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1  Einleitung

1.1 Hintergrund

Ribonukleinsduren (RNA) spielen eine essenzielle Rolle
in simtlichen Zellen aller Organismen. Trotzdem standen
diese Molekiile in der 6ffentlichen Wahrnehmung bis vor
kurzem im Schatten der sehr viel bekannteren Desoxyri-
bonukleinsdure (DNA). Erst die Covid-19-Pandemie hat
RNAs in Form von mRNA-Impfstoffen in das 6ffentliche
Scheinwerferlicht gertickt: Weniger als ein Jahr nach Aus-
bruch der Pandemie standen in den meisten westlichen
Landern mRNA-Impfstoffe gegen Sars-CoV-2 zur Verfii-
gung. Dies ist das Resultat jahrzehntelanger Forschung
sowohl zur Struktur und Funktion von RNAs als auch zu
deren Einsatz als Therapie. In der Schweiz waren im Ap-
ril 2023 etwa ca. 70 Prozent der Bevilkerung gegen Sars-
CoV-2 geimpft, die allermeisten mit einem mRNA-Impf-
stoff.

RNAs kommen natiirlicherweise in allen Zellen vor und
iibernehmen verschiedenste Funktionen. Eine prominen-
te Rolle spielen RNAs in der Herstellung von Proteinen,
indem zum Beispiel messenger RNAs (mRNAs) die ge-
netische Information von der DNA im Zellkern ins Zyto-
plasma tibertragen. RNAs nehmen aber auch viele regu-
latorische Funktionen in der Zelle wahr und kénnen an
unterschiedlichste Zielmolekiile binden. Dadurch eignen
sie sich potentiell fiir eine Vielzahl von Anwendungen,
insbesondere in der Medizin und der Landwirtschaft.
RNA-Technologien, vor allem fiir therapeutische An-
wendungen, werden seit iiber 30 Jahren entwickelt. Die
ersten RNA-basierten Therapien wurden bereits um die
Jahrhundertwende zugelassen (siehe Abschnitt 2.2.2.1
ASOs). Allerdings vermochten sich die Technologien da-
mals noch nicht breit durchzusetzen. Erst in den letzten
Jahren wurden entscheidende technische Fortschritte er-
zielt, etwa, um RNA zu stabilisieren und sie effizient in
Zielzellen einzuschleusen. Dies hat dazu gefiihrt, dass
innerhalb weniger Jahre gleich mehrere neue RNA-The-
rapien entwickelt wurden und sich die 6ffentliche und
industrielle Forschung zu RNA-Technologien stark in-
tensivierte (Mollocana-Lara et al., 2021). Mit dem Erfolg
der mRNA-Impfstoffe gegen Sars-CoV-2 sind RNA-Tech-
nologien nun noch stdrker in den Fokus geriickt. Auch
hierzulande arbeiten verschiedene Forschungsgruppen
und -netzwerke, z.B. das Nationale Kompetenzzentrum
fiir RNA & Krankheit (NCCR RNA & Disease), sowie pri-
vate Unternehmen, an der Forschung und Entwicklung
von RNA-Technologien, vor allem im therapeutischen
Bereich.
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1.2 Ziel des Berichts

Der vorliegende Bericht hat das Ziel, einen technisch-
naturwissenschaftlichen Uberblick iiber die verschiede-
nen aktuell relevanten RNA-Technologien zu verschaf-
fen. Er liefert Informationen zu den Wirkmechanismen
der verschiedenen RNA-basierten Ansétze, ihren Anwen-
dungsfeldern und Produkten und ihrem Entwicklungs-
stand. Der Bericht soll dazu dienen, Nutzen, Risiken und
Grenzen der verschiedenen RNA-Technologien und ihrer
Produkte einzuschitzen und zu diskutieren. Zudem soll
er die rechtliche Einordnung von RNA-Produkten unter-
stiitzen.

13 Vorgestellte Technologien

Der Bericht diskutiert verschiedene Technologien, die auf
RNA-Molekiilen basieren. RNA steht fiir Ribonukleinséu-
re (Englisch «ribonucleic acid») und besteht aus dem Zu-
cker Ribose sowie den vier Basen Adenin, Guanin, Cytosin
und Uracil. Chemisch unterscheidet sich RNA von DNA
(Desoxynukleinsdure, Englisch «deoxyribonucleic acid»)
dadurch, dass sie die Base Uracil (U) anstelle von Thymin
(T) enthélt und dass der DNA im Vergleich zu RNA eine
Hydroxygruppe am Zucker-Phosphat-Riickgrat fehlt. An-
ders als DNA, die praktisch immer als Doppelstrang vor-
liegt, ist RNA oft einzelstrangig. RNA ist im Unterschied
zu DNA ausserdem sehr anfillig fiir den Abbau durch Ri-
bonukleasen genannte Enzyme, die in Organismen allge-
genwirtig sind. Bei vielen RNA-Technologien werden die
RNA-Molekiile dementsprechend chemisch modifiziert
um, unter anderem, ihre Stabilitdt zu erhéhen. Diese mo-
difizierten Nukleinsduren lassen sich nicht eindeutig als
RNA oder DNA klassifizieren, wenn sie die Hydroxygrup-
pe, welche die beiden Stoffe unterscheidet, nicht aufwei-
sen. Zudem gibt es Wirkstoffe, die sowohl aus RNA- als
auch DNA-Molekiilen bestehen kénnen, beispielsweise
Antisense-Oligonukleotide (ASOs) (siehe Abschnitt 2.1.1
Antisense-Oligonukleotide). RNA-Technologien sind so-
mit nicht immer eindeutig von DNA-Technologien ab-
zugrenzen. Wo es sinnvoll ist, werden daher im Bericht
vereinzelt auch DNA-basierte Methoden erwihnt, wenn
ihr Wirkmechanismus mit jenem der RNA-Technologien
iibereinstimmt.

Nicht Gegenstand des Berichts sind Technologien, die
RNA-Molekiile verwenden, um das Erbgut der Zielzel-
len zu verdndern. Dazu gehort insbesondere die CRISPR/
Cas-Methode zur Genom-Editierung, die nebst dem
Cas-Enzym zwei RNA-Molekiile verwendet. Auch nicht
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behandelt werden RNA-Viren und Virus-dhnliche Vekto-
ren, wie zum Beispiel Replicons, da sich diese in ver-
schienden Aspekten — insbesondere in Bezug auf die
biologische Sicherheit — von den hier vorgestellten Tech-
nologien deutlich unterscheiden.

Der Bericht fokussiert auf RNA-Technologien, die mit
Blick auf Anwendungen in Therapie und Landwirtschaft
erforscht und entwickelt werden. Es werden sowohl
Technologien berticksichtigt, die bereits etabliert und
mit ersten Produkten auf dem Markt sind (wie z.B. die
mRNA-Impfstoffe), als auch Ansitze, die sich in einer
friithen Forschungs- und Entwicklungsphase befinden.
Die fiir den Bericht relevanten RNA-basierten Methoden
wurden anhand der Fachliteratur sowie basierend auf
Einschédtzungen von Fachpersonen ermittelt und in acht
Gruppen unterteilt:

. Posttranskriptionelles Gen-Silencing,

. mRNA-Technologien

. RNA-Aptamere

. Lange nicht-codierende RNAs

. RNA-abhdngige DNA-Methylierung

. RNA-Aktivierung (RNAa)

. Zirkuldre RNAs

. Ribozyme

N DU A WN -

Die verschiedenen RNA-basierten Methoden kénnen sich
in der Art der verwendeten RNA-Molekiile, in den Ziel-
molekiilen, an welche sie binden, und/oder im Wirkme-
chanismus unterscheiden (siehe Abbildung 1).

Die Abgrenzung der verschiedenen Methoden ist nicht
immer eindeutig, und auch in der Literatur werden ver-
schiedene Kategorien und Bezeichnungen verwendet. Die
hier verwendete Gruppierung ist somit nur eine von meh-

Sequenz-Komplementaritdt

A-T-G-C-C-C-T-G
EEEEEEN
T-A-C-G-G-G-A-C
RNAi} —

ASO Silencing

RdDM
RNAa

Proteincode

reren Mdoglichkeiten, die unterschiedlichen RNA-Tech-
nologien zu klassifizieren.

1.4  Aufbau des Berichts

In den ersten Kapiteln (Kapitel 2—5) werden vier RNA-
Technologien detailliert beschrieben, die bereits mit Pro-
dukten etabliert sind und/oder denen ein grosses Poten-
tial fiir zukiinftige Anwendungen in Therapie oder Land-
wirtschaft zugeschrieben wird. Fiir jede Technologie
werden ihr Wirkmechanismus, ihre moglichen Anwen-
dungen sowie ihr Entwicklungsstand beschrieben.

Die Relevanz der verschiedenen Methoden wurde anhand
der Literatur und der Einschétzung der involvierten Fach-
personen (siehe Impressum) ermittelt. Insgesamt werden
das Posttranskriptionelle Gen-Silencing (Kapitel 2) und
mRNAs (Kapitel 3) als die beiden zurzeit massgeblichsten
Ansitze angesehen. Beide haben sich mit ersten therapeu-
tischen Produkten bereits etabliert und haben ein grosses
Potential fiir weitere medizinische Anwendungen. Basie-
rend auf dem Ansatz des Posttranskriptionellen Gen-Silen-
cing werden zudem Anwendungen fiir die Landwirtschaft
erforscht und entwickelt. Ein erstes Pflanzenschutzmittel
wurde in den USA bereits zur Zulassung angemeldet. Ap-
tamere (Kapitel 4) sind ebenfalls eine etablierte Technolo-
gie mit zugelassenen Produkten. Allerdings wurden in den
letzten Jahren keine Zulassungen mehr erteilt, und die For-
schung beschrénkte sich lange auf Nischenanwendungen.
Die langen, nicht-codierenden RNAs (Kapitel 5) befinden
sich noch in einer relativ frithen Entwicklungsphase. Auf-
grund ihrer vielfaltigen Wirkmechanismen wird ihr Poten-
tial allerdings als gross eingeschitzt, auch wenn noch viele
Herausforderungen bestehen.

3-D-Struktur

%*} 7 (b‘ S
N I‘}}\/f‘\( V"

Aptamere
Ribozyme

Abbildung 1: Einteilung nach Wirkmechanismus.

Die hier vorgestellten RNAs wirken entweder Uber die komplementare Bindung an RNA- oder DNA-Molekile; durch die Bindung an Molekile
Uber ihre dreidimensionale Struktur oder durch die Translation der codierten Information.



Die Kapitel 6-9 geben eine kurze Ubersicht iiber vier
weitere RNA-Technologien, die ebenfalls erforscht und
entwickelt werden, aber noch in einer frithen Entwick-
lungsphase sind: Die RNA-abhdngige DNA-Methylierung
kann in Pflanzen die Aktivitdt von Genen durch das An-
fiigen von chemischen Gruppen an die DNA regulieren;
die RNA-Aktivierung bewirkt eine erhdhte Genaktivi-
tdt durch die Bindung von kurzen RNAs an RNA- oder
DNA-Molekiile; zirkuldre RNAs sind ringformige RNAs
mit unterschiedlichen Funktionen; Ribozyme koénnen
chemische Reaktionen katalysieren.

Ein wichtiger Forschungs- und Entwicklungsbereich fiir
alle RNA-Technologien sind Verabreichungsmethoden
(«delivery methods»), um die RNA-Molekiile gezielt zu
den gewtiinschten Geweben und in die entsprechenden
Zellen zu bringen. Da RNA-Molekiile anfillig fiir den
Abbau durch Ribonukleasen sind und schlecht in Zel-
len eindringen konnen, miissen sie fiir die meisten An-
wendungen verpackt werden, z.B. in Nanopartikel oder
Liposomen. Die erfolgreiche Verbesserung der Formulie-
rung dieser Partikel war ein entscheidender Schritt, der
neueren RNA-Therapeutika, wie etwa der mRNA-Imp-
fung gegen Sars-CoV-2, zum Durchbruch verholfen hat.
Die Entwicklung noch effizienterer, sowie Gewebe- oder
Zell-spezifischer, Verabreichungsmethoden ist ein sehr
aktives, sich rasch entwickelndes Forschungsfeld. Das
letzte Kapitel bietet eine Ubersicht iiber die aktuell re-
levantesten Verabreichungsmethoden fiir therapeutische
Anwendungen sowie landwirtschaftliche Anwendungen.

Erarbeitung des Berichts

Der Bericht wurde von einer sechskdpfigen Autorin-
nen- und Autorengruppe mit Fachwissen im Bereich
RNA-Technologien unter der Leitung der Fachstelle des
Forums Genforschung der SCNAT erarbeitet. Anschlies-
send wurde der gesamte Bericht von weiteren Fachperso-
nen mit unterschiedlichem Fachwissen in einem Review
gepriift. Die Angaben zu den beteiligten Personen finden
sich im Impressum.

Swiss Academies Reports, Vol. 19, Nr. 1, 2024

Kategorien von RNAs

RNAs kénnen auf verschiedene Weisen in unterschiedliche
Gruppen unterteilt und entsprechend bezeichnet werden:

Sie kdnnen aufgrund ihrer Lénge in kurze RNAs (small RNAs,
SRNA) und lange RNAs (long RNAs) eingeteilt werden. Kurze
RNAs haben eine ungefdhre Lange von unter 200 Nukleotiden,
lange RNAs von Uber 200 Nukleotiden. Zu den langen RNAs ge-
horen vor allem die mRNAs und die «long non-coding RNAs».

Weiter kann die Struktur der RNAs entweder als einzelstran-
gig (single stranded RNA, ssRNA) oder doppelstrangig (double
stranded RNA, dsRNA) bezeichnet werden. Gewisse RNAs wer-
den zudem aufgrund ihrer Form klassifiziert, etwa als zirkulare
RNA (circular RNA, circRNA) oder Haarnadelférmige RNAs (z.B.
die short hairpin RNA, shRNA).

Schliesslich konnen RNAs auch aufgrund ihrer Funktion klassi-
fiziert werden. Auf einer obersten Ebene wird dabei zwischen
codierender RNA und nicht-codierender RNA (non-coding RNA,
ncRNA) unterschieden. Codierende RNAs enthalten die Infor-
mation fUr die Herstellung eines Proteins und sind mit der
mRNA gleichzusetzen. ncRNAs hingegen Ubernehmen eine
Vielzahl anderer Zellfunktionen, etwa in der Regulation der
Genexpression, der Produktion von Eiweissen, der Abwehr von
Viren oder dem Schutz des Genoms. Die ncRNAs werden ent-
sprechend weiter aufgrund ihrer spezifischen Funktionen dif-
ferenziert. Dazu gehoren bspw. die «small interfering RNAs»
(siRNAs), welche spezifische Ziel-RNAs binden und hemmen,
oder die Ribozyme, welche chemische Reaktionen katalysie-
ren. Allerdings gibt es auch RNAs, die translatiert werden und
trotzdem den langen nicht-codierenden RNAs zugeordnet wer-
den.

-



8 RNA-Technologien: Wirkmechanismen, Anwendungen und Verabreichungsformen

2  Posttranskriptionelles Gen-Silencing

2.1 Einleitung

2.1.1 Antisense-0Oligonukleotide

1978 synthetisierten Forscher ein Stiick DNA (auch Oli-
gonukleotid genannt), das komplementér zu einer kurzen
RNA-Sequenz des Rous-Sarkom-Virus war. Als die For-
scher das DNA-Stiick in eine Zellkultur gaben, beobach-
teten sie, dass sich das Virus nicht mehr in den Zellen ver-
breiten konnte. Die synthetisierte DNA-Sequenz hatte die
komplementdre RNA-Sequenz des Virus gebunden und
dadurch das Virus an der Replikation gehindert. Spéter
konnte gezeigt werden, dass Oligonukleotide auch zellei-
gene RNAs binden und dadurch Gene herunterregulieren
konnen. Dies erdffnete die Moglichkeit, virale oder zell-
eigene RNAs zu Forschungszwecken oder fiir medizini-
sche Anwendungen zu beeinflussen. Seither wurde diese
Technologie stetig weiterentwickelt, um in bestimmten
Zellen Zielgene spezifisch zu regulieren (Crooke et al.,
2021).

2.1.2 RNA-Interferenz

In den 1990er-Jahren entdeckte man, dass auch doppel-
strangige RNAs, die in eine Zelle eingebracht werden, die

A) RNA silencing concept

QU
substrate

B) RNA interference pathway

viruses, convergent transcription, inverted
repeat transcription, RARP activity, artificial

e

Expression bestimmter Gene hemmen konnen. Es stellte
sich heraus, dass dieser Mechanismus, RNA-Interferenz
genannt, in fast allen eukaryotischen Lebensformen auf-
tritt und bei der Regulation der Genexpression, bei der
Abwehr von Viren und beim Schutz des Genoms eine
wichtige Rolle spielt (Svoboda 2020).

In der Natur kommen verschiedene Arten von kurzen
RNAs vor, die Gene regulieren kénnen (Svoboda, 2020).
Es handelt sich bei allen um nicht-codierende RNAs
(ncRNA); das heisst, dass ihre genetische Informati-
on nicht fiir die Herstellung eines Proteins verwendet
wird. Die zwei héufigsten kurzen, nicht-codierenden
RNAs sind die small interfering RNAs (siRNA) und die
microRNAs (miRNA). Andere kurze ncRNAs haben oft
sehr spezifische Aufgaben, wie etwa piwi-interacting
RNAs (piRNA), die sogenannte Retrotransposons in den
Geschlechtszellen regulieren. Die verschiedenen kurzen
nicht-codierenden RNAs unterscheiden sich durch ihre
Lénge, ihre Herkunft und die Art der Ziel-RNAs.

Die 21-24 Nukleotide (nt) langen siRNAs entstehen in
der Natur durch die Spaltung einer langen dsRNA in
kurze Stiicke durch das Enzym Dicer (Dicer-like/DCL in
Pflanzen). In Wirbeltieren stammt die urspriingliche dop-
pelstrdngige RNA (dsRNA) meist von einem Virus, oder

C) microRNA pathway
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Abbildung 2: RNA-Silencing.

A) Grundlegender Ablauf: nicht-codierende RNA wird von Dicer in kiirzere RNA gespalten und von einem Argonautenprotein (AGO) gebunden. Zusam-
men mit AGO bindet die kurze RNA eine Sequenz auf der Ziel-RNA. Der Effekt kann durch eine RNA-abhdngige RNA-Polymerase verstarkt werden,
welche die dsRNA amplifiziert. B) RNA Interference. Aus synthetischen dsRNAs oder dsRNAs von Viren oder aus zelleigenen Transkripten entstehen
durch Dicer und dsRNA-bindende Proteine siRNAs, die bei der Bindung an die Ziel-mRNA zur enzymatischen Spaltung der mRNA fihren. C) miRNA in
Sdugetieren: Im Zellkern wird die im Genom codierte pri-miRNA von den Proteinen Drosha und DGR8 zur pra-miRNA verkirzt und anschliessend in das
Zytoplasma transportiert. Dort wird sie von Dicer zur miRNA verkirzt und bindet zusammen mit AGO und weiteren Proteinen an die Ziel-mRNA. Bei
einer nicht vollstandigen Sequenzkomplementaritat wird die Translation blockiert und die mRNA degradiert (Svoboda, 2020).



einem virus-dhnlichen Element (z. B. einem Transposon).
In Pflanzen und wirbellosen Tieren konnen siRNAs zu-
dem im Genom codiert sein und eigene Gene regulieren
(z.B. trans-acting siRNAs). Ausserdem konnen siRNAs in
Pflanzenzellen durch spezielle Polymerasen vervielfacht
werden und sich in der Pflanze verteilen (Svoboda, 2020).

Natiirliche miRNAs sind dagegen stets im Genom codiert
und liegen nach der Transkription als primary miRNAs
(pri-miRNAs) vor, die hunderte Nukleotide (nt) lang sein
konnen. Diese pri-miRNAs werden anschliessend zu 70—
80 nt langen miRNA-Vorldufern (pre-miRNAs) prozes-
siert, vom Zellkern in das Zytoplasma der Zelle transpor-
tiert und dort von Dicer in 17—24 nt lange doppelstrangige
miRNAs geschnitten (Svoboda, 2020).

Sowohl siRNAs als auch miRNAs werden anschliessend
von einem Protein aus der Argonaut-Familie gebunden.
Anschliessend wird einer der RNA-Striange entfernt, und
der dabei entstehende RNA-induced silencing complex
(RISC) aus Argonaut und weiteren Proteinen und einzel-
stridngiger siRNA oder miRNA bindet an eine bestimmte
Sequenz der Ziel-RNA. Wenn die Komplementaritit zwi-
schen der Ziel-RNA und der siRNA hoch ist, wird die
Ziel-mRNA vom RISC-Komplex enzymatisch gespalten.
Das ist bei siRNAs der Normalfall, kann aber, insbeson-
dere in Pflanzen, auch bei miRNAs vorkommen. In Tie-
ren ist die Komplementaritdt von miRNAs mit den Ziel-
mRNAs hingegen meist nur partiell, was dazu fiihrt, dass
der RISC-Komplex die mRNA zwar bindet, aber nicht
spaltet. Dadurch wird die Translation blockiert und die
mRNA oftmals abgebaut (Svoboda, 2020).

Aufgrund ihrer htheren Komplementaritit sind siRNAs
spezifischer, weil sie meist nur eine Ziel-RNA binden
konnen. miRNAs konnen dagegen mehrere mRNAs bin-
den und so die Herstellung von verschiedenen Proteinen
gleichzeitig hemmen (Svoboda, 2020).

Wahrend in Pflanzen sowohl siRNAs als auch miRNAs
eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Viren und bei
der Genregulation spielen, kommt siRNAs in Tieren,
insbesondere Sdugetieren, nur eine untergeordnete Be-
deutung zu. Das zeigt sich auch darin, dass die beiden
dsRNA-Arten in Pflanzen von einem komplexen Netz-
werk aus verschiedenen Proteinvarianten verarbeitet
werden. In Sdugetieren werden sie dagegen in getrennten
Prozessen verarbeitet, wobei derjenige der siRNAs stark
zurlickgebildet ist. Synthetische siRNAs, die man in eine
Sdugetierzelle eingebracht hat, werden von denselben
Faktoren wie miRNAs prozessiert (Svoboda, 2020).

Kurze doppelstrangige RNAs kénnen nicht nur die Trans-
lation, sondern auch die Transkription hemmen (siehe
Kapitel 6 RNA-vermittelte DNA-Methylierung).
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2.2  Therapeutische Anwendungen

Die Eigenschaft von ncRNA-Molekiilen, sich gezielt an
bestimmte Sequenzen anderer RNAs zu binden und da-
durch die Proteinsynthese zu beeinflussen, lasst sich auf
mehrere Arten fiir therapeutische Zwecke nutzen. Einer-
seits konnen einzel- oder doppelstrangige RNA-Molekiile
hergestellt werden, die in die betroffenen Zellen eindrin-
gen und dort die Menge einer Ziel-RNA reduzieren. Auf
diese Weise kann die Menge krankheitsauslosender Pro-
teine gesenkt werden. Andereseits kann die Produktion
krankheitsverhindernder Proteine erhoht werden, indem
schiddliche miRNAs gebunden werden, welche die Her-
stellung des entsprechenden Proteins reduzieren. Neben
mRNAs kommen auch lange nicht-codierende RNAs als
Ziele fiir die Regulation in Frage (siehe Kapitel 5 Lange
nicht-codierende RNAs).

miRNA-basierte Therapeutika gelten nicht als eigene
Klasse von Molekiilen, sondern sind ein Uberbegriff fiir
siRNAs oder ASOs, die entweder an miRNAs binden oder
miRNAs ersetzen (siehe Abschnitt 2.2.1.3 miRNA-basier-
te Therapeutika).

2.2.1 Beschreibung der Verfahren

2.2.1.1 Antisense-Oligonukleotide
Antisense-Oligonukleotide (ASOs) sind synthetische,
einzelstrangige, 12—24 nt-lange Nukleotidsequenzen. Es
kann sich dabei um DNA, RNA oder kiinstliche Nukleo-
tide — wie zum Beispiel LNA (locked nucleic acids) —
handeln. Oftmals werden Ribonukleotide modifiziert
und mit kiinstlichen Nukleotiden kombiniert, um Oli-
gonukleotide mit den gewiinschten pharmakologischen
Eigenschaften zu erhalten (siehe Abschnitt 2.2.1.4 Che-
mische Modifikationen) (Crooke et al., 2021; Hall et al.,
2022).

