Chemische Modifikation von siRNAs zur

Verbesserung der zellularen Aufnahme

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultat fiir Biologie, Chemie und Geowissenschaften

der Universitat Bayreuth

vorgelegt von
Andrea Claudia Forst

aus Forderstedt

Bayreuth, 2006



Die Arbeiten zur vorliegenden Dissertation wurden im Zeitraum von Oktober 2003 bis
November 2006 in der Alnylam Europe AG in Kulmbach unter Leitung von Dr. Roland
Kreutzer durchgefiihrt. Die Leitung dieser Arbeit an der Universitat Bayreuth wurde

von Prof. Dr. Gerhard Krauss Glbbernommen.

Einreichen der Dissertation: 29. November 2006
Tag des wissenschaflichen Kolloquiums: 27. Mérz 2007
Prifungsausschuss:

Erstgutachter: Prof. Dr. G. Krauss (Universitat Bayreuth)

Zweitgutachter: Dr. R. Kreutzer (Alnylam Europe AG)
Vorsitzender: Prof. Dr. K.H. Seiffert (Universitat Bayreuth)

Prof. Dr. W. Schumann (Universitat Bayreuth)



Danksagung I

Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Dr. Roland Kreutzer, Dr. Stefan Limmer sowie Dr. Hans
Peter Vornlocher fiir die freundliche Aufnahme in die Alnylam Europe AG und die
interessante und vielseitige Themenstellung. Ebenso sei Andreas Bossko fur die
Bereitstellung der finanziellen Mittel zur Durchflihrung dieser Arbeit gedankt.

Des Weiteren danke ich Prof. Dr. Gerhard Krauss fiir die Ubernahme der Leitung

dieser Arbeit an der Universitat Bayreuth.

Besondere Erwahnung verdienen Dr. Philipp Hadwiger und Dr. Anke Geick flr die

Betreuung und stetige Unterstltzung meiner Arbeit.

Mein Dank gilt...

...allen ehemaligen und derzeitigen Mitarbeitern der Alnylam Europe AG fir das
herzliche und offene Arbeitsklima, welches diese Firma zu etwas Besonderem
macht.

...Astrid, Harald und Frank fir die Einfihrung in die RNA-Synthese und die
unendlichen Weiten der HPLC.

...Doris, Stephan, Gunther und Ingo fir das Messen und Analysieren meiner nicht

immer ganz eindeutigen Proben.

...Petra, Nadine und Sandra fiir die stetige Hilfsbereitschaft und Weitergabe ihrer
Erfahrungen beim Erlernen neuer Techniken, im Besonderen Petra fir die
unterhaltsamen Geschichten aus Nurn und Umgebung, Nadine und Christine flir die
.Kleinen Pausen zwischendurch” sowie Sandra und Brigitte fiir das Teilen von Freud
und Leid, aber vorallem SiiBigkeiten jeglicher Art.

...Birgit und Anke fir hilfreiche Ideen bei der Umsetzung einiger Experimente.

...Kerstin fir das stundenlange Korrekturlesen dieser Arbeit, besonders aber fiir die
netten Gesprache und Ratschlage.



Il Danksagung

...Matthias ebenfalls fiir das Lesen meiner Arbeit und die fruchtbaren Erkenntnisse
Uber Rezeptor-vermittelte Aufnahme und endosomale Freisetzung.

...Rainer far die stetige Diskussionsbereitschaft und die Einflhrung in die

Fluoreszenzmikroskopie.

...Kerstin Hannemann fiir das Messen meiner NMR-Spektren.

Vielen Dank auch an meinen Freund Oli, der mir wahrend der gesamten Zeit immer

wieder Mut zugesprochen und mir neue Kraft gegeben hat.

Ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern, ohne deren Unterstlitzung dies alles nicht

mdglich gewesen ware.



Inhalt I

INHALT

1 EINLEITUNG 1

1.1 RNA-INTERFERENZ
1.1.1 ENTDECKUNG DER RNA-INTERFERENZ
1.1.2 MECHANISMUS DER RNA-INTERFERENZ

©O© W — -

1.2 THERAPEUTISCHE ANWENDUNG VON SIRNAs

1.3 CHEMISCHE MODIFIKATIONEN VON NUKLEINSAURE-BASIERENDEN WIRKSTOFFEN ZUR
VERBESSERTEN ZELLAUFNAHME 11
1.4 APOLIPOPROTEIN B ALS ENDOGENES ZIELPROTEIN FUR DEN EINSATZ VON SIRNAs 16

1.5 ZIELSETZUNG 18
2 MATERIAL UND METHODEN 20
2.1 ORGANISCH-CHEMISCHE SYNTHESE 20
2.1.1 REAGENZIEN, CHEMIKALIEN UND GERATE 20
2.1.2 CHEMISCHE SYNTHESE VON LITHO (3) 21
2.1.2.1 Synthese von 5B-Cholanséaure-(di-n-decyl)-amid (2) 21
2.1.2.2 Synthese von 3a-[(2-Cyanethoxy)-N,N-diisopropylaminophosphanyloxy]-53-

cholansaure-(di-n-decyl)-amid (3) 21
2.1.3 HERSTELLUNG VON CHOL (6) 23

2.1.3.1 Synthese von (N-6-Hydroxyhexyl)-carbamidsaurecholesterylester (5) 23
2.1.3.2 Synthese von [6-(2-Cyanethoxy)-N,N-diisopropylaminophosphanyloxy)-N-
hexyl]-carbamidsaurecholesterylester (6) 23
2.1.4 SYNTHESE VON BETULIN (9) 24
2.1.4.1 Synthese von 28-[4,4"-Dimethoxytriphenylmethoxy]-lup-20(29)-en-33-ol (8)24
2.1.4.2 Synthese von 28-[4,4 -Dimethoxytriphenylmethoxy]-3B-[(2-cyanethoxy)-N,N-

diisopropylaminophosphanyloxy]-lup-20(29)-en (9) 25
2.1.5 SYNTHESE VON 3BCHoL (11) 26
2.1.6 MOGLICHKEIT A ZUR SYNTHESE VON GAL (18) 26
2.1.6.1 Synthese von 1-O-[(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl]-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-p-D-

galaktopyranosid (13) 26

2.1.6.2 Synthese von 1-O-(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl-B-D-galaktopyranosid (14) 27



1 Inhalt

2.1.6.3 Synthese von 1-O-[(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl] -6-O-(4-methoxy-

triphenylmethyl)-B-D-galaktopyranosid (15) 28
2.1.6.4 Synthese von 1-O-[(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl] -6-O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-2,3,4-tri- O-acetyl--D-galaktopyranosid (16) 28
2.1.6.5 Synthese von 1-O-(4-Hydroxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)- 2,3,4-
tri-O-acetyl-B(a)-D-galaktopyranosid (17) 29
2.1.6.6 Synthese von 1-O-{4-[(2-Cyanethoxy)-N,N-diisopropylaminophosphanyloxy]-
butyl}-2,3,4-tri- O-acetyl-B(a)-D-galaktopyranosid (18) 29
2.1.7 MOGLICHKEIT B ZUR SYNTHESE VON GAL (18) 30
2.1.7.1 Synthese von 1-O-(4-Benzyloxybutyl)-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-B-D-
galaktopyranosid (13a) 30
2.1.7.2 Synthese von 1-O-(4-Benzyloxybutyl)-B-D-galaktopyranosid (14a) 30
2.1.7.3 Synthese von 1-O-(4-Benzyloxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)-3-D-
galaktopyranosid (15a) 31
2.1.7.4 Synthese von 1-O-(4-Benzyloxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)-2,3,4-
tri- O-acetyl-B- D-galaktopyranosid (16a) 31
2.1.7.5 Synthese 1-0O-(4-Hydroxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)- 2,3,4-tri-O-
acetyl-B-D-galaktopyranosid (17) 31
2.1.7.6 Synthese von 1-O-{4-[(2-Cyanethoxy)-N,N-diisopropylamino-
phosphanyloxy]-butyl}-2,3,4-tri- O-acetyl-B- D-galaktopyranosid (18) 32
2.1.8 MOGLICHKEIT C ZUR SYNTHESE VON GAL 18 32
2.1.8.1 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-Galaktopyranose (19) 32
2.1.8.2 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosyltrichloracetimidat
(20) 33
2.1.8.3 Synthese von 1-O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-B3-
D-galaktopyranosid (21) 33
2.1.8.4 Synthese von 1-O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-B-D-galakto pyranosid
(22) 34
2.1.8.5 Synthese von 1-O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-6- O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-B-D-galaktopyranosid (23) 34
2.1.8.6 Synthese von 1-O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-6-O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-p-D-galaktopyranosid (24) 34

2.1.8.7 Synthese von 1-O-(4-Hydroxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)- 2,3,4-
tri- O-acetyl-B- D-galaktopyranosid (17) 35



Inhalt

2.1.8.8 Synthese von Synthese von 1-O-{4-[(2-Cyanethoxy)-N,N-diisopropy!-
aminophosphanyloxy]-butyl}-2,3,4-tri- O-acetyl-3-D-galaktopyranosid (18)
2.1.9 SYNTHESE EINES GALNAC-PHOSPHORAMIDITS

2.1.9.1 Umsetzung von N-Acetylgalaktosamin mit 4-cis-Benzyloxy-buten-1-ol
2.2 RNA-SYNTHESE

2.2.1 RNA-FESTPHASENSYNTHESE

2.2.2 RNA-ENTSCHUTZUNG

2.2.3 POSTSYNTHETISCHE KOPPLUNGEN

2.2.4 MALDI-TOF uND LC-MS

2.2.5 ANALYTISCHE HPLC

2.2.6 PRAPARATIVE HPLC

2.2.7 ENTSALZUNG

2.2.8 UV-SPEKTROMETRISCHE BESTIMMUNG DER RNA-KONZENTRATION

2.2.9 ANNEALING-PROTOKOLL ZUR HERSTELLUNG VON RNA-DOPPELSTRANGEN
2.2.10 UBERSICHT DER VERWENDETEN RNA-DUPLEXE

2.2.11 NATIVE POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE

2.3 BIOCHEMISCHE EXPERIMENTE

2.3.1 ARBEITEN MIT ZELLKULTUREN

2.3.1.1 Zelllinien

2.3.1.2 Kultur der Zelllinien HUH7 und MH7777A

2.3.1.3 Auftauen von Zelllinien

2.3.1.4 Einfrieren von Zellkulturen

2.3.1.5 Transfektionsexperimente

2.3.1.6 Inkubationsexperimente (ohne Transfektionshilfe)

2.3.1.7 Bestimmung der Zytotoxizitat von siRNAs

2.3.1.8 Aufnahmestudien mit fluoreszenz-markierter siRNA

2.3.2 NACHWEIS VON M-RNA MITTELS B-DNA

2.3.2.1 Theoretischer Hintergrund

2.3.2.2 Praktische Durchflihrung

2.3.3 ARBEITEN MIT PROTEIN

2.3.3.1 Gewinnung des Gesamtproteins aus einer Zellkultur

2.3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

2.3.3.3 Elektrophorese in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen
2.3.3.4 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen (Western-Blot)

36
36

36
36
41
43
44
46
46
47
48
49
49
58
59
59
59
60
61
61
62
63
64
65
66
66
67
72
72
72
73
74



v Inhalt

2.3.3.5 Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine 75
2.3.3.6 Nachweis von Proteinen mit Hilfe des ELISA 76
3 ERGEBNISSE 80
3.1 ORGANISCH-CHEMISCHE SYNTHESE 80
3.1.1 SYNTHESE DES STEROID-DERIVATS LITHO (3) 81
3.1.2 SYNTHESE DES CHOLESTERIN-DERIVATS CHOL (6) 82
3.1.3 SYNTHESE DES LUPAN-DERIVATS BETULIN (9) 83
3.1.4 SYNTHESE DES STEROID-DERIVATS 3BCHOL (11) 84
3.1.5 SYNTHESE DES GALAKTOSE-DERIVATS GAL (18) 84
3.1.6 SYNTHESE EINES N-ACETYL-GALAKTOSAMIN-DERIVATS 26 89
3.2 RNA-SYNTHESE 920
3.2.1 REINIGUNG UND CHARAKTERISIERUNG VON EINZELSTRANG-RNA 98
3.2.2 DARSTELLUNG VON DOPPELSTRANG-RNA 111
3.3 ANALYSE DER SIRNAS IN EINER HUMANEN LEBERKARZINOMZELLLINIE 111
3.3.1 POSTTRANSKRIPTIONELLE HEMMUNG DER GENEXPRESSION /N VITRO DURCH
TRANSFEKTION DER SIRNAS 112
3.3.1.1 Reduktion des ApoB Proteins 112
3.3.1.2 Reduktion der apoB m-RNA 113
3.3.2 POSTTRANSKRIPTIONELLE HEMMUNG DER GENEXPRESSION /N VITRO DURCH DIE
SIRNAS OHNE TRANSFEKTIONSHILFE 115
3.3.2.1 Reduktion des ApoB Proteins 115
3.3.2.2 Reduktion der apoB m-RNA 116
3.3.3 ANALYSE EINER DOsSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG 117
3.3.3.1 Dosis-Wirkung bei Transfektion 117
3.3.3.2 Dosis-Wirkung ohne Transfektionshilfe 119
3.3.4 ANALYSE EINER D0OSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG NACH REZEPTORAKTIVIERUNG 120
3.3.5 ZELLULARE AUFNAHMESTUDIEN MIT FLUORESZENZMARKIERTER SIRNA 123
3.3.6 KOMPETITIONSSTUDIEN MIT N-ACETYLGALAKTOSAMIN 125
3.3.7 EINFLUSS DER MODIFIKATION AUF DIE ZYTOTOXIZITAT 127
3.4 ANALYSE DER SIRNAS IN EINER RATTENLEBERKARZINOMZELLLINIE 127

3.4.1 POSTTRANSKRIPTIONELLE HEMMUNG DER GENEXPRESSION /N VITRO DURCH

TRANSFEKTION UND AUFZEIGEN EINER D0OSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG

128



Inhalt V

3.4.2 POSTTRANSKRIPTIONELLE HEMMUNG DER GENEXPRESSION /N VITRO OHNE
TRANSFEKTIONSHILFE UND AUFZEIGEN EINER D0OSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG 129
3.4.3 ANALYSE EINER D0OSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG NACH REZEPTORAKTIVIERUNG 130

3.4.4 KOMPETITIONSSTUDIEN MIT N-ACETYLGALAKTOSAMIN 131
3.4.5 EINFLUSS DER MODIFIKATION AUF DIE ZYTOTOXIZITAT 132
3.5 NACHWEIS DES ASIALOGLYKOPROTEIN-REZEPTORS 133
4 DISKUSSION 135
4.1 VERGLEICH DER ORGANISCH CHEMISCHEN SYNTHESEVERFAHREN 135
4.2 OPTIMIERUNG DER RNA-SYNTHESE MIT MODIFIZIERTEN SYNTHONEN 139
4.3 EIGENSCHAFTEN DER MODIFIZIERTEN SIRNAS 141

4.3.1 EINFLUSS DER SIRNA-MODIFIKATIONEN AUF DEN RNA-INTERFERENZEFFEKT BEI
TRANSFEKTION 141
4.3.2 EINFLUSS DER 5"-SENSE MODIFIKATION AUF DEN RNA-INTERFERENZEFFEKT OHNE
TRANSFEKTIONSHILFE 142
4.3.3 AUFZEIGEN EINER DOSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNG DER MODIFIZIERTEN SIRNAS BEI
TRANSFEKTION 144
4.3.3.1 Die siRNAs zeigen eine Dosis-Wirkungs-Beziehung in der humanen
Leberkarzinomzelllinie 144
4.3.3.2 Posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression mit den modifizierten
siRNAs im Rattenzellsystem 145
4.3.4 DIE MODIFIZIERTEN SIRNAS ZEIGEN KEINE HINWEISE AUF ZYTOTOXIZITAT IM
VERWENDETEN TESTSYSTEM 146
4.4 REZEPTOR-VERMITTELTE AUFNAHME VON GALAKTOSE-KONJUGIERTEN SIRNAS IN

LEBERKARZINOMZELLEN 147
4.4.1 BIOCHEMISCHE HINWEISE 147
4.4.2 NACHWEIS DES ASIALOGLYKOPROTEIN-REZEPTORS 149
4.4.3 EINFLUSS VON KALZIUM AUF DIE REZEPTOR-FUNKTION 150
4.4.3.1 Kalzium verstarkt die Wirkung der Galaktose-konjugierten siRNAs 150

4.4.3.2 Zellbiologische Hinweise auf eine gesteigerte Internalisierung der siRNAs
nach Rezeptor-Aktivierung durch Kalzium 152
4.4.3.3 Charakterisierung des Einflusses von Kalzium auf die gesteigerte Rezeptor-
und siRNA-Aktivitat 153



VI Inhalt

4.4.4 KOMPETITION MIT N-ACETYLGALAKTOSAMIN 155
4.5 AusBLICK 156
5 ZUSAMMENFASSUNG 157
6 SUMMARY 159
7 ABKURZUNGEN 161
8 LITERATUR 165




1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 RNA-Interferenz

,Das pfiffige an ihrer Entdeckung ist, dass sie die Mittel der Natur selbst zur
Anwendung bringt. Dies er6ffnet fantastische Méglichkeiten...“, so der Sprecher des
Nobelkomitees Hans Jdrnvall in Stockholm Uber die RNA-Interferenz (FAZ online,
2006).

Im Oktober 2006 wurde der Nobelpreis flr Physiologie und Medizin an die Entdecker
der RNA-Interferenz Andrew Z. Fire und Craig C. Mello verliehen. Im Jahr 1998
publizierten Fire und Mello ihre bahnbrechende Entdeckung im Fachjournal Nature,
die sie an dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans beobachteten (Fire et al., 1998).
Die Zeitschrift Science wiurdigte im Jahr 2002 die ,RNA-Interferenz als
wissenschaftlichen Durchbruch des Jahres® (Couzin, 2002). Bereits letztes Jahr
wurden beide Wissenschaftler mit der héchsten deutschen Medizin-Auszeichnung,
dem Paul Ehrlich- und Ludwig Darmstaedter Preis, geehrt.

Zudem konnte durch die intensive Forschungsarbeit von Thomas Tuschl und seinen
Kollegen die RNA-Interferenz auch in S&ugerzellen nutzbar gemacht werden
(Elbashir et al., 2001). Der Wissenschaft ist somit ein Werkzeug an die Hand
gegeben worden, mit dessen Hilfe die Funktion einzelner Gene ermittelt werden
kénnen, ohne aufwendige ,Knock-out“ Mutanten herzustellen (Novina und Sharp,
2004; Berns et al., 2004). Des Weiteren ermdglicht diese Technologie die
Entwicklung alternativer Therapien fir die gezielte sequenzspezische Hemmung von
Onkogenen, viralen Infektionen und theoretisch jedem krankheitsauslésenden

Protein im humanen Organismus.

1.1.1 Entdeckung der RNA-Interferenz

Bereits 1990 wurde bei der Einflhrung von Transgenen in purpurfarbene Petunien,
anstelle einer Farbintensivierung eine vollstandige Entfarbung der BllUtenblatter
festgestellt (Van Der Krol et al., 1990; Napoli et al., 1990; Jorgensen et al., 1996;
Guo und Kemphues, 1995), die offenbar durch die ,Stummschaltung® der
entsprechenden Gene hervorgerufen wurde. Auf dem Gebiet der Antisense-
Technologie konnte 1995 gezeigt werden, dass der nur als Kontrolle eingesetzte
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Sense Strang ebenso in der Lage war die Genexpression zu unterbinden, wie der zu
diesem Zweck verwendete Antisense Strang. Unklar war, weshalb der Sense Strang
mit der gleichen Sequenz wie die m-RNA die gleiche Wirkung erzielte wie der
komplementare Antisense Strang (Guo und Kemphues, 1995). Es war die Leistung
von Fire und Mello dieser Beobachtung eine definierte Ursache zuzuordnen. So
konnten sie zeigen, dass die gleichzeitige Gabe von Sense und Antisense Strang zu
einem synergistischen Effekt fuhrte und zu einer 100-fach héheren Inhibition der
Genexpression als die Applikation von jeweils nur einem Strang (Fire et al., 1998).
Durch in situ Hybridisierung des endogenen mex-3 Transkripts, welches fir die
embryonale Entwicklung im Einzellstadium des Fadenwurms unerlasslich ist, konnten
sie den Effekt doppelstrangiger RNA verdeutlichen (siehe Abb. 1.1). Es kam zu einer
vollstandigen Eliminierung der mex-3 m-RNA und daher konnte keine in situ
Hybridisierung mehr stattfinden (Abb. 1.1 d).

Abbildung 1.1: Gezeigt ist der mex-3 RNA Interferenzeffekt auf den endogenen m-RNA Gehalt
verschieden behandelter C. elegans Embryonen nach in situ Hybridisierung. A: unbehandelter Ansatz,
ohne Zugabe von Sense oder Antisense Strangen. B: Embryo von unbehandelten Eltern mit normaler
mex 3 Expression. C: Embryo von Eltern, die mit mex-3 Antisense RNA behandelt wurden. D: Embryo
von Eltern, die doppelstrangige RNA gegen mex 3 erhielten (Fire et al., 1998).

Die Embryonen der mit mex-3 dsRNA behandelten Elterngeneration zeigten durch
die Reduktion der mex-3 m-RNA einen 100%igen embryonalen Arrest (Abb. 1.1 d),
wahrend 90% der Embryonen von den Eltern mit Antisense-Behandlung schllpften
(Abb. 1.1 c). Fire und Mello gaben diesem Phanomen den Namen RNA-Interferenz
(RNAI) und stellten zudem die Vermutung an, dass es sich bei der RNAi um einen
katalytischen Prozess handeln musste, da sie nur so die Wirkung der Sense Strange
erklaren konnten (Fire et al., 1998).

Durch die Einflhrung synthetisch hergestellter siRNAs (21-23 Basenpaare) konnte

der RNA-Interferenz-Mechanismus erstmals auch in Saugerzellen genutzt werden.
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Von Tuschl und Kollegen wurde die sequenzspezifische, posttranskriptionelle
Hemmung des Kernhllproteins Lamin A/C in humanen Gebarmutterhalskrebs-Zellen
(HelLa) gezeigt, ohne eine unspezifische Immunantwort auszulésen (Elbashir et al.,
2001).

1.1.2 Mechanismus der RNA-Interferenz

Nach der Entdeckung der RNA-Interferenz durch Fire und Mello in C. elegans,
konnte dieses Phanomen auch fir andere Organismen beschrieben werden (Ngo et
al.,, 1998; Lohmann et al.,, 1999; Sanchez und Newmark, 1999; Wargelius et al.,
1999; Wianny und Zernicka-Goetz, 2000). Es schien sich um einen evolutionaren
Prozess zu handeln, der allen Eukaryoten gemeinsam ist (Zamore, 2001). Der als
natdrlicher Prozess ablaufende Mechanismus der RNAi erfolgt im menschlichen
Organismus im Zytoplasma, indem die Ziel-m-RNA nach Transkription definiert
geschnitten und damit die Translation verhindert wird. Der gegenwartig
angenommene Mechanismus ist in Abbildung 1.2 dargestellt und soll im folgenden

Abschnitt naher erlautert werden.
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Abbildung 1.2:

angenommene RNA-Interferenzmechanismus in

Gezeigt ist der aktuell

Drosphila melanogaster (Dykxhoorn und Lieberman,
2006). Durch das Enzym Dicer (DCR2), einem
Mitglied der RNase Il Familie, wird lange dsRNA in
kurze siRNAs (21-23 Nukleotide) geschnitten. Unter
Beteiligung des dsRNA-bindenden Proteins R2D2
wird der RL-Komplex (RLC - RISC Loading
Complex) gebildet, welcher die Aufnahme der siRNA
in den RISC (RNA-induced Silencing Complex)
ermdglicht. Synthetisch hergestellte siRNA kann
ebenfalls durch den RLC-abhangigen Mechanismus
in den RISC aufgenommen werden, oder aber direkt
an den RISC binden. Bei diesem Prozess wird die
siRNA auf das Argonaut 2 Protein (Ago2)
Ubertragen,
Endonuklease-Aktivitat besitzt. Um den RISC zu

aktivieren, wird der Sense Strang (Passenger

welches eine Helikase- und

Strand) der siRNA von Ago2 gespalten und aus dem
Komplex entlassen. Der Antisense Strang (Guide
Strand) verbleibt im RISC und fihrt ihn zu einer
komplementaren m-RNA, welche anschlieBend
durch die Endonuklease Ago2 definiert, 10
Nukleotide 5’-Ende des

komplementaren Antisense Strangs, geschnitten

entfernt vom

wird. Nach diesem Prozess steht der aktivierte RISC
for eine erneute Erkennung einer komplementéaren

m-RNA zur Verflagung.

