Idsst.

Neue Funktion der RNA-Interferenz in Sdugern entdecke

Obwohl therapeutische Anwendungen forciert werden, geht der Grundlagenforschung nicht die Arbeit aus, denn die RNA-
Interferenz ist zwar gut, aber noch nicht vollstandig verstanden. So sind noch nicht alle Funktionen und endogenen
Zielstrukturen der RNAi entdeckt. Was bislang Vermutung war, wurde jetzt bestatigt: Auch Sdugetiere nutzen wie Pflanzen und
Wirbellose RNA-Interferenz, um sich gegen Viren zu schiitzen. Der Nachweis gelang Forschern um Olivier Voinnet (ETH Ziirich)
an Mdusezellen (Science, 2013). Auch Einzeller wie Archaeen und Bakterien verfligen tber diesen Mechanismus, den deutsche
Forscher in einem DFG-Verbundprojekt entschliisseln.

Neue Anwendungen in der Landwirtschaft

Der Einsatz von RNA-Interferenz zur Bekampfung von Schadlingen wird ebenfalls erforscht. Neu wdre eine von Monsanto und
anderen Unternehmen erforschte Anwendung, Honigbienen vor der tédlichen Varroa-Milbe zu schiitzen. 2011 kaufte der
Konzern die israelische Firma Beeologics, die genau diese Technologie entwickelt hat. Bienenlarven werden mit Zuckerwasser
gefiittert, worin sich RNA-Molekiile befinden, die lebenswichtige Stoffwechsel-Gene der Milben ausschalten. Uber den Darm
gelangen die RNA-Molekiile in die Hdmolmyphe der Bienenlarven. Varroa-Milben erndhren sich von deren Hdmolymphe und
nehmen dabei die RNA auf (Young).

Auch Pflanzen sollen mittels RNAi vor Viren geschiitzt werden. Der Stuttgarter Botaniker Holger Jeske zum Beispiel hat
transgene Bohnen entwickelt, die siRNA bilden, die sie vor einer Infektion mit Geminiviren schiitzt. Diese Technik soll nun auch
auf andere Pflanzen Ubertragen werden (Deutschlandfunk, 2013).
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RNAi - Ein Uberblick

Als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnet man eine Form der Genregulation, bei der kurze doppelstrangige RNA-Abschnitte
(dsRNA) eine Enzymkaskade auslosen, die im Abbau einer homologen Ziel-mRNA endet. Dadurch wird wiederum die
Syntheserate des Ziel-Proteins verringert.

RNAi Iasst sich in eine Initiationsphase und eine Effektorphase einteilen, wobei die Initiation mit der Bildung von dsRNA
beginnt. Natirliche dsRNA kann von Viren stammen, oder sie kann in Form von microRNAs (miRNAs) im Genom codiert
sein.

Wahrend der Initiationsphase bindet die dsRNA an eine Endonuklease, die als Dicer bezeichnet wird. Dieser Dicer spaltet
die dsRNA in sogenannte kurze interferierende RNAs (siRNA), welche 21 bis 23 Nukleotide lang sind. Das 5’-Ende der
siRNAs wird im Anschluss durch eine mit dem Dicer assoziierte Kinase phosphoryliert und in der Effektorphase auf den
RNA induzierenden Silencingkomplex (RISC) ibertragen. Dieser RISC-Komplex entwindet nun die siRNAs und nutzt einen
Strang als Matrize fir die Suche nach komplementaren mRNAs, welche dann durch assoziierte Enzyme gespalten werden.

An einige dieser gespaltenen Fragmente bindet eine RNA-abhdngige RNA-Polymerase und synthetisiert komplementdre
Strdnge. Dadurch entstehen mehr dsRNAs, welche durch den Dicer-Komplex erkannt und durch seine Aktivitdt in siRNA
gespalten werden. Dieser Prozess flihrt zu einer Verstarkung der RNA-Interferenz.

shRNAs: Small hairpin RNAs sind RNA-Molekiile, welche Haarnadelstrukturen ausbilden und dazu genutzt werden, Gene
mithilfe der RNA-Interferenz kiinstlich stillzulegen.

siRNAs: Short interfering RNAs sind kleine (17-25 Nukleotide), doppelstrangige RNA-Fragmente, die wahrend der RNAI
eine Rolle spielen. Sie sind am 5'-Ende phosphoryliert.

miRNAs: microRNAs sind nicht codierende RNAs. Sie modulieren post-transkriptional wahrend der Entwicklung vieler
Organismen die Expression unterschiedlichster Gene durch Zerstérung der komplementdren Ziel-mRNA.
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