ASOs konnen {iiber verschiedene Mechanismen wirken:
Indem sie an die Ziel-mRNA binden, knnen einige ASOs
deren Spaltung durch das Enzym Ribonuklease H einlei-
ten. Dabei wird ein natiirlicher Mechanismus der Zelle
genutzt, der die Aufgabe hat, natiirlich vorkommende
DNA-RNA-Duplexe, etwa bei der Transkription oder bei
Virusinfektionen, zu beseitigen. Dies geschieht vor allem
bei DNA-basierten, modifizierten ASOs oder sogenann-
ten Gapmeren. Gapmere bestehen aus einer DNA-Se-
quenz, die von modifizierten Oligonukleotiden umgeben
ist. Zudem kann mit ASOs das Splicing modifiziert wer-
den. Beim Splicing werden bestimmte Bereiche aus einer
Vorform der mRNA, der pre-mRNA, herausgeschnitten
und somit bei der Translation nicht in ein Protein tiber-
setzt (siehe Abschnitt 3.1 Einleitung). Durch ASOs kann
dieser Prozess so verdndert werden, dass beispielsweise
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ein Stop-Codon in die mRNA eingebaut wird, was zu ei-
nem zu frithen Abbruch der Translation und zum Abbau
der Ziel-RNA fiihrt. Oder es kann eine Sequenz mit einer
schéddlichen Mutation {ibersprungen werden, sodass die
Mutation nicht in der fertigen mRNA enthalten ist (siehe
Abbildung 3)

Ausserdem konnen modifizierte einzelstrdngige RNAs
wie siRNAs wirken und — in den RISC-Komplex einge-
bunden — zu einer enzymatischen Spaltung der Ziel-RNA
fithren (siehe Abschnitt 2.2.1.2 Small interfering RNA
(siRNA) (Crooke et al., 2021).

Die Genexpression kann aber auch durch ASOs hochregu-
liert werden, indem sich diese zum Beispiel an miRNAs
binden und damit deren Funktion beeintrdchtigen (siehe
Abschnitt 2.2.1.3 miRNA-basierte Therapeutika) oder die
Translationsrate durch das Binden an bestimmte regula-
torische Sequenzen in der mRNA erhshen (Crooke et al.,
2021).
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Zu den therapeutisch weniger relevanten Mechanismen
von ASOs gehort die Verhinderung der Translation der
Ziel-mRNA durch das Blockieren des Ribosoms oder
die Spaltung der sogenannten Cap-Struktur am Ende der
mRNA. Zudem konnen ASOs die Linge des sogenannten
Poly(A)-Schwanzes am anderen Ende der mRNA verédn-
dern und dadurch die Stabilitdt der mRNA beeinflussen
(Crooke et al., 2021).

2.2.1.2  Small interfering RNA (siRNA)

Small interfering RNAs (siRNAs) sind 19-24 Nukleo-
tide-lange doppelstriangige RNA-Molekiile. Zusammen
mit mehreren Proteinen bilden sie den RNA-induced si-
lencing complex (RISC). Eingebunden in den RISC-Kom-
plex bindet einer der Strdnge, Leitstrang genannt, eine
komplementdre Sequenz auf der Ziel-mRNA durch Ba-
senpaarung. Dies fithrt in den meisten Féllen zu einer en-
zymatischen Spaltung der Ziel-mRNA (Svoboda, 2020).

Durch das Einbringen von siRNAs in eine Zelle konnen
mit diesem Mechanismus sowohl codierende als auch
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Abbildung 3: Funktionsweise von ASOs

1) ASOs, die Desoxynukleotide enthalten (Gapmere) binden eine komplementare Sequenz einer mRNA und rekrutieren die RNase H1,

die zum Blockieren der Translation und zur Degradation der mRNA fishrt. 2) ASOs kénnen durch die Bindung an komplementére Sequenzen

in pra-mRNAs beeinflussen, wo Splicing-Faktoren (SF) binden kénnen. Dadurch kénnen sie zur Inklusion oder zum Uberspringen eines Exons fiihren.
3) Sie kdnnen zu einem frihzeitigen Abbruch der Translation und dem Abbau der mRNA fihren. 4) Sie kénnen die Translation blockieren.

5) Sie kdnnen die Bindung von miRNAs verhindern. (Y. Zhu et al., 2022)



nicht-codierende RNAs spezifisch abgebaut werden. Da-
durch ermoglichen sie es, Gene herunterzuregulieren, die
aufgrund einer Mutation oder einer Fehlregulation eine
Krankheit verursachen. siRNAs, wie auch ASOs, zeich-
nen sich gegeniiber anderen Biopharmazeutika dadurch
aus, dass sie im Prinzip jede RNA, deren Sequenz be-
kannt ist, mit einer hohen Affinitdt und Spezifitdt binden
konnen. Kleine Biomolekiile oder Antikérper, welche die
Proteinfunktion beeinflussen sollen, miissen hingegen
so gestaltet werden, dass sie korrekt in eine komplexe
dreidimensionale Form passen, was bei vielen Protei-
nen schwer bis unmdoglich zu erreichen ist. Diese hohere
Bindungsfdhigkeit tréagt allerdings dazu bei, dass siRNAs
auch leichter an nicht-Zielmolekiile binden kénnen, was
zu unbeabsichtigten (Off-target-)Effekten fithren kann.
Ausserdem sind siRNAs im Korper relativ kurzlebig. Um
ihre pharmakologischen Eigenschaften zu verbessern,
werden siRNAs fiir therapeutische Anwendungen meist
chemisch modifiziert (Hu et al., 2020) (siehe Abschnitt
2.2.1.4 Chemische Modifikationen).

Bisher wurden vier RNA Interferenz (RNA1i)-basierte The-
rapeutika von der amerikanischen Zulassungsbehorde
FDA zugelassen; weitere befinden sich in der klinischen
Phase (siehe Abschnitt 2.2.2 Stand der Entwicklung).

2.2.1.3  miRNA-basierte Therapeutika

Bei miRNA-basierten Therapeutika werden zwei ver-
schiedene Strategien unterschieden: miRNA-Antagonis-
mus und miRNA-Ersatztherapien. Der miRNA-Antago-
nismus (anti-miR) zielt darauf ab, die Expression oder
Funktion einer fehlerhaften Ziel-miRNA zu unterdrii-
cken oder zu reduzieren. Antagomirs genannte, kurze
einzelstrdngige nicht-codierende RNAs (mit einer dhnli-
chen Struktur wie ASOs), binden die Ziel-miRNAs und
storen so deren Funktion durch komplementére Hybridi-
sierung und sterische Hinderung. Das heisst, sie verhin-
dern, dass die miRNA sich an die natiirliche Ziel-mRNA
binden kann. Eine miRNA-Ersatztherapie wiederum hat
das Ziel, die Expression oder Funktion einer miRNA wie-
derherzustellen. Es kann sich dabei zum Beispiel um eine
miRNA handeln, die bestimmte Gene herunterreguliert,
welche die Entstehung von Krebs fordern. Wenn diese
miRNA herunterreguliert wurde, erh6ht sich das Risiko,
dass ein Tumor entsteht. Bei der Ersatztherapie wird ein
kurzes, doppelstrangiges RNA-Molekiil (miRNA-Mimic)
synthetisiert, das der endogenen miRNA &hnelt. Dieses
wird anschliessend in die Zelle eingebracht und tber-
nimmt dort die Funktion der natiirlichen miRNA (Traber
& Yu, 2022). miRNAs regulieren — anders als siRNAs, die
sehr spezifisch sind — oft die Expression mehrerer Gene.
Diese Eigenschaft ermdglicht es, mittels miRNA-basier-
ten Therapeutika mehrere kritische Elemente in deregu-
lierten zelluldren Prozessen gleichzeitig zu beeinflussen
(Traber & Yu, 2022).

Swiss Academies Reports, Vol. 19, Nr. 1, 2024 _H

Wihrend sich einige Anti-miR Therapien bereits in der
klinischen Phase befinden, sind miRNA-Ersatztherapi-
en erst in der préaklinischen Phase (siehe Abschnitt 2.2.2
Stand der Entwicklung).

2.2.1.4  Chemische Modifikationen

Da RNA 7n vivo sehr instabil ist und schnell durch En-
zyme (Nukleasen) abgebaut werden kann, muss sie fiir
viele medizinische Anwendungen chemisch modifiziert
werden, um das Phosphodiester-Riickgrat vor Nukleasen
zu schiitzen. Allerdings kénnen Modifikationen auch die
Bindungsfihigkeit an das Zielmolekiil negativ beeinflus-
sen. Die Suche nach Modifikationen, welche die Stabili-
tat, die Bindungsfdhigkeit, die zelluldre Aufnahme und
weitere pharmakologische Eigenschaften verbessern,
ohne dabei die Bindungsstdrke und Spezifizitdt zu stark
zu reduzieren, gehort zu den Schwerpunkten der medizi-
nischen Forschung in diesem Bereich.

2.2.1.41 ASOs

Die héufigste Modifikation bei ASOs, das Ersetzen der
natilirlichen Phosphodiester-Bindungen zwischen den
Nukleotiden durch synthetische Phosphothioat (PS)-Bin-
dungen, verhindert die Spaltung durch Nukleasen und
erleichtert dem Oligonukleotid den Zelleintritt. Zudem
unterstiitzt die stiarkere Bindung an Serumproteine das
Medikament bei seiner Ausbreitung in Geweben und Or-
ganen. Haufig wird auch die 2’-OH-Gruppe der Ribose,
die einzige Stelle, wo sich DNA und RNA in der Nukleo-
tidkette chemisch unterscheiden, durch eine 2’-O-Me-
thoxyethyl-Gruppe (2’-MOE), eine Methyl-Gruppe (2’-
OMe) oder eine eingeschlossene Ethyl-Gruppe (2’-cEt)
ausgetauscht. Alternativ dazu kann die Ribose-Einheit
mit einer zusidtzlichen C-O-Briicke zu LNAs (locked
nucleic acids) verbunden werden, um die Bindungs-
affinitdt zur Ziel-RNA zu erhchen. Der Ribose-Zucker
kann auch durch einen synthetischen Methylenmorpho-
lin-Ring ausgetauscht werden (phosphorodiamidate mor-
pholino oligos, PMOs, auch Morpholinos genannt), der
den Abbau durch Ribonukleasen verhindert. Um die Auf-
nahme in Leberzellen zu erleichtern, konnen die ASOs
mit N-Acetylgalactosamin (GalNAc) verbunden werden.
Dartiber hinaus gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher
chemischer Modifikationen, um die Oligonukleotide an
die gewiinschte Wirkungsweise und den Verabreichungs-
weg anzupassen (Adachi et al., 2021; Hall et al., 2022).
Es ist ausserdem moglich, die Sequenz in eine zirkuldre
RNA einzufiigen, die stabiler ist als lineare RNA und sel-
tener vom Immunsystem erkannt wird (siehe Kapitel 8
Zirkuldre RNAs).

2.2.1.4.2 siRNAs

Die ersten therapeutischen siRNAs (zum Beispiel Beva-
siranib) waren grosstenteils unmodifiziert und wurden lo-
kal verabreicht. Dabei zeigten sich allerdings eine geringe
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Effektivitdt und Off-Target-Effekte. Ausserdem kann die
angeborene Immunantwort ausgeldst werden. Deshalb
werden viele der Modifikationen, die sich in ASOs be-
wihrt hatten, auch bei siRNAs eingesetzt: Insbesondere
2’-0-Methyl (2’-OMe) und Phosphothioat (PS)-Bindun-
gen, welche die Spaltung durch Nukleasen verhindern,
und N-Acetylgalactosamin (GalNAc), das die Aufnahme
in bestimmte Leberzellen (Hepatozyten) férdert (Hu et al.,
2020).

2.2.2 Stand der Entwicklung

2.2.2.1 ASOs

Bisher wurden acht ASO-basierte Medikamente von der
US-amerikanischen Arzneimittelbehorde (FDA) und vier
von der Europdischen Arzneimittelbehoérde (EMA) zu-
gelassen. Das erste, Fomivirsen (FDA: 1998, EMA: 1999,
zurlickgezogen 2006 bzw. 2002 aus wirtschaftlichen
Griinden) zur Behandlung von Infektionen mit dem Cyto-
megalovirus, ist eine unmodifizierte DNA-ASO, die vira-
le RNA bindet. Eteplirsen (FDA: 2016, EMA: abgelehnt),
Golodirsen (FDA: 2019), Viltolarsen (FDA: 2020) und Ca-
simersen (FDA: 2021) sind Morpholino-Oligomere und
Nusinersen (FDA: 2016, EMA: 2017) ein 2’-MOE-modi-
ziertes ASO, die alle zum Uberspringen eines codieren-
den RNA-Abschnittes (Exons) fithren, der, wenn er eine
bestimmte Mutation enthélt, die Muskeldystrophie Typ
Duchenne verursachen kann. Mipomersen (FDA: 2013,
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EMA: abgelehnt) zur Behandlung der homozygoten fa-
milidren Hypercholesterindmie, Inotersen (FDA: 2018,
EMA: 2018) zur Behandung der hereditdren Transthy-
retin-vermittelten Amyloidose und Volanesorsen (EMA:
2019) zur Behandlung des familidren Chylomikrona-
mie-Syndroms sind 2’-MOE-modifizierte ASOs, die bei
der Bindung an mRNA-Molekiile deren Abbau durch die
Ribonuklease H bewirken (Crooke et al., 2021). Ausser
Fomivirsen, das bei einer viralen Augenentziindung ein-
gesetzt wurde, sind alle bisher zugelassenen Medikamen-
te auf die Behandlung seltener Erbkrankheiten ausgerich-
tet; sie kommen also in einem Bereich zur Anwendung, in
dem es wenig Konkurrenz durch niedermolekulare Ver-
bindungen (small molecule drugs) und Biopharmazeuti-
ka (z.B. monoklonale Antikérper) gibt und deshalb eine
Hochpreispolitik maglich ist (Hall et al., 2022).

2020 wurden sieben ASO-basierte Medikamente in der
klinischen Phase III getestet und 31 in Phase II. Darun-
ter befinden sich Medikamente gegen Krankheiten des
Nervensystems; muskulédre, kardiovaskuldre, entziind-
liche und metabolische Erkrankungen; Augenkrankhei-
ten; verschiedene Krebserkrankungen und ansteckende
Krankheiten (Crooke et al., 2021).

Eine weitere potentielle Anwendung von ASOs liegt in
der Behandlung sehr seltener Krankheiten durch perso-
nalisierte Medizin. Milasen wurde speziell fiir die Be-
handlung einer einzelnen Patientin entwickelt, indem ihr
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Abbildung 4: RNA-Modifikationen.

A) Modifikationen an der 2'-Positon der Ribose B) Modifikationen der Base (Feng et al., 2021).



spezifischer Gendefekt ermittelt und ein PS-MOE-Oligo-
nukleotid synthetisiert wurde, um den Splicing-Defekt
zu beheben (Hall et al., 2022).

2.2.2.2 siRNAs

In Europa und den USA wurden bereits vier RNAi-ba-
sierte Therapeutika zugelassen: Patisiran (FDA & EMA,
2018; Swissmedic, 2019), Givosiran (FDA, 2019; EMA,
2020; Swissmedic, 2021), Lumasiran (FDA & EMA, 2020;
Swissmedic 2021) und Inclisiran (EMA, 2020; FDA &
Swissmedic, 2021).

Patisiran (Onpattro®) wurde 2018 als erstes RNAi-ba-
siertes Medikament von der FDA fiir die Behandlung
der familidren Amyloidpolyneuropathie zugelassen. Bei
dieser Krankheit bilden sich Amyloid-Plaques aus fehl-
gefaltetem Transthyretin (TTR), einem Protein, das vor al-
lem in Leberzellen gebildet wird. Patisiran bindet an die
TTR-mRNA und reduziert dadurch die Entstehung der
Amyloid-Plaques. Givosiram (Givlaari®) ist fiir die Be-
handlung von akuter hepatischer Porphyrie (AHP) zuge-
lassen. Bei AHP sammeln sich wegen einer Uberproduk-
tion des Proteins Aminolevulinat-Synthase 1 (ALAS1)
giftige Stoffe in der Zelle an. Givosiram bindet an die
ALAS1-mRNA und reduziert dadurch die Proteinmen-
ge. Inclisiran (Leqvio®) ist gegen familidre Hypercho-
lesterdmie und klinische atheroskleorische Herz-Kreis-
lauferkrankungen zugelassen und reduziert das Enzym
Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9) in
der Leber (Hall et al., 2022; Traber & Yu, 2022). Luma-
siran (Oxlumo®) wird zur Behandlung der priméren Hy-
peroxalurie vom Typ 1 eingesetzt. Bei dieser Krankheit
wird Oxalat in verschiedenen Organen abgelagert. Luma-
siran reduziert das Enzym Glycolatoxidase (GO), das in
der Leber eine Vorstufe von Oxalat produziert und senkt
dadurch die Oxalat-Menge im Korper (Traber & Yu, 2022).

Patisiran besteht aus zwei mehrfach methylierten RNA-
Strangen, die von einem Lipid-Nanopartikel umschlos-
sen sind, der die Aufnahme in die Leberzellen erleichtert
(siehe Abschnitt 10.1.2.1 Lipid-Nanopartikel und Liposo-
me). Die siRNA-Medikamente der zweiten Generation —
Givosiran, Lumisiran und Inclisiran — enthalten keine
natiirlichen Nukleotide mehr und sind fiir eine erhohte
Aufnahme in Leberzellen an N-Acetylgalactosamin (Gal-
NAc) gebunden fiir die Aufnahme in bestimmte Leberzel-
len (sogenannte Hepatozyten) (Hall et al., 2022).

2.2.2.2.1 Herausforderungen

Therapeutische siRNAs miissen in das Zytoplasma und/
oder den Zellkern der Zielzellen gelangen, um aktiv zu
werden. Dafiir miissen sie eine Reihe von Hindernissen
iiberwinden: Sie miissen im Blut stabil bleiben, diirfen
also nicht enzymatisch abgebaut werden, und sie miis-
sen die Erkennung durch das Immunsystem umgehen.
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Dann miissen sie sich im gewiinschten Gewebe ansam-
meln und durch die Zellmembran transportiert werden
(Y. Zhu et al., 2022).

In der Oligonukleotid-Medikamentenentwicklung wird
versucht, den Transport in andere Zelltypen und andere
Gewebe als in die Leber einerseits mit chemischen Mo-
difikationen zu verbessern (siehe Abschnitt 2.2.1.4 Che-
mische Modifikationen). Andererseits werden verschie-
dene Verabreichungsvehikel — zum Beispiel aus Lipiden,
Lipid-dhnlichen Materialien, Polymeren, Peptiden, Exo-
somen und Nanopartikeln — entwickelt (siehe Abschnitt
10.1 Medizinische Verabreichungsmethoden) (Hu et al.,
2020). Mit der Konjugation von GalNAc-Liganden an die
siRNA gibt es bisher eine erprobte Methode, um siRNAs
in Leberzellen einzubringen. Methoden, um andere Zell-
typen gezielt anzusteuern, sind noch nicht etabliert, wer-
den aber intensiv erforscht. Deshalb konnten siRNAs
bisher nur intravends in Leberzellen geliefert werden
(Crooke et al., 2021). Verabreichungssysteme, die siRNAs
gezielt in das zentrale Nervensystem, die Augen, Nieren-
krebszellen und Epithelzellen abgeben kénnen, sind in
ihrer Entwicklung inzwischen fortgeschritten (Hu et al.,
2020).

2.2.3 Unerwinschte Effekte

2.2.3.1 ASOs

Welche unerwiinschten Effekte auftreten konnen, hingt
bei ASOs stark von ihrer chemischen Zusammensetzung
ab, da diese den Wirkmechanismus und die Interaktio-
nen mit anderen Molekiilen beeinflussen kann (siehe Ab-
schnitt 2.2.1.4 Chemische Modifikationen). Auch muss
zwischen Off-Target-Effekten, die durch die komplemen-
tdre Basenpaarung ausserhalb der Zielsequenz entstehen,
und unspezifischen Effekten, etwa Immunreaktionen
oder Interaktionen mit zelluldren Proteinen, unterschie-
den werden (Jason et al., 2004).

Die héufig eingesetzte Phosphothionat (PS)-Modifikation
in ASOs kann durch die Bindung an Immunrezeptoren
eine unspezifische entziindungsférdernde Reaktion her-
vorrufen. PS-ASOs kénnen sowohl das Komplementsys-
tem als auch das angeborene Immunsystem aktivieren
und haben das Potential, immuno- und zytotoxisch zu
wirken. Diese Gefahr ldsst sich allerdings durch gewisse
Modifikationen, wie 2’-MOE, stark reduzieren. Die Modi-
fikationen konnen einerseits die Erkennung durch Imm-
unrezeptoren verhindern, und andererseits durch bessere
pharmakologische Eigenschaften die Menge an Molekii-
len, die fiir die Therapie benétigt wird, reduzieren (Croo-
ke et al., 2021). Bei einigen PS-ASOs, die 2’-MOE-, cEt-
oder LNA-Modifikationen enthalten, wurden zelltoxische
Effekte beobachtet, die wahrscheinlich durch die Wech-
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selwirkung mit zelluldren Proteinen verursacht wurden.
Durch das Anfiigen von 2’-O-methyl (2’-OMe) konnte die-
se Wirkung allerdings stark abgeschwiécht werden (Shen
et al., 2019). Eigentliche Off-Target-Effekte durch eine
unspezifische Bindung der RNase H1 sind dagegen eher
selten zu erwarten, wenn die Zielsequenz sorgfiltig ge-
wéhlt wurde, da fiir die Spaltung eine hohe Komplemen-
taritdt notwendig ist (Crooke et al., 2021).

2.2.3.1.1 Verunreinigungen

Neben organischen und anorganischen Verunreinigungen
und Riickstdnden von Losungsmitteln, die auch bei der
Herstellung von anderen Therapeutika — etwa von nie-
dermolekularen Verbindungen — entstehen kénnen, tre-
ten bei Oligonukleotid-Therapeutika auch produktspezi-
fische Verunreinigungen auf.

Zusitzlich zu den gewiinschten Haupt-Oligonukleotiden
entsteht bei deren Synthese ein komplexes Gemisch von
Oligonukleotid-Nebenprodukten. Diese Nebenprodukte
unterscheiden sich vom Haupt-Oligonukleotid entweder
in der Nukleotidsequenz, der Struktur oder einzelnen Bin-
dungen zwischen den Nukleotiden. Oligonukleotid-Ne-
benprodukte, die strukturell mit den Hauptprodukten
identisch sind oder nur natiirlich vorkommende struk-
turelle Elemente enthalten, kénnen zwar prinzipiell
Off-Target-Effekte und unter bestimmten Umstdnden
Entziindungsreaktionen auslosen. Allerdings sind sie
meist nur in Mengen vorhanden, die pharmakologisch
nicht relevant sind. Nebenprodukte, die strukturelle Ele-
mente aufweisen, die weder im Haupt-Oligonukleotid,
noch in natiirlich vorkommenden Nukleotiden enthal-
ten sind, sind in ihren toxikologischen Eigenschaften
schwer einzuschédtzen. Capaldi und Kollegen empfehlen,
Oligonukleotidverunreinigungen chemisch zu charakte-
risieren und sie an Tieren zu testen, falls ein bestimmter
Qualifikationsschwellenwert {iberschritten wird, der von
den strukturellen Elementen abhéngt, die in der Verun-
reinigung vorhanden sind. Sie sind der Ansicht, dass sich
die Ergebnisse dieser Tests auf chemisch dhnliche Oligo-
nukleotide iibertragen lassen, sodass die Tests nicht bei
jedem neuen Oligonukleotid aus derselben Klasse wie-
derholt werden miissen (Capaldi et al., 2017).

2.23.2 siRNAs

siRNAs, die im RISC-Komplex gebunden sind, sollten
eigentlich nur an eine bestimmte Ziel-RNA binden. Al-
lerdings toleriert der Komplex gewisse Fehler bei der
Komplementaritdt, weshalb auch Sequenzen, die der
Zielsequenz dhnlich sind, gebunden werden kénnen. Die
Wahrscheinlichkeit fiir einen solchen Off-Target-Effekt
lasst sich durch bioinformatische Analysen und ein ent-
sprechendes Design der siRNAs reduzieren. Eine weite-
re Quelle fiir Off-Target-Effekte ist der zweite Strang der
siRNA, der sense-Strang, der nicht an die Ziel-mRNA bin-

den sollte. Es kann vorkommen, dass statt des beabsichtig-
ten antisense-Strangs der sense-Strang im RISC-Komplex
verbleibt und eine unerwiinschte RNA bindet. Dies kann
allerdings verhindert werden, indem der sense-Strang
chemisch so verdndert wird, dass er schwerer in den
RISC-Komplex geladen werden kann (Hu et al., 2020).

Wie bei ASOs besteht auch bei siRNAs die Gefahr, dass
das angeborene Immunsystem aktiviert wird. Auch bei
hier wird versucht, die Wahrscheinlichkeit einer Immun-
reaktion durch chemische Modifikationen zu reduzieren
(Hu et al., 2020).