Das Dicer Enzym, ein 200 kDa groBes Protein, gehért zur RNase Il Familie und setzt

sich aus mehreren Domanen zusammen (Bernstein et al., 2001; Blaszczyk et al.,
2001; Zhang et al., 2002; Zamore et al., 2000; Zhang et al., 2004). So konnten bisher
eine Helikase- und eine PAZ-Démane sowie zwei RNase Il verwandte

Katalysedoménen identifiziert werden. Des Weiteren wurde eine C-terminale dsRNA-

bindende und eine Doméane mit unbekannter Funktion gefunden, welche als DUF283

bezeichnet wurde (Zamore et al.,

2000; Provost et al., 2002; Zhang et al., 2002;

Carmell und Hannon, 2004; Zhang et al., 2004).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der primadren Sequenz des Dicer-Proteins, bestehend aus
einer Helikase- und PAZ-Domaéne, zwei RNase Ill &hnlichen Domé&nen sowie einer ds-RNA-bindenden
Domane. Des Weiteren ist eine Doméane (DUF 283) mit unbekannter Funktion enthalten (Carmell und
Hannon, 2004).

Unter Beteiligung von ATP wird lange dsRNA durch das Multidomanen-Protein Dicer
in 21-23 Basenpaare umfassende ,small interfering RNAs“ (siRNAs) geschnitten
(Zamore et al., 2000). Diese zeichnen sich durch eine Phosphatgruppe am 5°-Ende
jedes Einzelstrangs und eine Hydroxylfunktion am 3°-Ende aus (Elbashir et al.,
2001). Weiterhin besitzen sie einzelstrangige Uberhdnge von 2 Nukleotiden am 3'-
Terminus des Sense und Antisense Strangs (Elbashir et al., 2001), wie es fir
Spaltprodukte der RNAse Ill Familie typisch ist (Blaszczyk et al., 2001).

Kirzlich konnte die Kristallstruktur des Dicer-Multidomanenproteins von Giardia
intestinalis, eines flagellaten-artigen Darmparasiten, ermittelt werden, welche in
Abbildung 1.4 dargestellt ist (Macrae et al., 2006).

Bridging
domain \

helix ("

Abbildung 1.4: Kristallstruktur des Dicer-Proteins von Giardia intestinalis (Macrae et al., 2006).
Gezeigt sind die verschiedenen Domé&nen des Dicers, die N-terminale Plattform (blau), die PAZ-
Doméne (orange), die Verbindungshelix (rot), die beiden RNAse |ll Doméanen llla (gelb) und IlIb (grin)
sowie eine Uberleitende Domaéne (grau).

Betrachtet man die Kristallstruktur, zeigt sich ein gestrecktes Molekul, welches eine
LAxt-dhnliche® Konformation einnimmt. Die beiden RNAse Ill Doméanen formen das
LJAxtblatt”, wahrend die PAZ-Doméane den ,,Griff” bildet.
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Die RNAse llla Doméne ist direkt mit der PAZ-Domane Uber eine lange a-Helix
verbunden, welche von N-terminalen Resten des Proteins umgeben ist, die eine Art
.Plattform® bilden. Von der Seite betrachtet zeigt sich eine langgestreckte,
zusammenhangende und ebene Oberflache, wie in Abbildung 1.4 gezeigt (Macrae et
al., 2006).

Die Struktur des Dicer-Proteins lasst einen Mechanismus vermuten, durch den die
Lange der siRNA definiert wird. Die Entfernung des katalytischen Zentrums der
RNAse Illa Domane zur 3"-Uberhang Bindungstasche der PAZ-Domane betragt etwa
65 A, ungefahr die Lange von 25 Basenpaaren einer dsRNA. In Abbildung 1.5 ist
dies schematisch dargestellt.

Abbildung 1.5: Modellvorstellung fiir die dsRNA-Prozessierung durch das Dicer-Multidomanenprotein
in Giardia (Macrae et al., 2006). Die rot und blau gefarbten Bereiche kennzeichnen die sauren und
basischen Regionen auf der Proteinoberflache. Putative katalytische Metallionen sind griin dargestellt.
Der Stern symbolisiert die Bindungstasche fiir den 3"-Uberhang in der PAZ-Doméne.

AuBerhalb der RNAse Il Doméanen formt die sogenannte ,Plattform-Domane* eine
stark positiv geladene Oberflache, welche direkt mit dem negativ geladenen
Phosphatriickgrat der RNA interagieren kénnte. Das 3’-Ende des RNA-Duplex fallt
direkt in die 3"-Uberhang Bindungstasche der PAZ-Domane, wahrend das 5°-Ende in
dem benachbarten Spalt zum Liegen kommt. Da genau 25 Nukleotide zwischen dem
3’-Ende der gebundenen Helix in der PAZ-Domane und dem leicht spaltbaren
Phosphat in der RNAse Il Doméane liegen, stellt der Dicer-Komplex einen
molekularen Regler fur die Prozessierung langer dsRNA in kurze siRNAs dar
(Macrae et al., 2006).
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Chemisch synthetisierte siRNAs von 21 bis 23 Nukleotiden Lange kénnen, genauso
effizient wie lange dsRNA, die Spaltung einer komplementaren m-RNA induzieren
(Elbashir et al., 2001).

~omall interfering RNAs“, welche vom Dicer-Protein prozessiert wurden, oder
synthetisch hergestellte siRNAs werden im Anschluss effektiv durch den
Multienzymkomplex RISC (RNA-induced Silencing Complex) erkannt und leiten
diesen zu einer komplementaren m-RNA, welche endonukleolytisch, 10 Nukleotide
entfernt vom 5°-Terminus des komplementaren Strangs, geschnitten wird (Park und
Wu, 2004; Dykxhoorn und Novina, 2003; Joshua-Tor, 2004). Nur einer der beiden
Stréange der siRNA wird in den RISC inkorporiert und fahrt zur Spaltung der m-RNA.
Der Strang, der eine geringere thermodynamische Stabilitdt am 5°-Ende aufweist
(Antisense Strang = Guide Strang), bleibt mit dem RISC assoziiert und hybridisiert
mit der komplementaren m-RNA (Schwarz et al., 2003; Khvorova et al., 2003).

G/C AU

Thermodynamisch Thermodynamisch
stabiler (GC reich) instabil (AU reich)

A
v

Abbildung 1.6: Kugelmodell einer synthetisierten siRNA mit einem Doppelstrang-Bereich von 19
Nukleotiden und 2 Nukleotid-Uberhdngen an den 3"-Enden. Das thermodynamisch instabilere Ende
(5"-Ende des Antisense Strangs = Guide Strang) enthalt ein A/U reiches Motiv und ist leichter durch
eine Helikase zu entwinden. Dieser Strang bleibt mit dem RISC assoziiert und ist komplementér zur
Ziel m-RNA (Ui-Tei et al., 2006).

Im Modellorganismus D. melanogaster ist dieser Prozess am besten charakterisiert
(siehe Abb. 1.2). Die Einfliihrung der siRNA in den RISC erfordert die Beteiligung des
,RISC loading complex” (RLC), welcher sich aus der siRNA, dem Dicer2 Protein und
dem dsRNA-bindenden Protein R2D2 zusammensetzt (Liu et al., 2006). R2D2 bindet
dabei das thermodynamisch stabilere Ende der siRNA, wahrend das Dicer2 Protein
(DCR2) das instabilere Ende bindet und somit die Asymmetrie des Mechanismus
bedingt wird (Tomari et al., 2004).



8 1 Einleitung

Im Anschluss wird die siRNA vom Argonaut 2 Protein (Ago2, auch Slicer genannt)
gebunden, welches die Hauptkomponente und Endonuklease des RISC darstellt
(Hammond et al., 2001; Okamura et al.,, 2004; Rand et al., 2004). Bei diesem
Prozess wird der Sense Strang (Passenger Strang) der siRNA durch Ago2
endonukleolytisch gespalten, so dass der aktivierte RISC entsteht, indem nur noch
der Antisense Strang (Guide Strang) inkorporiert ist (Rand et al., 2005). Das
phosphorylierte terminale 5°-Nukleotid des Einzelstrangs wird dabei in der positiv
geladenen Bindungstasche der PIWI Domane von Ago2 gebunden und steht somit
zur Erkennung der komplementaren m-RNA nicht mehr zur Verflgung (Ma et al.,
2005a). Die Nukleotide 2-8 sind auf der Oberflache des RISC exponiert und bilden
eine Erkennungssequenz (Seed Region) fiir die komplementiare m-RNA (Ma et al.,
2005; Lewis et al., 2005). Die Hybridisierungsregion zwischen dem ,Guide“- Strang
und der m-RNA formt eine typische A-Helix, welche die Spaltstelle der m-RNA
beinhaltet. Diese liegt genau 10 Nukleotide vom 5°-Ende des ,Guide“- Strangs
entfernt und die m-RNA wird durch die katalytische Aktivitat der PIWI-Domane von
Ago2 gespalten (Elbashir et al., 2001; Lingel und Sattler, 2005). Dieser Prozess
erfordert Magnesium-lonen und fihrt zu 5 -Monophosphat- und 3’-Hydroxyl-Termini
(Martinez und Tuschl, 2004; Schwarz et al., 2004). Wurde die Ziel-m-RNA
geschnitten, wird sie aus dem RISC entlassen und dieser steht flir eine neue Runde
der m-RNA Abbau zur Verfigung (Hutvagner und Zamore, 2002). Abbildung 1.7 zeigt
die klrzlich ermittelte Kristallstruktur eines Argonaut-Proteins des thermophilen
Eubakteriums Aquifex aeolicus (A) mit einer extern gebundenen siRNA (Yuan et al.,
2006) sowie eine schematische Darstellung der Inkorporation der hybridisierten m-
RNA in den Argonaut-Komplex (B) (Song et al., 2004).
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Abbildung 1.7: Modell fur die endonukleolytische Spaltung der m-RNA durch das Ago-Protein
(Slicer). A: Kristallstruktur eines Argonaut-Proteins von Aquifex aeolicus mit Assoziation einer extern
gebundenen siRNA (beige). Die PAZ- und PIWI-Doménen sind blau gekennzeichnet, wahrend die N-
und Mid-Doménen in pink dargestellt sind. Der 2 Nukleotid-Uberhang der siRNA ist rot
gekennzeichnet (Yuan et al., 2006). B: Topologische Anordnung der vier Doméanen eines Ago-
Proteins des thermophilen Mikroorganismus Pyrococcus furiosus (Siedender Feuerball). Das 3"-Ende
des ,Guide strand“ der siRNA (gelb) interagiert mit der Bindungstasche der PAZ-Doméne (rot). Die
basengepaarte m-RNA (braun) wird am katalytischen Zentrum der PIWI-Doméne (lila) geschnitten
(Song et al., 2004).

1.2 Therapeutische Anwendung von siRNAs

Mit dem siRNA Ansatz steht eine neue Substanzklasse zur Verfligung, deren
Wirkmechanismus auf einem Kkatalytischen, natirlichen Prozess beruht. Daher
besteht eine vielversprechende Chance neuartige Medikamente zu entwickeln, die
selektiv die Expression von krankheitsauslésenden Genen inhibieren und somit
einen Ansatz fir bisher nicht therapierbare Krankheiten liefern, da siRNA
Therapeutika theoretisch gegen jedes defekte Gen entwickelt werden kénnen.

Die Einfihrung von langen doppelstrangigen RNAs in Sdugerzellen fuhrt Uber die
Aktivierung der Proteinkinase R (PKR) zu einer unspezifischen Immunantwort (Wang
und Carmichael, 2004; Bridge et al., 2003). Durch die hochstrukturierte dsRNA wird
die PKR aktiv und phosphoryliert den flr die Translation notwendigen Faktor elF2a.
Dies fuhrt zur Blockierung der Proteinbiosynthese und somit zum Zelltod. Durch die
EinfGhrung von synthetisch hergestellten siRNAs (21-23 Nukleotide) konnte dieser
Abwehrmechanismus umgangen werden (Elbashir et al., 2001). Seit der Entdeckung
von Elbashir und Kollegen gelten synthetisch hergestellte und sequenzoptimierte
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siRNAs als neuer Hoffnungstrager unter den auf Nukleinsduren basierenden
Therapeutika. In verschiedenen in vitro Experimenten war die siRNA Technologie
anderen Nukleinsaureverbindungen, die ebenfalls eine posttranskriptionelle
Hemmung der Genexpression bewirken sollen, wie Antisense Oligodesoxynukleotide
oder Ribozyme, deutlich Uberlegen (Brantl, 2002; Scherer und Rossi, 2003; Hannon
und Rossi, 2004).

So ist die Entwicklung von Therapeutika gegen viele verschiedene Krankheiten
denkbar. Es wurde bereits gezeigt, dass RNAi gegen Krebs (Zhang et al., 20083;
Scherr et al.,, 2003), kardiovaskuldre Erkrankungen wie erhdhte Blutfettwerte
(Soutschek et al., 2004) oder Bluthochdruck, neurodegenerative Krankheiten wie
Alzheimer (Miller et al., 2004), Chorea Huntington und Parkinson sowie verschiedene
Viruserkrankungen z.B. HIV (Martinez et al., 2002; Novina et al., 2002; Stevenson,
2003), Hepatitis B (McCaffrey et al., 2003) und Hepatitis C (Randall et al., 2003;
McCaffrey et al., 2002; Zamore und Aronin, 2003) und Influenza A (Ge et al., 2004)
erste vielversprechende Ansatze lieferte. So konnte im Jahr 2004 von
Wissenschaftlern der Alnylam Europe AG gezeigt werden, dass die
posttranskriptionelle Hemmung des endogen exprimierten Apolipoprotein B 100 mit
Hilfe der RNA-Interferenz zur Veranderung des Phanotyps in vivo fuhrt und eine
Senkung verschiedener Blutfettwerte erreicht werden konnte (Soutschek et al.,
2004). Des Weiteren wurde eine spezifische Reduktion von Cholesterin mit SNALP-
formulierten (Stable—Nucleic-Acid-Lipid-Particles) siRNAs in nicht-humanen Primaten
erzielt (Zimmermann et al., 2006).

Auch erste klinische Versuche zeigten bereits Erfolge. Die Unternehmen SIRNA
Pharmaceuticals und ACUITY Pharmaceutical setzten Therapeutika auf RNAi-Basis
gegen altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ein (Adams, 2005). DarUber hinaus
konnte Alnylam Pharmaceuticals vor kurzem in einer ersten klinischen Studie den
erfolgreichen Einsatz von synthetisch hergestellten siRNAs gegen den
Respiratorischen Syncytial Virus (RSV) im Hinblick auf Sicherheit, Vertraglichkeit und
Pharmakokinetik zeigen (www.alnylam.de).
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1.3 Chemische Modifikationen von Nukleinsdure-basierenden Wirkstoffen

zur verbesserten Zellaufnahme

Die effektive Aufnahme des Wirkstoffs ist, auf Grund der negativen Ladung und des
hohen Molekulargewichts der siRNA, eines der gréBten Hindernisse bei der
Entwicklung von RNAi-basierenden Therapeutika. Eine passive Permeation der
Zellmembran ist daher durch die genannten Eigenschaften ausgeschlossen. Die
Entwicklung eines zell- und gewebespezifischen Wirkstofftransports wirde einen
groBen Schritt in Richtung der klinischen Anwendung darstellen (Sioud, 2004).

In der Antisense-Forschung wurden bereits =zahlreiche Untersuchungen von
chemisch modifizierten Oligodesoxynukleotiden, hinsichtlich ihrer zellularen
Aufnahme, gemacht. Abbildung 1.8 gibt einen Uberblick der bisher angewendeten
Strategien, die Zellmembran zu Uberwinden und Antisense-Moleklle bzw. siRNAs

erfolgreich in die Zelle zu transportieren (Dykxhoorn und Lieberman, 2006).

Abbildung 1.8: Strategien =zur systemischen
Applikation von siRNAs. A: Schematische
Darstellung eines natiirlichen siRNA Molekiils mit
dem charakteristischen 19-mer Duplex und einem 2
Nukleotid-Uberhang an den 3-Enden und
phosphorylierten 5°-Termini. B: Die Konjugation von
Cholesterin an das 3'-Ende des Sense Stranges
erhdht die Retentionszeit der siRNA in der
Blutzirkulation durch Bindung an Low Density
Lipoproteine (LDL) und Albumin. Des Weiteren
wurde eine definierte Rezeptor-vermittelte Aufnahme
flr Cholesterin beschrieben (Krieg et al., 1993b; de
Smidt et al,, 1991a). C: Die ,Verpackung“ von
siRNAs in SNALPs (Stable—Nucleic-Acid-Lipid-
Particles) erhéht ebenfalls die Retention im Blut und
fuhrt zu einer Aufnahme in Maushepatozyten. D: Die

Kombination aus Nukleinsdure und Protamin, sowie
Fusogenic lipid
Cationic lipid
Cholesterol

die Spezifitdt eines Antikérpers, also die Konstruktion

eines Antikdrper-Protamin-Fragments, welches nicht-

FEG

kovalent an die siRNA gebunden werden kann,

D e, erméglicht die Aufnahme der siRNA in Zellen,

N Antibody fragment welche den Rezeptor fir diesen Antikérper
[t :
%: +j—EPr°‘amme exprimieren (Dykxhoorn und Lieberman, 2006).
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Eine Variante zur Aufnahme von Oligonukleotiden ist die systemische Applikation
durch lipophile Carrier wie kationische Lipide und Polymere (Templeton, 2002;
Sorensen et al., 2003). Dabei wurde jedoch nur wenig lipidformulierte siRNA von den
Zellen aufgenommen (Safinya, 2001; Szoka Jr. et al.,, 1997) oder aber die
kationischen Lipide wurden fir unerwartete Nebeneffekte verantwortlich gemacht
(Ma et al., 2005).

Ein anderer Ansatz ist die Konjugation von Carriermolekilen an die siRNA. So
wurden bereits in der Antisense-Technologie eine Reihe von Konjugaten
synthetisiert, welche die zellulare Aufnahme der Oligodesoxynukleotide verbessern
sollten (Manoharan, 2002).

FUr den Eintritt in die Zelle stehen verschiedene Méglichkeiten zur Verfigung, so ist
eine Internalisierung Uber unspezifische Endozytose, Rezeptor-vermittelte
Endozytose oder direkte Zellpermeation denkbar. Wenn die siRNAs sich erst einmal
im Zytoplasma oder die Antisense Oligodesoxynukleotide im Zellkern befinden, sind
sie in der Lage, eine posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression zu bewirken.
Da sowohl siRNAs, als auch Antisense-Molekile aufgrund ihres Phosphatrickgrats
negativ geladen und damit hydrophile Strukturen sind, ist eine Annaherung an die
lipophile Zellmembran erschwert. Die Eliminierung der negativen Ladung allein fihrt
jedoch auch nicht zu einer Aufnahme ins Zytoplasma, wie bereits mit
Methylphosphonaten und PNA-Molekllen (Peptide Nucleic Acid) gezeigt werden
konnte (Manoharan, 2002). Abbildung 1.9 gibt einen Uberblick Giber verschiedene
Modifikationen des Zucker-Phosphatriickgrats und eine Darstellung eines PNA-

Molekdls.
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Abbildung 1.9: Chemische Darstellung der bisherigen Modifikationen des Zucker-Phosphatriickgrats,
sowie eines PNA-Molekils (Peptide Nucleic Acid) (Manoharan, 2002).

Eine weitere Md&glichkeit ist die Konjugation von hydrophoben Molekilen, um die
Lipophilie des Gesamtmolekils zu erhéhen. So wurden verschiedene Gruppen an
Antisense Oligodesoxynukleotide gekoppelt und hinsichtlich ihrer
Membranpermeabilitdt untersucht (Manoharan, 2002). Das am umfangreichsten
charakterisierte Molekdl ist das Cholesterin, welches in den letzten 15 Jahren von
mehreren Gruppen intensiv untersucht wurde (Letsinger et al., 1989; de Smidt et al.,
1991; Krieg et al., 1993). Es wurde bereits 1996 die Reduktion des MDR-assoziierten
P-Glykoproteins mit Hilfe eines 5°-Cholesterin  gekoppelten  Antisense
Oligdesoxynukleotids gezeigt (Manoharan, 2002). Auch in der siRNA Forschung
konnten  Cholesterin-konjugierte  Moleklle erfolgreich zur Hemmung der
Genexpression eingesetzt werden. Eine 5°-Cholesterin-gekoppelte siRNA bewirkte
die Reduktion des B-Galaktosidase-Reportergens in vitro in humanen Hepatozyten
(Lorenz et al., 2004). Darlber hinaus lieB sich auch in vivo von Soutschek und
Kollegen (Soutschek et al., 2004) die Hemmung der Expression des endogenen
ApoB Proteins mit einer 3’-Cholesterin-modifizierten siRNA zeigen und somit den
Cholesterin-Gehalt im Blut herabsetzen. Andere hydrophobe Konjugate wurden
ebenfalls hinsichtlich ihres inhibitorischen Effekts und der zelluldren Aufnahme
untersucht. Adamantan-, Pyren-, Eicosansaure- und C16-Glyzerin-
Oligodesoxynukleotide wurden gegen das in Mausen exprimierte interzellulare
Adhasionsmolekil 1 (ICAM-1) eingesetzt (Manoharan et al., 1995). Des Weiteren
wurden langkettige Alkylgruppen an Antisense Molekile gebunden und eine

Reduktion der viralen Proteine des Vesikularen Stomatitis Virus und des HI-Virus
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beobachtet (Shea et al., 1990; MacKellar et al., 1992). Speziell fir die Aufnahme in
Leberzellen wurden mit Harns&urederivaten-modifizierte Antisense Oligos eingesetzt
(Kramer et al., 1992), um z.B. die Expression von Hepatitis C Proteinen zu inhibieren
(Lehmann und Engels, 2001). Ebenso konnte fir Terpenalkohole, wie Geraniol, eine
Zellaufnahme und Reduktion des Herpes Simplex Virus 1 gezeigt werden
(Manoharan, 2002).

Kationische Modifikationen, sowie konjugierte Polyamine stellen durch ihre guten
Zellpermeationsfahigkeiten eine weitere M®églichkeit zur Uberwindung der
Zellmembran dar (Godzina et al., 1999). So wurden verschiedene Konjugationen in
der Antisense Technologie eingesetzt, z.B. Spermin- und Spermidinverbindungen,

Aminopropyl-, Diaminopropyl- oder Imidazol-Konjugate (Manoharan, 2002).

Auch kurze zellpenetrierende Peptide sind ein viel versprechender Ansatz, da sie
offenbar die Fahigkeit besitzen, groBe, polare Molekile durch die Zellmembran zu
transportieren (Ho et al., 2001; Astriab-Fisher et al., 2000; Antopolsky et al., 1999;
Schwarze et al., 2000). Beispiele dieser Gruppe sind eine 13 Aminosauren lange
Sequenz des HIV Tat Proteins (Jarver und Langel, 2004; Mae und Langel, 2006;
Schwarze et al., 1999) eine Sequenz des Antennapedia Proteins (Ant, 16
Aminosauren) aus Drosophila (Pooga et al., 1998) und das Transportan Peptid (Kilk
et al., 2005; Brooks et al., 2005). So konnten PNA-Oligodesoxyonukleotide, welche
mit der Ant-Sequenz modifiziert waren, in neuronale Zellen aufgenommen werden
(Kilk et al., 2004). Ebenso wurden Oligodesoxynukleotide mit konjugierten Tat- und
Ant-Sequenzen in Tumorzellen internalisiert und zeigten eine Reduktion des MDR-1
assoziierten P-Glykoproteins (Astriab-Fisher et al., 2000). Auch Transportan-
modifizierte Antisense Sequenzen ermdglichten einen Transport ins Zellinnere und
eine Inhibition des Galanin-Rezeptors in vivo (Pooga et al., 1998). In der Folgezeit
wurden eine Reihe von Peptid-Konjugaten synthetisiert, welche die Fahigkeit zur
Membranpermeation besaBen (Brooks et al., 2005; Albertshofer et al., 2005; Turner
et al., 2005a; Turner et al., 2005b; Oehlke et al., 2002; Gait, 2003; Simeoni et al.,
2003). Unter Anderem stelllen sich auch Oligo-Arginin-Peptide als
Transportmolekile fir Oligonukleotide heraus (Rothbard et al., 2002; Vives und
Lebleu, 1997).
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Da Zellen und Gewebe spezifische Transportsysteme flr Nahrstoffe wie Vitamine,
Aminosauren und Zucker besitzen, stellt die Rezeptor-vermittelte Aufnahme eine
interessante und alternative Mdglichkeit des Transports von Oligonukleotiden in die
Zelle dar.