2.3 Anwendungen im Pflanzenschutz

2.3.1 Beschreibung des Verfahrens

Nutzpflanzen werden durch eine Vielzahl von Viren, Pil-
zen, Bakterien und anderen Mikroorganismen bedroht;
und auch tierische Schddlinge konnen grosse Erntever-
luste verursachen. In der Landwirtschaft lassen sich diese
Krankheitserreger und Schédlinge einerseits durch geeig-
nete Bodenbearbeitung, vielfiltige Fruchtfolgen und re-
sistente Sorten in Schach halten, andererseits werden sie
auch mitbiologischen und chemisch-synthetischen Pflan-
zenschutzmitteln bekdmpft. Diese wirken jedoch relativ
unspezifisch, d.h. sie beeintrdchtigen auch Nicht-Zielor-
ganismen, und koénnen sich negativ auf Okosysteme, die
Biodiversitdt und andere Schutzgiiter auswirken. Durch
den sequenzspezifischen Mechanismus bei RNAi kon-
nen dsRNAs eingesetzt werden, um essenzielle Gene von
Krankheitserregern und Schadorganismen relativ spezi-
fisch herunterzuregulieren und diese dadurch zu schwié-
chen oder zu toten (OECD, 2020; K. Y. Zhu & Palli, 2020;
Zotti et al., 2018).

Die doppelstrangigen RNAs (dsRNAs), die den Silen-
cing-Effekt auslosen, konnen entweder endogen, also
in der Pflanze, exprimiert werden, indem entsprechen-
de DNA-Sequenzen in das pflanzliche Genom eingebaut
werden (durch Herstellung gentechnisch verdnderter
Pflanzen), oder sie werden in Bakterien oder zellfreien
Systemen synthetisiert und von aussen (exogen) appli-
ziert (Zotti et al., 2018). Die endogene Expression und Bil-
dung von dsRNA wird auch als host-induced gene silen-
cing (HIGS) bezeichnet. Sie hat den Vorteil, dass dsRNAs
in ausreichender Menge in der Pflanze vorhanden sind
und dort entweder gegen Pathogene wirken, oder von
Schadorganismen aufgenommen werden kénnen (Koch
& Petschenka, 2022). Pflanzen, welche dsRNAs endogen
exprimieren, sind jedoch transgene Organismen, da art-
fremde DNA ins Erbgut eingebaut wird. Sie sind deshalb
nicht Gegenstand dieses Berichts und werden im Fol-
genden nicht ausfiithrlich diskutiert, sondern nur dort



erwahnt, wo sie zum Verstandnis der einzelnen Anwen-
dungen und deren Entwicklungsstand beitragen.

Exogene dsRNA wird dagegen entweder durch Bespri-
hen (Spray) auf die Pflanzenoberfliche appliziert — man
spricht in diesem Fall von spray-induced gene silencing
(SIGS) — oder z.B. durch Injektion oder mechanische In-
okulation direkt in das Pflanzeninnere eingebracht (siehe
Abbildung 5). Fiir viele Anwendungen ist eine systemi-
sche Verteilung der dsRNA in der Pflanze erforderlich
(siehe Abschnitt 2.3.3.1 Herausforderungen). Die syste-
mische Verbreitung wird durch die Injektion oder mecha-
nische Inokulation der dsRNA in die Pflanze erleichtert,
da die dsRNA nicht erst die Pflanzenoberfliche durch-
dringen muss. Allerdings sind diese Methoden unter an-
derem wegen des hohen manuellen Aufwands bisher nur
fiir den Einsatz im Labor geeignet (Rank and Koch 2021).

2.3.2 Anwendungen

2.3.2.1 Schadinsekten

In Experimenten konnte gezeigt werden, dass RNAI in
Insekten durch dsRNAs ausgelost werden kann, wenn
sie diese beim Fressen aufnehmen. Indem entsprechende
dsRNAs von der Nutzpflanze selbst exprimiert oder auf
diese gespritht werden, ist es moglich, dass die dsRNA
von Schadinsekten beim Fressen aufgenommen werden
und bestimmte Gene herunterzuregulieren, die fiir die
Entwicklung und physiologische Prozesse dieser Insek-
ten essenziell sind. Mit diesem Ansatz lassen sich se-
quenzspezifische, auf bestimmte Zielinsekten angepass-
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te Insektizide herstellen, die sehr selektiv wirken und
sich schnell anpassen lassen (siehe als Beispiel Bachman
et al., 2013, 2016). Inzwischen wurden bei einer Reihe
von Schédlingen umfangreiche RNAi-Screenings durch-
gefiihrt, um essenzielle Gene zu identifizieren, die sich
als Ziele fiir diese Methode eignen kénnten (Koch & Pet-
schenka, 2022; Zotti et al., 2018).

Die Effektivitédt solcher dsRNAs hat sich dabei allerdings
als sehr variabel erwiesen. Wihrend gewisse Insekten-
ordnungen wie die Orthoptera (Heuschrecken), Blattodea
(Schaben und Termiten) und die meisten Coleoptera (K&-
fer) nach der Aufnahme von dsRNAs eine starke RNAi-Re-
aktion zeigen, ist diese in Lepidoptera (Schmetterlinge
und Motten) und Diptera (Fliegen) deutlich schwiécher.
In den Hemiptera (Pflanzenlduse, Zikaden und Wanzen)
variiert die Reaktion stark (Huvenne & Smagghe, 2010;
Koch & Petschenka, 2022; OECD, 2020).

Die Effektivitdt der dsSRNA wird durch verschiedene Fak-
toren beeinflusst. Dazu gehort die Stabilitdt der RNA,
die Effizienz der Aufnahme der dsRNA durch die Insek-
ten, sowie die Expressionsstdrke der Gene, die fiir den
RNAi-Prozess nétig sind (siehe Abschnitt 2.1.2 RNA-In-
terferenz). Auch die Geschwindigkeit, mit der dsRNAs
prozessiert oder durch Nukleasen degradiert werden, hat
einen Einfluss auf die Effektivitat. RNAs konnen sich in
einigen Insektenarten systemisch verbreiten, wahrend
sie in anderen Arten lokal bleiben (S. Liu et al., 2020).
In einigen Insektenarten, die sich asexuell fortpflanzen
(insbesondere Blattlduse), konnte RNAi-Aktivitit mit ab-
nehmender Stédrke auch in nachfolgenden Generationen
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Abbildung 5: Wirkmechanismus von RNAi mittels eines RNA-Sprays als Pflanzenschutzmittel
Eine lange dsRNA wird nach dem Eintritt in die Pflanze von DCL in kirzere siRNAs gespalten, die vom Zielorganismus aufgenommen werden
und zum Abbau einer Ziel-mRNA fihren (Koch & Petschenka, 2022).
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beobachtet werden. Dies beruht wahrscheinlich auf der
direkten Weitergabe von dsRNA von der Mutter zu ihren
Nachkommen, wihrend sie diese in sich trdgt (Abdellatef
et al., 2015).

Beim Einsatz von dsRNA in Sprayform gilt es, aufgrund
der unterschiedlichen Erndhrungsweisen der Schadin-
sekten zwischen zwei Haupt-Expositionsrouten zu un-
terscheiden: RNA-Wirkstoffe, die besonders gegen blatt-
fressende Insekten, wie den Kartoffelkéfer, wirksam sein
sollen, miissen so angepasst werden, dass sie eine hohe
Oberfldchenstabilitdit und -anhaftung zeigen. dsRNAs
gegen saugend-stechende Insekten miissen dagegen ins
Blattinnere (Apoplast/Interzellularraum) und in die Leit-
gewebe (Phloem/Xylem) aufgenommen werden. Eine
Schwierigkeit besteht darin, die RNA auf der Pflanze
vor Umwelteinfliissen wie UV-Strahlung oder Regen zu
schiitzen. Sowohl in der Pflanze als auch im Insekt muss
die RNA stabil bleiben, bis sie die Ziel-mRNA binden
kann (Christiaens et al., 2020; Koch & Petschenka, 2022).
Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die dsRNA in ge-
ringem Masse auch tiber die Aussenhaut (Cuticula) von
Insekten aufgenommen werden kann (Christiaens et al.,
2018; Hoang et al., 2022; Huang et al., 2019; Romeis &
Widmer, 2020).

RNA-Sprays wurden unter Laborbedingungen bereits er-
folgreich gegen verschiedene Schadinsekten bzw. Spin-
nentiere eingesetzt. Dazu gehoren der Marienkéfer Heno-
sepilachna vigintioctopunctata, der Kartoffelkéfer Zepti-
notarsa decemlineata und der Rapsglanzkifer Brassico-
gethes aeneus. Allerdings gibt es noch kaum verléssliche
Daten aus Feldversuchen (Koch & Petschenka, 2022) (sie-
he Abschnitt 2.3.3 Stand der Entwicklung).

2.3.2.2 Viren

RNAI ist ein wichtiger natiirlicher Abwehrmechanismus
der Pflanzen gegen Viren (siehe Abschnitt 2.1.2 RNA-In-
terferenz). Deshalb ist es nicht tiberraschend, dass sich
dsRNAs als wirksames Mittel zur Kontrolle viraler Pa-
thogene erwiesen haben. Sowohl bei transgen-basierten
als auch exogenen RNAi Verfahren zeigte sich eine sehr
hohe Effektivitdt von 90 Prozent gegen Viren (Koch &
Wassenegger, 2021). Es liess sich auch nachweisen, dass
sich exogene dsRNAs systemisch in der Pflanze ausbrei-
ten konnen, was fiir ihre Wirksamkeit gegen Viren ent-
scheidend ist. Viele dieser Anwendungen erfordern je-
doch eine aufwendige Vorbehandlung der Pflanzen, etwa
durch mechanische Verletzung der Blétter, wobei eine
dsRNA-Schleifmittel-Losung manuell auf die Blétter
eingerieben wird. Deshalb wird aktuell nach moglichen
Formulierungen gesucht, welche die zelluldre Aufnahme
erleichtern (siehe Abschnitt 2.3.3.1 Herausforderungen)
(Rank & Koch, 2021).

2.3.2.3 Pilze und Oomyzeten

Verschiedene HIGS-basierte Studien konnten belegen,
dass der RNAi-Ansatz auch gegen phytopathogenen Pilze
und Oomyzeten wirkt (letztere werden auch Eipilze ge-
nannt; eine Organismengruppe, die den Pilzen zwar phy-
siologisch dhnelt, aber nicht ndher mit ihnen verwandt
ist). dsRNA-Sprays wurden im Labor erfolgreich gegen
Fusarium graminearum, den Erreger der Ahrenfusariose
eingesetzt (Hofle et al., 2020; Koch et al., 2016, 2019; Wer-
ner et al., 2020). Die Fahigkeit, dsSRNAs aufzunehmen,
variiert allerdings betrdchtlich zwischen den getesteten
Pilz- und Oomyzeten-Arten. Nekrotrophe Pilze, die sich
von abgestorbenen Pflanzenzellen erndhren, scheinen da-
bei deutlich sensitiver auf exogene RNAs zu reagieren als
biotrophe Pilze, welche die RNAs ausschlieBlich aus dem
Zellinneren ihrer Wirtspflanzen aufnehmen kénnen. Da-
her wird vermutet, dass Pilze in Abhédngigkeit von ihrer
Lebensweise dsSRNAs sowohl aus dem extrazellulédren als
auch aus dem inter- und intrazelluldren Raum der Pflan-
ze aufnehmen konnen. Wie bei anderen RNA-basierten
Anwendungen stellt die oft unzureichende Stabilitdt und
begrenzte zelluldre Aufnahme der RNA ein Hindernis bei
der Entwicklung von RNA-Sprays gegen Pilze dar (siehe
Abschnitt 2.3.3.1 Herausforderungen).

2.3.2.4  Bakterien

Die meisten bakteriellen Krankheiten bei Pflanzen lassen
sich nur schwer bekdmpfen. Der Einsatz von Antibiotika
in der direkten Bekdmpfung ist wegen der Gefahr der Re-
sistenzbildung und der damit verbundenen Problematik
in der Human- und Veterindrmedizin nicht erwiinscht.
Oft sind deshalb einzig vorbeugende Massnahmen ge-
gen bakterielle Pflanzenkrankheiten moglich. Zurzeit
existieren nur einige wenige Studien zur Anwendung
von HIGS gegen bakterielle Erreger, insbesondere gegen
durch Agrobacterium tumefaciens ausgeloste Pflanzentu-
more (Escobar et al., 2001) und gegen Pectobacterium ca-
rotovorum (Mahmoudi & Soleimani, 2019). Versuche mit
SIGS-basierten Methoden sind keine bekannt.

2.3.3 Stand der Entwicklung

Der Fokus beim RNAi-basierten Pflanzenschutz lag lan-
ge auf gentechnisch verdnderten, transgenen Pflanzen,
welche dsRNAs endogen exprimieren. Deren Effektivitét
konnte in vielen Studien gezeigt werden, und mehrere
Pflanzensorten sind schon marktreif (Rank & Koch, 2021).
Bereits zugelassen fiir den Handel (z.B. EU) oder auch
den Anbau (z.B. USA, China) ist der Mais MON87411
(«SmartStax Pro»). Dieser exprimiert neben mehreren
Cry-Proteinen aus dem Bakterium Baci/lus thuringiensis
auch eine dsRNA, die ihn gegen den Maiswurzelbohrer
resistent macht (S. Liu et al., 2020).



RNA-Sprays galten lange als nicht wirtschaftlich, weil
die Kosten fiir die Herstellung von synthetischen dsRNAs
sehr hoch waren. Fiir die Anwendung auf dem Feld wer-
den ca. 20 g/ha benétigt (Koch & Petschenka, 2022), was
zwar im Vergleich zu herkémmlichen Pestiziden wenig
ist, aber bei Preisen von mehreren Tausend Dollar pro
Gramm ein RNA-basiertes Mittel deutlich teurer macht
als diese. Inzwischen ist der Preis dank neuer zellfreier
Syntheseverfahren allerdings auf weniger als einen Dol-
lar pro Gramm gesunken. Dadurch ist das Interesse an der
Entwicklung von RNAi-basierten Pestiziden angestiegen
(Rank and Koch 2021; Hoang et al. 2022).

Bisher wurden in der Europdischen Union umfangrei-
che Feldtests mit dem dsRNA-basierten Insektizid Led-
prona der Firma GreenLight Biosciences (Produktna-
me «Calantha») gegen den Kartoffelkéfer (Zeptinotarsa
decemlineata) im Feldversuch durchgefiihrt. Die Wir-
kung auf die Mortalitdt der Kéferlarven war dabei ver-
gleichbar mit den konventionellen Insektiziden Spinosad
und Chlorantraniliprol (Pallis et al., 2022). GreenLight
Biosciences stellte bereits im Jahr 2021 einen Antrag bei
der US-Umweltschutzbehérde EPA zur Registrierung von
Ledprona als neuen Wirkstoff (EPA, 2021) und erhielt
im Friihjahr eine Toleranzausnahme. Im Dezember 2023
wurde eine vorldufige Zulassung fiir drei Jahre erteilt, die
anschliessend tiberpriift wird (EPA 2023). Ein Antrag zur
Registrierung in der EU wird ebenfalls erwartet.

Nachdem GreenLight Biosciences die spraybasierte
RNAi-Plattform «BioDirect» zur Bekdimpfung der Bienen-
milbe Varroa destructor von Bayer/Monsanto erworben
hatte, entwickelte sie diese zu einem gebrauchsfertigen
Produkt (Pollinator) weiter. Dieses wurde erfolgreich in
mehreren grof angelegten Versuchen getestet, was zur
Einreichung einer Produktkennzeichnung zur Registrie-
rung bei der EPA fiihrte (de Schutter et al., 2022).

Zusitzlich hat GreenLight Biosciences bereits weitere
dsRNA-basierte Pflanzenschutzkonzepte gegen Reben-
mehltau (Zrysiphe necator), Botrytis, Sclerotinia und
Fusarium entwickelt und im Feld erfolgreich evaluiert
(allerdings noch nicht publiziert).

2.3.3.1  Herausforderungen

Um wirksam zu sein, muss dsRNAs unter ganz unter-
schiedlichen Bedingungen lange stabil bleiben. dsRNA,
die auf Pflanzenoberflichen aufgetragen wird, ist Regen
und UV-Strahlung ausgesetzt. dsRNA, die systemisch
in der ganzen Pflanze wirken soll, muss von der Pflan-
ze aufgenommen und in entfernte Gewebe transportiert
werden. Je nach Anwendung muss sie auch in das Innere
der Pflanzenzellen gelangen. Nach der Aufnahme durch
ein Insekt muss sie den Verdauungstrakt passieren, in die
Zellen aufgenommen werden und dort ihre Wirkung ent-
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falten. RNA ist jedoch ein relativ instabiles, kurzlebiges
Molekiil. Das fiithrt dazu, dass die gespriithte dsRNA die
Zielzellen oft nicht oder nicht in ausreichender Menge
erreicht. Wie bei den medizinischen Anwendungen der
RNA] stellen der Schutz vor Nukleasen und extremen
pH-Werten sowie der gezielte Transport der RNA grosse
Herausforderungen dar (Hoang et al., 2022; Rank & Koch,
2021).

Fir viele dieser Probleme werden Losungen auf Basis
von Nanomaterialien gesucht: dsRNA, die an Ton-Nano-
schichten (BioClay/LDH) angeheftet ist, ldsst sich weni-
ger leicht abwaschen (siehe Abschnitt 10.2.3.1 Layered
double hydroxide). «Single-walled carbon nanotubes»
(SWNTs) und «Carbon Quantum Dot» Nanopartikel
konnten dabei helfen, dsRNA in Pflanzenzellen einzu-
schleusen und vor Enzym-Aktivitdt zu schiitzen (sie-
he Abschnitt 10.2.3.6 Single-walled Carbon Nanotubes
(SWCNT) und Abschnitt 10.2.3.2 Carbon Quantum Dots).
Um die Stabilitédt zu verbessern, kann — wie bei den medi-
zinischen Anwendungen — die RNA chemisch modifiziert
werden. Die Tatsache, dass diese Nanomaterialien und
chemischen Modifikationen die Stabilitdt und die chemi-
schen Wechselwirkungen in der Pflanze, in den Zielor-
ganismen und in der Umwelt beeinflussen kénnen, fithrt
gleichzeitig zu neuen potenziellen Risiken, die vor einer
Zulassung untersucht werden sollten (Christiaens et al.
2020; Rank and Koch 2021; Hoang et al. 2022; S. Liu et al.
2020: Romeis and Widmer 2020). Eine weitere Schwierig-
keit besteht darin, dass noch nicht vollstdndig geklart ist,
wie dsRNAs in die Bldtter und die Zellen aufgenommen
werden und welche Faktoren an der RNAi-Aktivierung
beteiligt sind (Hoang et al., 2022; Rank & Koch, 2021).

2.3.4 Unbeabsichtigte Wirkungen

Da RNA-Spray-Anwendungen bisher vor allem gegen
Schadinsekten getestet wurden, werden in den folgen-
den Abschnitten nur die bekannten unbeabsichtigten
Wirkungen fiir diese Anwendungen beschrieben.

2.3.41 Im Zielorganismus

2.3.4.1.1 Off-target Effekte

Fir ein effektives Silencing werden meist relativ lan-
ge dsRNAs verwendet, die vom Dicer in mehrere kurze
siRNAs gespalten werden. Da die siRNAs bei der Ba-
senpaarung nicht vollstindig komplementdr zur Ziel-
sequenz sein missen, ist es wahrscheinlich, dass nicht
nur die Ziel-mRNA gebunden wird, sondern auch andere
mRNAs, die eine dhnliche Sequenz enthalten (OECD,
2020). Im zu schéddigenden Zielorganismus sind solche
Off-Target-Effekte jedoch unproblematisch, da sie hochs-
tens zu einer weiteren Schddigung dieses Organismus
fiihren (S. Liu et al., 2020; OECD, 2020).
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2.3.4.1.2 Resistenzen

Es gibt die Befiirchtung, dass Mutationen einzelner Ba-
sen im Zielgen, die in der Insektenpopulation vorhan-
den sind, die Effektivitdt der RNAi senken und zu einer
Evolution von Resistenzen fithren konnten (Scott et al.,
2013). Diese Gefahr ist allerdings gering, wenn ein Pool
an verschiedenen siRNA oder lange dsRNAs eingesetzt
werden, sodass das Nicht-Binden einzelner siRNAs kom-
pensiert werden kann. Ausserdem wird spekuliert, dass
Mutationen in Molekiilen, welche im RNAi-Prozess eine
Rolle spielen, und Viren, die fiir RNAi-Suppressoren co-
dieren, gewissen Insekten einen evolutionédren Vorteil
verschaffen konnten (Scott et al., 2013). Da die Insekten
aber auf einen funktionierenden RNAi-Mechanismus an-
gewiesen sind, ist es unwahrscheinlich, dass die Stérung
dieses Mechanismus durch Mutationen oder Viren zu ei-
nem selektiven Vorteil fithren wiirde.

Die grossere Gefahr scheint allerdings darin zu liegen,
dass Insektenpopulationen resistent werden, indem die
Aufnahme der dsRNA iiber den Darm verhindert wird.
Dieser Mechanismus wurde fiir resistente Populationen
vom Maiswurzelbohrer Diabrotica virgifera virgifera
(Khajuria et al., 2018) sowie dem Kartoffelkifer (Mishra
et al., 2021) berichtet, die unter kiinstlichen Laborbedin-
gungen selektiert wurden. Damit wéren diese Populatio-
nen auch gegen dsRNA resistent, die sich gegen andere
Gene richten.

2.3.4.2 Effekte auf Nicht-Zielorganismen

Wie bei allen Pflanzenschutzmitteln gilt es auch bei
RNAi-basierten Pflanzenschutzmitteln zu kldren, wel-
che moglichen Auswirkungen sie auf Nicht-Zielorganis-
men — einschliesslich des Menschen als Anwender und
Verbraucher — eines Okosystems haben (P. M. Bachman
et al., 2016; Christiaens et al., 2018; Romeis & Widmer,
2020). Hierfiir ist entscheidend, ob andere Organismen
mit biologisch aktiven dsRNAs in Kontakt kommen und
diese aufnehmen. Dies héngt unter anderem davon ab,
wie lange diese Molekiile in der Umwelt stabil bleiben.
Ausserdem muss zwischen Effekten, die spezifisch fir
die RNA-Sequenz sind, und unspezifischen Effekten wie
Immunreaktionen, unterschieden werden (Romeis and
Widmer 2020).

2.3.4.2.1 Stabilitat in der Umwelt

Generell bleibt nackte (also unformulierte) RNA in der
Umwelt nicht lange stabil. Mehrere Studien haben ge-
zeigt, dass nackte dsRNAs nach der Anwendung auf leh-
migen Béden schon nach 48 Stunden und in aquatischen
Systemen mit verschiedenen Sedimenttypen nach sieben
Tagen nicht mehr nachweisbar waren (P. Bachman et al.,
2020). Nackte dsRNA, die auf die Blatter von Kartoffeln
gespritht worden war, liess sie sich nach dem Trocknen
nur schwer von den Bléttern abwaschen und erwies sich

als deutlich UV-resistenter als auf Glasflichen. Auch vier
Wochen nach dem Aufsprithen war diese dsRNA noch
biologisch aktiv. Allerdings ist unklar, ob die dsRNAs tat-
sidchlich auf der Oberfliche blieben, oder ob sie in die
Pflanze aufgenommen worden waren (S. Liu et al., 2020).

Wenn die dsRNA formuliert eingesetzt wird, beeinflus-
sen die Formulierungen (siehe Abschnitt 10.2 Verabrei-
chung im Pflanzenschutz) deren Stabilitdt deutlich. So
konnten etwa dsRNAs gebunden an BioClay/LDH auf
der Tabakpflanze (Nicotiana tabacum/noch 30 Tage nach
dem Aufsprithen nachgewiesen werden, wihrend nackte
dsRNAs schon nach 20 Tagen kaum mehr nachweisbar
waren (Mitter et al., 2017). Es konnte auch gezeigt wer-
den, dass Carbon Quantum Dots dsRNAs mindestens 30
Tage lang vor dem Abbau durch RNase A schiitzen (Wang
etal., 2023).

2.3.4.2.2 Sequenz-spezifische Effekte

Wenn Nicht-Zielarthropoden mit biologisch aktiver ds-
RNA in Kontakt kommen, ist es moglich, dass sie diese
aufnehmen und mit Hilfe ihrer RNAi-Maschinerie ver-
arbeiten. Wie wahrscheinlich dies ist, hdngt stark von
verschiedenen Faktoren ab, wie etwa der Spezies oder
der Lange der RNA (Romeis & Widmer, 2020). Falls der
Nicht-Zielarthropod eine mRNA exprimiert, deren Se-
quenz der Ziel-Sequenz gentigend &hnelt, kann es zu
einem ungewollten Gen-Silencing kommen. Die Wahr-
scheinlichkeit hierfiir kann durch die Wahl von geeigne-
ten Sequenzen fiir die dsRNAs reduziert werden. Wenn
zukinftig eine grossere Anzahl Insekten-Genome ent-
schlisselt und verfiighar sind, sollten sich potentielle
Ubereinstimmungen der Sequenzen in Nicht-Zielorga-
nismen bioinformatisch besser vorhersagen lassen. Rei-
ne bioinformatische Vorhersagen konnen allerdings die
Effekte tiberschétzen. Es gilt zusétzlich zu berticksichti-
gen, ob die Nicht-Zielorganismen die dsRNAs tatsdchlich
aufnehmen und ob sie eine fiir sie schddliche Wirkung
entfalten. Ausserdem koénnen die Effekte von siRNAs
durch die Prdsenz anderer, natiirlich vorkommender,
siRNAs positiv oder negativ beeinflusst werden (S. Liu
et al., 2020).

2.3.4.2.3 Sequenz-unspezifische Effekte

Es ist bekannt, dass dsRNAs bei Sdugetieren, einschliess-
lich des Menschen, eine Immunreaktion auslosen kon-
nen. Ob die Aufnahme von dsRNAs tiber Nahrungs- und
Futterpflanzen, die zuvor mit RNA bespriiht wurden,
einen Effekt auf das Immunsystem hat, ist noch unklar.
Frithe Berichte iiber das Vorkommen von mit der Nah-
rung aufgenommener dsRNA in Korperfliissigkeiten und
-geweben von Sédugetieren konnten bisher jedoch nicht
bestdtigt werden (Kang et al., 2017). Dies erscheint auf-
grund der verschiedenen physikalischen und biochemi-
schen Barrieren, die dafiir iberwunden werden miissten,



auch eher unwahrscheinlich. Allerdings steigt die Wahr-
scheinlichkeit fiir solche unerwiinschten Effekte, wenn
die dsRNAs modifiziert werden (siehe Abschnitt 2.2.1.4
Chemische Modifikationen), um ihre Stabilitdat und zel-
luldre Aufnahme zu erhéhen (S. Liu et al., 2020). Unspe-
zifische Immunreaktionen werden auch bei Nicht-Zie-
linsekten beobachtet, wenn hohe Dosen von dsRNA
aufgenommen oder injiziert wurden (Christiaens et al.,
2018; OECD, 2020; Romeis & Widmer, 2020; Weinstock
et al., 2006).

2.3.4.3 Kontaminationen

dsRNA fiir den Einsatz in RNA-Sprays kann entweder
durch chemische Synthese, durch in-vitro-Transkription,
in bakteriellen Zellkulturen oder in zellfreien Systemen
hergestellt werden. Bei der chemischen Synthese, der
In-vitro-Transkription und den meisten bakteriellen Me-
thoden wird zuerst ein Einzelstrang synthetisiert und an-
schliessend ein komplementérer Strang ergénzt. Mittels
RNA-Bakteriophagen —also Viren, die Bakterien befallen —
konnen dsRNAs auch direkt synthetisiert werden. Bei
allen diesen Methoden kénnen Kontaminationen auf-
treten, wenn die dsRNA nicht sorgfiltig gereinigt wird.
Dies kann jedoch durch Qualitdtskontrollmassnahmen
verhindert werden. Zudem kann dsRNA mittlerweile mit
zellfreien Systemen kostengiinstig und riickstandsfrei in
grossen Mengen hergestellt werden (Dietz-Pfeilstetter,
2021).
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3  mRNA-Technologien

3.1 Einleitung

Messenger RNAs (mRNAs) sind einzelstrdngige Ribo-
nukleinsduren, die die Information fiir die Herstellung ei-
nes Proteins tragen. Im Zytoplasma der Zelle wird daraus
ein Protein erzeugt. Die Mdglichkeit, kiinstlich produ-
zierte mRNAs in eine Zelle einzuschleusen und praktisch
jedes gewiinschte Protein herzustellen, er6ffnet viele po-
tentielle Anwendungen.

Bisher am besten etabliert sind mRNA-basierte Impfstof-
fe. Diese schleusen eine mRNA, welche die genetische
Information fiir ein bestimmtes Protein eines Krankheits-
erregers enthilt, in Korperzellen ein, wo dieses Protein
anschliessend produziert wird. Dieses wird daraufthin
vom Immunsystem als fremd erkannt und regt eine Immu-
nantwort an, die letztlich zur Immunisierung gegen den
Krankheitserreger fiithrt. Im Vergleich zu konventionellen
Impfstoffen lassen sich mRNA-Impfstoffe sehr schnell
mit zellfreien Verfahren herstellen. Auch an Mutationen
des Erregers konnen sie rasch angepasst werden. Ausser-
dem eignet sich das Verfahren auch bei Krankheitserre-
gern, gegen die es bisher keine konventionellen Impfun-
gen gibt. Die Methode lésst sich sogar gegen Krebszellen
einsetzen (Chaudhary et al., 2021).

Eine weitere Anwendung synthetischer mRNAs ist die
passive Immuntherapie. Antikérper haben sich bei der
Behandlung verschiedenster Krankheiten — von Autoim-
munkrankheiten tiber ansteckende Krankheiten bis hin
zu verschiedenen Krebsarten — als ausserordentlich wirk-
sam erwiesen. Thre Herstellung ist jedoch sehr aufwendig,
und sie miissen immer wieder neu verabreicht werden.
Die Verabreichung der Antikorper-Sequenz als mRNAs,
die anschliessend im Korper zu Proteinen iibersetzt wer-
den, verspricht eine einfachere Herstellung und eine lan-
ger anhaltende Wirkung im Vergleich zur Vergabe als Pro-
tein (Schlake et al., 2019).

In der Entwicklung befindet sich auch eine mRNA-ba-
sierte Methode zum Ersetzen oder Ergédnzen von korpe-
reigenen Proteinen, die nicht in der benétigten Menge
produziert werden oder ihre Funktion eingebiisst haben.
Hierbei wird das entsprechende Gen-Produkt als mRNA
in die Zellen eingefiigt, wo das Ersatzprotein hergestellt
wird, das sodann das korpereigene Protein ersetzt oder
ergdnzt (Qin et al., 2022).

Nicht behandelt wird in diesem Bericht die Moglichkeit,
das Genom mittels synthetischer mRNAs zu verdndern.
Dabei wird eine mRNA in die Zelle eingebracht, die an-

schliessend ein Protein exprimiert, welches DNA spal-
ten, bzw. Basen dndern kann (Genom-Editierung). Dazu
gehoren Cas-Enzyme, TALEN oder Zinkfinger-Nukleasen.

3.2  Beschreibung des Verfahrens

Natiirliche mRNAs nehmen eine essenzielle Funktion bei
der Herstellung von Proteinen in der Zelle wahr. Sie ent-
stehen im Zellkern wihrend der Transkription durch die
Umwandlung der genetischen Information auf der DNA
zu einer Vorstufe der mRNA, pre-mRNA genannt. An-
schliessend wird die pre-mRNA prozessiert. Die daraus
entstehende mRNA wird nachfolgend aus dem Zellkern
in das Zytoplasma beférdert, wo sie von Molekiilkomple-
xen (Ribosomen) abgelesen wird. Durch diesen Prozess,
Translation genannt, werden verschiedene Aminosduren
gemdss der in der mRNA enthaltenen Sequenzinformati-
on zu einem bestimmten Protein zusammengefiigt (Qin
etal., 2022).

Wihrend der Prozessierung im Zellkern werden bestimm-
te Sequenzen, sogenannte Introns, aus der pre-mRNA he-
rausgeschnitten, sodass nur die Exon genannten Bereiche
tibrigbleiben. Dieser Schritt wird als Splicing bezeichnet.
Indem unterschiedliche Sequenzen aus der pre-mRNA
geschnitten werden (Alternatives Splicing), konnen aus
einer pre-mRNA verschiedene mRNAs entstehen. Zusitz-
lich werden der pre-mRNA an einem Ende (5’-Ende) eine
Cap genannte Struktur und am anderen Ende (3’-Ende)
eine Reihe von Adenin-Nukleotiden — Poly(A)-Schwanz
genannt — angehédngt. Diese schiitzen die RNA vor dem
enzymatischen Abbau durch Nukleasen. Zudem sind sie
eine Voraussetzung fiir den Transport aus dem Zellkern
und fiir die Translation. Die Sequenz, die den Bauplan fiir
das Protein enthdlt—Open Reading Frame (ORF) genannt —
wird von zwei kiirzeren Sequenzen flankiert, die nicht in
ein Protein tbersetzt werden. Diese Sequenzen werden
als nicht-translatierte Regionen (Englisch UTR) bezeich-
net und sind wichtig fiir die Stabilitdt und die korrekte
Funktion der mRNA. In ihnen befinden sich insbeson-
dere Bindestellen fiir Proteine, die die Stabilitdt und den
Transport der mRNA beeinflussen und die Translation
einleiten. Ausserdem kénnen in der 3’-UTR miRNAs bin-
den und dadurch die Stabilitdt und die Translation der
mRNA regulieren (sieche Abschnitt 2.1.2 RNA-Interfe-
renz) (Qin et al., 2022).

Fiir medizinische Anwendungen wird der Open Reading
Frame zusammen mit den beiden nicht-translatierten Re-
gionen zuerst als DNA synthetisiert, die anschliessend



transkribiert wird. Der Poly(A)-Schwanz wird oft mit
dem Open Reading Frame zusammen synthetisiert, kann
aber auch durch ein spezialisiertes Enzym an die mRNA
angefiigt werden. Die Cap-Struktur kann entweder wih-
rend der Transkription oder spéter mit Enzymen hinzuge-
fiigt werden. Die synthetische mRNA wird anschliessend
in die Korperzellen eingebracht, wo sie im Zytoplasma
der Zelle in ein Protein translatiert wird (Qin et al., 2022).

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie die mRNA in
Korperzellen eingebracht werden kann. Die einfachs-
te Art ist die Injektion von «nackter» mRNA - also ei-
nem mRNA-Molekiil ohne Umhiillung — zum Beispiel in
den Muskel, die Haut oder einen Tumor. Allerdings ist
mRNA, wie alle RNAs, instabil und wird schnell von En-
zymen abgebaut, oftmals bevor sie ihre Primdrwirkung in
der Zielzelle entfalten kann. Deshalb wurden und werden
verschiedene Verabreichungssysteme entwickelt, welche
die mRNAs effizient in die gewiinschten Zellen einbrin-
gen konnen. Am meisten genutzt werden aktuell Liposo-
men oder lipidbasierte Vektoren wie Lipid-Nanopartikel,
die aus natiirlichen und kiinstlichen Lipiden zusammen-
gesetzt sind. Im Unterschied zu Liposomen haben Li-
pid-Nanopartikel einen Kern aus Lipiden und Molekiilen
mit dhnlichen Eigenschaften, worin die Wirkstoffe einge-
schlossen werden. Auch an polymer- oder peptid-basier-
ten Nanopartikeln oder Lipid-Polymer Hybrid-Nanopar-
tikeln wird geforscht. Der Abschnitt, der fiir das Protein
codiert, kann ausserdem auch in das Genom eines Virus
eingebaut werden, das die genetische Information dann
in die Zelle einschleust (siehe Abschnitt 3.4.5 Heraus-
forderungen und Abschnitt 10.1 Medizinische Verabrei-
chungsmethoden) (Gupta et al., 2021).

3.3  Anwendungen

3.3.1 mRNA-Impfstoffe

Konventionelle Impfstoffe enthalten einen abgeschwach-
ten oder abgetoteten Krankheitserreger — oder Teile da-
von —, der nach der Impfung vom Immunsystem erkannt
wird und dadurch zu einer Immunisierung gegen den
Krankheitserreger fithrt (Krammer, 2020). Dieses Ver-
fahren hat sich zwar bei einer Reihe von ansteckenden
Krankheiten, wie den Pocken oder der Poliomyelitis, als
sehr erfolgreich erwiesen. Allerdings hat sich auch ge-
zeigt, dass die Methode bei vielen Pathogenen nur be-
schrankt oder gar nicht wirksam ist. Dies insbesondere
wenn diese in der Lage sind, schnell zu mutieren und so
der Immunantwort zu entgehen. Da die Entwicklung neu-
er konventioneller Impfstoffe relativ lange dauert, kann
eine Reaktion auf einen neuen oder mutierten Erreger nur
zeitverzogert erfolgen.
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Bei mRNA-Impfungen werden keine Krankheitserreger
verabreicht, sondern nur der Bauplan fiir gewisse Protei-
ne des Erregers. Diese als Antigene bezeichneten Protei-
ne werden danach in den Kérperzellen durch die Trans-
lation der mRNA hergestellt und vom Immunsystem als
fremd erkannt (siehe Abbildung 6).

mRNAs weisen gegeniiber herkémmlichen Impfungen
verschiedene Vorteile auf: Anders als diese, konnen sie
sehr schnell in einem zellfreien Verfahren hergestellt,
skaliert und angepasst werden. Dadurch ist es moglich,
schnell auf Mutationen zu reagieren. Eine mRNA kann
zudem die Information von mehreren Proteinen gleich-
zeitig tragen, und sie integriert sich nicht ins Genom, das
sich im Zellkern befindet. Da die Proteine von korpe-
reigenen Zellen hergestellt werden, entspricht auch die
Glykosylierung derjenigen von natiirlichen Proteinen.
Ausserdem haben mRNA-Impfstoffe das Potential, das
Immunsystem nicht nur gegen ansteckende Krankheiten
zu aktivieren, sondern auch gegen Krebszellen (Chaud-
hary et al., 2021).

Eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Antigenen und
der darauffolgenden Immunantwort spielen Antigen-pra-
sentierende Zellen, wie zum Beispiel dendritische Zel-
len. Sie nehmen Antigene in sich auf und prasentieren
sie den B- und T-Zellen des Immunsystems. Anstatt die
mRNA in den Muskel zu injizieren, ist es daher auch
moglich, den Patientinnen und Patienten dendritische
Zellen zu entnehmen und die mRNA direkt in diese Zel-
len einzufiigen. Anschliessend werden die dendritischen
Zellen unter die Haut gespritzt, wo sie die Inmunantwort
auslosen. Dieser Ansatz ist viel aufwendiger als die direk-
te Injektion von mRNAs, hat sich aber vor allem bei Imp-
fungen gegen Krebszellen als potentiell effektiv erwiesen
(Qin et al., 2022).

Man kann grob zwischen drei Kategorien von mRNA-
Impfstoffen unterscheiden: 1) nicht-Nukleosid-modifi-
zierte mRNAs, 2) mRNAs und 3) selbst-amplifizierende
nicht-Nukleosid-modifizierte mRNAs. Nicht-Nukleosid-
modifizierte mRNAs enthalten nur die vier kanonischen
Basen A, C, G und U. In Nukleosid-modifizierten mRNAs
wurden eine oder mehrere kanonische Basen durch modi-
fizierte Basen ersetzt, um die Erkennung der mRNA durch
das angeborene Immunsystem zu verhindern und die
Translation zu verbessern. Es handelt sich vor allem um
Pseudouridin, 1-Methylpseudouridin oder 5-Methylcy-
tidin. Selbst-amplifizierende mRNAs unterscheiden sich
von konventionellen mRNAs dadurch, dass sie nicht nur
die genetische Information fiir das Antigen enthalten,
sondern auch fiir mehrere Proteine, die von Viren fiir die
Replikation ihrer RNA gebraucht werden. Dadurch kann
sich die mRNA nach dem Einbringen in die Zelle selbst
vervielfdltigen. Deshalb reicht bei diesem Verfahren sehr
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wenig anfingliche mRNA aus, um eine Immunisierung
zu erzielen. Ausserdem entstehen bei der Vervielfalti-
gung dsRNA-Strukturen, die vom angeborenen Immun-
system erkannt werden und dadurch die Wirkung des
Impfstoffes verstdarken (Pardi et al., 2018).

3.3.2 Antikérper

Antikorper-basierte Therapien gehoren seit einigen Jah-
ren zu den erfolgversprechendsten medizinischen Inter-
ventionen gegen eine Reihe von Krankheiten, die vorher
nur schwer therapierbar waren. Sie haben sich als effek-
tiv gegen virale und bakterielle Infektionen, Autoimmun-
krankheiten und verschiedene Krebsarten erwiesen. Bei
dieser Therapieform werden sogenannte monoklonale
Antikorper eingesetzt, die spezifisch einen bestimmten
Abschnitt (Epitop) eines Zielmolekiils binden und dieses
dadurch gezielt blockieren. Die Antikérper werden meist
in Zelllinien von Médusen oder Menschen, die mit dem
Antigen in Kontakt gekommen sind, produziert. Alterna-
tiv gibt es auch sogenannte rekombinante monoklonale
Antikorper. Diese konnen auch in vitro ohne vorherige
Immunisierung, und dadurch schneller, hergestellt wer-

Nanoparticle delivery vehicle
encapsulating mRNA of
desired proteins enters the cell

* mRNA

den. Diese Herstellungsmethoden sind allerdings sehr
aufwendig, und die aufgereinigten Antikorper miissen
anschliessend bis zu ihrer Verabreichung stiandig gekiihlt
gelagert und transportiert werden (Lu et al., 2020). In-
dem stattdessen nur die genetische Information in Form
mRNA in die Kérperzellen eingebracht und dort kurzzei-
tig eine gewisse Menge an Antikérpern produziert wird,
die anschliessend ihre Funktion im Korper ausfiihren
konnen, lédsst sich dieser aufwendige und teure Herstel-
lungsprozess umgehen (Qin et al., 2022).

3.3.3 mRNA-basierte Proteinersatztherapien

Bei mRNA-Ersatztherapien werden zelleigene Proteine,
die nicht in geniigender Menge hergestellt oder nicht
korrekt reguliert werden, ersetzt oder ergdnzt. Dies ge-
schieht, indem die mRNA des entsprechenden Proteins
in die Zelle eingebracht und exprimiert wird. Ersatzthera-
pien eignen sich vor allem fiir die Behandlung von selte-
nen genetischen Stoffwechselkrankheiten und Erbkrank-
heiten wie z.B. Muskeldystrophien oder Mukoviszidose
(Xiao et al., 2022).
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Abbildung 6: Funktionsweise der mRNA-Technologien.

mRNAs werden in Nanopartikel verpackt und per Endozytose in die Zelle aufgenommen. Die mRNA wird aus dem Endosom freigesetzt

und das Nanopartikel wird aufgeldst. Im Zytoplasma wird die mRNA translatiert und das dabei entstehende Protein bleibt entweder im Zytosol,

wird in die Zellmembran integriert oder abgesondert (Bhat et al., 2021).



3.4  Stand der Entwicklung

3.4.1 Impfstoffe

Die Moglichkeit, mRNAs als Impfung zu nutzen, wur-
de bereits vor mehr als 30 Jahren in Betracht gezogen.
Erste vielversprechende Versuche wurden bei Tieren an-
fangs der 1990er-Jahre und bei Menschen anfangs der
2000er-Jahre durchgefithrt (Pascolo, 2021). Trotz dieser
frithen Erfolge und aller potentieller Vorteile galt diese
Technologie allerdings lange Zeit als wenig aussichts-
reich. Dies lag vor allem daran, dass die mRNA-Mole-
kiile als zu wenig stabil angesehen wurden, um effektiv
als Medizinprodukte eingesetzt zu werden. Eine weitere
Schwierigkeit bestand darin, eine addquate Stimulation
des Immunsystems zu erreichen. Wiahrend der Sars-CoV-
2-Pandemie haben sich die mRNA-Impfstoffe schliesslich
in kurzer Zeit als aussichtsreichster Ansatz durchgesetzt
und ihre Wirksamkeit bewiesen. Nicht zuletzt wegen
dieses Erfolges hat die Forschung an mRNA-Impfungen
auch gegen andere Krankheitserreger und Krebszellen in
den letzten Jahren stark zugenommen (Chaudhary et al.,
2021).

3.4.1.1  Ansteckende Krankheiten

Bisher wurden mRNA-Impfstoffe erst gegen das Corona-
virus Sars-CoV-2 zugelassen. Die ersten beiden mRNA-
Impfstoffe erhielten 2020 von der US-Behorde fiir Le-
bens- und Arzneimittel FDA eine Notfallzulassung und
wurden kurz darauf auch in der EU und in der Schweiz
zugelassen. Sowohl das von BioNTech entwickelte Vak-
zin Comirnaty als auch Spikevax von Moderna enthalten
die mRNA des Spike-Glykoproteins von Sars-CoV-2. Die
mRNAs wurden in Lipid-Nanopartikel eingebettet und
die Uridin-Basen durch N1-Methylpseudouridin ersetzt.
Seither wurden mehrere Milliarden Impfdosen weltweit
verabreicht (Qin et al., 2022). An neue Virusvarianten an-
gepasste Impfstoffe dieser Hersteller sind bereits zugelas-
sen oder noch in der klinischen Testphase. Stand Febru-
ar 2024 sind neben den Impfstoffen von BioNTech und
Moderna die selbstamplifizierende nicht-modifizierte
mRNA HGCO19 von Gennovo in Indien, ARCoV (Aca-
demy of Military Sciences/Walvax Biotechnology/Suz-
hou Abogen Biosciences) in Indonesien und SYS6006
(CSPC Pharmaceutical Group) in China zugelassen. Vier
weitere befinden sich in der klinischen Phase III und
sechs in Phase II. In der klinischen Phase III befinden sich
ausserdem Impfungen gegen Cytomegaloviren, Influen-
zaviren und das humane respiratorische Synzytial-Virus
(RSV). Impfungen gegen eine Reihe weiterer Viren, dar-
unter das Humane Immundefizienz-Virus (HIV), Tollwut
und Eppstein-Barr, sowie gegen verschiedene Bakterien
und Parasiten sind noch in der vorklinischen oder frithen
klinischen Phase (vfa, 2023).
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3.4.12 Krebs

mRNA-Impfungen zur Krebsbehandlung wurden in
préiklinischen und klinischen Studien untersucht und
zeigten dabei bei verschiedenen Krebsarten erfolgver-
sprechende Resultate. Bisher wurden neun klinische
Studien mit mRNA-Impfungen gegen Krebszellen ab-
geschlossen. 17 weitere Phase I- und II-Studien mit li-
pidumhiillter mRNA laufen bereits oder rekrutieren noch
Probanden. Merk und Moderna kiindigten im Juli 2023
den Start einer Phase-III-Studie ihres personalisierten
Impfstoffs mRNA-4157 gegen Melanome an (Carvalho,
2023). mRNA-basierte Impfungen mit dendritischen Zel-
len sind teilweise bereits weiter fortgeschritten: Unter
den 19 geplanten oder laufenden Studien sind zwei in
Phase III (Lorentzen et al., 2022).

3.4.2 Antikérper

Die meisten mRNA-basierten Antikérper-Therapien sind
noch in der vorklinischen Phase. Einzig ein Antikérper
gegen das Chikungunya-Virus wird aktuell klinisch getes-
tet. Antikorper gegen das Zika-Virus, HIV und das huma-
ne RSV wurden in Méusen erfolgreich getestet. Der gegen
gewisse Arten von Brust- und Magenkrebs zugelassene
monoklonale Antikérper Trastuzumab konnte Méausen er-
folgreich als mRNA verabreicht werden (Qin et al., 2022).

3.4.3 mRNA-basierte Protein-Ersatztherapien

An Protein-Ersatztherapien wird aktuell intensiv ge-
forscht. Es werden insbesondere Therapien gegen Herz-
und Lungenkrankheiten, Blutbildungsstérungen, ortho-
péddische Krankheiten, neurologische Erkrankungen,
metabolische Krankheiten und Krebs gesucht. Die aller-
meisten dieser Therapien haben allerdings noch préklini-
schen Status. Die einzigen beiden mRNAs, die sich in der
klinischen Phase befinden, codieren fiir den vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), um Blutgefdle
am Herzen nachwachsen zu lassen, und fiir das Zellober-
flachenprotein «Cystic Fibrosis Transmembrane Conduc-
tance Regulator» (CFTR) zur Behandlung von zystischer
Fibrose (Qin et al., 2022).

3.4.4 Tiermedizin

Obwohl viele der Krankheiten, fiir die mRNA-Impfstoffe
entwickelt werden, von Tieren iibertragen werden kon-
nen, gibt es bisher noch keine Anwendungen von mRNA-
Technologien in der Tiermedizin. Anders als in der Hu-
manmedizin wurden fiir die Impfung von Haus- und Zoo-
tieren gegen Sars-CoV-2 keine mRNA-Impfstoffe zuge-
lassen, sondern Proteinimpfstoffe und attenuierte Viren
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(Sharun et al., 2021). In der Entwicklung befindet sich
aktuell ein experimenteller Impfstoff gegen Tollwut, der
bereits erfolgreich in Mdusen und Hunden getestet wor-
den ist (Li et al., 2022). Die Fortschritte bei der Entwick-
lung von mRNA-Impfstoffen fiir den Menschen und die
erfolgreichen Versuche mit verschiedenen Impfungen an
Labortieren lassen erwarten, dass diese Technologie in
Zukunft auch vermehrt in der Tiermedizin zur Anwen-
dung kommen wird (Aida et al., 2021).