Auch hier wurden bereits verschiedene Ansatze in der Antisense-Forschung evaluiert
(Manoharan, 2002). Die Konjugation von Folsdure an das 3"-Ende von
Oligodesoxynukleotiden fihrte zu einer definierten Aufnahme in Zellen, welche den
Folsaure-Rezeptor Gberexprimierten. Allerdings wurde die Aktivitat dieser Molekile
durch die geringe Kapazitat des Rezeptors limitiert (Wang et al., 1995; Li et al.,
1998). Auch fur siRNAs, welche mit einem Komplex aus Polyethylenimin,
Polyethylenglykol und Folsaure formuliert wurden, konnte eine Internalisierung in
humane Gebarmutterhalskrebs-Zellen in vitro gezeigt werden (Kim et al., 2006).
Vitamin E-modifizierte Antisense-Molekile konnten ebenfalls in Darmzellen
aufgenommen werden, jedoch wurde dieser Effekt nur auf die Erhéhung der Lipohilie
zurlckgefthrt, da andere hydrophobe Konjugate eine ahnliche Aufnahme zeigten
(Moore et al., 1997). Hangeland und Kollegen zeigten 1995, dass die Konjugation
von verzweigten N-Acetylgalaktosamin-Strukturen, welche Uber ein Tripeptid an
Oligodesoxynukleotide gekoppelt waren, eine 40-fache Steigerung der Aufnahme in
humane Hepatozyten bewirkte (Hangeland et al., 1995). Unter Verwendung des
gleichen Liganden wurde mit Phosphorothioat-modifizierten Oligodesoxynukleotiden
eine 90%ige Reduktion des Hepatitis B Virus in humanen Leberzellen gezeigt (Duff
et al, 2000). Eine erhéhte Aufnahme von Oligodesoxynukleotiden nach
Glykokonjugation in das Leberparenchym konnte auch von Biessen und Kollegen
beschrieben werden. Dabei wurden verzweigte Galaktose-modifizierte Antisense-
Molekile in vivo getestet und es konnte im Vergleich zu den unkonjugierten
Molekilen eine 60-fache Steigerung der Aufnahme in die Rattenleber beobachtet
werden (Biessen et al., 2000; Biessen et al., 1999; Rensen et al., 2001). Fir diese
definierte Aufnahme wurde der Asialoglykoprotein-Rezeptor verantwortlich gemacht,
dessen eigentliche Funktion in der Entfernung von desialierten Proteinen aus dem
Blutkreislauf besteht (Biessen et al., 1999; Biessen et al., 2000; Rensen et al., 2001;
Karinaga et al., 2006).
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Trotz all dieser Ansatze stellt die gezielte Ablieferung des Wirkstoffs im richtigen
zellularen Kompartiment immer noch den limitierenden Faktor beim Einsatz von

Nukleinsdure-basierenden Therapeutika dar.

1.4 Apolipoprotein B als endogenes Zielprotein fiir den Einsatz von siRNAs

Das Apolipoprotein B, welches herkémmlichen Therapien wie kleinen Molekilen-
(small molecules drugs) oder Protein-basierenden Therapeutika bisher nicht
zuganglich war, wurde als ein potentielles, klinisch relevantes Ziel fir den Einsatz

von siRNA-Molekilen ausgewahlt.

Apolipoprotein B (ApoB), spielt eine unverzichtbare Rolle im Aufbau von Lipiden,
einschlieBlich Triglyzeriden und Cholesterin. Dies beinhaltet eine Reihe von
Funktionen, wie die Aufnahme und Weiterleitung von Lipiden bis hin zur Regulation
des Gehalts an zirkulierenden Lipoproteinen. Ebenso wichtig ist seine Funktion beim
intravaskularen Transport und der Rezeptor-vermittelten Aufnahme verschiedener
Lipoproteine (Davidson und Shelness, 2000). ApoB ist der Ligand fir den LDL-
Rezeptor und essentiell fir die Bildung von Low Density Lipoproteinen (LDLs) und
Very Low Density Lipoproteinen (VLDLs) im Cholesterin-Metabolismus (Burnett und
Barrett, 2002).

Endogener Lipidtransport

’

LDL @E&

apoB100 E

VLDL
apoB100

Duodenum

Jejunum

g

Ileum
CM CM
Remnant apoB48 Colon
apoB48

Exogener Lipidtransport

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung des exogenen und endogenen Lipidtransports. ApoB
Isoformen spielen eine wichtige physiologische Rolle beim Transport von LDL- und VLDL- Partikeln,

sowie Chylomikronen (CM).
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Abbildung 1.11 zeigt eine schematische Darstellung der Rezeptor-vermittelten
Aufnahme eines LDL-Partikels. Durch die Bindung von ApoB an den LDL-Rezeptor
kommt es zur Internalisierung des Partikels. Nach Rezeptorregeneration verschmilzt
der Partikel mit dem Lysosom und wird im sauren Milieu zerstért. Das freie
Cholesterin wird ins Zytoplasma entlassen.

Extracelluiar fuid Abbildung 1.1: Darstellung der Rezeptor-vermittelten Aufnahme

Phospholipid eines LDL-Partikels Uber den LDL-Rezeptor. Der mit Cholesterin

Low-density '
IIEO‘J_)nteln Cholesterol . Ly . . iee .
g beladene Partikel wird Uber die spezifische Bindung von ApoB an den
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LDL-Rezeptor durch Abschnirung eines Vesikels internalisiert. Im
Cytosol f"‘“""’“"“" Zytoplasma wird der Rezeptor wieder regeneriert und verschmilzt

Plagna e erneut mit der Zellmembran. Somit steht er fir eine weitere Aufnahme

@ - zur Verfugung. Der Vesikel mit dem LDL-Partikel geht im Zytoplasma
¥ eine Fusion mit dem Lysosom ein und durch die Verdnderung des pH
Wertes zum Sauren wird der Vesikel lysiert und das freie Cholesterin
Le ins Zytoplasma entlassen
LY :
L2 .h;)l.es;e-.ml
LDLs digest.ed Tt

Der Serumgehalt von ApoB, LDL und Cholesterin korreliert signifikant mit einem
erhéhten Risiko fur Erkrankungen der HerzkranzgeféaBe. Des Weiteren wurde eine
verminderte Anzahl von funktionsfahigen LDL-Rezeptoren auf der Zelloberflache als
Basis flur familiare Hypercholesterindmie identifiziert, da die Entfernung von ApoB-
enthaltenden LDL-Partikeln aus der Blutzirkulation gestért ist (Brown und Goldstein,
1986). Patienten mit homo- oder heterozygoter Deletion des LDL-Rezeptor-Gens
zeigen ein vermehrtes Auftreten von Erkrankungen der HerzkranzgefaBe, welche
friihzeitig zu Arteriosklerose oder sogar zum Tod fuhren kdnnen. Im Gegensatz dazu
haben Patienten mit einer Hypobetalipoproteindmie einen reduzierten LDL und
Cholesterin-Gehalt im Blut und damit ein vermindertes Risiko flir Herzerkrankungen
(Glueck et al., 1997).

Eine Senkung des LDL- und Cholesterinspiegels stellt also einen wichtigen
Ansatzpunkt zur Vermeidung von frihzeitigen Herzerkrankungen dar.
Therapeutische Ansatze zielen hierbei auf die Inhibition der endogenen
Cholesterinsynthese in Zusammenhang mit einer drastischen Nahrungsumstellung
ab. Obwohl mit diesen Ansatzen in den vergangenen Jahren einige Fortschritte in
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der Handhabung von Erkrankungen dieser Art erreicht wurden, zeigen Millionen von
Patienten immer noch ein erhdhtes Risiko und haben mit Folgeerkrankungen wie
Herzinfarkten oder fortgeschrittener Arteriosklerose zu kampfen. Es ist daher
unbedingt erforderlich, neue Therapeutika auf diesem Gebiet zu entwickeln
(Soutschek et al., 2004). Der siRNA Ansatz stellt daflir eine interessante Mdglichkeit
dar.

1.5 Zielsetzung

Die negative Ladung des Zucker-Phosphatriickgrats und das hohe Molekulargewicht
einer siBNA verhindern eine passive Permeation der Nukleinsdure durch die
Zellmembran ins Zytoplasma. Zudem ist durch den anionischen Charakter und die
intrinsische Hydrophilie bereits die Annaherung an die lipophile Zellmembran
erschwert. Um ein Therapeutikum auf RNAi Basis zu entwickeln, missen diese
Hurden zunéachst Gberwunden werden. In der vorliegenden Arbeit soll daher versucht
werden, durch die AnknUpfung kleiner Molekile an den 5°-Terminus des Sense
Stranges der siRNA eine Aufnahme ohne Transfektionsreagenz in das Zytoplasma
zu erreichen. Es ist bereits beschrieben, dass eine Modifikation des 5°-Terminus des
Sense Strangs einer siRNA toleriert wird (Lorenz et al., 2004). Hierzu sollen in
Anlehnung an die Antisense-Forschung (siehe Kapitel 1.3) verschiedene siRNA-
Konjugate synthetisiert werden, welche in in vitro Experimenten die
posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression des Apolipoproteins B 100 in

Leberparenchymzellen bewirken.

Ein erster Ansatz zielt auf die Erhéhung der Hydrophobizitat des siRNA Molekils und
eine damit verbundene erleichterte Anndherung an die Zellmembran sowie eine
eventuelle Internalisierung. Dazu wurden verschiedene Steroid-Derivate ausgewahilt,
die durch kurze organisch chemische Synthesesequenzen in das entsprechende
Phosphoramidit Gberfihrt werden sollen, um eine Kopplung an das 5°-Ende des
Sense Stranges wahrend der RNA-Festphasensynthese zu ermdglichen
(Manoharan, 2002; Lorenz et al., 2004).

Durch die AnknUpfung von Aminen, kationischen Aminos&auren und Dipeptiden soll
ebenfalls die Lipophilie der siRNA erhéht werden. Des Weiteren ist eine Aufnahme
der so modifizierten siRNA Uber Zellpenetration, bestimmte Aminosaurekanale oder
Nahrstofftransporter denkbar (Antopolsky et al., 1999; Astriab-Fisher et al., 2000;
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Manoharan, 2002). Diese Strategie beinhaltet die Kopplung eines N-
Hydroxysuccinimid  Aktivesters an die RNA und eine darauffolgende

Amidbindungskntpfung mit den eingesetzten Verbindungen an der Festphase.

Eine definierte Rezeptor-vermittelte Aufnahme stellt eine weitere attraktive
Méglichkeit dar, um modifizierte siRNAs in das Zytoplasma einzuschleusen. So
wurde bereits die Aufnahme von Antisense-Molekuilen mit konjugierten Galaktose-
und N-Acetylgalaktosamin-Strukturen Uber den Asialoglykoprotein-Rezeptor in
Hepatozyten nachgewiesen (Biessen et al., 2000; Biessen et al., 1999; Rensen et al.,
2001). Daher soll durch Glykokonjugation der siRNA mit linearen und verzweigten
Galaktose-Strukturen eine Rezeptor-vermittelte Endozytose dieser Molekile erreicht

werden.

Mit den so modifizierten siBRNAs soll im zweiten Teil der Arbeit die
posttranskriptionelle Hemmung der endogenen apoB Genexpression in vitro erreicht
werden. Daher werden die synthetisierten siRNAs in Zellkulturexperimenten
hinsichtlich ihrer Aktivitat bei Transfektion und Inkubation ohne Transfektionsreagenz
analysiert. Des Weiteren wird der Nachweis einer definierten Aufnahme der

modifizierten siRNAs in das Zytoplasma angestrebt.
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2 Material und Methoden
2.1  Organisch-chemische Synthese

2.1.1 Reagenzien, Chemikalien und Gerate

Die fir die organisch-chemische Synthese verwendeten Reagenzien und
Chemikalien sowie Lésungsmittel wurden von den Firmen Fluka und Sigma-Aldrich
bezogen. Fir die chromatographischen Trennverfahren wurden Cyclohexan (CH)
und Essigsdureethylester (EE) der Firma Roth verwendet. Alle L&sungsmittel
besalBen Synthesequalitat (> 99,5%) und die angegebenen

Lésungsmittelverhaltnisse verstehen sich stets als Volumenanteile (v/v).

Als Saulenmaterial fir die Saulenchromatographie diente Kieselgel 60 der Firma
Merck, mit einer Porengr6Be von 40 bis 63 um. Zur DUnnschichtchromatographie
wurden Aluminiumfertigfolien (G/UVas4) von Macherey und Nagel verwendet. Die
Tauchlésungen fir die DC-Chromatogramme waren von der Firma Fluka oder im Fall
von Resorcinmonomethylether (250 ml Ethanol, 6,6 ml konz. H,SO4, 0,25 ml 3-
Methoxyphenol) selbst hergestellt. Durch Erhitzen im HeiBluftstrom wurden
anschlieBend die Verbindungen angefarbt.

NMR-Spekiren wurden mit einem Bruker Avance 300 MHz Spektrometer
aufgenommen und mittels der Bruker XWIN-NMR 3.1 Software ausgewertet. Alle
Messungen wurden in der Zentralen Analytik der Universitat Bayreuth durchgefihrt.
Die chemischen Verschiebungen konnten dabei relativ zum Lésungsmittelsignal von
CDCl; 8'H = 7,24 ppm, 8'3C = 77,0 ppm bestimmt werden und beziehen sich auf
Tetramethylsilan (& = 0 ppm). Zusatzlich eingefihrte Gruppen wurden wie folgt

benannt:
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2.1.2 Chemische Synthese von Litho (3)

2.1.2.1 Synthese von 5B-Cholansaure-(di-n-decyl)-amid (2)

Es wurden 1,5 g (3,98 mmol) Lithocholséure 1 in einem 1:1 Gemisch aus DMF und
DCM (30 ml) geldst und anschlieBend ein Aquivalent (3,98 mmol) DMAP (0,48 g) und
EDC x HCI (0,76 g) zugegeben und bei RT gerlhrt, bis alle Komponenten vollstandig
gelést waren. Danach erfolgte die Zugabe von 1,2 g (3,98 mmol) Di-n-decylamin Uber
einen Tropftrichter, wobei die Tropfgeschwindigkeit auf ca. 1 Tropfen/sec eingestellt
wurde. Der Ansatz rihrte fir 3 h bei RT und jede Stunde wurde mittels DC
(Cyclohexan/Essigsaureethylester 2:1, Farbereagenz: Resorcin) der Fortgang der
Reaktion Gberprift. Nach vollstdndigem Umsatz von Lithocholsdure 1 wurde der
Reaktionsansatz mit 30 ml DCM verdinnt und in einen Scheidetrichter Uberfihrt.
AnschlieBend wurde durch Zusatz von 0,2 M HCI zuerst sauer und danach die
organische Phase mit einer gesattigten NaHCOs-Lésung basisch extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet und das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Produkt konnte sodann Uber
Saulenchromatographie gereinigt werden. Die verwendete Chromatographiesaule
besaB einen Durchmesser von 4,0 cm und ein Gesamtvolumen von 250 ml und war
etwa mit 10 cm Kieselgel 60 geflllt. Es wurde zu Beginn ein Lésungsmittelgemisch
aus CH und EE im Verhéltnis von 6:1 verwendet, um Verunreinigungen zu entfernen
und anschlieBend auf 3:1 gewechselt, um das Produkt 2 zu isolieren. Dazu wurden
die aufgefangenen Fraktionen mittels DC (CH/EE 2:1, Resorcin) analysiert, die
Produktfraktionen vereinigt und am Rotationsverdampfer eingeengt.

Ausbeute: 1,25 g (1,9 mmol, 47,7% bezogen auf Lithocholsaure 1), hellgelber
Feststoff

Rf Wert: 0,8 (CH/EE 1:1)

2.1.2.2 Synthese von 3a-[(2-Cyanethoxy)-N, N-diisopropylamino-
phosphanyloxy]-5B-cholansdure-(di-n-decyl)-amid (3)

Es wurden 1,14 g (1,7 mmol) des Edukts 2 in 26 ml wasserfreiem DCM unter
Argonatmosphére geldst. AnschlieBend wurden Uber eine Kanuile 0,85 ml (5,1 mmol)
DIPEA und tropfenweise 0,415 mi (1,7 mmol) 2-
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Cyanoethyldiisopropylchlorophosphoramidit zugegeben. Der Ansatz rihrte fir 2 h bei
Raumtemperatur im Argongegenstrom. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels DC
(CH/EE 4:1 mit 1% TEA, Phosphormolybdanséaure). Das Triethylamin sollte dabei
eine Hydrolyse der saurelabilen Phosphoramiditgruppe verhindern. Nach
vollstdndiger Umsetzung des Edukts 2 wurde die Reaktion aufgearbeitet, indem
zunachst mit 30 ml DCM verdinnt und anschlieBend mit einer gesattigten NaCl-
Lésung extrahiert wurde. Die organische Phase wurde im Anschluss rlickextrahiert,
Uber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer unter
Zusatz von Argonschutzgas entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde Uber
Saulenchromatographie (9 = 4,0 cm, V = 250 ml, Fullhéhe 8 cm, CH/EE 8:1)
gereinigt, wobei das verwendete Kieselgel vorher in CH und 1% TEA aufgeschlammt
wurde. Die aufgefangenen Fraktionen wurden wieder mittels DC analysiert und die

Produktfraktionen am Rotationsverdampfer unter Argonbelliftung eingeengt.

Ausbeute: 1,05 g (1,24 mmol, 73% bezogen auf Lithocholsdure-di-n-decylamid 2),
hellgelbes Ol

Rf-Wert: 0,6 (CH/EE 4:1 und1% TEA)

'H-NMR (300 MHz), CDCls): & = 5,35 (NH); 3,90-3,70 (m, 3H, H-3, O-CH2-CHx>-CN);
3,65-3,50 (m, H2, iPr-CH, H-6); 3,30-3,20 (m, 4H, HN-1a/b); 2,65-2,60 (t, 2H, O-CH,-
CH-CN); 2,30-2,10 (m, 1H, H-23a); 2,00-1,65 (m, 9H, H-23b, H-12a, H-4a, H-6a, H-
22a/b, H-1a, H-2a/b); 1,60-1,00 (m, 63H, H-4b, H15a/b, H-8, H-9, H-5, H-1b, H-
16a/b, H-6b, H-7a/b, H-11a/b, H12b, H-14, H-17, H-20, HY-2a/b, HY-3a/b, HY-4a/b,
HN-5a/b, HY-6a/b, H"-7a/b, HN-8a/b, HY-9a/b, iPr-CHs); 0,90-0,80 (15H, H-21, H-19,
CHs); 0,60 (3H, H-18)

3C-NMR(75 MHz), CDCl3): 5 = 173,01 (NH-C=0); 117,5 (O-CH,-CH»-CN); 74,3-74,1
(C-3); 58,3-58,1 (O-CH,-CH,-CN); 56,3-56,1 (2C, C17, C14); 47,9-45,8 (2C, CN-1);
43,0-42,8 (2C, iPr-CH); 42,7 (C-13); 42,6 (C-5); 40,23 (C-9); 35,8 (C-8), 35,7 (C-20);
35,5 (C-4); 34,6 (2C, C-22, C23); 31,8 (C-10); 31,8-23,2 (14 C, C-1, C-16, C-2, C-6,
C-7, C-15, C-19, cN-2, cN-3, cN-4, cN-5, cM-6, CN-7, cN-8, CN-9); 24,7-24 4 (iPr-
CHs); 22,6 (C-11); 18,5 (O-CH2-CH2-CN); 14,0 (C-21); 11,9 (C-18).
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2.1.3 Herstellung von Chol (6)

2.1.3.1 Synthese von (N-6-Hydroxyhexyl)-carbamidsaurecholesterylester (5)

Hier wurde wie von Dipl. Biochemikerin Christina Lorenz (Diplomarbeit 2002,
Universitdt Bayreuth) beschrieben, vorgegangen. 8 g (17,8 mmol) Cholesteryl-
chloroformiat 4 wurden in 40 ml DCM gel6st und mit 2,24 g (26,7 mmol) NaHCO3
versetzt. Der gesamte Ansatz wurde dann mit Hilfe eines Eisbades auf 0°C
abgekuhlt und unter starkem Rihren 2,5 g (21,3 mmol) 6-Aminohexanol, in 10 mi
DCM, mit einer Tropfgeschwindigkeit von 1 Tropfen/sec zugegeben. Wéahrend einer
Reaktionszeit von 20 h erhéhte sich die Temperatur langsam auf 25 °C. Nach
vollstdndiger Umsetzung des Edukis 4 (DC: CH/EE 1:1, Resorcin) wurden 50 ml
DCM zugegeben und mit MilliQ Wasser extrahiert, das Rohprodukt Gber Na,SO4
getrocknet und Gber Saulenchromatographie (& = 5,0 cm, V = 500 ml, Flllhdhe 12
cm, CH/EE 2:1) gereinigt.

Ausbeute: 7,78 g (14,67 mmol, 82,4% bezogen auf Cholesterylchloroformiat 4),

weilBer, kristalliner Feststoff

Rf-Wert: 0,76 (CH/EE 2:1)

21.3.2 Synthese von [6-(2-Cyanethoxy)-N,N-diisopropylaminophosphanyloxy)-
N-hexyl]-carbamidsaurecholesterylester (6)

Die Phosphitylierungsreaktion wurde abweichend von Punkt 2.1.2.2 durchgeflihrt. 3 g
(5,66 mmol) des Edukts 5 wurden in einem 2:1 Gemisch aus ACN und DCM (80 ml)
geldst und in einen mit Argon bellufteten Kolben gefillt. Nach Zugabe von 1,16 ml
(6,79 mmol) DIPEA und 2,78 ml (8,49 mmol) 2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan
Uber eine Kanile erfolgte die tropfenweise Zugabe von 12,46 ml (6,23 mmol) einer
0,5 M Lésung S-Ethylthiotetrazol (ETT). Die Reaktion wurde fiir 1,5 h bei RT kraftig
gerthrt und mittels DC-Kontrolle (CH/EE 1:1 1% TEA, Resorcin) Uberwacht. Die
Isolierung des Produkts erfolgte, wie unter Abschnitt 2.1.2.2 beschrieben. Es wurde
eine 250 ml S&ule verwendet, welche einen Durchmesser von 4,0 cm besal3 und
etwa 10 cm mit Kieselgel geflllt war. Dieses wurde zuvor in CH und 1% TEA
aufgeschlammt. Die Eluierung erfolgte mit einem Gemisch aus CH/EE im Verhaltnis
10:1. Das isolierte Produkt wurde sofort unter Argonzusatz bei -20°C gelagert.
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Ausbeute: 2,3 g (3,15 mmol, 58,5% bezogen auf Produkt 5), weiBes Ol
Rf-Wert: 0,9 (CH/EE 1:1)

'H-NMR (300 MHz), CDCls): & = 5.35 (d 1H, H-6); 4,58 (NH); 4,46 (m, 1H, H-3); 3.88-
3.78 (m, 2H, O-CH,-CH,-CN); 3,60-3,53 (m, 4H, H1 -a/b, iPr-CH); 3,15-3,1 (m, 2H H-
6'a/b), 2,65-2,60 (t, 2H, O-CH,-CH,-CN); 2,4-2,1 (m, 2H, H-4a/b); 1,95-1,80 (m, 14H,
H-1b, H-12b, H-7a, H-2a, H-1a), 1,60-1,30 (m, 19H, H-232, H-2"a/b, H-15a, H-7b, H-
5'a/b, H-11a/b, H-8, H-16a/b, H-20, H-25, H-3"a/b, H-4"a/b, H-2b); 1,20-1,18 (12H,
iPr-CHa); 1,10-0,85 (m, 14H, H-1b, H-12b, H-24a/b, H-15b, H-23b, H-9, H-14, H-17,
H-222/b, H-21); 1,00 (3H, H-19); 0,85-0,80 (6H, H-26, H27); 0,65 (3H, H-18)

3C-NMR (75 MHz), CDCly): & = 156,1 (O-C=O-NH); 140 (C-5); 122,5 (C-6); 117,7
(O-CH2-CH2-CN); 74,0 (C-3); 63,6-63,4 (d, C-1); 58,5-58,1 (d, O-CH2-CH»-CN); 56,5
(2C, C14, C17); 50,0 (C-9); 43,0-42,9 (2C, iPr-CH); 42,5 (C-6"); 40,8 (C-13); 39,5
(2C, C12, C24); 38,6 (C-4); 37,0 (C-1); 36,5 (C-10); 35,8 (C-20); 31,9 (2C, C-7, C-8);
31,1-31,0 (d, C27); 30,0 (C-5); 28,0 (3C, C2, C16, C25); 26,5-25,5 (2C, C-3", C-4°);
24,7-24,5 (4C, iPr-CHs); 24,3 (C-15); 23,8 (C-23); 22,8-22,5 (2C, C-26, C-27); 21,0
(C-11); 20,4-20,3 (d, O-CH,-CH»-CN); 19,5 (C-19), 18,5 (C-21); 11,9 (C-18).