3.4.5 Herausforderungen

Eine grosse Herausforderung bleibt der Transport der
mRNA zu den und in die gewiinschten Zellen. mRNA ist —
wie alle einzelstrdngigen Nukleinsduren — negativ gela-
den und kann deshalb die negativ geladene Zellmembran
schlecht durchdringen. Ausserdem ist sie in Zellen sehr
instabil und wird innerhalb weniger Stunden abgebaut.
Sogar wenn sie erfolgreich in die Zelle eingedrungen ist,
ist die Wahrscheinlichkeit gross, dass sie in ein Endosom,
ein membranumschlossenes Organell, eingeschlossen
und dadurch deaktiviert wird. Geeignete Verabreichungs-
systeme aus Liposomen oder Polymeren schiitzen die
mRNA vor ihrem Abbau, férdern die Aufnahme durch
die Zelle und erlauben es der mRNA, aus den Endoso-
men zu entkommen. Diese Systeme dirfen allerdings
nicht schédlich sein und keine Immunantwort hervorru-
fen. Auf diesem Weg konnen mRNAs inzwischen zuver-
lassig und spezifisch in verschiedene Leberzellen (Hepa-
tozyten, Kupfferzellen und Endothelzellen) eingebracht
werden. Am héufigsten werden hierfiir Lipid-Nanoparti-
kel eingesetzt, die aus verschiedenen Lipiden mit unter-
schiedlichen Eigenschaften zusammengesetzt sind. Auch
Nanopartikel aus biologisch abbaubaren Polymeren und
kationische Nanoemulsionen kénnen verwendet werden
(siehe Abschnitt 10.1 Medizinische Verabreichungsme-
thoden) (Qin et al., 2022).

Nicht-korpereigene mRNA und insbesondere auch Bei-
produkte der In-vitro-Produktion, die in den Préparatio-
nen vorhanden sein kénnen (wie zum Beispiel dsRNA),
werden von verschiedenen Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems erkannt. Dies kann einerseits die Prote-
inherstellung und damit die Effektivitdt der Immunisie-
rung behindern. Andererseits ist bei mRNA Impfstoffen
aber auch die Aktivierung des angeborenen Immunsys-
tems ein wichtiger Faktor fiir die Aktivierung und Rei-
fung der dendritischen Zellen, die fiir eine effektive und
langanhaltende Immunitdt sorgen. Die Herausforderung
besteht deshalb darin, die immunanregenden Eigenschaf-
ten der mRNA so zu optimieren, dass eine Reaktion des
Immunsystems ausgeldst wird, ohne dass die Translation
negativ beeinflusst wird und ohne dass schwere Neben-
wirkungen auftreten. Auch die Wahl des Transportsys-

tems kann die Immunreaktion beeinflussen. So gibt es
Lipid-Nanopartikel mit zyklischen Lipiden, die eine be-
stimmte Immunreaktion auslosen (Pardi et al., 2018). Bei
der intramuskulédren Verabreichung ist diese Aktivierung
des Immunsystems ohne gravierende negative Nebenwir-
kungen sowohl bei Nukleosid-modifizierten als auch bei
den nicht-modifizieren Covid-19-Impfstoffen gelungen
(Barbier et al., 2022).

Die bisher zugelassenen mRNA-Impfstoffe miissen tiefge-
kiihlt bei —90 °C bis —60 °C gelagert werden und sind nur
wihrend einer relativ beschrankten Zeit haltbar. Auch
wenn die Haltbarkeit inzwischen verbessert werden
konnte, schranken die Anforderungen an die Lagerung
die Anwendungsgebiete ein. Auch hier ist zu erwarten,
dass mittels verbesserten Verabreichungsmethoden, wie
z.B. lyophilisierten Liposomen, die Stabilitdt bei hohe-
ren Raumtemperaturen verbessert werden kann (Barbier
et al., 2022).

3.5 Unerwinschte Wirkungen

Bis vor der Corona-Pandemie wurden die meisten mRNA-
Technologien erstim Tierversuch getestet, und viele der kli-
nischen Studien sind noch in einem frithen Stadium. Nach
dem Ausbruch der Pandemie wurden global viele Mittel
in Forschung und Entwicklung der Impfstoffe investiert
und die Zulassungsprozesse beschleunigt, was klinische
Studien und die anschliessende Zulassung des Impfstos-
ses innerhalb kurzer Zeit ermoglichte. Ein wichtiger As-
pekt bei der Entwicklung von mRNA-Wirkstoffen betrifft
die Immunreaktion: Bei mRNA-Impfstoffen muss diese so
optimiert werden, dass sie stark genug fiir die Immunisie-
rung ist, die Nebenwirkungen aber gleichzeitig moglichst
gering bleiben. Bei mRNA-basierten Antikérpern und Pro-
teinersatztherapien ist hingegen eine moglichst geringe
Immunantwort gefragt, um Nebenwirkungen zu minimie-
ren (Barbier et al., 2022). Im Rahmen der Impfung gegen
Sars-CoV-2 wurden nur selten schwere Nebenwirkungen
beobachtet. Registriert wurden allerdings vermehrt Fal-
le von Herzmuskelentziindungen, Bell’s Palsy, Zerebra-
ler Venen- und Sinusthrombose, Guillain-Barré-Syndrom
und einer Reihe weiterer Stérungen des Gefédss- und Im-
munsystems. Da diese auch nach einer Infektion mit Sars-
CoV-2 vermehrt auftreten, wird spekuliert, dass das auf
der mRNA codierte Spike-Protein dafiir verantwortlich ist
(Trougakos et al., 2022). Ausserdem sind anaphylaktische
Reaktionen aufgetreten. Es wird vermutet, dass diese auf
das Vorhandensein des Polymers Polyethylen (PEG) in der
Lipid-Hiille zuriickzufiihren sind (Chaudhary et al., 2021).
Neue Formulierungen (Liposomen, LNP, Polyplexe) von
mRNA (modifiziert oder nicht modifiziert) und alternati-
ve Injektionsstellen (z.B. subkutan) werden getestet, um
mRNA-Impfstoffe weiter zu verbessern.



4 RNA-Aptamere

4.1 Einleitung

Bereits 1967 konnte gezeigt werden, dass RNA, die fiir ein
Protein codiert, das dann wiederum die RNA vervielfil-
tigt, in einem zellfreien Medium durch zuféllige Mutatio-
nen und anschliessende Selektion evolvieren und so fir
bestimmte Anforderungen optimiert werden kann (Mills
et al., 1967). 1990 wurde dann ein Verfahren namens
SELEX (systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) (siehe Abschnitt 4.2.3 SELEX) entwickelt,
mit dem durch eine Reihe von Selektionsschritten RNAs
erzeugt werden konnen, die dank ihrer dreidimensiona-
len Struktur sehr spezifisch an ein Molekiil binden (Tuerk
& Gold, 1990). In den frithen 2000er-Jahren wurden auch
in Bakterien nattirliche RNAs (Riboswitches) entdeckt,
die auf diese Weise bestimmte Metaboliten erkennen und
den Stoffwechsel regulieren (Nudler & Mironov, 2004).

4.2  Beschreibung des Verfahrens
RNA-Aptamere sind kurze (10-120 nt), nicht-codierende,
einzelstrangige RNA-Sequenzen (RNA Oligonukleotide).
Anders als nicht-codierende RNAs beim posttranskrip-
tionellen Silencing (siehe Abschnitt 2.1.2 RNA-Interfe-
renz) binden sie nicht durch Basenpaarung an andere
Ribonukleinsduren, sondern erkennen und binden -
dhnlich wie monoklonale Antikorper — durch ihre drei-
dimensionale Konfiguration ein bestimmtes Zielmolekiil.
Dieses kann dadurch entweder aktiviert oder inaktiviert
werden. Neben RNA-Aptameren gibt es auch DNA-Apta-
mere und Peptid-Aptamere. Nachfolgend sind mit Apta-
meren immer RNA-Aptamere gemeint.

4.2.1 Bindung an Zielmolekile

Die Aptamere binden sich durch van-der-Waals-Krifte,
Wasserstoffbindungen, elektrostatische Interaktionen,
Stapelung von flachen aromatischen Liganden und Form-
komplementaritdt an ihre Zielmolekiile. Dabei werden
kleine Zielmolekiile in das Aptamer integriert, wiahrend
bei grossen Zielmolekiilen, wie Oberflaichenproteinen,
das Aptamer in die Struktur des Molekiils eingefiigt wird
(Kohlberger & Gadermaier, 2021).

4.2.2 Aptamere vs Antikorper

Aptamere haben eine dhnliche Funktion wie Antikorper,
zeichnen sich diesen gegeniiber aber durch bestimmte

Swiss Academies Reports, Vol. 19, Nr. 1, 2024 25

Vorteile aus, die sie fiir therapeutische und diagnostische
Anwendungen besonders interessant machen: RNA-Ap-
tamere konnen sich auch nach mehreren Denaturierun-
gen (d.h. dem Verlust ihrer Struktur) wieder in ihre funk-
tionelle Struktur zuriickfalten. Dadurch bleiben sie auch
bei Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen mehrere
Jahre haltbar. Antikérper dagegen sind deutlich tempera-
turempfindlicher, miissen kalt (2—8 °C) gelagert werden
und denaturieren bei zu hohen Temperaturen unumkehr-
bar. Aptamere konnen chemisch synthetisiert werden.
Zudem dauert ein In-vitro-SELEX-Prozess in der Regel
nur 2—8 Wochen. Dadurch sind sie giinstig zu produzie-
ren, und es gibt zwischen verschiedenen Chargen kaum
Unterschiede in der Qualitdt. In diesem Prozess kénnen
sie auch relativ einfach chemisch modifiziert werden
(siehe Abschnitt 4.2.4 Chemische Modifikationen). Wah-
rend die Produktion von Antikérpern eine starke Immu-
nantwort gegen das Zielmolekiil bedingt, konnen Apta-
mere fiir verschiedenste Ziele von kleinen Molekiilen bis
hin zu Zellen optimiert werden und l6sen unmodifiziert
kaum eine Immunantwort aus. So kénnen auch Aptamere
gegen Molekiile ggewonnen werden, die evolutiondr kon-
serviert sind und deshalb in Tieren keine Immunreaktion
auslosen. Aptamere sind deutlich kleiner als Antikorper
und konnen viele Gewebe besser durchdringen als diese.
Sie haben eine hohe Affinitdt und Spezifitdt gegeniiber
dem Zielmolekiil (Chen et al., 2015). Bei Antikorpern
hingegen hingt die Affinitdt von der Anzahl Bindungs-
stellen (Epitope) auf dem Antigen ab, und verschiedene
Antikorper konnen das gleiche Antigen binden (Kohlber-
ger & Gadermaier, 2021).

4.2.3 SELEX

Aptamere, die an bestimmte Molekiile binden, werden
durch ein Verfahren namens SELEX selektiert. Hierbei
wird das Zielmolekiil zusammen mit 10"—10'® zufélligen
einzelstrangigen RNA-Oligonukleotiden (Aptamer-Bib-
liothek genannt) inkubiert. Diese Oligonukleotide beste-
hen iiblicherweise aus 40—100 Nukleotiden mit zufilligen
Regionen im Zentrum und gleichbleibenden Sequenzen
an den Enden mit Bindungsstellen fiir die Vervielfalti-
gung durch die Polymerasen Kettenreaktion (PCR). Die
nicht-bindenden Oligonukleotide werden anschliessend
weggewaschen, wihrend die bindenden reverse-transkri-
biert, d.h. in DNA umgewandelt, und anschliessend per
PCR vervielfiltigt werden. Diese DNA-Oligonukleotide
werden dann transkribiert und als Bibliothek fiir den
nédchsten Selektionsdurchgang verwendet. In mehreren
Zyklen werden so diejenigen Aptamere herausgefiltert,
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die eine besonders hohe Affinitdt und Spezifitdt fiir das
Zielmolekiil haben. Am Ende des Prozesses werden sie
schliesslich sequenziert. Zusétzlich konnen auch Apta-
mere ausselektiert werden, die ein unerwiinschtes Mole-
kil binden (Counter-Selection). Bei dem SELEX-Verfah-
ren werden keine Vorkenntnisse iiber das Zielmolekiil
benétigt (Kohlberger & Gadermaier, 2021).

SELEX wird héufig mit anderen Verfahren kombiniert,
um die Spezifit4t fiir bestimmte Zielmolekiile oder die Ef-
fizienz des Prozesses zu optimieren (z.B. Capillary Elec-
trophoresis-SELEX, Microfluidic-SELEX oder Atomic
Force Microscopy-SELEX) (Y. Zhang et al., 2019).

Eine Weiterentwicklung, die besondere Beachtung ge-
funden hat, ist Cell-SELEX. Mit Cell-SELEX werden Ap-
tamere ausgewdhlt, die 7zz vifro an Oberflachenproteine
lebender Zellen binden. Die Methode basiert darauf, dass
die Zielzellen (z.B. Tumorzellen) ein spezifisches Ex-
pressionsmuster der Oberfldchenproteine aufweisen. Die
Aptamerselektion wird zuerst an einer Negativ-Kontrolle
(meist gesunde Zellen) ausgefiihrt. Die nicht gebundenen
Aptamere werden anschliessend als Pool fiir SELEX mit
der Zielzelllinie eingesetzt. Es konnen auch gezielt Ap-
tamere selektiert werden, die von den Zielzellen aufge-
nommen werden, wenn sie ein Oberflichenprotein bin-
den (cell-internalization SELEX) (Sola et al., 2020).

Fiir das In-vivo-SELEX werden die Aptamer-Bibliothe-
ken in krebskranke oder pathogen-infizierte Tiere, meist
Méuse, gespritzt und anschliessend diejenigen Aptamere
amplifiziert, die an das befallene Gewebe gebunden ha-
ben (Sola et al., 2020).

4.2.4 Chemische Maodifikationen

Aptamere konnen durch Modifikationen spezifischer und
affiner fiir die Zielmolekiile gemacht und fiir In-vivo-An-
wendungen optimiert werden. Daher werden sie bei the-
rapeutischen Anwendungen sehr selten unmodifiziert
eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.1.4 Chemische Modifika-
tionen).

4.2.41 Nukleasenaktivitat

Unmodifizierte Aptamere bleiben in vivo oft nur wenige
Minuten aktiv, weil sie sehr schnell von Nukleasen ver-
daut werden. Um ihre Halbwertszeit im Korper zu ver-
léngern, werden die meisten Aptamere chemisch so mo-
difiziert, dass sie nicht mehr von den Nukleasen erkannt
werden.

Aptamere konnen wihrend (In-SELEX) oder nach der
Selektion (Post-SELEX) chemisch modifiziert werden.
In-SELEX hat den Vorteil, sicherzustellen, dass die RNA

trotz Modifikation funktional bleibt. Allerdings werden
fir die Amplifikation spezielle Polymerasen bendtigt,
weil die modifizierte RNA von natiirlichen Polymerasen
nicht erkannt wird. Macugen (ein Wirkstoff gegen Maku-
ladegenration), das erste zugelassene Aptamer-Therapeu-
tikum, wurde auf diese Weise modifiziert. Post-SELEX
werden meist die Nukleotide an den Enden des Aptamers
(5’ oder 3’-Position) modifiziert (Chandola & Neerathilin-
gam, 2019).

Eine weitere Moglichkeit, die Hydrolyse durch Nuklea-
sen zu umgehen, ist die Verwendung von L-Enantiome-
ren der Ribonukleotide (L-RNA-Aptamere oder Spiegel-
mere genannt). Hierbei wird eine gespiegelte Version des
Zielmolekiils synthetisiert. Dieses L-Molekiil wird als
Zielmolekiil im SELEX-Verfahren verwendet. Das D-Oli-
gonukleotid, das am besten bindet, wird anschliessend
sequenziert und mit L-Nukleotiden synthetisiert. Das re-
sultierende L-Aptamer sollte das natiirliche D-Molekiil
gleich stark binden wie das D-Aptamer das L-Molekiil.
Da natiirliche Nukleasen nur D-Oligonukleotide binden
koénnen, sind L-Aptamere vor Hydrolyse geschiitzt (Vater
& Klussmann, 2015).

4.2.4.2 Aptamer Diversitat

Ein weiterer Grund fiir chemische Modifikationen ist die
Vergrosserung der Oligonukleotid-Diversitét, welche die
Wahrscheinlichkeit erhoht, dass ein Aptamer eine hohe
Affinitdt zum Zielmolekiil hat. Das kann entweder iiber
das Anfiigen von hydrophoben Seitenketten (SOMA-
mere), Uiber nicht-natiirliche Nukleotide oder tiber Gly-
kosylierungen erreicht werden (Byun, 2021).

4.2.4.3 Nierenfiltration

Wegen ihrer geringen Grésse werden Aptamere rasch von
der Niere aus dem Blut filtriert und ausgeschieden. Dies
lasst sich durch das Anhédngen grosser Molekiile (etwa
Polyethylenglykol (PEG), Liposome, Proteine, Choles-
terin oder verschiedene Nanomaterialien) verhindern
(Kohlberger & Gadermaier, 2021).

4.3  Anwendungen
4.3.1 Therapien
4.3.1.1 Zielinhibierung

Aptamere konnen an ein Zielmolekiil binden und ent-
weder aktivierend (agonistischer Ligand) oder inaktivie-
rend (antagonistischer Ligand) wirken. Ein Aptamer, wel-
ches das HIV-Tat-Protein bindet und deaktiviert, wurde
schon 1990 entwickelt. Seither ist der Katalog von ago-
nistischen und antagonistischen Aptameren stetig ange-
wachsen. 2004 wurde das erste Aptamer-Therapeutikum
(Macugen) gegen altersbedingte feuchte Makuladegene-
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Abbildung 7: SELEX.

Zuerst wird eine Bibliothek mit Aptameren synthetisiert. Dann werden die Aptamere mit dem Ziel-Molekil in Kontakt gebracht.
Anschliessend werden diejenigen Aptamere selektiert, die das Ziel am starksten binden. Diese werden amplifiziert und fUr den ndchsten Durchgang
verwendet, bis die Bindung stark und spezifisch genug ist. Die resultierenden Aptamere werden sequenziert (Kohlberger & Gadermaier, 2021).

ration, eine schwere Augenerkrankung, zugelassen. Die-
ses Aptamer bindet eine bestimmte Isoform des Vascu-
lar Endothelial Growth Factors (VEGF) und hindert sie
damit an der Bindung an den VEGF-Rezeptor. Bei allen
neun RNA-Aptamer-Medikamenten, die bisher klinisch
getestet wurden, bindet das Aptamer ein Signalmolekiil
(Byun, 2021).

In der Entwicklung befinden sich aber auch Aptamere,
die verhindern kénnen, dass ein Virus in eine Zelle ein-
dringt. Hierfiir binden sie an Proteine, die fiir die Anhef-
tung an die Zelle notwendig sind. Sie kénnen auch den
Replikationszyklus des Virus unterbinden, indem sie an
fiir die Replikation essenzielle Proteine binden (z.B. Kap-
sid-Proteine). Sie konnen aber auch mit viraler mRNA um
eine RNA-Polymerase-Bindungsstelle konkurrieren (Zou
et al., 2019). In der Entwicklung befindet sich ausserdem

ein RNA-Aptamer-basiertes Medikament gegen Sars-
CoV-2. Es handelt sich dabei um mehrere RNA-Aptame-
re, die an einem Gold-Nanopartikel befestigt sind und das
Zelloberflichenprotein ACE2 an verschiedenen Stellen
binden. Dadurch verhindern sie, dass das Virus sich an
ACE2 binden und so in die Zelle eindringen kann (Sun
etal., 2021, 2022).

4.3.1.2 Targeted-Drug-Delivery

Eine der grossten Herausforderungen bei der Entwick-
lung von zell- oder gewebespezifischen Therapeutika
besteht darin, dass die Wirkstoffe die Zielzellen errei-
chen und von diesen aufgenommen werden. Durch Cell-
SELEX konnen Aptamere selektiert werden, die fiir be-
stimmte Zellarten typische Oberflichenproteine binden
(siehe Abschnitt 4.2.3 SELEX) und nach der Bindung von
der Zelle aufgenommen werden. Allerdings befinden sich
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diese Methoden noch in der frithen Entwicklungsphase.
Es gibt zwei Varianten, wie Aptamere diese Funktion
wahrnehmen kénnen:

Aptamere konnen mit einem Medikament konjugiert
(Aptamer-drug Conjugates [ApDC]) oder komplexiert
werden. In ApDCs sind die beiden Molekiile durch ein
Linker-Molekiil verbunden. Dieses kann so gew&hlt wer-
den, dass es unter bestimmten chemischen Bedingungen
instabil wird oder von einem Enzym geschnitten werden
kann und so das Medikament freigibt. Dadurch soll es
moglich sein, das Medikament gezielt in einem bestimm-
ten Zellkompartiment oder in der sauren Umgebung ei-
nes Tumors einzusetzen. ApDCs werden getestet, um
Zytotoxine oder Radioisotope gezielt in Krebszellen ein-
zubringen und dadurch Chemo- und Strahlentherapien
zu verbessern. Es werden auch ApDCs entwickelt, die das
Immunsystem modulieren und fiir eine Immuntherapie
eingesetzt werden konnten (G. Zhu & Chen, 2018).

Aptamere konnen zudem mit Liposomen verbunden wer-
den, die den Wirkstoff transportieren. Wenn das Aptamer
in die Zelle aufgenommen wird, verschmilzt das Lipo-
som mit der Zellmembran und gibt das Cargo-Molekiil
frei (siehe Abschnitt 10.1.2.1 Lipid-Nanopartikel und Li-
posome). Schliesslich kénnen Aptamere auch virale Vek-
toren zu einem bestimmten Ziel fiihren (Chandola & Nee-
rathilingam, 2019).

4.3.2 Diagnostik

Aptamere haben durch ihre Ahnlichkeit mit Antikérpern
das Potential, diese in verschiedenen Anwendungen in
der Diagnostik (ELISA, Affinitdtschomatographie, etc.)
zu ersetzen. Durch ihre hohe Stabilitdt, Flexibilitdt und
Affinitét eignen sie sich besonders fiir patientennahe La-
bordiagnostik (Point-of-Care-Instrumente) und Test-Kits
fiir Analysen in der Feldforschung (Y. Zhang et al., 2019).

Durch SELEX mit ganzen Pathogenen oder aufgereinigten
Proteinen als Zielen wurden Aptamere selektiert, die eine
Reihe verschiedener Bakterien (Saad & Faucher, 2021),
Viren (z.B. SARS-CoV) (Kim & Lee, 2021) und Parasiten
(z.B. Zryptanosoma cruzi) binden kénnen (Ospina-Villa
et al., 2020). Durch Cell-SELEX konnen auch neue Krebs-
Biomarker entwickelt werden (Yan & Levy, 2018).

Die am weitesten verbreiteten Aptamer-basierten Bio-
sensoren (Aptasensoren) sind sogenannte Duplexed Ap-
tamers (DA), die aus zwei hybridisierten Aptameren zu-
sammengesetzt sind. Eines der beiden Aptamere kann
neben dem anderen Aptamer auch das Zielmolekiil bin-
den. Wenn das geschieht, trennen sich die Aptamere und

ein optisches oder elektrochemisches Signal wird gene-
riert, das gemessen werden kann (Munzar et al., 2019).

Bis auf wenige Ausnahmen befinden sich alle diese Tech-
nologien in der Entwicklungsphase und sind noch nicht
marktreif (siehe Abschnitt 4.5 Stand der Entwicklung).

4.3.3 Anwendungen in der Landwirtschaft

In Pflanzen gibt es bisher noch keine Anwendungen. Es
laufen allerdings erste Versuche mit RNA-Aptameren in
der Grundlagenforschung: So konnte zum Beispiel ge-
zeigt werden, dass sich RNA-Aptamere in Pflanzenzellen
als Transgen exprimieren lassen und die Proteinfunktion
hemmen konnen (Abdeeva et al., 2019).

4.4 Unbeabsichtigte Veranderungen

und Wirkungen

Aptamere haben eine kurze Halbwertszeit im Kérper und
eine hohe Spezifitdt. Bisher wurden keine Off-Target-Ef-
fekte durch die Bindung an Nicht-Zielmolekiile beobach-
tet. Auch Interaktionen mit anderen Medikamenten sind
bisher keine bekannt. In toxikologischen Studien wurde
bei unmodifizierten Aptameren bisher keine Aktivierung
des Immun- oder des Komplementsystems beobachtet
(Kovacevic et al., 2018). Chemische Modifikationen oder
Bindungen an andere grosse Molekiile (Konjugationen)
kénnen allerdings eine immunogene oder zytotoxische
Wirkung auslésen. Zum Beispiel haben LNA (locked
nucleic acids) — Nukleinsduren, bei denen der Zuckeran-
teil auf nicht nattirliche Weise chemisch modifiziert ist —
eine starke Hepatoxizitdt gezeigt. 2’-Fluoropyrimidine-
modifizierte RNA-Aptamere fithren zu Cytotoxizitét
und induzieren die Expression von Interferon-Beta in
menschlichen Krebszellen 7z vitro. PEG, dass an viele
Aptamere angefiigt wird, um eine lingere Halbwertszeit
im Blut zu erreichen, kann in seltenen Fillen allergische
Reaktionen auslésen (Chandola & Neerathilingam, 2019).
In klinischen Phase IIb-Studien der Aptamere Pegnivaco-
gin und Anivamersen, die mit PEG konjugiert waren, tra-
ten bei einem Prozent der Probanden und Probandinnen
Félle von allergischen Reaktionen gegen PEG auf, und die
klinischen Versuche mit dem Antikoagulator Regl wur-
den wegen schwerer allergischer Reaktionen abgebro-
chen (Povsic et al., 2016).

Weil bei Cell-SELEX die Expressionslevel der Oberflé-
chenproteine unbekannt sind, kann es vorkommen, dass
Aptamere gegen Oberflachenproteine selektiert werden,
die auch héufig auf gesunden Zellen vorhanden sind und
deshalb ebenfalls zum Ziel werden. Dieses Risiko ldsst
sich durch mehrere Runden von Negativ-Selektion mi-



nimieren (Chandola & Neerathilingam, 2019). Wenn die
Aptamere an Liposome gebunden werden, konnen zu-
sédtzliche unerwiinschte Wirkungen auftreten (sieche Ab-
schnitt 10.1.2.1 Lipid-Nanopartikel und Liposome).

4,5 Stand der Entwicklung

In der Grundlagenforschung werden Aptamere relativ
breit eingesetzt. Dennoch schaffen es nur wenige Apta-
mer-basierte Medikamente in die klinische Phase. Macu-
gen, das bisher einzige RNA-Aptamer-Medikament, das
auf dem Markt erhéltlich ist, erhielt 2004 die FDA-Zulas-
sung fir Makuladegeneration. Nach einer erfolgreichen
Markteinfithrung ging die Nachfrage wegen konkurren-
zierender Medikamente schnell zuriick und es wurde zu
einem Nischenprodukt. Seither hat kein Aptamer-basier-
tes Medikament mehr den Markt erreicht. Insbesondere
nach dem Scheitern des Antikoagulators Regl in Phase
[I-Studien gelangten nur noch wenige Aptamer-Medi-
kamente in die klinische Phase. Dafiir gibt es verschie-
dene Griinde: Die pharmakokinetischen Eigenschaften
sind relativ schwierig zu kontrollieren. Aptamere kon-
nen degradieren, ausgeschieden oder in metabolische
Prozesse involviert werden, was die Dauer der Wirkung
stark beeinflussen kann. Um den Abbau durch Nuklea-
sen und die schnelle Ausscheidung iiber die Niere zu
verhindern, werden Aptamere chemisch modifiziert,
was jedoch die Vertrdaglichkeit negativ beeinflussen kann
(siehe Abschnitt 2.3.4 Unbeabsichtigte Wirkungen). Ein
weiterer wichtiger Grund ist, dass Aptamer-Bindungen
an das Zielmolekiil und therapeutische Effekte oftmals
nicht reproduzierbar sind, worunter das Vertrauen in die
Technologie leidet (Yan & Levy, 2018). Die Auswahl der
Aptamere hingt stark von den Bedingungen wéhrend des
SELEX-Prozesses ab. Schon kleine Unterschiede im pH,
der Temperatur der Pufferlésung oder der Dauer der In-
kubation kénnen die Auswahl beeinflussen. Die Bedin-
gungen im SELEX-Prozess unterscheiden sich auch stark
von denen in der natiirlichen Umgebung des Molekiils.
Insbesondere die Anwesenheit von Ionen oder Molekii-
len, mit denen das Aptamer elektrostatisch interagiert,
koénnen die Struktur, die Bindungsaffinitdt und die Spe-
zifitdt stark beeinflussen. Deshalb garantiert eine hohe
Bindungsaffinitdt 772 vifro nicht, dass auch 7z vivo eine
dhnlich hohe Affinitit erreicht wird (Byun, 2021).

Interesse hat in den letzten Jahren vor allem die Nutzung
von Aptameren fiir die gezielte Abgabe von Medikamen-
ten (siehe Abschnitt 4.3.1.2 Targeted-Drug-Delivery) er-
regt. Allerdings werden die Aptamer-Nanopartikel-Ver-
bindungen 7z vivo schnell abgebaut. Vermutet wird, dass
die Nanopartikel vom Immunsystem erkannt werden, die
Nanopartikel aggregieren oder die Aptamere enzymatisch
geschnitten werden (Byun, 2021).
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Aptamerbasierte Instrumente fiir die Diagnostik und fiir
Umweltanalysen (z. B. Nachweissysteme fiir Mikroben in
Wasserproben) sind sowohl fiir die Forschung als auch
fiir die Industrie von grossem Interesse, weil Aptasen-
soren relativ einfach, schnell und giinstig herzustellen
sind. Eine Hiirde beim Einsatz in der Diagnostik ist je-
doch das Fehlen von standardisierten Protokollen. Apta-
mere, die durch den gleichen Prozess gegen das gleiche
Zielmolekiil generiert wurden, kénnen sich in ihren Pri-
marstrukturen, den Bindungsaffinitdten, Spezifitdten und
anderen chemischen Parametern unterscheiden. Deshalb
kann ein Protokoll, das fiir ein Aptamer entwickelt wur-
de, nicht fiir ein anderes verwendet werden. Fiir den
Einsatz in der Humandiagnostik sind jedoch standardi-
sierte Kits und Protokolle — basierend auf gut charakteri-
sierten Aptameren — unabdingbar (Byun, 2021). Deshalb
werden Aptamer-Biosensoren bis jetzt hauptsédchlich in
der Grundlagenforschung eingesetzt. Bisher wurde noch
kein RNA-Aptamer-Biosensor fiir den klinischen Einsatz
zugelassen. In Indonesien ist allerdings seit 2022 das
DNA-Aptamer-basierte SARS-CoV-2-Diagnosekit «Apta-
mex» auf dem Markt, und die Firma SomaLogic bietet mit
der «SomaScan»-Plattform ein SOMAmer-basiertes Pro-
teom-Assay fiir die nicht-klinische Forschung an (Grand
View Research, 2023).
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5 Lange nicht-codierende RNAs

5.1 Einleitung

Als lange nicht-codierende RNAs (IncRNAs) werden alle
RNAs bezeichnet, die mehr als 200 nt lang sind und nicht
fiir ein Protein codieren. Durch diese weite Definition
umfasst diese Klasse eine sehr vielfdltige Sammlung von
Transkripten. Stand Februar 2024 sind mehr als 20000
IncRNAs im menschlichen Genom bekannt (Frankish et
al. 2021). Auch wenn fiir die meisten dieser IncRNAs bis-
her keine biologische Funktion bekannt ist, wird immer
klarer, dass einige IncRNAs eine wichtige Rolle bei der
Regulation verschiedener zelluldrer Prozesse spielen (Es-
positoetal., 2022; S.J. Liuetal., 2017; S. Zhu et al., 2016).

IncRNAs weisen ein breites Spektrum an méglichen In-
teraktionsmechanismen auf, da sie dank ihrer Ldnge nicht

nur andere Ribonukleinsduren durch Basenpaarung bin-
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den, sondern auch verschiedene dreidimensionale Struk-
turen bilden kénnen (siehe Abbildung 8). So sind sie in
der Lage, dhnlich wie siRNAs oder miRNAs (siehe Ka-
pitel 2 Posttranskriptionelles Gen-Silencing), bestimmte
mRNAs durch Basenpaarung zu binden und ihre Stabili-
tit oder die Ubersetzung in Proteine zu beeinflussen. Sie
koénnen aber auch komplementdre DNA-Sequenzen bin-
den und dabei entweder eine sogenannte Triplex-Struk-
tur mit beiden DNA-Strdangen oder eine als R-Loop be-
zeichnete Schlaufe bilden. Schliesslich kénnen sie sich
durch ihre dreidimensionale Struktur auch an bestimmte
Proteine binden (Mercer et al., 2022; Statello et al., 2020).

LncRNAs werden dhnlich wie mRNAs gebildet: Durch
das Ablesen von DNA durch ein als RNA-Polymerase
bezeichnetes Protein entsteht ein Transkript, das meist
gespleisst wird und an einem Ende eine Cap-Struktur
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Abbildung 8: Funktionsmechanismen von IncRNA.

A) Eine IncRNA mit mehreren Proteinbindungsstellen bindet Proteine. B) Eine IncRNA bindet ein Enzym als Co-Faktor und verhindert die Bindung
eines funktionellen Co-Faktors. () Eine IncRNA bindet eine mRNA und beeinflusst deren Stabilitat. D) Eine IncRNA bindet eine mRNA
und beeinflusst deren Translation. E) Eine IncRNA interagiert mit einem DNA-Doppelstrang. F) Eine IncRNA bindet DNA-Strang

und bildet dadurch eine R-Schleife (Mercer et al., 2022).



und am anderen Ende meist einen Poly(A)-Schwanz er-
hélt (siehe Abschnitt 3.2 Beschreibung des Verfahrens).
Anders als mRNAs werden allerdings nicht alle IncRNAs
aus dem Zellkern in das Zellplasma transportiert (Statello
et al., 2020).

Im Zellkern verbleibende IncRNAs kénnen mit der DNA
oder mit an der Transkription beteiligten Proteine intera-
gieren. Dadurch aktivieren oder unterdriicken sie die
Transkription bestimmter Gene. Viele der bisher bekann-
ten Gene, die auf diese Weise reguliert werden, sind fiir
verschiedene Entwicklungsphasen, wie zum Beispiel be-
stimmte Phasen der Embryonalentwicklung von Tieren
oder der Bliite von Pflanzen. Teilweise bewirken sie eine
Verdanderung der Struktur und Funktion von Chromoso-
men im Zellkern. Die IncRNA XIST zum Beispiel leitet
in weiblichen S&ugetieren die Inaktivierung eines der
beiden X-Chromosomen ein. Durch die Interaktion mit
mRNAs konnen IncRNAs dhnlich wie kurze nicht-co-
dierende RNAs (siRNAs und miRNAs), das Splicing von
mRNAs regulieren. LncRNAs regulieren auch verschie-
dene Proteine, die fiir die Reparatur der DNA und die
Kontrolle der Zellteilung zustdndig sind (Statello et al.,
2020).

Daneben sind auch viele IncRNAs im Zytoplasma bezie-
hungsweise in Organellen lokalisiert. Dort kénnen sie
zum Beispiel durch die Bindung an mRNAs deren Sta-
bilitdt und Translationsrate verdndern oder die Weiter-
leitung von Signalen innerhalb der Zelle beeinflussen.
Andere IncRNAs binden miRNAs oder Proteine und re-
duzieren deren Verfiigbarkeit (Noh et al., 2018).

Die verschiedenen Funktionen der IncRNAs bei der Re-
gulation essenzieller zelluldrer Prozesse — wie der Ent-
wicklung, DNA-Reparatur und Zellteilung — sind der
Grund dafiir, dass einige falsch regulierte IncRNAs zur
Entstehung von Krebs beitragen kénnen. Diese spielen
insbesondere bei der Metastasenbildung, bei der Immun-
flucht, der Verdnderung des Zellmetabolismus und der
Gefissbildung bei Tumoren eine Rolle. Auch bei Erkran-
kungen des Gefidss- und Nervensystems und bei Diabetes
sind sie von Bedeutung (Mercer et al., 2022).

5.2  Beschreibung des Verfahrens
und Anwendungen

Da IncRNAs zelluldre Prozesse regulieren kénnen, ver-
fiigen sie auch iiber das Potential, selber als Wirkstoffe
genutzt zu werden. Allerdings erschwert die Grosse der
Molekiile die Abgabe in die Zelle; zusitzlich kdnnen sie
das Immunsystem aktivieren. Dies liesse sich verhindern,
indem die funktionellen Regionen isoliert wiirden und
daraus eine kiirzere RNA mit denselben Eigenschaften
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konstruiert wiirde. Dies ist im Mausmodell bereits mit
der IncRNA NRON gelungen, die den Knochenschwund
bei Osteoporose verlangsamen kann (Mercer et al., 2022).

5.3  Stand der Entwicklung

Bisher wurden IncRNA-basierte Therapien erst in prakli-
nischen Studien getestet. Auch wenn bereits in verschie-
denen Maus-Studien gezeigt werden konnte, dass IncR-
NA-basierte Therapien prinzipiell mdéglich sind, hat es
bisher noch kein Kandidat in die klinische Phase ge-
schafft (Mercer et al., 2022).

5.3.1 Herausforderungen

Der Transport von langen RNAs in geniigender Menge in
die richtigen Gewebe und Zellen, und zusitzlich in die
gewlinschten Zellkompartimente, hat sich als schwie-
rig erwiesen. Zudem sind Off-Target-Effekte relativ hau-
fig. Studien an Tieren werden dadurch erschwert, dass
IncRNAs evolutionér relativ schlecht erhalten sind und
sich deshalb IncRNAs in Versuchstieren teilweise stark
von ihrem Gegenstiick in Menschen unterscheiden. In
solchen Fillen ist es oft erforderlich, Modellorganismen
entsprechend genetisch zu verdndern. In préklinischen
Krebsstudien werden auch menschliche Gewebe in Mo-
dellorganismen transplantiert oder kiinstliche Organe,
sogenannte Organoide, aus menschlichen Zellen einge-
setzt (Mercer et al., 2022).

5.4  Maogliche unerwiinschte Wirkungen

Wegen ihrer Linge ist die Gefahr relativ gross, dass
IncRNAs unbeabsichtigte RNA- oder DNA-Sequenzen
binden. Da IncRNAs normalerweise nur in kleinen Men-
gen vorhanden sind, besteht auch das Risiko, dass eine zu
hohe Dosis zur Bindung von Proteinen fiihrt, die fiir an-
dere zelluldre Aufgaben gebraucht werden. Zudem kon-
nen die IncRNAs in Nicht-Zielzellen gelangen. Wie stark
das menschliche Immunsystem auf IncRNAs reagiert, ist
noch unklar (Mercer et al., 2022).
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6 RNA-vermittelte DNA-Methylierung

6.1 Einleitung

In Pflanzen kénnen kurze nicht-codierende RNAs die Ge-
nexpression nicht nur nach der Transkription regulieren,
wie in Kapitel 2 «Post-transkriptionelles Gen-Silencing»
beschrieben, sondern bereits vor der Transkription. Die-
ser Prozess wird als RNA-vermittelte DNA-Methylierung
(RNA-directed DNA methylation, RADM) bezeichnet. Da-
bei werden der DNA Methylgruppen angefiigt, wodurch
Gene, die sich in dieser DNA-Region befinden, weniger
gut zugédnglich fiir Proteine und somit seltener transkri-
biert werden. Dieser Prozess dient natiirlicherweise oft
dazu, Transposons genannte Gene zu unterdriicken, die
andernfalls im Genom herumspringen und andere Gene
beeinflussen kénnen. Es konnen aber auch Gene reguliert
werden, die an der Entwicklung oder Reproduktion der
Pflanze beteiligt sind. Schliesslich kann RdDM auch eine
Reaktion der Pflanze auf Stress sein. Die DNA-Methylie-
rung kann iiber mehrere Generationen vererbt werden
(Erdmann & Picard, 2020). Wie bei Menschen und ande-

A)

ren Tieren die DNA neu methyliert wird, ist bisher noch
vergleichsweise wenig verstanden.

6.2 Beschreibung des Verfahrens

Wie bei der RNA-Interferenz wird eine doppelstriangi-
ge RNA zuerst gekiirzt und dann von einem Protein aus
der Argonaut-Familie (AGO) gebunden. Anders als beim
posttranskriptionellen Gen-Silencing bindet der RNA-
AGO-Komplex aber keine funktionsfahige mRNA, son-
dern eine RNA, die gerade transkribiert wird und sich
deshalb in der Ndhe der komplementdren DNA-Sequenz
befindet. Nach der Bindung werden von diesem Komplex
verschiedene Proteine rekrutiert, die DNA in dieser Regi-
on methylieren (siehe Abbildung 9). Die Methylierungen
kénnen zusétzlich zu Verdnderungen von mit der DNA
verbundenen Proteinen (sogenannten Histonen) fithren.
Dies modifiziert die Struktur der Chromosomen und kann
die DNA in dieser Region fiir Proteine unzugénglicher
machen (Erdmann & Picard, 2020).
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Abbildung 9: RNA-vermittelte DNA-Methylierung in Arabidopsis thaliana.

A) Eine DNA-Sequenz wird von der Polymerase IV transkribiert. B) Das Enzym RDR2 synthetisiert einen zweiten Strang fur die einzelstrangige RNA.
() Die dsRNA wird von DCL3 zu siRNAs prozessiert und von HENT methyliert. d) Zusammen mit AGO4 bindet die siRNA ein Pol-V-Transkript
und rekrutiert das Protein DRM2, welches die DNA-Sequenz methyliert (Kumar & Mohapatra, 2021).



6.3  Mogliche Anwendungen
und Stand der Entwicklung

Der RdDM-Prozess kann dazu genutzt werden, um be-
stimmte Gene spezifisch und {iber mehrere Generationen
zu unterdriicken, ohne dabei die DNA-Sequenz zu verdn-
dern. Dies kann zum Beispiel durch das Integrieren einer
kurzen, fiir das Zielgen spezifischen RNA-Sequenz, die
spezifisch dem Zielgen entspricht, in ein Virus erreicht
werden. Das Virus schleust die kurze RNA-Sequenz an-
schliessend in die Pflanzenzellen ein.

Bisher konnte auf diese Weise die Bliitenfarbe von Pe-
tunien und die Fruchtreifung von Tomaten verdndert
werden. Allerdings ist noch keine Anwendung marktreif
(Erdmann & Picard, 2020).

DNA-Methylierungsmuster konnen ausserdem mit dem
CRISPR-Cas9-System verdndert werden. Dabei wird ein
Cas9-Protein eingesetzt, das so verdndert wurde, dass es
keine DNA-Molekiile spalten kann. Stattdessen kann es
mit Proteinen verbunden werden, die eine Methylierung
der DNA bewirken. Indem die Guide-RNA eine bestimm-
te DNA-Sequenz bindet, bringt sie den Komplex in die
Nihe jener DNA-Region, die methyliert werden soll (Pa-
pikian et al., 2019). Dieses System wird auch in mensch-
lichen Zellkulturen getestet, um auf diesem Weg zum
Beispiel krebsauslésende Gene in Krebszellen zu unter-
driicken (McDonald et al., 2016). Diese als «Epigenetic
Editing» bekannte Technik unterscheidet sich allerdings
deutlich von der oben beschriebenen natiirlichen RADM.
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7  RNA-Aktivierung

7.1 Einleitung

Damit Zellen korrekt funktionieren, muss eine Vielzahl
von Genen so reguliert werden, dass zur richtigen Zeit am
richtigen Ort in der Zelle dierichtigen Proteine in derrich-
tigen Menge produziert werden. Viele Krankheiten sind
auf eine fehlerhafte Genregulierung und eine dadurch
verursachte Uber- oder Unterproduktion bestimmter Pro-
teine zurlickzufithren. Eine Korrektur dieser Fehlregulie-
rungen bietet sich deshalb fiir gezielte Therapien an. In
Kapitel 2 Post-transkriptionelles Gen-Silencing werden
Verfahren vorgestellt, die mit kurzen RNA-Stiicken, small
interfering RNAs (siRNAs) und Anti-sense Oligonukleo-
tiden (ASOs) genannt, die Aktivitdt von Genen reduzie-
ren oder ganz abschalten. Kurze RNA-Oligonukleotide
konnen aber im Gegenteil die Transkription eines Gens
auch erhéhen. Diese Verfahren werden entsprechend zur
RNA Interference (RNAi) als RNA Activation oder RNA
Aktivierung (RNAa) bezeichnet, und die daran beteilig-
ten kurzen nicht-codierenden RNAs als small activating

RNAs (saRNAs). Dabei wird ein natiirlicher Regulie-
rungsmechanismus der Zelle genutzt (Tan et al., 2021).

7.2  Beschreibung des Verfahrens

saRNAs sind chemisch synthetisierte, 21 Nukleotide lan-
ge, doppelstrangige RNA-Oligonukleotide. Wie siRNAs
werden auch saRNAs von einem Protein der Argonaut-
Familie (meistens AGO2) gebunden, und ein RNA-Strang
wird darauthin entfernt [siehe Abschnitt 2.2.1.2 Small in-
terfering RNA (siRNA)]. Die saRNA und das AGO-Protein
werden anschliessend zusammen in den Zellkern impor-
tiert, wo sich die saRNA durch Basenpaarung an eine be-
stimmteDNA-Sequenzbindet.Eshandeltsichdabeiumeine
sogenannte Promotor-Sequenz. Promotor-Sequenzen sind
essenziell fiir die Regulation und Einleitung der Tran-
skription eines bestimmten Gens. Nach der Bindung an
den Promotor bilden die saRNA und das AGO-Protein zu-
sammen mit anderen Proteinen den RNA-induced tran-
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Abbildung 10: RNA-Aktivierung.

Die saRNA wird als dsRNA durch Endozytose in die Zelle aufgenommen und an AGO2 gebunden. Anschliessend wird ein RNA-Strang entfernt. Nach
dem Verlassen des Endosoms binden die saRNA und AGO2 eine DNA-Sequenz und bilden zusammen mit RHA, CTR9 und DDX5 den RITA-Komplex, der

zu einer Erhdhung der Transkription eines Gens fihrt (Tan et al., 2021).



scriptional activation (RITA)-Komplex, der die Transkrip-
tion des Gens fordert. Ausserdem werden dabei oft auch
bestimmte Proteine, die mit der DNA interagieren, soge-
nannte Histone, so verdndert, dass das Gen einfacher ab-
gelesen werden kann (siehe Abbildung 10). Was bei dem
Vorgang der RNA-Aktivierung genau passiert und welche
Proteine involviert sind, ist bis jetzt allerdings nur ansatz-
weise bekannt (Portnoy et al., 2016).

73  Anwendungen und Stand
der Entwicklung

Eine Reihe von saRNAs wurde bereits in Zellkulturen
oder Tiermodellen getestet. In den meisten dieser Stu-
dien hat man versucht, die Expression tumorunterdrii-
ckender Gene in Krebszellen zu erhohen. Dabei zeigte
sich bei verschiedenen Krebsarten eine Verlangsamung
des Tumorwachstums. Am weitesten fortgeschritten ist
die Entwicklung der saRNA MTL-CEBPA, die das CEBPA-
Gen aktiviert, das in vielen Krebszellen herunterregu-
liert ist. Klinische Phase Ia- und Ib-Studien wurden an
Patientinnen und Patienten mit myeloider Leukdmie
durchgefiihrt. Die Behandlung mit Lipid-Nanopartikeln
umhiillten MTL-CEBPA verlief dabei erfolgreich. Eine
Phase-II-Studie ist fiir 2022 geplant (Tan et al., 2021).

saRNAs konnen im Prinzip fir alle Gene entwickelt wer-
den, bei denen eine Promotor-Sequenz bekannt ist. Die
Identifikation der Zielsequenz und das Design der saRNA
ist mit bioinformatischen Methoden moglich. Vielver-
sprechend sind neben den erwdhnten Krebstherapien
Behandlungen von Krankheiten des Nervensystems oder
des Stoffwechsels, die durch die Fehlregulation von ein-
zelnen Genen verursacht werden (Tan et al., 2021).

Wie bei siRNAs werden auch bei saRNAs chemische
Modifikationen eingesetzt, um die Stabilitdt zu erh6hen
und die Immunantwort zu reduzieren. Fiir die zellspe-
zifische Verabreichung werden Lipid-Nanopartikel, Hy-
brid-Nanopartikel und GalNac genutzt [siehe Abschnitt
2.2.1.2 Small interfering RNA (siRNA)] (Tan et al., 2021).

7.3.1 Herausforderungen

Da saRNAs chemisch und strukturell den siRNAs stark
dhneln, stellen sich dhnliche Herausforderungen in Be-
zug auf die Stabilitdt und Spezifizitdt der Molekiile (siehe
Kapitel 2 Posttranskriptionelles Gen-Silencing).
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8 Zirkulare RNAs

8.1 Einleitung

Zirkuldre RNAs (circRNAs) sind einzelstrangige kreisfor-
mige RNAs, die in der Zelle vor allem beim Splicing von
pre-mRNAs zu mRNA entstehen (siehe Abschnitt 3.3.1
mRNA-Impfstoffe) und in der Zelle relativ stabil sind. Sie
koénnen sowohl fiir Proteine kodieren als auch nicht-ko-
dierend sein. Von long non-coding RNAs (IncRNAs) und
messenger RNAs (mRNAs) unterscheiden sich circRNAs
dadurch, dass ihre Enden nicht durch Cap- und Poly(A)-
Strukturen abgeschlossen werden, sondern sich gegen-
seitig kovalent binden. In menschlichen Zellen bilden
vor allem repetitive Sequenzen kreisformige Strukturen.
Obwohl erste zirkuldre RNAs bereits in den Siebzigerjah-

ren entdeckt worden waren, realisierte die Forschung erst
in den letzten zehn Jahren, wie héufig diese Klasse von
RNAs in der Zelle vorkommt (C. X. Liu & Chen, 2022).