2.1.4 Synthese von Betulin (9)

2.1.4.1 Synthese von 28-[4,4"-Dimethoxytriphenylmethoxy]-lup-20(29)-en-3[3-ol
(8)

1 g (2,26 mmol) Lup-20(29)-en-33,28-diol 7 wurde in 3 ml Pyridin gelést und
anschlieBend spatelweise 1,15 g (3,39 mmol) 4,4"-Dimethoxytriphenylchlormethan
zugesetzt. Der Ansatz wurde flr 36 h bei Raumtemperatur kraftig gertihrt und mittels
DC (CH/EE 4:1 und 1 % TEA, Resorcin) die Umsetzung kontrolliert. Der gesamte
Ansatz wurde zunachst Uber eine mit NaSO, geflilllite Fritte (Pordsitat 3) filtriert, um
den bei der Reaktion entstandenen Feststoff (Pyridium-hydrochlorid) abzutrennen.
Die Fritte wurde sodann grindlich mit CH/EE (2:1) nachgespilt und die Fraktionen
vereinigt und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der erhaltene gelbe Feststoff
wurde in CH/EE (15:1) geldst und so fir die Saulenchromatographie (d = 5,0 cm, V =
500 ml, Fallhéhe 8 cm, CH/EE 8:1) eingesetzt.
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Ausbeute: 1 g (1,45 mmol, 64,2% bezogen auf Verbindung 7), gelblich-weiBer
Feststoff

Rf-Wert: 0,45 (CH/EE 4:1)

"H-NMR (300 MHz), CDCls): & = 7,45-7,2 (m, 13H, H-Ar), 4,5 (2d, 1H, H-28); 3,8 (6H,
O-CHa); 3,0-2,98 (m, 1H, H-3); 2,3 (t, 1H, H-19); 2,25-2,2 (m, 1H, H-16a); 2,18-1,95
(m, 2H, H-13, H-22a); 1,61 (1H, H-30); 1,6-0,75 (m, 32H, H-12a, H-16b, H-22b, H-1a,
H-18, H-2, H-6a, H-21a, H-11a, H-6b, H-7, H-21b, H-9, H-15, H-11b, H-12b, H-1b);
0,85 (6H, H-23, H-27); 0,68 (m, 1H, H-5); 0,70-0,5 (9H, H-24, H-25, H-26)

3C-NMR (75 MHz), CDCl3): & = 158,6 (2C, p-Ar), 158,2 (C-28); 150,8 (C-20); 145,4
(CPMT-3); 136,6 (C°M™-2); 130,1 (4C, 0-Ar); 128,2 (2C, o’-Ar); 127,7 (2C, m -Ar);
126,5 (p™-Ar); 113,1-112,9 (4C, m-Ar); 109,3 (C-29); 85,2 (C°MT-1); 78,9 (C-3); 59,4
(C-5); 56,3 (C-17); 55,2 (2C, O-CHs); 50,4 (C-9); 48,7 (C-18); 47,7 (C-19), 40,5 (C-8);
38,8-38,6 (2C, C-4, C-1); 37,3-35,3 (3C, C-13, C-10, C-22); 33,9 (C-7); 30,1 (C-16);
29,9 (C-21); 27,9 (2C, C-15, C-23); 27,3 (C-2); 25,1 (C-12); 20,6 (C-11,); 19,0 (C-30);
18,2 (C-6); 16,0-15,3 (3C, C-24, C-25, C-26); 14,7 (C-27)

21.4.2 Synthese von 28-[4,4 -Dimethoxytriphenylmethoxy]-33-[(2-cyanethoxy)-
N, N-diisopropylaminophosphanyloxy]-lup-20(29)-en (9)

Die Phosphitylierungsreaktion wurde analog zur Synthese von Verbindung 6
durchgeflihrt. Dazu wurde 1 g des Edukts 8 in 20 ml ACN gel6st und anschlieBend
031 m (1,74 mmol) DIPEA und 0,72 ml (2,18 mmol) 2-
Cyanoethyltetraisopropylphosphan zugegeben. AbschlieBend wurden 3,19 ml (1,6
mmol) S-Ethylthiotetrazol zugesetzt und der Ansatz far 1,5 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Aufarbeitung erfolgte durch Verdiinnung des Ansatzes mit 30 ml DCM
und anschlieBender Extraktion mit einer gesattigten NaCl-Lésung (siehe Abschnitt
2.1.2.2). Fir die Saulenchromatographie wurde eine 500 ml Saule (@ = 5,0 cm)
verwendet, welche 6 cm hoch mit Kieselgel 60 gefullt war. Dieses wurde zuvor in CH
mit 1% TEA aufgeschlammt. Die Isolierung des Produkts erfolgte mit einem Gemisch
aus CH und EE im Verhéltnis 10:1.

Ausbeute: 0,43 g (0,46 mmol, 33,5 % bezogen auf Verbindung 8), weiBe Emulsion

Rf-Wert: 0,75 (CH/EE 4:1)
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2.1.5 Synthese von 3BChol (11)

Es wurden 2 g (5,15 mmol) 3-B-Cholestanol 10 mit 2,5 ml (7,70 mmol) 2-
Cyanoethyltetraisopropylphosphan, 1,07 ml (6,18 mmol) DIPEA und 11,33 ml (5,67
mmol) 0,5 M ETT in 50 ml ACN umgesetzt. Die Aufarbeitung erfolgte analog zu
Verbindung 3 (Kapitel 2.1.2.2). Die anschlieBende Saulenchromatographie (Saule V=
500 ml, @ = 5,0 cm, Fullhéhe 7 cm, CH/EE 8:1) lieferte Produkt 11.

Ausbeute: 0,575 g (1,03 mmol, 20% Ausbeute bezogen auf Edukt 10), weiBes Ol
Rf-Wert: 0,8 (CH/EE 4:1)

'H-NMR (300 MHz), CDCl3): 8 = 4,0-3,88 (m, 3H, H-3, O-CH,-CH,-CN); 3,8-3,5 (m,
H2, iPr-CH, H-6); 2,9-2,7 (m, 1H, H-23a ); 2,5-2,4 (t, 2H, O-CHa-CH2-CN); 2,0-1,0 (m,
9H, H-23b, H-12a, H-4a, H-6a, H-22a/b, H-1a, H-2a/b, 63H, H-4b, H15a/b, H-8, H-9,
H-5, H-1b, H-16a/b, H-6b, H-7a/b, H-11a/b, H12b, H-14, H-17, H-20, iPr-CHa); 0,87-
0,77 (21H, H-21, H-19, CHa, H-26, H-27); 0,6 (3H, H-18)

BC-NMR(75 MHz), CDCls): & = 117,6 (O-CH»-CH,-CN); 73,8 (C-3); 58,3-58,1 (O-
CH2>-CH2-CN); 58,0-54,7 (2C, C17, C14); 45,0-44,9 (2C, iPr-CH); 42,8 (C-13); 42,6
(C-5); 40,0 (C-9); 39,5 (C-8), 37,1 (C-20); 37,0 (C-4); 36,1 (2C, C-22, C23); 35,5 (C-
10); 32,0-28,2 (8C, C-1, C-16, C-2, C-6, C-7, C-15, C-19, C23); 24,7-24,4 (iPr-CHs);
24,4-24.3 (2C, C26, C27); 23,8 (C-11); 21,2 (O-CH»>-CH,-CN); 20,2 (C-21); 12,3 (C-
18)

2.1.6 Moglichkeit A zur Synthese von GAL (18)

2.1.6.1 Synthese von 1-0-[(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl]-2,3,4,6-tetra- O-acetyl-
B-D-galaktopyranosid (13)

Zu Beginn wurde ein Zweihalskolben evakuiert und mit Argon beliiftet (Uberglucker,
3-4 Blaschen/min). Uber den anderen Einlass des Kolbens wurden 5 g (12,81 mmol)
B-D-Galaktosepentaacetat 12 in den Kolben gegeben und mit 40 ml DCM geldst.
Molekularsieb 4A (Prime Synthesis) wurde zugesetzt und der Kolben anschlieBend
mit einem Tropftrichter luftdicht verschlossen und dariber 3,23 ml (19,21 mmol) 4-
Benzyloxy-2-buten-1-ol zugetropft. Nach Kihlung auf 0°C und 30 mindtigem Ruhren
bei dieser Temperatur wurde Uber den Tropftrichter innerhalb von 10 min 3,24 ml
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(25,62 mmol) BF3Et,O zugegeben und die Reaktion fur 18 h gerthrt. Dabei erhdhte
sich die Temperatur langsam auf Raumtemperatur. Da nach dieser Zeit die
Umsetzung noch nicht vollstandig war (DC: CH/EE 2:1, Resorcin), wurden weitere
0,5 Aquivalente (1,07 ml, 6,4 mmol) cis-Benzyloxy-2-buten-1-ol zugegeben und jede
Stunde der Fortgang der Reaktion mittels DC dberprift. Nach 3 h war das
Ausgangsprodukt 10 verbraucht und die Reaktion wurde zunachst mit 30 ml DCM
verdinnt und dann auf 0°C abgekihlt. Nach 15 min bei 0°C wurden 2 ml TEA
zugesetzt, um das BF3Et:O zu neutralisieren. Es wurde weitere 20 min bei 0°C
geruhrt und der gesamte Ansatz, zur Entfernung des Molekularsiebs, Uber eine mit
Na,SO4 geflllte Fritte (Pordsitat 3) filtriert. Die erhaltene schwarz/griine Lésung
wurde sodann sauer (0,2 M HCI) und basisch (gesattigte NaNCOs-Ldsung) extrahiert
und Uber Na>SO, getrocknet. Das L&sungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt und das gelblich-orange Ol zur Saulenchromatographie eingesetzt. Hierzu
wurde eine Chromatographiesdule mit einem Volumen von 1000 ml und einem
Durchmesser von 6,0 cm eingesetzt, die zu 12 cm hoch mit Kieselgel 60 geflllt
wurde. Die Elution des Produkts 13 erfolgte mit einem Gemisch aus CH und EE im
Verhéltnis 4:1.

Ausbeute: 4,44 g (8,73 mmol, 68,2% bezogen auf B-D-Galaktosepentaacetat 12),
gelbes Ol (1:1 Gemisch aus Produkt 11 und 4-cis-Benzyloxy-2-buten-1-
ol)

Rf-Wert: 0,3 (CH/EE 2:1)

2.1.6.2 Synthese von 1-0-(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl-3-D-galaktopyranosid
(14)

4,44 g (8,73 mmol) des Edukts 13 wurden in 10 ml Methanol gelést und sogleich 0,5
ml Natriummethylat (25 % ige Lsg in MeOH) zugegeben. Die Reaktion wurde flr 2 h
bei RT gerthrt und die Bildung des deacetylierten Pyranosids 14 mittels DC
(EE/MeOH  5:1, Resorcin) kontrolliert. Fir die Aufarbeitung  wurde
Anionenaustauschmaterial Amberlit IR-120 mit Methanol gewaschen, bis der
Durchfluss farblos war. Der Reaktionsansatz wurde 1:1 mit Methanol verdinnt und
das vorbereitete Amberlit IR-120 zugegeben. Es wurde solange gertihrt, bis der pH
Wert von stark basisch auf neutral umgeschlagen war. Das Amberlit wurde durch
Filtration entfernt und die Lésung tber Na.SO, getrocknet. Die Chromatographie
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wurde mit einer 1000 ml Saule (& = 6,0 cm) durchgefihrt und einer Flllhéhe von 8
cm Kieselgel 60. Das gewlinschte Produkt 14 wurde mit EE/MeOH im Verhaltnis 13:1
eluiert.

Ausbeute: 1,15 g (3,37 mmol, 77,2% bezogen auf Edukt 13), hellgelbes Ol

Rf-Wert: 0,4 (EE/MeOH 5:1)

2.1.6.3 Synthese von 1-0-[(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl] -6- O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-B-D-galaktopyranosid (15)

Fir die Tritylierung von Verbindung 14 wurden 1,15 g (3,37 mmol) in 5 ml Pyridin
gelést und spatelweise 1,56 g (5,05 mmol) 4-Monomethoxytritylchlorid zugegeben
und far 16 h bei Raumtemperatur kraftig gerthrt. Mit Hilfe der
Dinnschichtchromatographie (EE/MeOH 3:1, Resorcin) konnte die Reaktion
Uberwacht werden. Da nach 16 h die Reaktion noch nicht vollstandig beendet war,
wurden weitere 0,5 Aquivalente (0,52 g) 4-Monomethoxytrityl-chlormethan zugesetzt.
2 h nach Zugabe war kein Edukt mehr vorhanden und der gesamte Ansatz wurde

sogleich ohne Aufreinigung fir die nachste Synthesestufe eingesetzt.

2.1.6.4 Synthese von 1-0-[(22)-4-Benzyloxybut-2-enyl] -6- O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-p- D-galaktopyranosid (16)

Die Acetylierung wurde mit dem Gesamtansatz der Tritylierung aus Abschnitt 2.1.6.3
(theoretisch 3,37 mmol) durchgefihrt. Dazu wurden 3,83 ml (40,44 mmol)
Acetanhydrid in den Reaktionsansatz pipettiert und zusatzlich 4,6 ml Pyridin
zugegeben. Nach 48 h wurde der Ansatz mit 40 ml DCM verdlnnt und sauer/basisch
(0,2 M HCI, gesattigte NaHCO3-L6sung) extrahiert. Das erhaltene Produkt 16 wurde
mit einem Gemisch aus 5:1 CH/EE eluiert (Saule V = 500 ml, & = 5,0 cm, Fllhéhe
10 cm).

Ausbeute: 1,3 g (1,76 mmol, 52% bezogen auf Verbindung 15), weiBer Feststoff

Rf-Wert: 0,8 (CH/EE 4:1)
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2.1.6.5 Synthese von 1-0O-(4-Hydroxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)-
2,3,4-tri-O-acetyl-B(a)-D-galaktopyranosid (17)

Fir die Hydrierung von Verbindung 16 wurden zunachst verschiedene
Synthesebedingungen, Lésungs- und Hydrierungsmittel mit einer kleinen Menge an
Edukt ausprobiert. Die Hauptmenge an 16 wurde mit den effektivsten Bedingungen
zu Verbindung 17 umgesetzt. Es wurden 1,1 g (1,48 mmol) des Edukts 16 in einen
Zweihalskolben eingewogen und in 10 ml Methanol gel6st. AnschlieBend wurden 2
Spatelspitzen Palladiumhydroxid auf Aktivkohle zugesetzt und der Kolben mit einem
Septum verschlossen, evakuiert und von nun an in Wasserstoffatmosphére
gearbeitet. Der Ansatz wurde fir 24 h bei Raumtemperatur gerthrt und mittels DC
(CH/EE 1:1, Resorcin) beobachtet. Nach vollstindigem Umsatz wurde die Reaktion
mit 20 ml Methanol verdinnt und Uber eine Fritte mit der Pordsitat 4 und Na,SO4
filtriert, um das Palladiumhydroxid zu entfernen. Das L&sungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt zur S&ulenchromatographie
(Saule V =500 ml, & = 5,0 cm, Fiullhéhe 8 cm, CH/EE 1:1) eingesetzt.

Ausbeute: 0,68 g (1,05 mmol, 70,9% bezogen auf Verbindung 16), weil3er
Feststoff

Rf-Wert: 0,35 (CH/EE 1:1)

"H-NMR (300 MHz), CDCls): 5,35-5,30 (d, J1,» = 3,2 Hz, 1H, H-1a); 4,40-4,3 (d, J1,» =
7,91 Hz, 1H, H-1B).

8C-NMR(75 MHz), CDCls): & = 170,9-169,9 (3C, O=C-CHs); 158,5 (p-Ar); 144,7 (2C,
cMMT_3); 135,9 (CMMT.2); 130,1 (2C, 0-Ar); 128,3 (4C, 0"-Ar); 127,7 (4C, m’-Ar); 126,6
(4C, p’-Ar); 113,0 (2C, m-Ar); 101,1 (C-1B); 95,8 (C-1a); 86,5 (C"™'-1); 72,0 (C-2);
71,1 (C-3); 70,9 (C-4); 69,7 (C-5); 67,8 (C-1"); 62,7 (C-4"); 60,6 (C-6); 55,1 (O-CHs3);
26,3 (C-27); 26,0 (C-3°); 20,9 (3C, O=C-CHs).

2.1.6.6 Synthese von 1-O-{4-[(2-Cyanethoxy)-N, N-diisopropylamino
phosphanyloxy]-butyl}-2,3,4-tri- O-acetyl-B(a)- D-galaktopyranosid (18)

Die Phosphitylierungsreaktion wurde analog Abschnitt 2.1.3.2 durchgefiihrt. Das
Edukt 17 (0,68 g, 1,05 mmol) wurde in 25 ml ACN gelést und mit 0,25 ml (1,44 mmol)
DIPEA, 0,59 ml (1,8 mmol) 2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan und 2,64 ml (1,32
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mmol) ETT versetzt. Nach 1,5 h bei Raumtemperatur wurde der Ansatz mit 35 ml
DCM verdinnt und sofort mit geséattigter NaCl-Lésung extrahiert. Nach Trocknung
Uber Na,SO4 wurde eine Saulenchromatographie durchgefihrt (Saule V = 250 ml,
@= 4,0 cm, Flllhéhe 6,0 cm, CH/EE 3:1).

Ausbeute: 0,74 g (0,87 mmol, 82,8% bezogen auf Verbindung 17), weiBer,
kristalliner Feststoff

Rf-Wert: 0,8 (CH/EE 1:1)
2.1.7 Mdglichkeit B zur Synthese von GAL (18)

2.1.7.1 Synthese von 1-0O-(4-Benzyloxybutyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
galaktopyranosid (13a)

Wie in Abschnitt 2.1.6.1. beschrieben, wurden 5 g (12,81 mmol) B-D-
Galaktosepentaacetat 12 mit 3,23 ml (19,21 mmol) 4-Benzyloxy-1-butanol und 3,24
ml (25,62 mmol) Bortrifluorid-diethyletherat in 40 ml DCM versetzt und fir 18 h
gerthrt (0°C — RT). Da die Reaktion nach dieser Zeit noch nicht vollstandig beendet
war, wurden weitere 1,07 ml (6,4 mmol) 4-Benzyloxy-1-butanol und 1,07 ml (8,5
mmol) BF3;Et,O bei 0°C zugegeben. 20 h nach der erneuten Zugabe war die
Reaktion deutlich zum Produkt 13a verschoben und der Ansatz wurde wie in
Abschnitt 2.1.6.1 aufgearbeitet und ohne Saulenchromatographie in der nachsten
Synthesestufe eingesetzt.

2.1.7.2 Synthese von 1-0O-(4-Benzyloxybutyl)-B- D-galaktopyranosid (14a)

FUr die Deacetylierung von 13a, wurde das gesamte Produkt aus der vorherigen
Stufe (theoretisch 12,81 mmol) in 10 ml Methanol gelést. Es wurden 0,7 ml
Natriummethylat zugesetzt und die Reaktion flr 2 h bei RT gerihrt (siehe Abschnitt
2.1.6.2). Die Aufarbeitung und die Saulenchromatographie erfolgten analog zu Punkt

2.1.6.2, allerdings wurde das Kieselgel direkt in EE aufgeschlammt.
Ausbeute: 1,51 g (4,43 mmol, 88,6% bezogen auf 13a), gelbes Ol

Rf-Wert: 0,41 (EE/MeOH 5:1)
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2.1.7.3 Synthese von 1-0O-(4-Benzyloxybutyl) -6-O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-B-D-galaktopyranosid (15a)

Auch diese Synthese wurde wie bereits beschrieben (Abschnitt 2.1.6.3),
durchgefahrt. 1,51 g (4,43 mmol) von 14a wurden in 5 ml Pyridin gelést und
spatelweise 2,65 g (6,65 mmol) 4-Monomethoxytritylchlorid zugegeben. Nach 18 h
und weiterer Zugabe von 0,5 Aquivalenten MMT-CI (0,5 g) war die Reaktion beendet

und der gesamte Ansatz wurde firr die nachste Stufe eingesetzt.

21.7.4 Synthese von 1-0O-(4-Benzyloxybutyl) -6-O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-B- D-galaktopyranosid (16a)

Theoretisch wurden aus der Tritylierung von 15a 4,43 mmol gewonnen. Diese
wurden analog zur Synthese von 14 (Abschnitt 2.1.6.4) mit 5,0 ml (53,16 mmol)
Acetanhydrid versetzt und zusatzlich nochmals 4 ml Pyridin zugegeben. Nach 48 h
wurde die Reaktion abgebrochen, da sich ein nicht weiter charakterisiertes
Nebenprodukt gebildet hatte (DC: CH/EE 4:1, Resorcin). Die Aufarbeitung wurde wie
in Abschnitt 2.1.6.4 durchgefihrt.

Ausbeute: 0,37 g (0,5 mmol, 11,3% bezogen auf Verbindung 15a), weil3, gelber
Feststoff

Rf-Wert: 0,65 (CH/EE 4:1)
'H-NMR (300 MHz), CDCly): 5,2-5,1 (d, J12 = 7,6 Hz, 1H, H-1B).

3C-NMR(75 MHz), CDCl3): 5 = 170,1-169,3 (3C, O=C-CHjs); 158,6 (p-Ar); 144,8 (2C,
cVMT_3); 134,9 (CMMT-2); 1295 (2C, o-Ar); 128,3 (4C, 0’-Ar); 127,8 (4C, m’-Ar);
127,6-127 (6C, Bz); 126,9 (4C, p’-Ar); 113,0 (2C, m-Ar); 101,1 (C-1B); 86,5 (CYMT-1);
73,5 (O-CH»-Bz); 72,7 (C-2); 72,0 (C-3); 71,1 (C-4); 69,8 (C-5); 69,1 (C-1°); 67,3 (C-
4’); 60,6 (C-6); 55,1 (O-CHs); 26,1 (C-2"); 26,0 (C-3°); 20,7 (3C, O=C-CHs).

21.7.5 Synthese 1-O-(4-Hydroxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)- 2,3,4-
tri- O-acetyl-B- D-galaktopyranosid (17)

Die Hydrierung wurde wie unter Punkt 2.1.6.5. beschrieben durchgefuhrt. 0,37 g
(0,499 mmol) der Verbindung 16a, wurden mit Palladiumhydroxid auf Aktivkohle



32 2 Material und Methoden

versetzt und in Methanol gerlhrt bis das Edukt verbraucht war. Die Isolierung des
Produkts erfolgte analog zu Verbindung 17 (Abschnitt 2.1.6.5).

Ausbeute: 0,15 g (0,232 mmol, 46,5% bezogen auf Verbindung 16a), weiBer,
kristalliner Feststoff

Rf-Wert: 0,33 (CH/EE 1:1)

2.1.7.6 Synthese von 1-0O-{4-[(2-Cyanethoxy)-N, N-diisopropylamino-
phosphanyloxy]-butyl}-2,3,4-tri- O-acetyl-B- D-galaktopyranosid (18)

Die Einfihrung der Phosphoramidit-Gruppe erfolgte analog zu Punkt 2.1.6.6. Es
wurden 0,15 g (0,232 mmol) der Verbindung 17 mit 0,048 ml (0,278 mmol) DIPEA,
0,114 ml (0,348 mmol) 2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan und 0,51 ml (0,255
mmol) 0,5 M ETT versetzt und in 5 ml ACN fiir 1,5 h bei RT gerthrt. Die Aufarbeitung
und Saulenchromatographie wurden, wie beschrieben (2.1.6.6) durchgefihrt.

Ausbeute: 0,13 g (0,153 mmol, 66% bezogen auf Verbindung 17), weiB, kristallin

Rf-Wert: 0,83 (CH/EE 1:1)

2.1.8 Mdglichkeit C zur Synthese von GAL 18

2.1.8.1 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-Galaktopyranose (19)

Es wurden 20 g (51,24 mmol) B-D-Galaktosepentaacetat 12 in 150 ml THF geldst
und langsam Uber einen Tropftrichter (1 Tropfren/sec.) 6,7 ml (61,49 mmol)
Benzylamin zugegeben. Die Reaktion wurde bei RT fur 18 h gerdhrt und
anschlieBend am Rotationsverdampfer bis auf etwa 10 ml eingeengt. AnschlieBend
wurde der Ansatz mit 40 ml DCM verdiinnt und sauer/basisch (0,2 M HCI, ges.
NaHCOs-Lésung) extrahiert. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
abgezogen und das erhaltene Rohprodukt direkt in der nachsten Synthesestufe
eingesetzt.
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2.1.8.2 Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galaktopyranosyl-
trichloracetimidat (20)

Das Edukt 19 wurde in 50 ml (240 mmol) Trichloracetonitril gelést und auf -20°C
abgekihlt (Eisbad in Ethanol und NaCl). AnschlieBend wurden Uber einen Zeitraum
von 15 min 3,56 ml (23,96 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]-undec-7-en in 10 ml DCM,
zugetropft. Nach 1,5 h war das Edukt 19 umgesetzt (DC: CH/EE 1:1, Resorcin) und
der gesamte Ansatz wurde bis auf 15 ml am Rotationsverdampfer eingeengt. Das so
erhaltene braune Ol wurde zur Saulenchromatographie (Séule V = 1000 ml, @ = 6,0
cm, Fullhéhe 10 cm, CH/EE 4:1) eingesetzt.