Seither wurde entdeckt, dass nicht-codierende circRNAs
sowohl mit anderen RNAs als auch mit DNA und Pro-
teinen interagieren konnen. Dadurch spielen sie sehr
vielféltige Rollen bei der Gen- und Zellregulation (siehe
Abbildung 11): Einige circRNAs kénnen wie IncRNAs
DNA-Abschnitte binden und sogenannte R-Schlaufen
(R-loops) bilden (siehe Kapitel 5 Lange nicht-codieren-
de RNAs). Diese Schlaufen beeinflussen die Replikati-
on, Reparatur und/oder Transkription der DNA. Durch
die Bindung an Proteine konnen sie auf verschiedene

aluorescent

sensor

@ Protein

aptamer

¥ 50

C;

Prolonged
peptide
expression

Therapeutic
circRNA
targets

—
_—

Normal

Inhibit PKR activation

A) RNA-Aptamer B) miRNA-Schwamm C) Protein-Schwamm

T

Nucleation
of PUM
condensates

e
P

—
_

rogramable
RNA editing
C,
. mUaG

2]
<
=
o
A
3
5
@
&
(]
&
»
<
&

Modulate
viral RNA
translation

PKR, RIG-1 and others

Immune
responses

Abbildung 11: circRNA-basierte medizinische Anwendungen.
D) Zirkulare Antisense-RNA E) Immunantwort-Booster (nicht Teil des Berichts)

F) Immunantwort-Inhibitoren (nicht Teil des Berichts) G) translatierbare circRNAs H) circRNAs als Ziele einer Therapie (C. X. Liu & Chen, 2022).



zelluldre Prozesse einwirken. Auch die Translation und
das Splicing von mRNAs kann durch circRNAs reguliert
werden. circRNAs, die mehrere Bindungsstellen fiir be-
stimmte Proteine oder miRNAs (siehe Kapitel 2 Posttran-
skriptionelles Gen-Silencing) haben, werden als Protein-
beziehungsweise miRNA-Schwidmme bezeichnet. Sie
konnen die Konzentration dieser Proteine oder miRNAs
in der Zelle reduzieren. Neben den nicht-codierenden
circRNAs gibt es auch Protein-codierende circRNAs (C.
X. Liu & Chen, 2022).

8.2  Beschreibung des Verfahrens

und Anwendungen

Weil circRNAs in der Zelle stabiler sind und seltener vom
Immunsystem erkannt werden als lineare RNAs, sind sie
fiir medizinische Anwendungen besonders interessant.
Kiinstliche zirkuldre RNAs werden fiir verschiedene sol-
cher Anwendungen getestet: Sie konnen mehrere Bin-
dungsstellen fiir bestimmte miRNAs oder Proteine ent-
halten und dadurch als molekulare Schwdmme dienen,
die diese Molekiile in der Zelle reduzieren. miRNA-Bin-
dungsstellen kénnen &hnlich wie Antagomirs konzi-
piert und synthetisiert werden (siehe Abschnitt 2.2.1.3
miRNA-basierte Therapeutika). Protein-Bindungsstel-
len werden durch das SELEX-Verfahren selektiert (sie-
he Abschnitt 4.2.3 SELEX). Zirkuldre Antisense-RNAs
sind durch ihre hohe Stabilitdt eine mogliche Alterna-
tive zu ASOs (siehe Abschnitt 2.2.1.1 Antisense-Oligo-
nukleotide). Bestimmte circRNAs konnen auch das an-
geborene Immunsystem modulieren. Ausserdem haben
in-vitro-transkribierte, proteinkodierende circRNAs das
Potential, als Alternative fiir mRNAs zu dienen. Da einige
circRNAs zur Krebsentstehung beitragen koénnen, kom-
men sie auch als mogliches Ziel fiir Therapien in Frage.
Ausserdem werden circRNAs bei gewissen Krankheiten
iiber- oder unterexprimiert, wodurch sie als Biomarker
fiir diese Leiden dienen konnten (C. X. Liu & Chen, 2022).

circRNAs konnen entweder in vitro oder in vivo herge-
stellt werden. Bei der In-vitro-Synthese wird zuerst eine
lineare RNA hergestellt und deren Enden entweder che-
misch oder biochemisch, mittels Enzymen oder Ribozy-
men (siehe Kapitel 9 Ribozyme), miteinander verbunden.
Bei der In-vivo-Methode wird das genetische Material auf
einem Plasmid in eine Zelle eingebracht, wo die RNAs
exprimiert und durch die natiirlichen zelluldren Mecha-
nismen zirkuldr gemacht werden (Obi & Chen, 2021).
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8.3  Stand der Entwicklung

Kiinstliche circRNAs sind eine sehr neue Technologie,
die noch in der Anfangsphase steht. Die meisten Anwen-
dungen wurden bisher in Zellkulturen entwickelt und
getestet. Da circRNAs aber je nach Design der Funktions-
weise anderer, bereits besser erforschter RNAs dhneln,
etwa siRNAs, Aptameren oder mRNAs, ist anzunehmen,
dass sich viele Erkenntnisse aus der Erforschung dieser
RNAs tibertragen lassen (C. X. Liu & Chen, 2022).



38 RNA-Technologien: Wirkmechanismen, Anwendungen und Verabreichungsformen

9 Ribozyme

9.1 Einleitung

In den 1980er-Jahren wurde entdeckt, dass nicht nur Pro-
teine, sondern auch RNAs chemische Reaktionen kata-
lysieren konnen. Diese RNAs wurden in Anlehnung an
Enzyme Ribozyme getauft. Allerdings ist das Reaktions-
spektrum von natiirlich vorkommenden Ribozymen re-
lativ schmal: Sie katalysieren vor allem die Bildung von
Proteinen und die Spaltung beziehungsweise Ligation
von RNA. Das Repertoire an moglichen Bindungspart-
nern und das Reaktionsspektrum konnte seither durch

die Entwicklung von synthetischen Ribozymen jedoch
deutlich erhoht werden (Balke & Miiller, 2019).

9.2 Beschreibung des Verfahrens

Ribozyme fiir therapeutische Anwendungen kénnen ent-
weder durch In-vitro-Selektion oder rationales Design fiir
eine bestimmte Funktion hergestellt werden. Die In-vitro-
Selektion geschieht mit dem SELEX-Prozess, der fiir Ap-
tamere entwickelt wurde. Dabei werden aus einem Pool
von zufdlligen RNA-Stiicken diejenigen ausgewdhlt, die
die gewtinschten Eigenschaften (siehe Abschnitt 4.2.3
SELEX). Beim rationalen Design werden natiirliche Ri-
bozyme gezielt an eine neue Funktion angepasst. Dafiir
muss allerdings viel iiber die anderen an der katalysier-
ten Reaktion beteiligten Molekiile bekannt sein. Bisher
wurden dafiir vor allem drei aus Viren stammende Ri-
bozyme eingesetzt: Hammerhead (HH), Hairpin (Hp) und
Hepatitis Delta Virus (HDV). Diese drei Ribozyme kon-
nen so modifiziert werden, dass sie, dhnlich wie siRNAs,
spezifische RNA-Sequenzen spalten und dadurch in-
aktivieren. Sie konnen aber auch genutzt werden, um
schddliche Mutationen durch alternatives Splicing einer
pre-mRNA zu entfernen und dadurch die Proteinfunk-
tion wieder herzustellen (sieche Abschnitt 3.2 Beschrei-
bung des Verfahrens). Auch die Reparatur anderer RNAs,
etwa mRNAs, durch das Austauschen von mutierten Se-
quenzen ist moglich. Diese Anwendungen von Ribozy-
men, die RNAs als Zielmolekiile haben, verdndern das
Erbgut nicht. Allerdings ist es prinzipiell auch moglich,
mittels Ribozymen bestimmte DNA-Sequenzen auszutau-
schen und somit das Erbgut zu verdndern (Balke & Miil-
ler, 2019).

9.3 Mdgliche Anwendungen

und Stand der Entwicklung

Ribozyme wurden in Zellkulturen und Tiermodellen be-
reits erfolgreich zur Bekdmpfung von Viren eingesetzt,
darunter HIV und Hepatitis B und C. Auch bei der Be-
handlung verschiedener Krebszellen zeigten sich er-
folgsversprechende Ergebnisse. Alle darauffolgenden
klinischen Studien wurden allerdings zwischen 2002
und 2009 wegen fehlender Wirksamkeit oder der Gefahr
schwerer Nebenwirkungen spétestens in Phase III abge-
brochen. Seither wird kaum mehr Forschung in diesem
Bereich betrieben. Das hat einerseits mit den Schwierig-
keiten bei der Anwendung von Ribozymen zu tun (siehe
Abschnitt 9.3.1 Herausforderungen), aber auch mit der
Entwicklung von RNAi und CRISPR-Cas als Methoden
zur Genregulation beziehungsweise Geneditierung. Die-
se neuen Verfahren gelten in diesen Anwendungsgebie-
ten als effektiver und die entsprechenden Konstrukte als
einfacher herzustellen als Ribozyme. Ribozyme kénnten
sich aber trotzdem fiir gewisse Anwendungen wie die Re-
paratur von mRNAs eignen (Balke & Miiller, 2019).

9.3.1 Herausforderungen

Wie bei allen RNA-basierten Therapeutika stellen die
Stabilitat, der Transfer in die Zelle und die Erkennung
durch das Immunsystem Hiirden fiir die Wirksamkeit dar.
Wie bei ASOs oder siRNAs werden auch bei Ribozymen
2’-0-Methyl, 2’-Fluoro oder 2’-O-Methoxyethyl-Modifi-
kationen oder kiinstliche Nukleotide wie LNAs (locked
nucleic acids) eingesetzt, um der enzymatischen Spal-
tung und der Erkennung durch das Immunsystem zu ent-
gehen. Das kann auch durch Ribozyme aus L-Enantiome-
ren der natiirlichen RNA erreicht werden. Eine weitere
Schwierigkeit ist die Ionenkonzentration im Innern von
Zellen, die fiir die Funktion der Ribozyme nicht ideal ist
und eine aufwendige Optimierung notig macht (Balke &
Miiller, 2019).



10 Verabreichung

Alle vorgestellten RNA-Technologien basieren darauf,
dass die daraus resultierenden Konstrukte ihre Funktion
in bestimmten Zellen ausfiihren — oder an diese binden —
konnen. RNA-Molekiile sind jedoch sehr instabil und
anfillig fir enzymatischen Abbau. Ausserdem koénnen
sie wegen ihrer negativen Ladung Zellmembranen nicht
durchdringen. Bei pflanzlichen Zellen stellen die Zell-
wiénde eine zusétzliche Barriere dar. Die Schwierigkeit,
RNAs in die Zielzellen einzubringen, hat lange Zeit den
erfolgreichen Einsatz dieser Technologien ausserhalb der
Petrischale verhindert. Erst die Entwicklung von Verab-
reichungsmethoden, die den RNAs den Transport an den
Zielort und das Eindringen in die Zielzellen erméglichen,
hat diesen Technologien zum Durchbruch verholfen.

10.1  Medizinische Verabreichungsmethoden
Fir den medizinischen Einsatz miissen RNA-basierte
Therapeutika eine Reihe von Voraussetzungen erfiillen:
Sie miissen in das anvisierte Gewebe eindringen, ohne
von anderen Geweben absorbiert zu werden oder eine zu
starke Immunreaktion auszultsen; sie miissen mit dem
korrekten Zelltyp im Zielgewebe interagieren, und sie
miissen in die Zielzellen aufgenommen werden (Pau-
novska et al., 2022).

10.1.1 Nackte RNA

RNA kann im Prinzip «nackt», also ohne Umhiillung, un-
ter die Haut, in den Muskel oder in das Nervenwasser
injiziert werden. Kleine RNAs wie siRNAs kénnen zur
Stabilisierung chemisch modifiziert und mit Molekiilen
verbunden werden, die an Rezeptoren an der Zellober-
flache binden und so den Zelleintritt ermdglichen. Ins-
besondere die Konjugation mit N-Acetylgalactosamin fiir
den Eintritt in Leberzellen hat sich bewihrt, aber auch
andere kleine Biomolekiile, Lipide, Antikérper oder Ap-
tamere kommen dafiir in Frage. Allerdings werden siR-
NAs oft vom Immunsystem erkannt und abgebaut oder
iiber die Nieren ausgeschieden, was ihre Effektivitét stark
reduziert (siehe Abschnitt 2.3.3.1 Herausforderungen).
Auch nackte mRNA kann iiber einen noch unbekannten
Mechanismus in die Zelle aufgenommen werden. Es wur-
de zudem ein Verfahren entwickelt, bei dem mRNA 7z
vitro direkt in dendritische Zellen injiziert wird, um die
Herstellung von Antigenen anzuregen (Xiao et al. 2022).
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10.1.2 Nicht-virale Vektoren

Schon in den 1970er-Jahren wurde damit begonnen, al-
ternative medizinische Verabreichungsmethoden zu er-
forschen. Diese sollen es ermoglichen RNAs und andere
biologisch aktive Molekiile — zum Beispiel Krebsmedika-
mente — zu stabilisieren und vor dem Abbau durch En-
zyme zu schiitzen. Dabei haben sich insbesondere die
kugelformigen Lipid-Nanopartikel als vielversprechend
erwiesen.

10.1.2.1 Lipid-Nanopartikel und Liposome
Lipid-Nanopartikel (LNPs) und Liposomen sind kugelftr-
mige Partikel, die aus Lipiden (Fett-dhnlichen Stoffen)
aufgebaut sind und Molekiile umschliessen kénnen. Sie
werden iiber den Prozess der Endozytose in die Zellen
aufgenommen. Dabei werden sie in eine weitere Doppel-
lipidschicht, Endosom genannt, eingeschlossen, aus der
sie jedoch wieder entkommen miissen, um die transpor-
tierten Molekiile in das Zytoplasma abzugeben, wo die
RNA funktional wird (siehe Abbildung 11). Lipid-Nano-
partikel sind aktuell die wichtigste Auslieferungsme-
thode fiir RNA-Therapeutika. Sie sind bereits klinisch
getestet und in verschiedenen Formulierungen fiir die
Verabreichung von siRNAs und mRNA-Impfstoffen zuge-
lassen worden.

Lipide bestehen aus einer wasseranziehenden Kopfgrup-
pe und einer wasserabweisenden Schwanzgruppe und
kommen in allen Membransystemen in Zellen vor. Auf
Grund ihrer Eigenschaften reihen sie sich in einer wéssri-
gen Umgebung mit der Kopfgruppe nach aussen und der
Schwanzgruppe nach innen aneinander und formen ku-
gelformige Strukturen aus einer oder zwei Lipidschich-
ten. Die Lipidschichten kénnen aus verschiedenen Ar-
ten von Lipiden bestehen. Das Verhéltnis zwischen der
Grosse der Kopf- und der Schwanzgruppe, die Ladung
der Kopfgruppe und die Séttigung der Schwanzgruppe
dieser Lipide bestimmt, welche Strukturen geformt wer-
den. In der Natur kommen die kleinen einschichtigen Mi-
zellen und die grosseren zweischichtigen Liposome vor,
die einen Hohlraum bilden. In diesem Hohlraum kénnen
hydrophile Molekiile transportiert werden. Hydrophobe
Molekiile kénnen in der Doppellipidschicht eingeschlos-
sen werden. Liposome konnen eine (unilamellare Vesi-
kel) oder mehrere Doppellipidschichten (multilamellare
Vesikel) haben und einen Durchmesser von 20 bis iiber
1000 Nanometer aufweisen. Die Grosse der Liposomen
hat einen Einfluss darauf, wie schnell sie vom Immun-
system erkannt werden. Natiirlich vorkommende Lipide
sind entweder negativ oder neutral geladen. Die Art und
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Stdrke der Ladung hédngt dabei von den Kopfgruppen ab
(Paunovska et al., 2022; Tenchov et al., 2021).

Fiir die Verabreichung von RNA-Wirkstoffen eignen sich
positiv geladene (kationische) Lipide. Da RNAs negativ
geladen sind, interagieren sie in wéssriger Umgebung
durch hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkun-
gen mit diesen. Allerdings haben sich positiv-geladene
Lipide als schédlich fiir Kérperzellen erwiesen. Deshalb
werden heute hauptsédchlich ionisierbare Lipide einge-
setzt, die in saurer Umgebung positiv sind, unter den
physiologischen Bedingungen im Koérper jedoch neutral
werden. Dies erlaubt es der mRNA, sich wihrend der Her-
stellung im sauren Milieu an die kationischen Lipide zu
binden. Nach der Injektion sind die Lipide neutral, bis
sie im Endosom bei tieferem pH wieder positiv geladen
werden und die RNA so ins Zytosol gelangen kann. Im
Zytosol herrscht dann wieder ein hoherer pH, und die
Lipide sind ungeladen. Anders als negative oder zwittrig
geladene Lipide, die auch natiirlich vorkommen, werden
sowohl positiv geladene als auch ionisierbare Lipide syn-
thetisch hergestellt. Daneben werden zusétzlich auch ver-
schiedene Hilfssubstanzen eingesetzt, wie zum Beispiel
Cholesterin zur Vereinfachung des Zelleintritts und zur
Erh6hung der Stabilitdt. Das Anfiigen des Polymers PEG
an Lipide dient unter anderem zur Stabilisierung der Li-
pidhiille und Umgehung des Immunsystems. Allerdings
kann PEG paradoxerweise auch eine starke Immunreak-
tion auslosen (siehe Abschnitt 3.5 Unerwiinschte Wir-
kungen). Die Zusammensetzung der Hiille kann fiir ver-
schiedene Anwendungen und Verabreichungsformen
(intravends, intramuskulér, subkutan etc.) und Zielgewe-
be optimiert werden (Zak et al., 2021).

10.1.2.2 Polymer-basierte Nanopartikel

Eine weitere Mdglichkeit, RNAs in Zellen zu bringen,
sind Polymer-Nanopartikel. Diese bestehen aus Ketten
von gleichartigen Einheiten, die sich chemisch modi-
fizieren lassen. Dadurch lassen sich die elektrische La-
dung, die Stabilitdit und das molekulare Gewicht der
Partikel relativ einfach verdndern. Ein hédufig verwende-
tes Trdgermaterial ist der biologisch abbaubare Polyes-
ter Polylactid-co-Glycolid (PLGA), der auch in Implan-
taten und chirurgischem Nahtmaterial zur Anwendung
kommt. Da PLGA neutral ist, werden positive chemische
Gruppen angefiigt, damit es elektrostatisch mit der nega-
tiv geladenen RNA interagieren kann. Andere Polymere,
wie Polyethylenimin (PEI), Polylysin (PLL) und Poly(Be-
ta-Aminoester) (PBAE) sind bereits positiv geladen. Al-
lerdings sind PEI und PLL schlecht vertrdaglich und miis-
sen vor der Anwendung chemisch modifiziert werden
(Paunovska et al., 2022). Die schlechte Vertrdaglichkeit
von kationischen Partikeln kann auch durch die Verwen-
dung von ionisierbaren Polymeren wie Aminopolyester
(APE) umgangen werden. Polymer-Nanopartikel werden,

dhnlich wie Lipid-Nanopartikel, durch Endozytose in die
Zelle aufgenommen. Sie weisen aber den Vorteil auf, dass
sie grossere RNA-Molekiile einbinden kénnen und dass
sie leichter aus dem Endosom entkommen und die RNA
in das Zellinnere abgeben kénnen (Gupta et al., 2021).

10.1.2.3  Zellpenetrierende Peptide

Zellpenetrierende Peptide sind eine Gruppe von linearen
und verzweigten Peptiden aus fiinf bis 30 Aminoséduren,
die die Zellmembran durchdringen konnen. Gemeinsam
ist ihnen, dass sie eine positive Ladung haben und so-
wohl Wasser- als auch Fett-anziehend sind. Diese Eigen-
schaften ermoglichen ihnen, wahrscheinlich tiber Endo-
zytose, in die Zelle aufgenommen zu werden. Indem sie
entweder durch eine kovalente Bindung oder Komplexie-
rung mit einem Wirkstoff verbunden werden, kénnen sie
diesen in das Zellinnere transportieren. Um die physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften der Peptide
zu verbessern, werden sie oft mit Polymeren (z.B. PEG)
oder Fettsduren modifiziert. Zellpenetrierende Peptide
werden vor allem zur Verabreichung von siRNAs benutzt
(Falato et al., 2021).

Die siRNA kann mittels einer auftrennbaren Verbindung
kovalent an das Peptid gebunden werden. Diese Verbin-
dung, zum Beispiel eine Disulfidbindung, kann nach dem
Transport durch die Zellmembran im Zellplasma aufge-
trennt werden, wodurch die siRNA vom Peptid gelost
wird und sich an ein AGO-Protein binden kann. Eine
solche Bindung ist in der Praxis allerdings schwierig zu
erreichen, und die Effizienz des Silencings war bisher in
den meisten Versuchen ungeniigend (Falato et al., 2021).

Dagegen gestaltet sich die Komplexierung der negativ-ge-
ladenen siRNA mit dem positiv-geladenen Peptid relativ
einfach und benotigt keine chemische Reaktion und Auf-
reinigung. Allerdings kann die eher schwache Bindung
durch elektrostatische Interaktion zu Instabilitdt und ei-
ner verfrithten Abgabe der siRNA fiihren. Es ist deshalb
wichtig, das richtige Verhiltnis zwischen Peptid und
RNA zu finden. Die Struktur des eingesetzten Peptids ist
fiir die Stabilitdt des Komplexes ebenfalls wichtig. Des-
halb wird mit verschiedenen Peptiden experimentiert. In
Experimenten zeigte diese Methode einige vielverspre-
chende Ergebnisse sowohl in vitro als auch in vivo (Fala-
to et al., 2021). Durch den Einsatz der richtigen Peptide
ist es sogar gelungen, siRNAs in bestimmte Zelltypen des
Gehirns einzubringen (Youn et al., 2014).

Zellpenetrierende Peptide kénnen ausserdem mit Lipi-
den zu Lipid-Peptid-Hybridnanopartikeln komplexiert
werden. Diese konnen dhnlich wie die oben beschriebe-
nen Lipid-Nanopartikel eine siRNA umschliessen und in
das Zellinnere transportieren (Falato et al., 2021).



Die Methode zeigt zwar vielversprechender Forschungs-
ergebnisse, und es hat seit dem Jahr 2000 mehrere klini-
sche Studien mit zellpenetrierenden Peptiden gegeben.
Aber bisher ist noch keines der etwa 1850 bekannten zell-
penetrierenden Peptide fiir therapeutische Zwecke zuge-
lassen (Tripathi et al., 2018). Das ist wohl unter anderem
auf die oft noch ungeniigende Stabilitdt in vivo, man-
gelnde Spezifitdt und Immunreaktionen zurtickzufithren
(Falato, Gestin, and Langel 2021).

10.1.3 Anwendungen und Stand
der Entwicklung

Bereits in den 1970er-Jahren wurde versucht, in Nanopar-
tikel eingepackte Nukleinsduren als Medikamente einzu-
setzen. Zuerst wurden dafiir Polymer-Nanopartikel ver-
wendet. Spédter konnte gezeigt werden, dass es moglich
ist, RNAs mit kationischen Liposomen zu umbhiillen. Die-
se Partikel tendierten allerdings zur Aggregation, oder sie
wurden vom Immunsystem erkannt und abgebaut. Erst
in den 2010er-Jahren waren die meisten Probleme bei der
Anwendung von Lipid-Nanopartikeln gelgst. 2018 wurde
mit Patisiran das erste Medikament mit in Lipid-Nano-
partikel gehtillten siRNAs in den USA und Europa zuge-
lassen. Ein weiterer grosser Schritt gelang im Dezember
2020 mit der FDA-Zulassung der beiden mRNA-Impf-
stoffe Comirnaty und Spikevax gegen Sars-CoV-2 von
Pfizer und Moderna, die beide Lipid-Nanopartikel ver-
wenden. Neben diesen beiden zugelassenen Impfstoffen
befindet sich eine Reihe weiterer Sars-CoV-2-Impfstoffe
in der Entwicklung (Gupta et al., 2021). In der Entwick-
lung befinden sich ausserdem mRNA-Impfstoffe gegen
verschiedene andere Viren, unter anderem gegen alle
Influenza-Viren (Arevalo et al., 2022). In der klinischen
Phase befinden sich bereits mehrere mRNA-Impfungen
(Lorentzen et al., 2022) und siRNAs, miRNA-Mimics und
ASOs gegen verschiedene Krebsarten (Gupta et al., 2021).
Es wird ausserdem an neuen Moglichkeiten zur Verab-
reichung von mRNAs geforscht, wie zum Beispiel durch
Nasensprays (Xiao et al., 2022).

10.1.3.1  Herausforderungen

Fiir viele Funktionen ist es essenziell, dass die RNAs in
die gewiinschten Gewebe und Zellen gelangen. Nanopar-
tikel tendieren allerdings dazu sich in der Leber anzu-
sammeln, wenn sie intravends verabreicht werden, was
die Anwendungen der Technologien einschrankt. Des-
halb wird an Methoden geforscht, die es ermdglichen,
die Nanopartikel in die gewiinschten Gewebe und Zel-
len zu lenken. Das Targeting kann entweder passiv oder
aktiv geschehen. Beim passiven Targeting werden die
Grosse und Zusammensetzung der Partikel so gewdhlt,
dass sie einerseits lange in der Blutzirkulation bleiben,
ohne sich in der Leber anzureichern oder ausgeschieden

Swiss Academies Reports, Vol. 19, Nr. 1, 2024 LI--I

bzw. vom Immunsystem erkannt zu werden (z.B. durch
die Bindung von PEG an die Nanopartikeloberfldche).
Andererseits ldsst sich mit der Formulierung der Parti-
kel auch erreichen, dass die Partikel von zelleigenen Me-
chanismen in das Zielgewebe beférdert werden. Dies ge-
schieht vor allem dadurch, dass sich bestimmte Proteine
an die Oberfliche der Partikel anheften. Die Erkennung
durch das Immunsystem kann dazu fiithren, dass die Par-
tikel in lymphatische Organe wie die Milz transportiert
werden. Somit werden die Partikel aus der Zirkulation
entfernt, aber eine Immunreaktion gegen Bestandteile der
Partikel ist weiterhin moglich. Beim aktiven Targeting
werden Molekiile verwendet, die an Oberflichenprotei-
ne der Zielzellen binden. Diese Bindung ermoglicht es
den Nanopartikeln, anschliessend durch Endozytose in
das Zellinnere zu gelangen (Paunovska et al., 2022). Fiir
die Behandlung von Tumorzellen etwa werden tumorspe-
zifische Antikorper an die Nanopartikel angeheftet (Zak
et al., 2021). Besonders schwierig ist dabei die Uberwin-
dung der Blut-Hirn-Schranke fiir RNA-Anwendungen in
Gehirnzellen (Xiao et al., 2022). Nusinersen wird deshalb
direkt in die Spinalfliissigkeit der Wirbelsdule gespritzt
(Claborn et al., 2018). Es wird an Moglichkeiten geforscht,
die Blut-Hirn-Schranke durch Ultraschall kurzzeitig zu
schwichen (Kovacs et al., 2017) oder ASOs so zu modi-
fizieren, dass sie durch die Blut-Hirn-Schranke hindurch
diffundieren konnen (Relizani et al., 2017).

10.1.4 Unerwinschte Wirkungen

Bei der mRNA-Impfung traten neben vereinzelten schwe-
ren Nebenwirkungen hdufig starke Immunreaktionen auf,
die vor allem auf die Lipidkomponenten zuriickgefiihrt
werden konnen (Klimek et al., 2021). Diese liessen sich
durch eine verbesserte Zusammensetzung der Liposomen
reduzieren. Unter anderem wird versucht, ionisierbare
Lipide mit Exosomen und Zellmembranen von mensch-
lichen Zellen zu kombinieren (Xiao et al., 2022). Auch die
Wahl der Injektionsstelle spielt eine Rolle.

10.2 Verabreichung im Pflanzenschutz

Pflanzenzellen sind von einer festen Zellwand umgeben
und nach aussen hin zusétzlich durch eine Wachsschicht
geschiitzt. Diese Hindernisse erschwerten bislang die
Verabreichung von RNA in Pflanzen betrdchtlich und
sind einer der Griinde, wieso lange vor allem an trans-
gen exprimierten RNAs fiir den Pflanzenschutz geforscht
wurde. Dieser Ansatz wird in diesem Bericht allerdings
nicht behandelt. Bei der Verabreichung von exogener
RNA miissen die oben genannten Hindernisse tiberwun-
den werden.
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Durch RNA-Sprays werden doppelstringige RNAs auf
die Pflanzenoberfliche gespritht. Wenn die RNA durch
ein kauend-beissendes Insekt aufgenommen werden soll,
reicht es, wenn die RNA auf der Blattoberfldche verbleibt.
Dort muss sie UV-Strahlung und Regen standhalten. Sol-
len aber stechend-saugende Insekten bzw. Viren oder Pil-
ze erreicht werden, ist eine systemische Verbreitung in
der Pflanze erforderlich. Dafiir miissen RNAs zuerst die
Kutikula, einen wasserundurchlédssigen, wachsartigen
Uberzug des Blattes, iiberwinden und in die Epidermis
gelangen. Alternativ kann dsRNA auch iiber die Wurzeln
oder durch Injektion verabreicht werden (Zotti et al.,
2018). In jedem Fall miissen die Molekiile anschliessend
die Zellwand und die Zellmembran durchdringen. Dabei
muss die RNA stabil bleiben und darf nicht durch Nuk-
leasen abgebaut werden. Wenn die RNA in einem Insekt
wirken soll, muss sie zuséatzlich im Darmtrakt stabil blei-
ben (Hoang et al., 2022). Der Formulierung und Verabrei-
chungsmethode kommt daher eine herausragende Bedeu-
tung zu (Christiaens et al., 2020; K. Y. Zhu & Palli, 2020).

10.2.1 Nackte RNA

Doppelstrangige RNA kann in einer Losung auf die Blét-
ter gespritht werden. Auf der Blattoberfldche bleibt sie je
nach Umweltbedingungen und Beschaffenheit des Blat-
tes unterschiedlich lange intakt. Nackte RNA kann in das
Zellinnere gelangen, vor allem wenn die RNA-LGsung mit
hohem Druck aufgespriiht wird. Jedoch ist die Aufnah-
me nicht sehr effektiv und héngt von der Zielpflanze ab.
Um das Hindernis der Kutikula zu umgehen, werden die
Blétter daher im Labor vor dem Auftragen oft mechanisch
inokuliert. Das heisst, die dSRNA-Losung wird von Hand
auf die Blatter gerieben, sodass die Wande von oberfldch-
lichen Zellen aufbrechen und diese die RNA aufnehmen.
Diese Methode eignet sich allerdings nicht fiir einen
grossflachigen Einsatz auf dem Feld (Rank & Koch, 2021).

10.2.2 Minizellen

Escherichia coli Bakterien konnen durch das Ausschal-
ten der sogenannten min-Gene dazu gebracht werden,
kleine Zellen zu produzieren, die Proteine, Lipide und
RNAs, aber kein Chromosom enthalten. Diese Minizellen
konnen nicht wachsen und sich auch nicht teilen. Wenn
das Bakterium zugleich auch dsRNAs produziert, kann
diese somit in Minizellen verpackt werden. Eingeschlos-
sen in Minizellen, sind die dsSRNAs vor dem Abbau durch
Nukleasen geschiitzt (Islam et al., 2021).

10.2.3 Nanopartikel

Synthetische Nanopartikel werden bereits fiir die Verab-
reichung von RNAI in tierische Zellen eingesetzt (siehe
Abschnitt 10.1.2.2 Polymer-basierte Nanopartikel). Al-
lerdings haben diese Partikel einen Durchmesser von
100 bis 200 Nanometer und sind damit 10- bis 20-mal
zu gross, um durch die Zellwand hindurch zu diffundie-
ren. Wie bei tierischen Zellen miissen die Nanopartikel
in der Lage sein, durch Endozytose in die Zelle zu gelan-
gen, das Endosom anschliessend wieder zu verlassen und
die RNA in das Zellinnere abzugeben. Zu diesem Zweck
wurden Partikel in verschiedenen Grossen und Formen
entwickelt, von denen sich jedoch die meisten noch in
der frithen Entwicklung befinden (Schwartz et al., 2020;
Shidore et al., 2021).

10.2.3.1 Layered double hydroxide

Layered double hydroxide (LDH), auch BioClay oder
NanoClay genannt, ist ein Nanomaterial, das aus Schich-
ten einer positiv geladenen Magnesiumlegierung besteht.
Die Nanoschichten binden RNA und kénnen in Was-
ser gelost auf die Blatter gespritht werden. Zuerst wur-
de als metallische Komponente Aluminium verwendet
(MgAl-LDH). Weil man vermutete, Aluminium konnte
giftig sein, wurde es inzwischen durch Eisen (MgFe-LDH)
ersetzt. Diese Legierung gilt als ungiftig und biologisch
abbaubar (Jain et al., 2022). Die saure Umgebung auf der
Blattoberfldche, die entsteht, wenn in der Nacht das von
der Pflanze abgegebene Kohlendioxid mit Wasser aus
der Luftfeuchtigkeit zu Kohlensédure reagiert, hilft beim
Abbau des NanoClays und fithrt zur Abgabe der dsR-
NA auf oder in die Pflanze. In Tabakpflanzen zeigten an
NanoClay gebundene dsRNAs mindestens 20 Tage lang
eine Wirkung gegen das PMMo-Virus, verglichen mit nur
fiinf Tagen nach dem Spriithen von nackten dsRNAs (Shi-
dore et al., 2021).

10.2.3.2 Carbon Quantum Dots

Carbon Quantum Dots sind Nanopartikel aus Kohlen-
stoff, die durch das Anfiigen von positiven organischen
Verbindungen mit RNA einen Komplex bilden kénnen.
Dadurch wird die RNA vor dem enzymatischen Abbau
durch Nukleasen geschiitzt, und die Aufnahme durch die
Zellen wird optimiert. Ein Nanokomplex mit siRNA hat
einen Durchmesser von durchschnittlich 3,5 Nanometern
und kann durch die Zellwand diffundieren. In ersten Ver-
suchen mit siRNA in Nicotiana benthamiana zeigte sich
eine gute Silencing-Wirkung. Allerdings stellte sich her-
aus, dass kleine Nanokomplexe, die gut durch die Zell-
wand diffundieren konnten, von der Zelle schlecht auf-
genommen wurden und umgekehrt grosse Komplexe
nur schlecht durch die Zellwand diffundieren konnten
(Schwartz et al., 2020). Quantum Dots, die aus PEG syn-
thetisiert wurden, werden als unschéddlich eingeschétzt.
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Abbildung 12: Medizinische Verabreichungsmethoden.

Links: 1) Ein Lipid-Nanopartikel mit ionisierbaren Lipiden, Helfer-Lipiden, PEG, und Cholesterin 2) Ein Polymer-Nanopartikel

3) Ein Liposom mit Aptamer 4) Eine spherische Nukleinsédure (wird nicht im Bericht besprochen) 5) Eine DNA-Nanostruktur. Rechts: Endozytose.
Ein Lipid-Nanopartikel mit RNA bindet an ein Oberflachenprotein und wird in ein Endosom eingeschlossen. Durch den tieferen pH im Endosom
wird die RNA aus dem Nanopartikel entlassen und entkommt aus dem Endosom. Die RNA wird im Endoplasmatischen Retikulum

Jedoch miissen die fiir diesen Einsatz notwendige Kon-
zentration und die Toxizitédt in dieser Konzentration noch
evaluiert werden (Shidore et al., 2021).

10.2.3.3 Gold-Nanopartikel

Goldpartikel mit einem Durchmesser von weniger als 20
Nanometer konnen die Zellwand durchdringen. An die
Oberflache der Partikel werden modifizierte DNA-Strédn-
ge angeheftet, die siRNAs binden kénnen. Wahrend stab-
formige Partikel durch Endozytose in die Zelle aufgenom-
men werden, ist das bei kugelférmigen Partikeln nicht
der Fall. Jedoch kénnen beide Formen die gebundenen
siRNAs in die Zelle abgeben (H. Zhang et al., 2021).

10.2.3.4 DNA-Nanostrukturen

DNA-Molekiile formen in der Natur Doppelhelixstruktu-
ren. Es ist aber moglich, DNA-Strdnge so zu konzipieren,
dass sie andere Strukturen — zum Beispiel ein Tetrahe-
dron — formen. Zusitzlich konnen Bindungsstellen fiir
RNA, DNA oder Proteine eingebaut werden. Es konnte
gezeigt werden, dass an solche DNA-Nanostrukturen ge-
bundene siRNAs in Zellen aufgenommen werden kénnen.

von den Ribosomen translatiert (Y. Zhu et al., 2022).

Die Effizienz der Aufnahme héngt von der Grosse und der
mechanischen Steifheit der Struktur ab. Je kleiner und
steifer diese ist, desto einfacher wird sie aufgenommen.
Uberraschenderweise 16sen die siRNAs verschiedene Si-
lencing-Prozesse aus, abhidngig davon, an welche Struk-
tur sie gebunden waren (H. Zhang et al. 2019).

10.2.3.5 Chitosan-Nanopartikel (CNPs)

Chitosan ist die deacetylierte Form des Biopolymers Chi-
tin, das in der Natur vor allem im Aussenskelett von In-
sekten und in einigen Pilzen vorkommt. Das positiv ge-
ladene Chitosan bildet einen sehr stabilen Komplex mit
RNA, der diese vor dem enzymatischen Abbau schiitzt.
CNPs sind biologisch abbaubar und nicht giftig (Shido-
re et al., 2021). Ausserdem konnte gezeigt werden, dass
es vor dem sauren Milieu im Darm von Insekten schiitzt
(Kolge et al., 2021).

10.2.3.6 Single-walled Carbon Nanotubes (SWCNT)

SWCNTs sind Nanorshrchen aus Kohlenstoff, die durch
das Aufrollen einer Graphen-Schicht in einem bestimm-
ten Winkel hergestellt werden. Durch ihren geringen
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Durchmesser von weniger als 20 Nanometern kénnen sie
durch die Zellwand in Pflanzenzellen gelangen. siRNAs
kénnen von den SWCNTs absorbiert werden, indem der
sense- vom antisense-Stang gelost wird und die beiden
Strdnge getrennt an das SWNT binden. In der Zelle l6sen
sich die Strédnge wieder vom Nanoréhrchen und bilden
eine doppelstriangige siRNA. Bedenken beziiglich der To-
xizitdt in Sdugetieren schrianken die Anwendbarkeit ins-
besondere in essbaren Pflanzen ein (Shidore et al., 2021).

10.2.4 Stand der Entwicklung

Nanopartikel oder Mikrozellen verfiigen iiber das Po-
tential, die Stabilitdt und Spezifitdt von exogener RNA
deutlich zu erh6hen und damit zwei der grossten Hiirden
fiir eine erfolgreiche Anwendung von RNAi im Pflanzen-
schutz zu senken. Bisher handelt es sich bei den meis-
ten Anwendungen der oben beschriebenen Technologien
aber erst um Proof-of-Concept-Experimente, die zeigen,
dass die Methoden im Prinzip funktionieren. Diese Expe-
rimente wurden isoliert und im kleinen Umfang durchge-
fithrt. Es gibt jedoch erst wenige Daten dazu, wie sich die-
se Prédparate unter Realbedingungen verhalten und wie
lange sie in der Natur intakt bleiben (Rank & Koch, 2021).

Bisher ist auch noch wenig dartiber bekannt, wieso RNA-
Sprays bei einigen Pflanzen effektiv sind und bei ande-
ren nicht. Es fehlt ausserdem das Wissen dariiber, wie die
verschiedenen Nanopartikel in die Pflanze aufgenommen
werden und welche unbeabsichtigten Wirkungen sie
moglicherweise auslgsen kénnen (Rank & Koch, 2021).
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Glossar

Antigen

Antikorper

Antisense Oligonukleotid (ASO)

Arthropoden
Aptamer
CRISPR/Cas
Denaturierung

DNA

dsRNA

Enantiomer

Eukaryoten

Exon

Genom-Editierung

Host-induced gene silencing
(HIGS)

Intron

Liposom

LNAs

miRNA

Protein (oder Teil davon) eines Krankheitserregers, welches das Immunsystem aktiviert.

Protein, welches sich spezifisch an ein bestimmtes Zielmoleksl (< Antigen) bindet.
Sie haben eine wichtige Funktion bei der Immunantwort von Wirbeltieren.

Kurze, einzelstrange RNA-Sequenz mit einer Lange von 12-24 Nukleotiden. ASOs werden
synthetisch hergestellt, um als Pharmazeutika die Genexpression zu regulieren. ASOs binden
sich an ihre Ziel-RNA und beeinflussen sie dadurch auf unterschiedliche Weisen.

Auch Gliederfisser genannt. Sind ein Stamm des Tierreiches. Zu den Arthropoden gehoren
Insekten, Tausendfisser, Krebstiere und Spinnentiere.

Einzelstrangiges RNA- oder DNA-Oligonukleotid bzw. Peptid, das sich durch seine
dreidimensionale Struktur an andere MolekUle binden kann.

Werkzeug der Genom-Editierung, um DNA an einer bestimmten Stelle zu verandern.
Der CRISPR/Cas-Komplex besteht aus RNA-MolekUlen und einem Protein (Enzym).

Verlust der funktionellen Struktur eines MolekUls, z. B. bei hohen Temperaturen.

«deoxyribonucleic acid», Desoxyribonukleinsdure: Ein Makromolekdl, das aus einer Kette von
Desoxyribonukleotiden (Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin) besteht. Bei allen Organismen
liegt die Erbinformation in Form von DNA vor.

«double stranded RNA», doppelstrangige RNA: NatUrlich vorkommende dsRNAs spielen in fast
allen Eukaryoten eine wichtige Rolle bei der RNA-Interferenz und somit der Genregulation.
Synthetisch hergestellte dsRNAs zur Genregulation werden als Pharmazeutika (in der Form von
- siRNA) oder fur landwirtschaftliche Anwendungen entwickelt bzw. genutzt.

Enantiomere sind MolekUle, welche die gleiche zweidimensionale Struktur haben, aber in ihrer
rdumlichen Struktur spiegelbildlich zueinander sind.

Lebewesen, deren Zellen einen Zellkern besitzen, insbesondere Tiere, Pflanzen und Pilze.

Codierender Abschnitt der mRNA, der bei Splicing erhalten bleibt, wahrend - Introns aus der
pre-mRNA herausgeschnitten werden.

Verfahren zur zielgerichteten Veranderung des Erbguts an einer bestimmten Stelle.
Zu den haufigsten Werkzeugen der Genom-Editierung gehéren CRISPR/Cas, TALEN und
Zink-Finger-Nukleasen.

Eine Form des posttranskriptionellen Gen-Silencings bei Pflanzen. Dabei wird die DNA-Sequenz
fUr eine - dsRNA ins Pflanzenerbgut eingefigt und es entsteht eine transgene Pflanze. Die
Pflanzenzellen exprimieren anschliessend selber (endogen) die entsprechende dsRNA.

Abschnitt der > pre-mRNA, der beim Splicing - im Gegensatz zu Exons - herausgeschnitten
wird und nicht in der mRNA enthalten ist.

Kugelfdrmiges Partikel mit einer Hulle, die aus einer Doppelschicht von Lipiden besteht.
Liposome kénnen verwendet werden, um MalekUle wie z.B. RNA zu umschliessen und ins
Zellinnere zu transportieren.

«locked nucleic acids»: Nukleotide, bei denen das Zuckermolekdl chemisch modifiziert wurde,
um die Stabilitat zu erhéhen.

«microRNA»: Kurze, doppelstrangige RNA-Sequenz mit einer Lange von 17-24 Nukleotiden,
welche natUrlicherweise durch RNA-Interferenz die Genexpression regulieren kann.
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Nukleotid
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RNA-Interferenz (RNAi)
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«messenger RNA», Boten-RNA: RNA, welche die genetische Information fur den Bau
eines bestimmten Proteins tragt.

RNA, die keine genetische Information zur Herstellung eines Proteins enthalt.

Enzym, welches Nukleinsduren abbaut, indem es die Hydrolyse der Bindungen zwischen
den einzelnen Nukleotiden katalysiert.

Verbindung einer Nukleinbase und einem Zuckermolekdl. Durch Phosphorylierung entsteht
aus dem Nukleosid ein Nukleotid, der Grundbaustein der Nukleinsauren.

Chemischer Grundbaustein der Nukleinsaure. Ein Nukleotid besteht aus einer von vier
spezifischen Nukleinbasen, einem ZuckermolekUl und mindestens einer Phosphatgruppe.

Unbeabsichtigter Effekt ausserhalb der Zielsequenz.

Kurze DNA- oder RNA-Sequenz aus wenigen Nukleotiden (normalerweise etwa bis zu
10-200 Nukleotiden)

Um RNASs zu stabilisieren, werden insbesondere bei > ASOs die natUrlichen Phosphodiester-
Bindungen zwischen den Nukleotiden durch synthetische Phosphorothioat-Bindungen ersetzt.

PEG ist ein wasserlosliches Polymer, das in der Medizin, der Forschung und der Industrie
vielfdltige Anwendungen hat. Es wird Ublicherweise als ungiftig eingestuft, kann aber allergi-
sche Reaktionen auslésen.

Vorform der mRNA, welche direkt nach der Transkription entsteht. Die pre-mRNA wird auf
verschiedene Weisen modifiziert und zur - mRNA weiterverarbeitet. Zu den Madifikationen
gehdren das Anhangen des Poly(A)-Schwanzes und der Cap-Struktur an den beiden Enden
der pre-mRNA sowie das Splicing.

Vorform der > miRNA, welche durch die Prozessierung von - pri-miRNA entsteht
(siehe pri-miRNA).

Sequenz, welche als Startpunkt fUr die Replikation der DNA dient.

Vorform der miRNA, die bei der Transkription entsteht. Sie ist deutlich langer als die miRNA
und lagert sich in einer Schlaufe zusammen.

Komplex aus RNA und Proteinen, welcher in den Zellen die Translation und somit die Herstel-
lung von Proteinen katalysiert.

«ribonucleic acid», Ribonukleinsaure: ein Makromolek(l, das aus einer Kette von Nukleotiden
besteht. Im Gegensatz zur DNA enthalt die RNA die Base Uracil anstelle von Thymin und besitzt
eine zusatzliche Hydroxygruppe am Zucker-Phosphat-Ruckgrat.

Verfahren zur Erhéhung der Transkription eines Gens.

Kurze, nicht-codierende, einzelstrangige RNA, welche sich durch ihre dreidimensionale Form
spezifisch an ein Zielmolekdl bindet.

Mechanismus zur Regulation der Genexpression, der in fast allen eukaryotischen Lebewesen
natlrlicherweise vorkommt. Bei der RNAi binden sich kleine RNA-Sequenzen an ihre komple-
mentdre Ziel-RNA und hemmen die Herstellung des entsprechenden Proteins.

«small activating RNA»: Kurze, chemisch synthetisierte, doppelstrangige RNA, die sich
spezifisch an eine Zielsequenz im Erbgut bindet und dadurch via «RNA-Aktivierung» eine
erhéhte Transkription bewirkt.
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shRNA

siRNA

Spiegelmer

Splicing/Spleissen

Spray-induced gene silencing
(SIGS)

SRNA

Transkript
Transkription

Translation

«short hairpin RNA»: Kurze, doppelstrangige RNA mit einer haarnadelférmigen Struktur.
shRNAs werden in Zellen zu > siRNAs verarbeitet und spielen somit eine Rolle in der
RNA-Interferenz.

«small interfering RNA»: kurze, doppelstrangige RNA-Sequenz mit einer Lange von

21-24 Nukleotiden, welche sowohl natirlicherweise durch - RNA-Interferenz als auch in
synthetischer Form als Pharmazeutika die Genexpression regulieren kann. siRNAs binden
komplementdre Ziel-RNA und hemmen sie dadurch.

Spiegelmere sind Enantiomere von Aptameren.

Entfernen von bestimmten Sequenzen (= Introns) aus der pre-mRNA. Das Splicing ist ein
wichtiger Schritt bei der Weiterverarbeitung von pre-mRNA zu mRNA. Wenn durch Splicing
unterschiedliche Sequenzen aus der pre-mRNA geschnitten werden, kdnnen unterschiedliche
mRNAs und somit unterschiedliche Protein entstehen.

Eine Form des - Gen-Silencings bei Pflanzen. Dabei wird die - dsRNA mittels eines Sprays
von aussen (exogen) auf die Pflanze gespriht.

«small RNA»: Kurze, nicht-codierende RNA mit einer ungefdhren Lange von weniger
als 200 Nukleotiden.

Von der Erbinformation abgelesene (transkribierte) RNA-Sequenz.
Uberschreiben der DNA in > pre-mRNA, die Vorform der mRNA.

Ubersetzung von mRNA in Aminosduren und somit Proteine.
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