Ausbeute: 20,24 g (41,08 mmol, 71,5% bezogen auf Verbindung 19), gelber
Feststoff

Rf-Wert: 0,65 (CH/EE 1:1)

2.1.8.3 Synthese von 1-0O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-2,3,4,6-tetra- O-
acetyl-p-D-galaktopyranosid (21)

Fir die Umsetzung von Verbindung 20 mit TBS-Butanol wurden zunachst
verschiedene Synthesebedingungen evaluiert. Mit dem Hauptprodukt 20 aus
Abschnitt 2.1.8.2 wurde die folgende Reaktion durchgefihrt. Es wurden 2,47 g (9,59
mmol) Silber-trifluormethansulfonat in 0,5 ml Toluol gelést und auf -78°C mit einem
Trockeneisbad in Ethanol gekidhlt. 19 g (38,38 mmol) der Verbindung 20 wurden mit
13,34 ml (57,57 mmol) 4-(tert-Butyldimethylsilyl)-oxy-1-butanol in 150 ml DCM Uber
einen Tropftrichter zugegeben (20 Tropfen/min). Der Ansatz wurde fir 20 h kraftig
geruhrt, wobei sich die Temperatur langsam auf 20°C erhdhte. AnschlieBend wurden
0,3 Aquivalente (1,6 ml) TEA zugegeben und der Ansatz mit 50 ml DCM verdiinnt.
Sodann wurde sauer/basisch (0,2 M HCl/ges. NaHCO3; Ldsung) extrahiert, tber
Na,SO4 getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das
Produkt 21 konnte mit einem Gemisch aus CH/EE im Verhaltnis 6:1 isoliert werden
(Saule V = 1000 ml, @ = 6,0 cm, Fillhéhe 12 cm).

Ausbeute: 15,82 g (29,29 mmol, 77,95% bezogen auf Verbindung 20), gelblich,
weiBer Feststoff

Rf-Wert: 0,9 (CH/EE 1:1)
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2.1.8.4 Synthese von 1-O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-B-D-galakto
pyranosid (22)

Die Deacetylierung mit Natriummethylat wurde bereits in Abschnitt 2.1.6.2
beschrieben. Es wurden 15,82 g (29,29 mmol) der Verbindung 21 in 30 ml DCM und
2 ml Natrium-Methylat eingesetzt. Nach 3 h war das Edukt 21 umgesetzt (DC:
EE/MeOH 5:1) und der Ansatz wurde wie beereits unter 2.1.6.2 beschrieben
aufgearbeitet. Das erhaltene Rohprodukt 22 wurde ohne weitere Reinigung far die
nachste Synthesestufe eingesetzt.

2.1.8.5 Synthese von 1-0O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-6- O-(4-methoxy
triphenylmethyl)-B-D-galaktopyranosid (23)

Aus der vorherigen Reaktion wurden theoretisch 29,29 mmol der Verbindung 22
erhalten. Diese wurde in 30 ml Pyridin mit 17,5 g (43,94 mmol) 4-
Methoxytritylchloromethan umgesetzt (siehe Abschnitt 2.1.6.3). Nach 27 h und der
weiteren Zugabe von 0,5 Aquivalenten (6 g) MMT-CI war das Edukt vollstandig
umgesetzt und der gesamte Ansatz wurde ohne Reinigung in der nachsten
Synthesestufe eingesetzt.

2.1.8.6 Synthese von 1-O-(4-tert-Butyldimethylsilyloxybutyl)-6- O-(4-methoxy-
triphenylmethyl)-2,3,4-tri- O-acetyl-p-D-galaktopyranosid (24)

Die Acetylierung wurde bereits in Abschnitt 2.1.6.4 naher erlautert. Es wurden
theoretisch 29,29 mmol der Verbindung 23 mit 33 ml (351,5 mmol)
Essigsaureanhydrid versetzt und weitere 15 ml Pyridin zugegeben. Nach 16 h war
das Edukt vollstandig umgesetzt (DC: CH/EE 4:1, Resorcin) und die Aufarbeitung
wurde analog zur Synthese von Verbindung 16 durchgefihrt (Abschnitt 2.1.6.4).
Allerdings wurde zuvor das Pyridin am Rotationsverdampfer fast vollstandig entfernt.
Die Isolierung des Produkts erfolgte mit CH/EE 10:1 (Saule V = 1000 ml, @ = 6,0 cm,
Fallhéhe 15 cm).

Ausbeute: F1 16,89 g Mischfraktion mit MMT-CI, (etwa zu 30% Produkt 23, 6,5
mmol) gelb-braunes Ol

F2 11,34 g (14,83 mmol, 50,6% bezogen auf Verbindung 23), gelb-
braunes Ol, Mischfraktion mit MMT-CI
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Rf-Wert: 0,7 (CH/EE 4:1)

Die isolierte Fraktion F2 wurde auf Grund der geringen Reinheit erneut
chromatographiert (V = 1000 ml, & = 6,0 cm, Fillhéhe 12 cm, CH/EE 10:1).

Ausbeute: 2,16 g (2,82 mmol, 9,6% bezogen auf Verbindung 23), braunes Ol

Rf-Wert: 0,72 (CH/EE 4:1)

2.1.8.7 Synthese von 1-O-(4-Hydroxybutyl) -6-O-(4-methoxytriphenylmethyl)-
2,3,4-tri-O-acetyl-B-D-galaktopyranosid (17)

Verbindung 16 (Fraktion 1) aus Abschnitt 2.1.8.6 wurde in 15 ml THF geldst und Gber
einen Tropftrichter 4 ml (22,25 mmol) Tetrabutylammoniumfluorid (1 M in THF)
zugegeben (1 Tropfen/sec). Nach 24 h war die Abspaltung vollstandig (DC: CH/EE
2:1) und der gesamte Ansatz wurde per Chromatographie gereinigt (Saule V = 1000
ml, & = 6,0 cm, Fullhéhe 15 cm, CH/EE 3:1).

Ausbeute: 2,2 g (3,38 mmol, 52% bezogen auf 6,5 mmol von 24 in F1), weiBer
Feststoff

Rf-Wert: 0,2 (CH/EE 4:1)

Fraktion 2 (2,16 g, 2,82 mmol) wurde in 10 ml THF aufgenommen und mit 0,8 ml (4,3
mmol) Tetrabutylammoniumfluorid (1M in THF) versetzt. Nach 20 h wurde der Ansatz

(siehe oben) aufgearbeitet.

Ausbeute: 1,32 g (2,03 mmol, 70,7% bezogen auf F2 von Verbindung 24), weilB,

kristallin
Rf-Wert: 0,3 (CH/EE 2:1)
"H-NMR (300 MHz), CDCl3): 4,9-5,0 (d, J12 = 6,77 Hz, 1H, H-1[3).

3C-NMR(75 MHz), CDCl3): 5 = 171,1-169,9 (3C, O=C-CHjs); 158,6 (p-Ar); 144,8 (2C,
cMMT_3); 136,0 (CMMT-2); 130,9 (2C, 0-Ar); 128,3 (4C, 0™-Ar); 127,7 (4C, m"-Ar); 126,9
(4C, p’-Ar); 113,1 (2C, m-Ar); 103,1 (C-1B); 86,4 (CM'-1); 72,8 (C-2); 72,5 (C-3);
72,0 (C-4); 70,3 (C-5); 69,3 (C-1); 68,0 (C-4"); 62,3 (C-6); 55,1 (O-CHs3); 26,8 (C-2°);
26,4 (C-3°); 22,6 (3C, O=C-CHy).
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2.1.8.8 Synthese von Synthese von 1-O-{4-[(2-Cyanethoxy)-N, N-diisopropyl-
aminophosphanyloxy]-butyl}-2,3,4-tri- O-acetyl-3-D-galaktopyranosid (18)

Fur die Phosphitylierung wurden die Fraktionen 1 und 2 der Verbindung 17 aus
Abschnitt 2.1.8.7 vereinigt (3,5 g, 5,38 mmol) und wie bereits fir Produkt 6 (Abschnitt
2.1.3.2) beschrieben, mit 1,12 ml (6,454 mmol) DIPEA, 2,65 ml (8,069 mmol) 2-
Cyanoethyltetraisopropylphosphan und 11,8 ml (5,917 mmol) 0,5 M ETT in 20 ml
ACN umgesetzt. Sowohl die Aufarbeitung als auch die Saulenchromatographie
wurden analog zu Punkt 2.1.6.6 durchgefihrt.

Ausbeute: 2,6 g (3,1 mmol, 74,3% bezogen auf Verbindung 17), weiB, kristallin

Rf-Wert: 0,65 (CH/EE 2:1)
2.1.9 Synthese eines GalNAc-Phosphoramidits

2.1.91 Umsetzung von N-Acetylgalaktosamin mit 4-cis-Benzyloxy-buten-1-ol

Die Synthese wurde analog zu Verbindung 13 durchgefuhrt (Abschnitt 2.1.6.1).
Allerdings konnte keine Umsetzung von N-Acetylgalaktosamin 25 mit 4-cis-

Benzyloxy-buten-1-ol beobachtet werden.
2.2 RNA-Synthese

2.2.1 RNA-Festphasensynthese

Die Synthese der RNA-Einzelstringe erfolgte an einem Expedite™ Syntheziser von
PerSeptive Biosystems nach einem Standard-Protokoll (Damha und Ogilvie, 1993).
Die dafiir bendétigten 1 pmol Synthesesaulen wurden von der Firma Proligo bezogen
und enthielten bereits das erste Synthon (rA, ru, rG, rC). Dieses ist Uber einen
langkettigen Alkyl-Succinoyl-Linker an das Tragermaterial (Controlled Pore Glass)
gebunden. Fir den 10 umol-MaBstab wurde auf bereits vorsynthetisierte RNA aus
einer GroBmapBstab-Synthese zuriickgegriffen, das entsprechende CPG-Material in
Kartuschen geflllt und lediglich die letzte Kopplung der hergestellten Amidite am
Syntheziser durchgefuhrt. Eine Auflistung der verwendeten Standard-Amidite der
Firma Proligo findet sich in Tabelle 2.1.
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Tabelle 2.1: Verwendete Standard-Phosphoramidite fir die Festphasensynthese; TBDMS=tert-Butyl-

dimethylsilyl-Gruppe, DMT=Dimethoxytrityl-Gruppe, TAC=ter-Butylphenoxyacetyl-Gruppe.

Bezeichnung Abkiirzung 2’-Ribose 5°-Ribose Basenschutz-
Funktionalitat Funktionalitat gruppen

Adenosin A TBDMS DMT TAC

Guanosin G TBDMS DMT TAC

Cytidin C TBDMS DMT TAC

Uridin u TBDMS DMT -

Uridin 2"-OMe u OMe DMT -
Cytidin2'-OMe ¢ OMe DMT TAC

Alle weiteren fir die Festphasensynthese verwendeten Reagenzien wurden ebenfalls

von der Firma Proligo sowie von der Firma Baker bezogen und sind in Tabelle 2.2

aufgelistet.
Tabelle 2.2: Reagenzien fir die RNA-Festphasensynthese.
Reagenzien Zusammensetzung
Aktivator 500 mM Ethylthiotetrazol (ETT) in Acetonitril (ACN)
Deblock 3% Trichloressigsaure (TCA) in Dichlormethan (DCM)
Oxidizer 2,5% lod in Tetrahydrofuran (THF), Wasser und Pyridin (Pyr)
Thiolierung 50 mM 3-Ethoxy-1,2,4-dithiazolin-5-on (EDITH) in ACN
CAP A 10% Acetanhydrid in 10% Pyridin, THF
CAPB 15% Methylimidazol in THF
Waschlésung Acetonitril (fir DNA und RNA-Synthese; 30 ppm Wasser)

Des Weiteren wurden Sonderamidite flir die RNA-Synthese eingesetzt. Diese sind

bei den Firmen ChemGenes Corporation und GlenResearch kommerziell erhéaltlich

und in Tabelle 2.3 zusammengefasst.
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Tabelle 2.3: Sonderamidite fir die RNA-Festphasensynthese; CED=(2-Cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)-
phosphoramidit; DMT=Dimethoxytrityl-Gruppe; MMT=Monomethoxytrityl-Gruppe.

Bezeichnung Abkiirzung Modifikation

5’-Carboxy Modifier C10 NHS CED-Phosphoramidit
Indodicarbocyanine3-1-0-CED- Cy3 CED-Phosphoramidit und MMT
Phosphoramidit

Symmetrical Branching CED- SB CED-Phosphoramidit und DMT
Phosphoramidit

DMT-Tetraethyloxy-Glycol- TEG CED-Phosphoramidit und DMT
Phosphoramidit

Alle zur Synthese verwendeten Amidite wurden in Amidite Diluent (Proligo) oder
DCM (Fluka) geldst, so dass eine 0,07 M Lésung entstand. AnschlieBend wurde 4A

Molekularsieb (Roth) zugegeben und die Lésung so direkt zur Synthese eingesetzt.
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Abbildung 2.1: RNA-Synthesezyklus. Dargestellt sind die vier Syntheseschritte unter Angabe der

verwendeten Reagenzien.

Im Gegensatz zur nattirlichen RNA-Synthese, verlauft die Synthese am Synthesizer
in 3’—= 5°-Richtung, so dass eine Kopplung der hergestellten Amidite am 5°-Ende
eines jeden RNA-Stranges mdglich war. Ein Synthesezyklus gliederte sich in vier
Schritte auf Detritylierung, Aktivierung/Kopplung, Capping und Oxidation (siehe Abb.
2.1). Die genauen Volumina und Reaktionszeiten kénnen Tabelle 2.4 und 2.5
entnommen werden. Phosphorothioate wurden durch eine Anderung des
Oxidationsschritts im Synthesezyklus eingefihrt. Dieser (Abb. 3.1, 4a) wurde in einen
Thiolierungsschritt (Abb 2.1 4b) umgewandelt indem das Oxidationsreagenz (2,5%
lod in Tetrahydrofuran, Wasser und Pyridin) durch ein Thionylierungsreagenz (50
mM 3-Ethoxy-1,2,4-dithiazolin-5-on [EDITH] in ACN) ersetzt wurde (Xu et al., 1996b).
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Tabelle 2.4: Ablauf des Synthesezyklus fir kommerzielle Amidite. Angegeben sind die verwendeten

Reagenzien, deren Menge und die jeweiligen Kopplungszeiten bzw. Pulse.

Schritt Reagenz und Menge Kopplungszeit SynthesemaBstab

Deblock 1,6 ml 100 sec 1 umol
Detritylierung

Deblock 2,6 ml 160 Pulse 10 pmol

Amidit/ETT Lésung 1:1 180 sec 1 umol
Kopplung 0,192 mi

Amidit/ETT Lésung 1:1 240 sec 10 umol

0,432 ml

CapA/CapB Lésung 1:1 19 Pulse 1 umol
1. Capping 0,304 mi

CapA/CapB Lésung 1:1 40 Pulse 10 pmol

0,604 ml

Oxidizer 0,640 ml 30 sec 1 umol
Oxidation

Oxidizer 1,2 ml 45 sec 10 pmol

CapA/CapB Ldsung 1:1 7 Pulse 1 umol
2. Capping 0,112 ml

CapA/CapB Losung 1:1 60 Pulse 10 pmol

0,960 ml

Tabelle 2.5: Ablauf des Synthesezyklus fiir kommerzielle Linker-Amidite und in dieser Arbeit

hergestellte Amidite unter Angabe der verwendeten Reagenzien, deren Menge und der jeweiligen

Kopplungszeiten.

Schritt Reagenz und Menge Kopplungszeit SynthesemaBstab

Detritylierung Deblock 1,6 ml 100 sec 1 umol
Deblock 2,6 ml 160 Pulse 10 pmol

Kopplung Amidit/ETT Lésung 1:1 180 sec 1 umol
0,272 ml
Amidit/ETT Lésung 1:1 280 sec 10 pmol
0,448 ml

1. Capping CapA/CapB Lésung 1:1 30 sec 1 umol
0,304 ml
CapA/CapB Lésung 1:1 60 Pulse 10 pmol
0,960 ml

Oxidation Oxidizer 0,640 ml 30 sec 1 umol




2 Material und Methoden 41

Oxidizer 1,2 ml 45 sec 10 pmol

CapA/CapB Lésung 1:1 7 Pulse 1 umol
2. Capping 0,112 ml

CapA/CapB Lésung 1:1 60 Pulse 10 pmol

0,960 ml

2.2.2 RNA-Entschitzung

Die Entschutzung der RNA-Rohprodukte erfolgte nach Wincott, jedoch wurde das
Protokoll in einigen Punkten leicht modifiziert (Wincott et al., 1995).

Im Anschluss an die Synthese wurde das Rohmaterial (1 pmol oder 10 pmol)
zunachst mit 1,6 ml der Entschitzungslésung von der festen Phase abgespalten.
Diese bestand aus einer 41%igen Methylaminlésung in Wasser (Fluka) und einer
33%igen Methylaminlésung in Ethanol (Fluka) im Verhaltnis 3:1 (v/v). Dazu wurde
eine 2 ml Einwegspritze mit der Entschitzungslésung geflllt und auf die
Synthesesaule aufgesteckt. Eine zweite Spritze wurde am anderen Ende befestigt
und die Entschitzungslésung mehrmals durch die Saule hin und her gedrtckt. Der
Ansatz wurde dann mindestens 3 Stunden bei Raumtemperatur so belassen, jedoch
alle 20 min nochmals gemischt. Diese basische Behandlung bewirkte gleichzeitig
eine Abspaltung der Amino-Schutzgruppen der Nukleobasen sowie die Abspaltung
der Cyanoethylschutzgruppe am Phosphat (siehe Abb. 2.2). Bei den Zucker-
konjugierten RNA-Strangen wurde mit einer 33%igen NH,OH L&sung gearbeitet und
die RNA 16 h bei RT vom Tragermaterial abgespalten. AnschlieBend wurde die RNA-
Lésung in 1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgeféaBe Uberflhrt und das Lésungsmittel (.N.
in einem Speed Vac Concentrator 5301 von Eppendorf verdampft.

M N NH,
N
1) N
DMT—0 N N/ </ |
;0; DMT—0 N N)
0.
0 O—TBDMS MeNH, / EtOH/ H,O < 7

o] O——TBDMS

o} O—TBDMS
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Abbildung 2.2: Chemische Darstellung der Basenentschiitzung und Abspaltung der RNA vom

Tragermetrial am Beispiel eines TAC-geschiitzen Adenosins.

Far die 2°-Desilylierung (siehe Abb. 2.3) wurde das erhaltene RNA-Pellet in 125 pl N-
Methyl-2-Pyrrolidon (NMP), 60 pl Triethylamin (TEA) und 80 pl Triethylamin-
trinydrofluorid (TEAxHF) aufgenommen und 90 min bei 65°C unter leichtem
Schiitteln (650 rpm) in einem Eppendorf Thermomixer inkubiert. Bei einer Synthese
im 10 umol MaBstab wurden die doppelten Mengen eingesetzt. Danach wurden 25 pl
3 M NaOAc und 1 ml 1-Butanol zugegeben und die RNA fir mindestens eine Stunde
bei -80°C geféllt. Es folgte eine Zentrifugation bei 13200 rpm fir 15 min bei 4°C, um
die RNA zu pelletieren. Das Pellet wurde einmal mit 500 pl 85%igem Ethanol
gewaschen und es wurde erneut fir 5 min bei gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, die RNA in 950 pl MilliQ Wasser resuspendiert und
schlieBlich die Konzentration durch Absorptionsmessung bei 260 nm mit einem
Spektrophotometer (DU 640B, Beckman Coulter) ermittelt. Die Zucker-konjugierten-
RNA-Strange wurden nach der 2’-Desilylierung nicht geféllt, sondern gequencht.
Dazu wurden nach dem Temperaturschritt 1,5 ml NMP und 1 ml Trimethylethoxysilan
(Me3SiOEt) zugegeben und der Ansatz 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden 4 ml Diethylether zugegeben und bei 2500 rpm und 4°C 20 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde an der Luft getrocknet und zum Abschluss in 950 pl MilliQ Wasser

aufgenommen.

NH,

NH,
N AN N
N X
@5 (1)
PMT—0 N N/ DMT—0 N )
o o N
TEA / TEA-3 HF / NMP
o O—TBDMS x

Q > o 0 OH
N W
HO \O HO/ \
B, O B,
0 :o:
OH O——TBDMS OH OH

Abbildung 2.3: Chemische Darstellung der 2'Desilylieung am Beispiel eines Adenosins.
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2.2.3 Postsynthetische Kopplungen

Zur Kopplung von Aminen und Dipeptiden wurde zun&chst am 5-Ende des Sense
Stranges, wahrend der Festphasensynthese, ein Cio-NHS-Linker (ChemGenes,
siehe Tab.2.3) eingeflihrt. Dieser enthélt eine N-Succinimid-aktivierte Sauregruppe
(siehe Abb. 2.4). Nach Zugabe eines Amins wurde eine Amidbindung geknupft (siehe
Abb. 2.4), die unter den verwendeten Entschitzungsbedingungen (siehe Abschnitt
2.2.2) stabil blieb. Das Amin/Dipeptid wurde in dreiBigfachem Uberschuss zur RNA
mit Hilfe zweier Spritzen mehrmals durch die Synthesesaule hin und her gedrlickt.
Der Ansatz wurde bei RT G.N. so belassen. Fir die verschiedenen Amine und
Dipeptide wurden unterschiedliche Lésungsmittelzusammensetzungen verwendet.
Eine Auflistung ist Tabelle 2.6 zu entnehmen.

O—
RNA O—RNA

Abbildung 2.4: Amidbindungsknipfung zwischen NHS-Ester-RNA und Amin
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Tabelle 2.6 :Auflistung der verwendeten Amine und Dipeptide, das verwendete Lésungsmittelgemisch

sowie die Mengenangaben

Amin/Dipeptid Abkiirzung Lésungsmittel
Cycloheptylamin Cylohep 1,0 m DCM/0,3 mI TEApH 7.5
Cyclododecylamin Cyclodod 1,0 m DCM/0,3 mI TEApH 7.5
Dehydroabietylamin Deh 1,0 ml DCM/0,3 mI TEApH 7.5
2,3-Dimethoxyphenylethylamin Dimthoxy 1,0 ml DCM/0,3 mI TEApH 7.5
2,2-Diphenylethylamin Diphenyl 1,0 ml DCM/0,3 mI TEApH 7.5
3,4-Dibutylaminopropylamin Dibutyl 1,0 m DCM/0,3 mI TEApH 7.5
Arginin Arg 1.0 ml 0,1 M Boratpuffer pH 8.5
Glycyl-L-Phenylalanin GlyPhe 0,8 ml MeOH/0,5 mI TEA pH 8.0
Glycyl-L-Tyrosin GlyTyr 0,8 ml MeOH/0,5 mI TEA pH 8.0
Glycyl-L-Leucin GlyLeu 1.0 ml 0,1 M Boratpuffer pH 8.5
Alanyl-Histidin (Carnosin) Carn 1.0 ml 0,1 M Boratpuffer pH 8.5

Im Anschluss wurde die Reaktionslésung verworfen und die Synthesekartusche
zweimal mit 8 ml DCM gespult und anschlieBend getrocknet. Folgend wurde wie
unter 2.2.2 beschrieben verfahren, die RNA von der festen Phase abgespalten sowie
die 2"-Desilylierung durchgefihrt.

2.2.4 MALDI-TOF und LC-MS

Zur Analyse des synthetisierten Rohmaterials wurde von allen Proben zunéachst die
Masse mittels MALDI-TOF oder LC-MS ermittelt. Fir die MALDI-TOF Analysen
wurde ein Autoreflex LRF Massenspektrometer der Firma Bruker Daltonics (Bremen)
verwendet. Als Steuerungssoftware diente das Programm flex Control 2.2 und die
Auswertung erfolgte mit Hilfe von flex Analysis 2.2. Die Matrix setzte sich aus 100 pl
3-Hydroxypiccolinsaure (20 mg/ml in MilliQ Wasser) und 10 pl Ammoniumcitrat
dibasisch (20mg/ml in MilliQ Wasser) zusammen.

Zunachst wurden 0,5 pl Matrix auf eine Tragerplatte (MTP Anchor ChipTM, var/384
TF, Bruker Daltonics) aufgebracht und getrocknet. Auf die kristalline Matrix wurden
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anschlieBend 0,5 pl Probe einer L6sung von 0,01 ODyg/ml gegeben und ebenfalls
getrocknet.

Die LC-MS Messungen wurden auf einem gekoppelten System, bestehend aus der
EttanuLC von Amersham Biosciences und dem Massenspektrometer LC-Q DECA
XP Plus von Thermo Finnigan, durchgefiihrt. Das Massenspektrometer verflgte Uber
eine ESI (Electrospray-lonisation)-Quelle und die Detektion erfolgte Uber eine

lonenfalle.

Samtliche Messungen und Analysen wurden von der Analytik-Abteilung der Firma
Alnylam Europe AG durchgefihrt.

HPLC Parameter der LC-Analyse:

Das Laufmittel fir die HPLC setzte sich folgendermaBen zusammen. In 956,2 ml
MilliQ Wasser wurden 41,5 ml HFIP und 2,3 ml TEA gel6st. AnschlieBend wurde die
Lésung im Ultraschallbad fir 20 min entgast. Die Auswahl der Saule und die
chromatographischen Parameter waren eine Weiterentwicklung von Gilar (Gilar et
al., 2003).

Saule: RP-Saule XTerra C8-MS, 2,5 um PartikelgréBe, 2,1 x 50 mm (Waters
GmbH, Eschborn)

Temperatur: 60°C

Detektion: 254 nm

Fluss: 0,2 ml/min
Laufmittel A: 400 mM Hexafluoroisopropanol (HFIP), 16,3 mM TEA in Wasser, pH
7.9

Laufmittel B: 100 % Methanol (LC-MS grade)
MS-Bedingungen:

Die ESI-MS wurde mit einer Zeitverzégerung von 3 min zur Injektion auf der HPLC
gestartet, um das Massenspektrometer vor nicht adsorbierenden Substanzen, wie
zum Beispiel Salzen, zu schitzen. Als Standardmessmethode wurde der Total lon
Current (TIC) verwendet. Die Detektion erfolgte hierbei Uber den gesamten
lonenstrom mit einem SCAN-Bereich von m/z = 900 bis 2000.
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2.2.5 Analytische HPLC

Fir die Analytik der synthetisierten Einzelstrange mittels lonenaustausch (IEX)

wurden zwei HPLC-Systeme der Firma Dionex GmbH (ldstein) verwendet.

Das erste vollinerte Bio-LC-System war mit einem Inline-Degasser, einem AS 50
Autosampler, einer GS 50 Gradientenpumpe, einem TCC-100 Saulenofen sowie
einem UV-Detektor (UVD 170U) ausgestattet. Die Systemsteuerung und die

Auswertung erfolgten mit der Chromeleon Version 6.5 Software.

Das zweite Summit System setze sich aus einem Solvent Rack SOR-100, einem
ASI-100 Autosampler, einer P680 Gradientenpumpe, einem TCC-100 Saulenofen
und einem Fest-UV Detektor (UVD 170U) zusammen. Systemsteuerung und

Auswertung wurden hier mit der Software Chromeleon Version 6.6 durchgefihrt.

Alle RNA-Einzelstrange wurden auf der Anionenaustauschersaule DNA Pac PA-100
(4 x 250 nm) der Firma Dionex analysiert. Die Flussrate der analytischen Laufe
betrug 1ml/min und die Detektion erfolgte bei 260 nm.

Das Laufmittel setzte sich aus zwei Komponenten zusammen, die wahrend des
Gradienten von 12 % bis 35 % an Laufmittel B im entsprechenden Verhaltnis
gemischt wurden. Die Temperatur betrug bei allen Laufen 75°C. Nach Beendigung
eines jeden Laufs wurde die S&ule mit 100% Laufmittel B gespult und anschlieBend

wieder auf die Startbedingung von 12% Laufmittel B zuriick gebracht.
Laufmittel A: 10 mM NaClO4, 10% ACN, 1 mM EDTA, 25 mM TRIS, pH 8.0

Laufmittel B: 800 mM NaClO4, 10% ACN, 1 mM EDTA, 25 mM TRIS, pH 8.0

2.2.6 Praparative HPLC

Je nach Anforderung an das Trennproblem, also je nach 5°-Modifikation der RNA-
Einzelstrange, wurden verschiedene HPLC-Systeme und Trennmethoden verwendet.
Genaue Angaben zu den verwendeten Methoden sind Tabelle 2.7 zu entnehmen.



2 Material und Methoden 47

Tabelle 2.7: Uberblick der verwendeten HPLC-Methoden, Gerite, Laufmittelbedingungen, Saulen,

sowie Gradienten und Flussgeschwindigkeiten fiir die verschiedenen Konjugate.

Amide und Dipeptide

Gerat

Saule

Laufmittel

Gradient

Flussgeschwindigkeit

Explorer 10 (Amersham Biosciences)

XTerra 10x50 mm Prep MS Cg , 5 um Reversed Phase Material
(Waters)

A: 100 mM TEAApH 7.0
B: 100 mM TEAA pH 7.0, 95% ACN

5 bis 80% Laufmittel B in 15 Saulenvolumen (SV)

3,5 ml/min

Steroid-dhnliche Komponenten

Gerat Purifier 10 und Purifier 100 (Amersham Biosciences)
Saule Kronlab 15x125 mm, Source 15Q, 15 um Polystyren Reversed Phase
Material (Kronlab)
Laufmittel A: 5 mM Na,HPO,4, 5 mM NaH,PO, pH 6.86
B: 5 mM Na,HPO,4, 5 mM NaH,PO, pH 6.86, 65% ACN
Gradient 10 bis 100% Laufmittel B in 30 SV
Flussgeschwindigkeit 8,5 ml/min
Zucker
Gerat Purifier 100 (Amersham Biosciences)
Saule Dionex 22x250 mm DNA Pac PA 100, 13 pm
Anionenaustauschmaterial (Dionex)
Laufmittel A: 10 mM NaClO,, 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 6 M Harnstoff pH 7.4
20% ACN
B: 800 mM NaClO,4, 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 6 M Harnstoff pH 7.4
20% ACN
Gradient 20 bis 50% Laufmittel B in 40 SV

Flussgeschwindigkeit

4,5 ml/min bzw. 8,5 ml/min

2.2.7 Entsalzung

Je nach Art der praparativen Reinigung der RNA-Einzelstrange wurden verschiedene
Entsalzungsmethoden verwendet. Wurde Uber Reversed Phase gereinigt, so wurden
die gesammelten Fraktionen zunachst auf 1 ml am Rotationsverdampfer eingeengt
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und anschlieBend (ber NAP™-Saulen (Saulenmaterial Sephadex G-25 medium,
DNA Grade) der Firma Amersham Biosciences entsalzt. Dabei wurde nach Angaben

des Herstellers vorgegangen.

Bei Fraktionen, die eine optische Dichte bei 260 nm > 30 enthielten, wurde zunachst
durch Eindampfen das Acetonitril entfernt und anschlieBend, durch Gelfiltration mit
dem Akta Prime System von Amersham und einer Sephadex HiPrep™ 26/10 Saule,
entsalzt. Als Laufmittel wurde Wasser verwendet und die Flussgeschwindigkeit
betrug 9 ml/min. Zum Abschluss wurden alle Fraktionen vereinigt, auf 1 ml eingeengt
und die optische Dichte bei 260 nm bestimmt.

Bei Reinigung Uber Anionenaustauschchromatographie bot sich eine Fallung des
isolierten Produkts an. Die gesammelten Fraktionen wurden vereinigt, so dass sich
pro Fallungsansatz ein Volumen von 12,5 ml ergab. Bei geringerem Volumen wurde
entsprechend mit MilliQ Wasser aufgeflillt. AnschlieBend wurden 41,5 ml einer 3 M
NaOAc Lsg in 85%igem Ethanol zugegeben und die RNA U.N. bei -20°C gefallt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 2500 rpm flr 1h bei 4°C. Das Pellet wurde in 10 ml
85%igem Ethanol aufgenommen und erneut bei gleichen Bedingungen fir 30 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das trockene Pellet in 1 ml MilliQ
Wasser geldst. Die Konzentration der gewonnen RNA wurde anhand der optischen
Dichte bei 260 nm bestimmt.

2.2.8 UV-spektrometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Nach Entsalzung der RNA-Einzelstrdnge wurde anhand der optischen Dichte die
Konzentration bestimmt. Dazu wurde mit dem Spektrophotometer 640B der Firma
Beckman Coulter die optische Dichte bei 260 nm, gegen MilliQ Wasser als Referenz,
gemessen. Bei der Berechnung des Extinktionskoeffizienten € wurde angenommen,
dass die 5°-Modifikationen  sowie die = Phosphorothioate  und  die
Ribosefunktionalitdten keinen Beitrag zur Extinktion bei 260 nm leisten. So konnte

Uber das Lambert Beer'sche Gesetz

Azso = €260 -0 -C (1)

mit der gemessenen Absorption bei 260 nm, der berechneten Extinktion € und der
Schichtdicke der Klvette d in cm die Konzentration ¢ (mol/l) der RNA in wassriger
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Lésung bestimmt werden. Mit bekanntem Volumen nach der Entsalzung lies sich
somit ebenfalls die Ausbeute in nmol ermitteln.

Nach erfolgreicher Reinigung und Entsalzung wurden die Einzelstrange nochmals
mittels IEX und LC-MS oder MALDI von der Analytik-Abteilung der Firma Alnylam
Europe AG untersucht (siehe Kapitel 2.2.4 und 2.2.5) und nur zur weiteren
Verwendung freigegeben, wenn die Einzelstrdnge die gesuchte Masse enthielten

und zudem eine Reinheit von mindestens 85% aufwiesen.

2.2.9 Annealing-Protokoll zur Herstellung von RNA-Doppelstrangen

Nach Reinigung der Einzelstrdnge wurden diese mit dem entsprechenden Antisense
Strang in einer Konzentration von 100 pM hybridisiert. Dazu wurden &aquimolare
Stoffmengen an Einzelstrang-RNA in ein 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR pipettiert,
1/10 Volumenteil 10 x Annealing Puffer (1 M NaCl, 200 mM Na,HPO./ NaH,PO4 pH
6.8) zugegeben und auf ein Endvolumen von 200 pl mit MilliQ Wasser aufgefullt.
Sollte die Menge an Einzelstrang-RNA und Annealing Puffer ein Volumen von 200 pl
Uberschritten haben, so wurden diese Ansatze 0.N. in einer Christ alpha loc
Lyophylle in Kombination mit einer Zentrifuge RVC 2-25 von Christ zunéachst
vollstandig eingedampft und dann komplett in 200 pl MilliQ Wasser aufgenommen.
Die Ansatze wurden dann 3 min in einem 90°C temperierten Wasserbad inkubiert
und durch langsames Abklhlen auf Raumtemperatur wurde die Ausbildung einer
Duplex-Struktur ermdglicht (John et al., 2005; John et al., 2003).

2.2.10 Ubersicht der verwendeten RNA-Duplexe

In diesem Abschnitt sind die in dieser Arbeit verwendeten RNA-Duplexe aufgefihrt,
im Folgenden auch als siRNAs bezeichnet. Alle 5°-modifizierten Sense Strange
gegen die apoB und bcl2 m-RNA wurden selbst hergestellt. Die komplementaren
Antisense Strange, sowie 3°-Chol modifizierte Sense Strdnge wurden von der
Alnylam Europe AG zur Verfigung gestellt.
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In Tabelle 2.8 sind zunachst die Codierungen der Sequenzen zusammengefasst.

Tabelle 2.8: Legende der verwendeten Symbolik und Ubersicht der Modifikationen

Unmodifizierte Nukleinsiuren:

@ = A Adenosin
e = C Cytidin

@ = G Guanosin
@ = U Uridin

Modifizierte Nukleinsduren:

o= a Adenosin an der 2"-OH-Ribose Funktion mit OMe modifiziert
o= c Cytidin an der 2-OH-Ribose Funktion mit OMe modifiziert
o= g Guanosin an der 2°-OH-Ribose Funktion mit OMe modifiziert
o= u Uridin an der 2°-OH-Ribose Funktion mit OMe modifiziert

Zucker-Phosphatriickgrat modifiziert:

v = S Thiophosphodiester

Konjugat am 3'-Ende des Sense Stranges:

Q- Chol kovalent gebundenes Cholesterin am 3’-Ende

Alle apoB Strange besitzen die gleiche Basenabfolge und basieren auf der
unmodifizierten Grundsequenz apoB (siehe Abb. 2.5). Der Sense Strang dieser
siRNA besteht aus 21 Nukleotiden und einer Phosphorothioat-Modifikation am 3°-
Ende. Der Antisense Strang setzt sich aus 23 Nukleotiden zusammen, so dass ein 2
Nukleotid-Uberhang am 3’-Ende entsteht. Der Antisense Strang enthalt zwei O-
Methyl-Modifikationen am 2°-OH der Ribose am 3-Ende sowie zwei
Phosphorothioate.

5'- GUC AUC ACA CUG AAU ACC AAsU 3 Sense
3’- Csas cAG UAG UGU GAC UUA UGG UU A 5 Antisense

G U I EE U ST BB TR
CRRARRARKRARR2NM2RNN222RS

Abbildung 2.5: Sequenz und Kugelmodell der apoB siRNA
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Alle selbst synthetisierten apoB Sense Stréange tragen eine zusatzliche Modifikation
am 5°-Ende. In Abbildung 2.6 ist dies ebenfalls im Kugelmodell gezeigt.

WWW

CRARRRARRANNRXRRRRLR222S

Abbildung 2.6: Kugelmodell einer apoB 5°-Sense modifizierten siRNA

In der folgenden Tabelle 2.9 sind alle verwendeten 5°-Sense Modifikationen noch

einmal mit Namen, Abklrzung und Strukturformel angegeben.

Tabelle 2.9: Ubersicht der modifizierten apoB Sense Strange mit Namen des Konjugates, Abkiirzung
und Srukturformel.

Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe
Cycloheptylamin Cyclohep o
0-P—0
)\/\/\/f a
O RNA
Oy
o]
Cyclododecylamid Cyclodod
o
0-P-0
O RNA
HN)\/\/\/\/\/
o
Dehydroabietylamid Deh

2,3 Dimethoxy- Dimethoxy O— o
/ 0—P—0,
phenylethylamid )\/\/\O/\/\/ O  RNA
HN
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Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe

2,2 Diphenylethylamid Diphenyl O O )
o

0—P—0
o)

‘RNA
NH
o
3,4 Dibutyl
Dibutylaminopropylamid //J
/\/\N -
Q
f o
HN
o
Arginin Ar HN
g g >_NH2 o
HO)\(J NH 0—pP—0,
O 'RNA
O W
o
Glycyl-L-Phenylalanin GlyPhe OH o
OO O_"ID'_O'RNA
o
HN\)\\NH
o
Glycyl-L-Tyrosin GlyTyr OH
o
0—P—0,
O RNA

Glycyl-L-Leucin GlyLeu o{)\
o)
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Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe

Alanyl-L-Histidin Carn

(Carnosin)

Lithochols&ure-di-n-decyl-  Litho

amid

Betulin Bet
3-Beta-Cholestanol 3BChol
Dodecan C12
Dodecyl-3-Beta- C123BChol

Cholestanol
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Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe
2x 3-Beta-Cholestanol SB3BChol

1x Cholesterin SB1xChol
2x Tetraethylenglycol SBTEG ANA—Q o
o
o]
0
0—p—G
O/—/ o O\P/O
/S o7
/—/O O‘\»O
O
o/ h
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Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe
2x Tetraethylenglycol SBTEG
2x 3-Beta-Cholestanol 3BChol
|
o—T=o
9
%O—T—OF{NA
o o
o’—rL=o
| o
'(CH,CHZ0)4~P=0
2x Tetraethylenglycol SBTEG
1x Cholesterin 1xChol

(o} o]
: N
o MR =0~~~y
o'—F|>=o
i 0
%O—?—ORNA
o o
o
0—P=—0

|
(CHoCH,0)4H
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Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe

2x Tetraethylenglycol SBTEG

2x Cholesterin 2xChol

1x Galaktose 1xGAL

2x Galaktose (linear) 2xGAL

2x Galaktose (verzweigt)  SBGAL
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Name der konjugierten Abkilirzung Strukturformel
Gruppe
2x Tetraethylenglycol SBTEGGAL Ho COH
Hﬁl 4
i HO o
2x Galaktose (verzweigt) R \/\/\O-ﬁ—(CQ2CH20)4
o o}
o=r}’—o’
EO i
O—IIDTOHNA
(I) (0]
H H ~ 0=pP—0O
o O Q o
HosY Of O 0P (0fiycH;0,
HO ©

OH

Des Weiteren wurde eine 3’-Sense modifizierte Cholesterin siRNA verwendet, die als
Kugelmodell in Abbildung 2.7 dargestellt ist. AuBerdem ist die Strukturformel des 3-

Cholesterin-Konjugats gezeigt.

Abbildung 2.7: Kugelmodell einer 3’-Sense modifizierten siRNA gegen die apoB m-RNA sowie die
Struktur der Cholesterin-Modifikation

Als sogenannte Negativkontrollen wurden siRNAs gegen die bcl2 m-RNA und die
nicht in den Zellen exprimierte gfp-m-RNA verwendet. Sie wurden nach ihrer 5™-bzw.
3’-Sense Modifikation bcl2SBGAL und bcl2SBTEGGAL sowie die unmodifizierte
bcl2-Sequenz und die 3’-Cholesterin modifizierte gfp-Sequenz 3°-Cholgfp benannt.
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Die Strukturen der Modifikationen sind Tabelle 2.9, sowie Abbildung 2.7 zu
entnehmen. Die genauen Sequenzen sind in Abbildung 2.8 gezeigt.

bcl2 5- GGC CUU CUU UGA GUU CGG UGG 3’- Sense
3’- CacCG GAA GAA ACU CAA GCC ACC 5-  Antisense

gfp 5- CCA CAU GAA GCAGCACGA CcuuU 3’-  Sense
3’-CugGU GUA CUU CGU CGU GCU GAA 5-  Antisense

Abbildung 2.8: Sequenzen der verwendeten Kontroll-siRNAs gegen die bcl2 und gfo-m-RNA.

2.2.11 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Zum Nachweis von Doppelstrang-RNA wurde nach dem Annealing eine native
Polyacrylamidgelektrophorese durchgefiihrt. Es wurden 10%ige Gele verwendet,
bestehend aus 3,75 ml Acrylamid (40%ig, 19:1), 1,5 ml 1 x TBE, 9,75 ml MilliQ
Wasser, 22,5 ul N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 45 ul einer
10%igen Ammoniumperoxodisulfatiésung (APS). Als Laufpuffer wurde 0,8 x TBE
eingesetzt. Der Vorlauf erfolgte 20 min ohne Proben bei 80 V. AnschlieBend wurden
1 ul dsRNA (100 puM) mit 6 pl nativem Probenpuffer (10 x Blueduice, Invitrogen)
versetzt und das Gel damit beladen. Der Hauptlauf erfolgte bei 100 V und wurde fr
1 h und 15 min durchgefthrt. Danach wurde das Gel fir 30 min im Dunkeln in einer
yotains all“ Farbelésung (200 mg ,Stains all“ von Sigma in 400 ml 1:1 (v/v) MilliQ
Wasser/Formamid) geschwenkt und zur Entfernung der Hintergrundfarbung
anschlieBend fur 20 min in MilliQ Wasser entfarbt. In Abbildung 2.9 ist ein natives Gel
dargestellt, auf dem 5°- und 3"-modifizierte sowie unmodifizierte siRNAs aufgetragen

wurden.
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apoB bcl2 apoB apoB

<«—— Probenauftrag

s «——— Chol-modifizierte dsRNA
unmodifizierte dsRNA e s ™« 5-Sense modifizierte dsRNA
ssRNA

A

Abbildung 2.9: Qualitatskontrolle der dsRNA nach dem Annealing durch native

Polyacrylamidgelelektrophorese.

Bei den oberen hellblauen Banden handelt es sich um den Probenauftrag, welcher
als Rickstand des Auftragspuffers in den Taschen verbleibt. Die mit 3"-Cholesterin
modifizierte siRNA zeichnet sich durch ihr kiirzeres Laufverhalten aus, wahrend véllig
unmodifizierte Strange deutlich weiter im Gel laufen. Eine 5°-Sense modifizierte
Sequenz zeigt ebenfalls ein leicht kirzeres Laufverhalten als die unmodifizierte
gleiche Sequenz (siehe Abb. 2.9). Teilweise sind unter den Doppelstrangbanden
noch Ruckstdande von Einzelstrang-RNA zu erkennen. Diese kommen durch
eventuelle Fehler bei der Konzentrationsbestimmung oder Pipettierungenauigkeiten

zustande.

2.3 Biochemische Experimente

2.3.1 Arbeiten mit Zellkulturen

2.3.1.1 Zelllinien

Alle Experimente zur Untersuchung der posttranskriptionellen Hemmung der
Genexpression durch RNA-Interferenz wurden in HuH7 und MH7777A Zellen
durchgefihrt. Bei HuH7 Lorenzarbeit (JCRB Genbakn, Japan) handelt es sich um
eine humane Hepatoma Zelllinie, wahrend MH7777A (DSMZ, Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen) eine von Buffalo-Ratten abgeleitete
Hepatokarzinom-Zelllinie ist. Beide Zelllinien wachsen in polymorpher, runder Form
sowie adharent in Monolayern. In Tabelle 2.10 sind alle verwendeten Medien und

Lésungen fir die Kultivierung der beiden Zelllinien zusammengefasst.
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Tabelle 2.10: Fir die Kultivierung von HuH7 und MH7777A verwendete Medien und Lésungen.

HuH7 (humanes Hepatokarzinom)

Vollmedium Dulbecco’'s MEM (Biochrom KG), zusétzlich mit 10%
(v/v) Fotales Kalberserum (FCS), 1% (v/v) 2 mM L-
Glutamin (Biochrom) und 1% (v/v) 100 U/ml Penicillin G
sodium/100 pg/ml Streptomycin sulfat (Biochrom)

Serumfreies Medium Vollmedium ohne Zusatz von FCS

Sondermedium ohne CacCl, Dulbecco’'s MEM (PAA) ohne CaCl,, zuséatzlich mit
10% (v/v) Fotales Kalberserum (FCS), 1% (v/v) 2 mM
L-Glutamin (Biochrom) und 1% (v/v) 100 U/ml Penicillin
G sodium/100 pg/ml Streptomycin sulfat (Biochrom)

Serumfreies Medium ohne CaCl, Sondermedium ohne CaCl, ohne Zusatz von FCS

MH7777A (Rattenhepatokarzinom)

Vollmedium Dulbecco’'s MEM (Biochrom KG), zusétzlich mit 10%
(v/v) Pferdeserum (DHS), 2% (v/v) 2 mM L-Glutamin
(Biochrom) und 1% (v/v) 100 U/ml Penicilin G
sodium/100 pg/ml Streptomycin sulfat (Biochrom), 10
nM Insulin (Sigma) und 10 uM Dexamethason (Fluka,
Zellkultur getestet)

Serumfreies Medium Vollmedium ohne Zusatz von DHS

Sondermedium ohne CaCl, Dulbecco’'s MEM (PAA) ohne CaCl,, zusétzlich mit
10% (v/v) Pferdeserum (DHS), 2% (v/iv) 2 mM L-
Glutamin (Biochrom) und 1% (v/v) 100 U/ml Penicillin G
sodium/100 pg/ml Streptomycin sulfat (Biochrom), 10
nM Insulin (Sigma) und 10 uM Dexamethason (Fluka,
Zellkultur getestet)

Serumfreies Medium ohne CaCl, Sondermedium ohne CaCl, ohne Zusatz von DHS

Fiir beide Zelllinien verwendete L6sungen

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung (137 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 4,3 mM Na,HPO,-7 H,O und 1,4 mM KH,PO,
pH 7.4, steril)

Opti.MEM | Medium mit reduziertem Serumanteil, ohne Phenolrot

(Gibco, Invitrogen Cooperation)

Trypsin-Lésung 0,5% (w/v) Trypsin und 0,2% (w/v) EDTA in PBS mit
Phenolrot versetzt (Gibco, Invitrogen)

2.3.1.2 Kultur der Zelllinien HUH7 und MH7777A

Beide Zelllinien wurden in Dulbecco’s MEM Vollmedium (siehe Tab. 2.9) bei 37°C
und 5%iger CO, Atmosphare in 94 x 16 mm Kulturschalen (Greiner BioOne)
kultiviert. Alle 3 bis 4 Tage wurden die Zellen im Verhéltnis 1:5 (HuH7) oder 1:7
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(MH7777A) zur weiteren Kultivierung passagiert. Dazu wurde das verbrauchte
Medium entfernt und die Zellen einmal mit 10 ml PBS pro Kulturschale gewaschen.
AnschlieBend wurde auf jede Platte 2 ml Trypsin-Lésung (siehe Tab. 3.9) gegeben
und die Zellen fir 5 min bei 37°C inkubiert, damit sie sich vom Boden der
Kulturschale ablésten. Danach wurden die abgeldsten Zellen mitsamt der Trypsin-
Lésung in 10 ml Vollmedium resuspendiert und bei 1400 rpm flr 5 min zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde sodann in der entsprechenden Menge Vollmedium
resuspendiert und zum Animpfen von neuen Kulturen im Verhéltnis 1:5, bzw. 1:7

wieder ausgesat.

2.3.1.3 Auftauen von Zelllinien

Die in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen, wurden so schnell wie mdglich bei 37°C
aufgetaut und in 15 ml Vollmedium aufgenommen. AnschlieBend wurden sie flr 5
min bei 1400 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 10 ml Vollmedium resuspendiert.
Auf 296 mm Kulturschalen wurden je 5 ml Vollmedium vorgelegt und weitere 5 ml der
Zellsuspension zugegeben, so dass sich ein Gesamtvolumen von 10 ml je
Kulturschale ergab. Die weitere Inkubation der Zellen erfolgte bei 37°C und 5%iger
CO, Atmosphére, bis die Kulturschalen konfluent waren. Dann wurde wie unter
Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben weiter vorgegangen und die Zellen passagiert.

2.3.1.4 Einfrieren von Zellkulturen

Von einer dicht bewachsenen Kulturschale wurde das Medium entfernt und die
Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin-Lésung
zugegeben, und die Zellen bei 37°C von der Schale abgelést. Sodann wurden die
Zellen in 10 ml Vollmedium aufgenommen und fir 5 min bei 1400 rpm zentrifugiert.
Das Zellpellet einer Kulturschale wurde in 2 ml Einfriermedium (ORIGEN, DMSO
Freeze Medium, Igen International, Inc.) resuspendiert und in 1ml Aliqouts in
Krypréhrchen (Nunc Cryo Tube Vials) Uberfihrt. Diese wurden in einer, mit
Isopropanol geflllten, Nunc Einfrierbox 2 Tage bei -80°C gelagert und danach in
einen, mit flissigem Stickstoff geflllten, Zelltank Uberfihrt.



62 2 Material und Methoden

2.3.1.5 Transfektionsexperimente

Far die Transfektion der siRNA mit Oligofectamin (Invitrogen) wurden die Zellen 24 h
zuvor im 96-well MaBstab ausgesat. Dabei wurde die Zellzahl so gewahlt, dass am
Tag der Analyse (b-DNA, ELISA) das well zu 90% konfluent bewachsen war. Mittels
einer Neubauer Zahlkammer wurde die Zellzahl/ml bestimmt und der Ansatz
anschlieBend so verdinnt, dass 15000 Zellen/well der HuH7 Zellen und 10000
Zellen/well der MH7777A Zellen in 100 pl/well Vollmedium (siehe Tab. 3-9) ausgesat
werden konnten. Einen Tag nach der Aussaat wurde das Medium von den Zellen
abgenommen, diese einmal mit PBS gewaschen und 80 pl/well serumfreies Medium
(siehe Tab. 2.9) zugegeben. In Tabelle 2.11 sind die Angaben fir die siRNA und die

entsprechende Menge Oligofectamin fiir einen 3-fach well-Ansatz gezeigt.

Tabelle 2.11: Schema fir eine 3-fach Oligofectamin-Transfektion. Angegeben ist die Konzentration

der siRNA, sowie die verwendete Menge an Oligofectamin und Opti-MEM I.

Konzentration der siRNA im well [nM] 100 10 1 0,1 mock

Vorverdiinnung der siRNA

Ausgangskonzentration [nM] 10000

Konzentration der Vorverdiinnung [nM] 2000 200 20 2 -
Verdinnung in Opti-MEM [ [ul] 98 90 90 90 -
siRNA mit Ausgangskonzentration 100 2

UM [ul]

Ubertrag aus vorheriger 10 10 10 -

VerdlUnnungsstufe [ul]

Berechnet fiir 3-fach Ansatz

Vorverdiinnung siRNA [ul] 17,5 17,5 17,5 17,5 -

Opti-MEM | [ul] 42 42 42 42 59,5

Oligofectamin in Opti-MEM | [ul] 1,8 plus 1,8 plus 1,8 plus 1,8 plus 1,8 plus
8,4 8,4 8,4 8,4 8,4

Zuerst wurden die siRNAs in entsprechender Konzentration vorverdinnt (siehe Tab.
2.10). Bei Einzeldosis-Experimenten wurde mit einer Endkonzentration von 100 nM
siRNA gearbeitet, wahrend bei Dosis-Wirkungs-Experimenten alle angegebenen

Konzentrationen verwendet wurden. AnschlieBend wurde die Oligofectamin-
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Verdinnung pipettiert und zum Abschluss die verdinnte siRNA zum Oligofectamin-
Ansatz gegeben. Dieser Ansatz wurde fur 30 min bei Raumtemperatur so belassen,
damit sich ein Oligofectamin-siRNA-Komplex ausbilden konnte. Nachfolgend wurden
20 pl dieses Ansatzes in jedes well pipettiert, so dass das Gesamtvolumen/well 100
ul betrug. Die Zellen wurden dann 4 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend 50 pl/well
Vollmedium mit der dreifachen Menge an Serum (FCS oder DHS) zugegeben. Nach
24 h erfolgte ein kompletter Medienwechsel und nach 48 h die Analyse mittels b-DNA
oder ELISA.

2.3.1.6 Inkubationsexperimente (ohne Transfektionshilfe)

Bei den Inkubationsexperimenten wurden die Zellen nicht, wie unter Punkt 2.3.1.5
beschrieben, einen Tag zuvor ausgesat, sondern erst kurz vor siRNA Zugabe
(Direktinkubation). Die Zellzahl wurde ebenfalls mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer
bestimmt und die Zellzahl/well auf 20000 (HuH7) und 10000 (MH7777A) eingestellt.
Diesmal wurden die Zellen allerdings in 50 pl/well serumfreiem Medium ausgesat.
Die siRNA wurde anschlieBend in entsprechender Konzentration direkt zu den Zellen
pipettiert. Fir Einzeldosis-Experimente wurde eine Konzentration von 10 pM/well
gewahlt und bei Dosis-Wirk-Beziehungen wurden 10 pM, 5 uM und 1 pM siRNA
verwendet. Dabei wurde darauf geachtet, dass die zuzugebende Menge an siRNA
Sul/well nicht Gberschreitet. Nach einer Inkubationsdauer von 4 h bei 37°C und
5%iger CO»-Atmosphare wurden 50 pl/well Vollmedium mit dem doppelten
Serumanteil zugesetzt und die Zellen fir weitere 48 h unter gleichen Bedingungen
inkubiert. Nach 24 h erfolgte ein kompletter Medienwechsel.

Ein zusatzliches Inkubationsexperiment wurde mit Zellen durchgefiihrt, welche vorher
fir 2 Tage in Sondermedium (siehe Tab. 2.9) mit zusatzlich 5 mM CaCl, angezogen

wurden. Ansonsten wurde wie bereits beschrieben verfahren.

Bei den durchgeflihrten Kompetitionsstudien wurde vor Zugabe der siRNA 1 mM N-
Acetyl-Galaktosamin (Fluka) zu den Zellen gegeben und der Ansatz fiir 30 min bei
37°C inkubiert und im Anschluss die siRNA zugegeben.

Des Weiteren wurden die Zellen mit siRNAs inkubiert, welche fluoreszierende Marker
trugen. FUr solche Aufnahmestudien wurden die Zellen 24 h vor Versuchsbeginn in

Vollmedium ausgesat (HuH7, 15000 Zellen/well). Am Versuchstag wurde das



64 2 Material und Methoden

Medium von den Zellen abgenommen und gegen 50 pl/well serumfreies Medium
ohne CaCl, ersetzt. AnschlieBend wurde die siRNA in einer Endkonzentration von 10
uM/well zugegeben und die Zellen fir 4 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde Medium
mit doppeltem Serumgehalt zugesetzt und die Zellen fir 12 h bei 37°C und 5%iger
CO,-Atmosphare kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Fluoreszenzmikroskopie (siehe
Kapitel 2.3.1.8).

2.3.1.7 Bestimmung der Zytotoxizitat von siRNAs

Mit dem CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay der Firma Proligo
kénnen sowohl die zytotoxische Wirkung von bestimmten Substanzen auf zellulére
Systeme, als auch zellvermittelte Zytotoxizitdt gemessen werden. Werden Zellen
durch bestimmte Substanzen, in diesem Fall siRNAs, geschéadigt, verliert die
Zellmembran ihre Integritdt und es gelangen zytosolische Proteine in den
extrazellularen Raum. Eines dieser Proteine ist die Laktatdehydrogenase (LDH),
welche Laktat zu Pyruvat oxidiert. Bei dieser Reaktion werden Reduktionsédquivalente
auf NAD Ubertragen und in einer weiteren enzymatischen Reaktion durch Diaphorese
auf das zugegebene Substrat Resazurin (siehe Abb. 2.10). Dieses wird dadurch zu
dem fluoreszierenden Resorufin reduziert. Diese Fluoreszenz (Exmax 560 nm/Empmax
590 nm) kann im Fluorometer gemessen werden, wobei die gemessene Fluoreszenz
direkt proportional zur Menge an freigesetzter LDH ist und damit zur Zahl
geschéadigter Zellen.

Resorufin Resazurin

Na"
Na"
0. o]
o 0 O\ ‘ (o]
\N m \N
NAD+ NADH 0
OH \J ‘C"
HyC——CH—COOH . HyC——C——COOH
Laktat LDH Pyruvat

Abbildung 2.10: Chemische Darstellung der Reduktion von Laktat zu Pyruvat durch die LDH und

gleichzeitige Umsetzung von Resazurin zu Resorufin durch die freiwerdenen Reduktionsaquivalente.
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Die praktische Durchfiihrung erfolgte 48 h nach Transfektion bzw. Inkubation. Es
wurde dabei nach Herstellerangaben vorgegangen. Dazu wurden 11 ml des Assay
Buffers in ein Substrat Vial pipettiert und gut gemischt. Davon wurden wiederum 50
ul/well in eine 96-Black-well Platte mit klarem Boden (Cornig Incorporated) gegeben
und mit 50 pl/well Zelliberstand aus einer Transfektion oder Inkubation vermischt. Es
folgte eine Inkubation von 10 min unter Lichtausschluss und anschlieBend wurde die
Fluoreszenz (EXmax 560 nm/Empnax 590 nm) im Multilabelcounter Victor 1420 der
Firma Perkin Elmer gemessen. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die 30 min mit 10
ul/well der im Kit enthaltenen Lysis-Solution (0,1 M Triton X-100) behandelt wurden.

2.3.1.8 Aufnahmestudien mit fluoreszenz-markierter siRNA

Um eine Aufnahme der siRNAs in die Zellen zu beobachten, wurden verschiedene
Sense Strange mit einem Cy3-markierten Antisense Strang hybridisiert und die
Zellen damit inkubiert (siehe Abschnitt 2.3.1.6). Etwa 16 h nach siRNA Gabe, wurde
das Medium von den Zellen entfernt, die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen und zum
Abschluss 100 pl/well Vollmedium zugegeben, um nicht aufgenommene,
fluoreszierende siRNAs zu entfernen. Sodann wurden die Zellen mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Olympus 1X50) analysiert und mittels einer monochromen
Kamera der Firma VisitronSystems GmbH (7.0 Monochrom w/o IR, Diagnostic
Instruments) fotografiert. Dazu wurden die Zellen zun&chst im Durchlicht mit 40facher
VergréBerung aufgenommen und anschlieBend mit einem NIB Filter die
Rotfluoreszenz bei Exmax 547 nm/Empnax 563 nm sichtbar gemacht. Mit Hilfe der
MetaView Imaging Software (Visitron Systems GmbH) wurden anschlieBend die
Aufnahmen farbig gestaltet. Im Anschluss wurden 10 pl/well einer 0,1 mg/ml
konzentrierten Lésung des Kernfarbungsreagenz 4’,6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI, Sigma) zu den Zellen pipettiert und fir 30 min bei
37°C inkubiert. Sodann wurde das Medium von den Zellen entfernt, 2-mal mit PBS
gewaschen und 100 pl/well Vollmedium zugegeben. Die Aufnahme der
Blaufluoreszenz erfolgte mit Hilfe eines NB-Filters bei 365 nm und einer 40fachen
VergréBerung. Zum Abschluss wurden die Aufnahmen der Rot- und Blaufluoreszenz
Ubereinandergelegt (MetaView Software, Firma), um den Zellkern innerhalb der

Rotfluoreszenz sichtbar zu machen.
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2.3.2 Nachweis von m-RNA mittels b-DNA

2.3.2.1 Theoretischer Hintergrund

Die sogenannte b-DNA Methode (branched DNA) der Firma Genospectra stellt eine
neue Methode zum Nachweis von m-RNA dar, ohne diese aufwendig aus den Zellen
isolieren zu mussen (Collins et al., 1997). In einem ersten Schritt werden die Zellen
lysiert, wobei die Gesamt-m-RNA freigesetzt wird. Durch spezifische kurze
Oligodesoxynukleotide, welche am Boden der sogenannten Capture Plate
aufgebracht sind, wird beim Uberflihren des Lysats auf diese Platten und
gleichzeitiger Zugabe von CE’s (Capture Extender) die Ziel-m-RNA ,gefischt®, da die
CE’s sowohl am Boden der Platte, als auch an der Ziel-m-RNA hybridisieren (siehe
auch Abb. 2.11). Die ebenfalls zugegebenen und eigen ausgesuchten Label
Extender (LE’s) binden wiederum an verschiedene Sequenzen der Ziel-m-RNA,
wahrend die Blocking Probes (BP’s) mit nicht gebundenen Bereichen der m-RNA
hybridisieren. Bei Zugabe der Amplifier werden diese an die freie Sequenz der Label
Extender gebunden. Diese Amplifier besitzen wiederum 15 Verzweigungen mit je 3
Kopien einer Sequenz, welche komplementar zur Label Probe sind. Damit kébnnen
also 45 Label Probes an einen Amplifier binden und so das m-RNA Signal
verstarken. Die Label Probes sind kovalent an Alkalische Phosphatase gebunden
und bei Zugabe des Chemilumineszenz-Substrats Dioxetan wird dieses gespalten
und zerféllt in ein instabiles, angeregtes Phenolat-Anion, welches beim Zurtckfallen
in den Grundzustand Licht aussendet (siehe Abb.2.12). Diese Lumineszenz kann bei
466 nm mit einem Luminometer (Victor™ light, Perkin Elmer) gemessen werden. Das

gemessene Licht ist demnach proportional zur Ziel-m-RNA.

Schritt 1:

Durch Lyse der Zellen wird die Ziel m-RNA freigesetzt @ Target RNA

und auf die Capture Plate Ubertragen. Durch die CE’s,

Extendoer (LE

) S Blocking Probe (BF)
Platte aufgebrachten Sequenz hybridisieren, wird die f;\/w w

gewlinschte m-RNA ,gefischt“. LE’s und BP’s binden
ebenfalls an die Ziel-m-RNA.

welche an der Ziel m-RNA und der am Boden der uﬁ
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Schritt 2:

Durch Zugabe von Amplifiern, welche an den LE-
Sequenzen hybridisieren und Label Probes, die
wiederum an die Amplifier binden, wird eine

Verstarkung des m-RNA Signals erreicht.

Schritt 3:

Das zugegebene Chemilumineszenz-Substrat wird
durch die Alkalische Phosphatase an den Label Probes
gespalten und erzeugt eine Lumineszenzreaktion. Das
ausgesendete Licht ist demnach proportional zur

gebundenen m-RNA.

i{:j% Substrate

. H

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der b-DNA Methde zum Nachweis von m-RNA. Gezeigt

sind die einzelnen Schritte der Hybridisierung, bis hin zur Signalamplifikation.

O——CHj
O—CH,

OPO,

>

vh
— > Grundzustand
466 nm

instabiles Phenolat-Anion

Abbildung 2.12: Chemische Darstellung der beim b-DNA ablaufenden Chemilumineszenz-Reaktion.

Vom Substrat Dioxetan wird durch Alkalische Phosphatase das Phosphat abgespalten, wodurch es

zum Zerfall des Substrats in ein instabiles, angeregtes Phenolat-Anion kommt. Dieses féallt unter

Aussendung von Licht in den Grundzustand zurtick.

2.3.2.2 Praktische Durchfiihrung

In Tabelle 2.12 sind alle im Kit enthaltenen Lésungen und Materialien aufgefihrt,

sowie die selbst bereitzustellenden Komponenten.
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Tabelle 2.12: Uberblick der im Kit enthaltenen Bestandteile und selbst bereitzustellenden Materialien

und Lésungen.

Kitbestandteile Benoétigte Materialien und Lésungen

Lysispuffer (pur) Sterile FlUssigkeitsreservoirs (Cornig
Incorporated)

Amplifier und Label Diluent Sterile und Nukleasefreie Pipettenspitzen
(Eppendorf)

Amplifier und Label Probe PCR-Folien fur 96-well Platten (Eppendorf)

Substrat Klarsichtfolien fir 96-well Platten (Excel Scientific
Inc.)

96-well Capture Plates 10% (w/v) Lithiumlaurylsulfat (Sigma) in MilliQ
Wasser

20 x SSC (3 M Na(Cl, 0,3 M Na-Citrat pH 7.0) in
MilliQ Wasser

Nuklease-freies Wasser (Ambion)

1 x TE (10 mM Tris/HCI, pH 7.5-8.0 ; 1 mM EDTA
pH 7.5-8.0)

Zur Vorbereitung wurde zuerst ein sogenannter Sondenpool einmal fir das Target
(apoB) und fur gapdh (Referenz m-RNA) erstellt, bestehend aus CE’s (Capture
Extender), LE’s (Label Extender) und BP’s (Blocking Probes). Dabei wurde nach
Angaben des Herstellers vorgegangen.

CE Pool: 2,5 pl von jedem CE in 5 ml 1xTE (50 fmol/ul)
LE Pool: 10 pl von jedem LE in 5 ml 1xTE (200 fmol/pl)
BP Pool: 5,0 pl von jedem BL in 5 ml 1xTE (100 fmol/pl)

Die einzelnen CE’s, LE's und BP’s wurden zuvor mit der Genospectra Probe
Designer™ Software fiir die Ziel-m-RNAs ausgewahlt und ebenfalls von der Firma
Genospectra synthetisiert. Wie viele von jeder Art existieren, richtet sich nach der m-
RNA Sequenz (siehe Tab. 2.13). Die einzelnen Pools wurden dann in 0,5 ml Aliquots
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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Tabelle 2.13: Aufstellung der verwendeten CE’s, LE’s und BP’s fur die Ziel-m-RNA (apoB), sowie die
Referenz m-RNA (gapdh). Angegeben sind der Name, die Funktion und die Sequenz.

HuH7 (human)

Ziel-m-RNA apoB

Name Funktion Sequenz
hApoB001 CE gattggattttcagaatactgtatagctTTT T Tctcttggaaagaaagt
hApoB002 CE cctgcttegtttgetgaggtTTT T Tetctiggaaagaaagt
hApoB003 CE gcagtgatggaagctgcgataTTT T Tctcttggaaagaaagt
hApoB004 CE gaacttctaatttggactctectttgTTT T Tctcttggaaagaaagt
hApoB005 CE actccttcagagccageggTTTT Tetcttggaaagaaagt
hApoB006 CE actcccatgcteegttctcaTTTT Tetcttggaaagaaagt
hApoB007 CE agggtaagctgattgtttatcttgaTTTT Tctcttggaaagaaagt
hApoB008 LE ggottccattcectatgtcagecaT TTTTaggcataggaccegtgtct
hApoB009 LE attaatcttagggtttgagagttgtgTTT T Taggcataggacccgtgtct
hApoB010 LE cactgtgtttgattttccctcaataTTTT Taggcataggacccgtgtct
hApoB011 LE totatttttttctgtgtgtaaacttgc TTTTTaggcataggacccgtgtct
hApoB012 LE caatcactccattactaagctccagT T TTTaggcataggacccgtgtct
hApoB013 BP tgccaaaagtaggtacttcaattg
hApoB014 BP tttgcatctaatgtgaaaagagga
hApoB015 BP catttgcttgaaaatcaaaattga
hApoB016 BP ggtacttgctggagaacttcactg
hApoB017 BP gcatttccaaaaaacagcatttc

Referenz-m-RNA

gapdh

Name Funktion Sequenz
hGAPO0O1 CE gaatttgccatgggtggaatTTT T Tctcttggaaagaaagt
hGAP002 CE ggagggatctcgcetcctggaT TTTTctcttggaaagaaagt
hGAPO003 CE ccccagccttctccatggtTTTTTctettggaaagaaagt
hGAPO004 CE gctccccectgcaaatgagTTTTTctcttggaaagaaagt
hGAPO005 LE agccttgacggtgccatgTTTTTaggcataggacccgtgtct
hGAPO006 LE gatgacaagcttccegtictcTTTTTaggcataggacccgtgtct
hGAPO07 LE agatggtgatgggatttccatt TTTTTaggcataggacccgtgtct
hGAPO008 LE gcatcgccccacttgattttTTTT Taggcataggacccgtgtct
hGAPO009 LE cacgacgtactcagcgccaT T TTTaggcataggacccegtgtct
hGAPO010 LE ggcagagatgatgacccttttgTTTTTaggcataggacccgtgtct
hGAPO11 BP ggtgaagacgccagtggactc

MH7777A (Ratte)

Ziel-m-RNA apoB

Name Funktion Sequenz
rApoB001 CE tgggagticgagagcttggatt TTTT Tctcttggaaagaaagt
rApoB002 CE agtttttccagggagttggagaT TTT Tcictiggaaagaaagt
rApoB003 CE gggcttttatttgagccaaacTTTT Tctcttggaaagaaagt
rApoB004 CE ccatttgataaattcggtctcgtTTT T Tctecttggaaagaaagt
rApoB005 CE gctcecagttcecectgaatgtTTT T Tetcttiggaaagaaagt
rApoB006 CE tggtccccagaaatgtttggaTTT T Tetcttggaaagaaagt

rApoB007 CE agcttcttggagagegtggaT TTT Tetcttggaaagaaagt
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rApoB008 LE tcagcattgattctctgagtcatctTTTTTaggcataggacccegtgtct
rApoB009 LE cacagttttaatgcttcagttttctgTTTTTaggcataggacccgtgtct
rApoB010 LE catcctgcagccaatcaacgTTTTTaggcataggacccgtgtct
rApoB011 LE tggcttaccagagacaagcagceT TTT Taggcataggacccgtgtct
rApoB012 LE gactgacctcaaatgcaggcaT TTTTaggcataggacccgtgtct
rApoB013 BP ccgtggtittgaagtcttctace

rApoB014 BP accacagttactttggtgtccttg

rApoB015 BP acatcttctaaagcatcttggaatt

rApoB016 BP gtaggtgaccactgtgctgtaaact

rApoB017 BP agtcagagtccaccagtcagaaat

rApoB018 BP ctctgcaaagtctgttatgtttttage

rApoB019 BP cccacttttgggtggaatattg

rApoB020 BP ccaccagtgctttcacactctcag

rApoB021 BP tttcaggaacaatgaatccttgtt

rApoB022 BP ggactataaagtcaggagtctgaaagtt

Referenz-m-RNA
gapdh

Name Funktion Sequenz

rGAPDO001 CE ccagcttcccattctcagecTTTT Tetcttggaaagaaagt
rGAPDO002 CE tctcgeteectggaagatggtTTTT Tetettggaaagaaagt
rGAPDO003 CE cccatttgatgttagcgggaT T T T Tctcttggaaagaaagt
rGAPDO004 CE cggagatgatgacccttitggTTTT Tctcttiggaaagaaagt
rGAPDO005 LE gatgggtttccegtigatgaTTTTTaggcataggacccegtgtct
rGAPDO006 LE gacatactcagcaccagcatcacTTTT Taggcataggacccgtgtct
rGAPDO007 LE cccagccttctccatggtggTTTTTaggcataggacccegtgtct
rGAPDO008 BP ttgactgtgccgttgaacttg

rGAPDO009 BP tgaagacgccagtagactccac

rGAPDO10 BP ccccacccttcaggtgage

rGAPDO11 BP ggcatcagcggaagggg
a, ¢, g, t = Hybridisierungsregion TTTTT = Verbindung (Linker)

Der b-DNA Assay wurde an zwei Tagen durchgefihrt. Am ersten Tag erfolgte die
Lyse der Zellen und die Hybridisierung. Dazu wurde im Anschluss an die
Transfektion das verbrauchte Medium von den Zellen abgenommen und gegen 100
pl/well Vollmedium ersetzt. AnschlieBend wurden 50 pl/well purer Lysispuffer
zugegeben und die Zellen bei 53°C fiur mindestens 30 min lysiert. Je nach Zelltyp
konnte dieser Prozess unterschiedlich lang dauern, daher wurde die vollstdndige
Lyse immer mikroskopisch Uberprift. Wahrend dieser Zeit wurden eine
entsprechende Anzahl an Capture Plates auf Raumtemperatur gebracht und die
Sondenpools aufgetaut. Dabei ist zu bedenken, dass pro Zellplatte zwei Capture
Plates bendtigt werden (Ziel-m-RNA und Referenz-m-RNA). In Tabelle 2.14 sind

Angaben zur Erstellung der Sonden flr eine Capture Plate getroffen.
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung der Sonden fir die Hybridisierung einer Capture Plate. Angegeben

sind die Mengen fur den CE-, LE-und BP-Pool, sowie der verwendete Puffer.

Captue Lysis Mix CE LE BP Total

Plates (1:3 verd. in Nuklease 50fmol/pl 200fmol/pl 100fmol/ul volume

freiem Wasser)

1 850 pl 50 pl 50 pl 50 pl 1,0 ml

Nun wurden 40 pl/well vom Lysis-Mix (Lysispuffer pur 1:3 (v/v) verdinnt in Nuklease-
freiem Wasser) in den Capture Plates vorgelegt und anschlieBend 50 pl/well vom
Lysat sowohl auf die Target-Platte als auch auf die gapdh-Referenz-Platte gegeben
und sorgfaltig gemischt. AnschlieBend wurden 10 pl/well der, nach Tabelle 2.12
zusammengestellten, Sonden hinzu pipettiert und die Platte mit einer PCR-Folie
verschlossen. Um eine ,feuchte Kammer‘ zu erzeugen, wurden jeweils die
zusammengehorigen Target- und gapdh-Platten in ein feuchtes Papiertuch gewickelt
und in einen Plastiksack verpackt. Es folgte eine Inkubation bei 53°C fir mindestens
16 h.

Am folgenden Tag fand die Signalamplifizierung und die Detektion der m-RNA statt.
Dazu wurden die Capture Plates der Reihe nach aus dem Inkubator genommen und
mittels automatischem Plattenwaschgerat (ColumbusPro, Tecan) dreimal mit je 200
ul Waschpuffer/well (siehe Tabelle 2.14) gewaschen. Wé&hrend des ersten
Waschschritts wurde die ,Amplifier Working Solution“ (siehe Tabelle 2.14) vorbereitet
und anschlieBend, nach sorgfaltigem Ausklopfen der Platten auf Papierttichern, 100
ul/well auf die Capture Plates gegeben. Danach wurden die Platten mit Klarsichtfolie
verschlossen und fir 1 h bei 53°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten
erneut, wie oben beschrieben, gewaschen und es wurden 100 pl/well vom ,Label
Working Reagent® (siehe Tab. 2.14) pipettiert und die Platten mit Klarsichtfolie
verschlossen. Es folgte eine weitere Inkubationsstunde bei 53°C. Nach einem
erneuten Waschen der Platten wurden 100 pl/well des ,Substrat Working Reagent*®
(siehe Tab. 2.15) zugegeben und die Platten diesmal mit einer PCR-Folie bedeckt.
Nach 30 min bei 53°C wurden die Platten etwa 10 min auf Raumtemperatur gebracht
und anschlieBend im Luminometer (Wallac, Victor™ light, Luminescence Counter,
Perkin Elmer) bei 466 nm vermessen. Flr die Auswertung wurden die Werte der
»1arget-Platte” auf die Werte der ,Referenz-Platte” normiert.
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Tabelle 2.15: Zusammensetzung des verwendeten Waschpuffers, der Amplifier Working Solution, des
Label Probe Working Reagent, sowie des Substrat Working Reagent. Die angegebenen Mengen

beziehen sich immer auf eine Capture Plate.

Waschpuffer 2,5 ml 20 x 1,5 ml 10% Lithium- 495 ml MilliQ Wasser
SSC Laurylsulfat

Amplifier Working 10,5 ml Amplifier Probe Diluent 10,5 pl Amplifier Probe

Solution

Label Probe Working 10,5 ml Label Probe Diluent 10,5 pl Label Probe

Reagent

Substrat Working 10,5 ml Substrat 31,5 pl 10% Lithium-

Reagent Laurylsulfat

2.3.3 Arbeiten mit Protein

2.3.3.1 Gewinnung des Gesamtproteins aus einer Zellkultur

FUr die Proteingewinnung mussten zunachst Lysate der Zellen hergestellt werden.
Daflir wurden von einer konfluent bewachsenen 94 x 16 mm Platte die Zellen mit
Hilfe einer Trypsin-Lésung abgelést und in 1 ml TEDT-Lysispuffer (20 mM Tris pH
7.5, 2 mM EDTA, 500 uM EGTA, 1 mM DTT, 0,5% (v/v) Triton X-100, 1 Tablette
Complete Proteinaseinhibitoren Cocktail von Roche) resuspendiert. Es folgte eine
Inkubation auf Eis fir 10 min und anschlieBend wurde fir 30 min bei 13200 rpm und
4°C zentrifugiert (Tischzentrifuge 4515R, Eppendorf). Der klare Uberstand wurde in
ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa3 Uberfihrt und zur Konzentrationsbestimmung
eingesetzt.

2.3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Hierzu wurde zun&chst eine Standard-Eichgerade von Rinderserumalbumin (BSA,
Sigma) aufgenommen. Dazu wurden 200 ul der Verdinnung (0; 4; 12; 20; 28; 40; 60;
80 pg/ml) mit 800 ul Roti®-Nanoquant-Arbeitslésung von Roth versetzt, in eine 2,5 ml
Plastikklvette (PMA-Einmalklvetten, Roth) tGberfihrt, nochmals gut gemischt und die
Absorption bei 450 nm und 590 nm bestimmt (General Purpose UV/Vis
Spectrophotometer DU520, Beckman Coulter). Fir die Probenbestimmung wurden
zu 10 pl Probe und 190 pl MilliQ Wasser 800 ul Arbeitsldsung pipettiert und ebenfalls
die Absorption bei 450 nm und 590 nm gemessen. Zur Bestimmung der
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Proteinmenge wurde der Quotient 590/450 gegen die Proteinmenge BSA
aufgetragen und aus der Geradengleichung der Eichreihe der Proteingehalt der
Proben errechnet (Bradford, 1976).

2.3.3.3 Elektrophorese in diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde,
wie bei Laemmli beschrieben, unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt
(Laemmli, 1970). Dazu wurden von den hergestellten Zelllysaten (Abschnitt 2.3.3.1)
jeweils 20 pug oder 40 ug mit 5 pl Proteinprobenpuffer (siehe Tab. 2.15) versetzt, bei
95°C fur 5 min denaturiert und auf ein SDS-Gel (siehe Tab. 2.15) aufgetragen. Als
GréBenstandard wurden pro Gel 10 ul Kaleidoscope Prestained der Firma BioRad
verwendet. Der Gellauf erfolgte bei 25 mA fir 1 h und 30 min mit 1 x SDS Laufpuffer
(sieche Tab. 2.16) und einer Elektrophoresekammer der Firma Amersham

Biosciences (Mighty Small Il fir 9x8 cm Minigele).

Tabelle 2.16: Aufstellung der fiir die SDS-Gelelektrophorese benétigten Reagenzien und Puffer.

Angegeben ist die Konzentration der einzelnen Bestandteile.

Angbaben fir 4 8x9 cm Sammelgel 5% (20 ml) Trenngel 10% (60 ml)
Minigele

MilliQ Wasser 13,6 ml 23,76 ml

30% Acrylamid-Mix (29:1, Roth) 3,4 ml 20,04 ml

1.0 M Tris pH 6.8 2,5ml

1,5M Tris pH 8.8 15,00 ml

10% SDS 0,2 ml 0,6 ml

10% APS 0,2 mi 0,6 mi

TEMED 0,02 ml 0,024 ml

5 x SDS Laufpuffer 24,8 mM Tris, 0,1% (w/v) SDS, 192 mM Glycin, auf 1 x SDS

Puffer verdiinnen fir Gellauf

5 x Proteinprobenpuffer 8,0 ml MilliQ Wasser, 2,0 ml 0,5 M Tris pH 6.8, 1,6 ml Glycerin,
3,2 ml 10% (w/v) SDS, 0,8 ml B-Mercaptoethanol, 1 SpSp
Bromphenolblau (Sigma)
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2.3.3.4 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen (Western-Blot)

Fir den Transfer der elektrophoretisch getrennten Proteine (siehe Abschnitt 3.3.3.3)
auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond™-C extra, Amersham Biosciences), wurde
die sogenannte ,semi-dry“ Methode verwendet. Daflr wurden Whatman-Filterpapiere
(Schleicher&Schuell) verschiedener Dicke, das SDS-Gel sowie die Membran in
unterschiedlichen Puffern (siehe Tab. 3-16) getrédnkt und in folgender Reihenfolge
luftblasenfrei in die Blotting-Kammer (Hoefer SemiPhor™, Amersham Biosciences)
geschichtet (siehe Abb.2.17) (Towbin et al., 1992; Burnette, 1981).

Blotting-Kammer oben

2x Chr 17 Filterpapier (dick) in Kathodenpuffer

3x 3MM Filterpapier (dtinn) in Kathodenpuffer

Nitrocellulosemembran in Anodenpuffer Il

2x 3MM Filterpapier (diinn) in Anodenpuffer Il

3x Chr 17 Filterpapier (dick) in Anodenpuffer |

+—
+—
+— SDS-Gel in Kathodenpuffer
+—

Blotting-Kammer unten

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung der beim Western-Blot verwendeten Schichtung, sowie
Puffer.

Je nach Anzahl und GréBe der SDS-Gele wurde bei unterschiedlichen Ampere-

Zahlen in 2 Phasen geblottet. Die Amperezahl lasst sich aus folgender Formel

berechnen:
Phase I: 1 h bei (a cm Gel x b cm Gel) x 0,4 x Membrananzahl = x mA
Phasell: 1 hbei(a cm Gel x bcm Gel) x 0,8 x Membrananzahl = x mA

Da die in dieser Arbeit verwendeten Minigele die MaBe 8 cm x 9 cm besaBen, wurde
bei einem Gel in der ersten Phase mit 30 mA gearbeitet und in der zweiten Phase
folglich mit 60 mA.

Tabelle 2.17: Zusammensetzung der verwendeten Blotting-Puffer.

Anodenpuffer | 300 mM Tris pH 10.4, 20% (v/v) Methanol

Anodenpuffer Il 30 mM Tris pH 10.4, 20% (v/v) Methanol

Kathodenpuffer 40 mM e-Aminocapronsaure, 0,01% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol
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5% Magermilchpuffer 12,5 g Magermilchpulver (Sucofin), 25 ml 10 x TBS, ad 250 ml
MilliQ Wasser
10 x TBS 1,5 M NaCl, 0,2 M Tris pH 7.5

Im Anschluss an die Blotting-Prozedur wurde die Membran fir 15 min in Ponceau
Rot gefarbt, um einen gleichmaBigen Proteintbertrag sicherzustellen. AnschlieBend
wurde die Hintergrundfarbung durch leichtes Schwenken in MilliQ Wasser entfernt
und zur Dokumentation eine Kopie der Membran erstellt.

Bis zum Immunologischen Nachweis der membrangebundenen Proteine wurde die
Membran in 5% Magermilchpuffer (siehe Tab. 2.16) eingelegt und bei 4°C maximal
16 h aufbewahrt.

2.3.35 Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine

Nach Immobilisierung von Proteinen an Nitrocellulosemembranen kénnen diese mit
spezifischen primaren Antikérpern nachgewiesen werden. Der Nachweis der
spezifischen Antigen-Antikdrper-Komplexe erfolgte durch die Bindung eines zweiten,
mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierten Anti-IgG-Antikérpers (Leary et al.,
1983). Eine Ubersicht der verwendeten Antikdrper ist Tabelle 2.17 zu entnehmen.
Durch anschlieBende Zugabe eines Substrat-Chromogen Gemisches kam es zu
einer Farbreaktion bzw. Chemilumineszenz, welche durch einen

Lumineszenzdetektor sichtbar wurde.

Zunéachst wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur in 5% Magermilchpuffer
geschwenkt, um die freien Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieBend wurde
dreimal flr 5 min mit je 100 ml 1 x TBSTween (siehe Tabelle 2.17) gewaschen und
dann fir 1 h der primare Antikérper in 20 ml 1% Magermilchpuffer zugesetzt. Nach
dieser Inkubation wurde erneut dreimal mit 1 x TBSTween gewaschen und die
Membran nachfolgend mit dem sekundaren IgG-Antikérper in 20 ml 1%
Magermilchpuffer unter leichtem Schitteln inkubiert. Nachdem die Membran erneut
gewaschen wurde, erfolgte die Detektion mittels Supersignal West Pico
Chemiluminescence Substrate der Firma Pierce. Dabei wurden die beiden
Komponenten der Detektionslésung im Verhaltnis 1:1 gemischt und gleichmaBig auf
der Membran verteilt, so dass etwa 100 pl/cm? Fliissigkeit die Membran bedeckten.
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Diese wurde sofort ins Dunkel gebracht und flr 5 min inkubiert. Danach wurde die
Membran kurz abgetropft und luftblasenfrei in eine Klarsichtfolie Gberflhrt. Die
restliche Entwicklerldésung wurde an den Seiten der Folie mit einem Papiertuch
abgesaugt und die Membran in eine Entwicklerkassette gelegt. Sofort wurde die
Lumineszenz im Bereich von 450 nm bis 500 nm im Chemilumineszenzsystem
Chemi-Smart 5000 der Firma Peqglab sichtbar gemacht und die Aufnahmen zur
Auswertung mittels der Chemi-Capt Software gespeichert. Zum Abschluss wurde die
Membran fir 30 min in STRIP-Lésung (siehe Tab. 2.18) geschwenkt und
anschlieBend an der Luft getrocknet, um die gebundenen Antikérper zu entfernen.
Somit ist eine erneute Detektion mit weiteren Antikbrpern méglich.

Tabelle 2.18: Uberblick der verwendeten primaren und sekundéren Antikérper fiir Ratte und Mensch

in der entsprechenden Konzentration und eingesetzten Verdinnung, sowie zusétzlich verwendete

Lésungen.
Primére Antikérper Sekundéare Antikdrper
Humane Zelllysate (HuH7) Anti  ASGPR1 (N-18) goat Donkey Anti goat IgG HRP
polyclonal 1gG (Santa Cruz), (Santa Cruz), 200 upg/ml,
200 pg/ml, eingesetzt 1:500 eingesetzt 1:1000 verd. in 1%
verd. in 1% Magermilchpuffer Magermilchpuffer
Anti  GAPDH (V-18) goat
polyclonal 1gG (Santa Cruz),
200 pg/ml, eingesetzt 1:500
verd. in 1% Magermilchpuffer
Rattenzelllysate (MH7777A) Anti  ASGPR1 (T-20) goat Donkey Anti goat IgG HRP
polyclonal IgG (Santa Cruz), (Santa Cruz), 200 ug/ml,
200 pg/ml, eingesetzt 1:500 eingesetzt 1:1000 verd. in 1%
verd. in 1% Magermilchpuffer Magermilchpuffer
Anti  GAPDH (V-18) goat
polyclonal 1gG (Santa Cruz),
200 pg/ml, eingesetzt 1:500
verd. in 1% Magermilchpuffer
Lésungen
Waschlésung 1x TBSTween 1 x TBS mit 0,02 % (v/v) Tween 20 (Roth)
STRIP-L&sung 0,2 M Glycin, 0,2 M HCI pH 1.8
2.3.3.6 Nachweis von Proteinen mit Hilfe des ELISA

Der in dieser Arbeit verwendete Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) stellt

ein Beispiel fir einen klassischen Sandwich-ELISA dar (siehe Abb. 2.15). Dieser wird
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verwendet, wenn aus einem umfangreichen Proteingemisch nur ein bestimmtes
Protein detektiert werden soll. Zu Beginn wurde der nicht-markierte Erstantikdrper an
den Boden der 96-well ELISA Platte gebunden. Danach wurde die Probe in Form

von Zelllberstdnden zugegeben und das Protein mit dem passenden Epitop an den

Erstantikbrper gebunden, die restlichen Proteine wurden ausgewaschen.

AnschlieBend wurde der mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Zweitantikbrper
zugegeben, welcher an einem anderen Epitop des bereits angelagerten Ziel-Proteins
bindet. Zum Abschluss wurde das Substrat o-Phenylendiamin zugegeben, welches in

Anwesenheit von Meerrettich-Peroxidase und H>O, zu einem wasserldslichen gelb-

orangen Produkt oxidiert wird (siehe Abb. 2.16). Dieses ist bei 492 nm

spektrometrisch messbar und erlaubt eine quantitative Messung des gebundenen

Proteins.

—
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung eines ELISA Experiments. Zuerst wird ein nicht-markierter
Erstantikérper an die Assay-Platte gebunden. AnschlieBend wird die Probe zugegeben, von der nur
Proteine mit dem richtigen Epitop an den Antikdrper binden. Zum Abschluss wird ein mit HRP
markierter Antikdrper zugegeben und Uber eine enzymatische Farbreaktion das gebundene Proteine

nachgewiesen.
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Abbildung 2.15: Chemische Darstellung der beim ELISA ablaufenden Enzymreaktion. Das Substrat
0-Phenylendiamin wird durch Meerrettichperoxidase und Zugabe von H,O, zu 2,2 -Diaminoazobenzen

oxidiert.
Praktische Durchflihrung

Einen Tag vor Versuchsbeginn wurde der Erstantikérper (AB 742, human Anti-ApoB
goat polyclonal, Chemicon) 1:1000 in PBS verdinnt und 100 pl/well G.N. bei 4°C an
den Boden der Polystyren 96-well Platte (EIA/RIA, Costa High Binding Plate, Cornig
Incorporated) gebunden. Optional konnte dieser Prozess auch bei 37°C fir 2 h am
Versuchstag durchgefihrt werden. AnschlieBend wurden mit einer 1% (w/v)
Rinderserumalbumin-Lésung (Roth) in PBS (300 pl/well) fir eine Stunde bei
Raumtemperatur die freien Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte blockiert. Durch
den nachfolgenden Waschvorgang (3 x 200 pl/well PBS) wird Uberschissiges BSA
und nicht gebundener Antikérper entfernt. Danach wurden 50 pl/well Zelliberstand
und 50 pl/well einer 0,5% igen BSA-Lésung in PBST (PBS und 0,1% Tween 20 von
Roth) auf die Platten gegeben. Zusétzlich wurde eine ApoB Eichreihe (40, 20, 10, 5,
2,5 ng in 0,5% igen BSA-Lésung in PBST) pipettiert. Der Ansatz wurde fur 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend erneut gewaschen (5 x 200 pl/well
PBST und 3 x 200 pl/well PBS), um die nicht gebundenen Proteine zu entfernen.
Nachfolgend wurde ein mit Meerrettich-Peroxidase konjugierter Antikérper (20HG1b,
human Anti ApoB goat polyclonal IgG-HRP, Academy Bio-Medical Co.) gegen das
Zielprotein zugegeben (1:1000 in 0,5% igen BSA-Lésung in PBST, 100 pl/well). Es
folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 1 h und 30 min. Danach wurde erneut
mit PBST und PBS gewaschen und 100 pl/well des chromogenen Substrats (1
Tabelette o-Phenylendiamin von Calbiochem in 11 ml 50 mM Citratpuffer pH 4.0 und
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11 ul H2O, von Calbiochem) zugegeben. Diese Lésung ist maximal 30 min stabil.
Innerhalb dieser Zeit trat durch die ablaufende Enzymreaktion eine Gelbfarbung auf,
welche durch die Absorption bei 490 nm mit einem Plattenphotometer
(Multilabelcounter Victor 1420) der Firma Perkin Elmer gemessen wurde. Vor der
Messung musste jedoch das Enzym mit 50 pl/well einer 2,5 N H>SO,4 inaktiviert
werden, da ansonsten durch eventuelle Verzégerungen das Ergebnis verfalscht

werden wirde (Soutschek et al., 2004a).
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3 Ergebnisse

Zur Entwicklung eines Therapeutikums auf RNAi-Basis, muBte zunachst ein Weg
gefunden werden, die siRNA ins Zytoplasma der Zellen einzubringen. Die negative
Ladung des Zucker-Phosphatrickgrats und das hohe Molekulargewicht von
Nukleinsauren verhindern allerdings eine passive Permeation der Zellmembran.
Durch die AnknUpfung kleiner Molekile an den 5°-Terminus des Sense Strangs der
siRNA sollte eine Aufnahme dieser Konjugate in das Zytoplasma erreicht werden
(siehe Abschnitt 1.5 Zielsetzung). Durch kurze organisch chemische
Synthesesequenzen sollten einige der ausgewahlten Verbindungen in das
entsprechende Phosphoramidit Uberfihrt werden. Dies ermdglichte eine Konjugation
dieser Verbindungen wahrend der RNA-Festphasensynthese an das 5°-Ende des
Sense Stranges. Eine weitere Mdglichkeit zur Ankntpfung kleiner Molekile war die
postsynthetische Kopplung. Hierzu wurde wéahrend der RNA-Synthese ein N-
Hydroxysuccinimid-Aktivester an die RNA gekoppelt und anschlieBend an der festen

Phase eine Amidbindung mit den eingesetzten Verbindungen geknipft.

Doch nicht nur die Aufnahme ins Zytoplasma, sondern auch die Aktivitat der
synthetisierten siRNAs stand im Fokus dieser Arbeit. So wurden die modifizierten
siRNAs in Zellkulturexperimenten mit und ohne Transfektionsreagenz hinsichtlich
ihrer Fahigkeit untersucht, eine posttranskriptionelle Hemmung der apoB

Genexpression zu bewirken.

3.1 Organisch-chemische Synthese

Die Einfiihrung chemischer Modifikationen am 5°-Terminus des Sense Stranges
einer siRNA wird toleriert, ohne die Aktivitat der siRNA zu beeinflussen (Czauderna
et al., 2003, Braash et al., 2003, Harbourth et al., 2003, Lorenz et al., 2004). Da die
synthetisierten Verbindungen am 5°-Ende des Sense Stranges eingeflhrt werden
sollten, bot sich eine Kopplung direkt im Anschluss an die RNA-Festphasensynthese
am Syntheziser an. Dazu mussten die herzustellenden Verbindungen entsprechend
modifiziert werden. Analog zu den Standard-Nukleotiden flir die Festphasensynthese
wurde eine Phosphoramidit-Gruppe eingebracht (siehe Kapitel 2.2.1). Diese wurde
flr jede Verbindung in der letzten Synthesestufe, der sogenannten Phosphitylierung,
an einer freien Hydroxyl-Funktion eingefihrt.
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3.1.1 Synthese des Steroid-Derivats Litho (3)

Lithocholsaure 1 wurde mit Di-n-decylamin umgesetzt, um das entsprechende Amid
2 zu synthetisieren (siehe Abb. 3.1). Als Aktivator fir die Carboxylgruppe der
Lithocholsdure diente 1 Aquivalent (Ag.) EDCI (Lorenz et al., 2004). Dieses
wasserldsliche Carbodiimid ermdglicht einen Angriff der Aminogruppe des Di-n-
decylamins an die Carboxylfunktion der S&ure. Zusatzlch wurde 1 Agq. DMAP
zugefligt und als Lésungsmittel ein Gemisch aus DMF und DCM gewahlt, (siehe
Abschnitt 3.3.2.1). Das Lithocholsaure-di-n-decylamid konnte nach Chromatographie
mit einer Ausbeute von 47,7% als gelber Feststoff erhalten werden.

Di-n-decylamin
DMAP, EDCI
DMF/DCM

(1-2:47,7 %)

Abbildung 3.1 Uberfiihrung von Lithocholsaure 1 ins S&ureamid 2.

Die freie Hydroxyl-Gruppe an Position 3 des Saureamids 2 wurde anschlieBend zum
Phosphoramidit umgesetzt, wie in Abbildung 3.2 gezeigt. Dazu wurden 3 Aq. DIPEA
und 1 Aq. 2-Cyanoethyldiisopropylchlorophosphoramidit eingesetzt (MacKellar et al.,
1992d). Die Reaktion wurde in wasserfreiem DCM unter Argon durchgefihrt. Auf
Grund der Saure-und Hydrolyseempfindlichkeit von Phosphoramiditen wurde bei der
Dinnschicht- und Saulenchromatographie dem Laufmittel jeweils 1% Triethylamin
zugesetzt und das Produkt unter Argonschutzgas bei -20°C gelagert.
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2-CEDICP, DIPEA,
DCM

H = (0]

2 \
(2-3:72,9 %) )\N/P\Ok\

Abbildung 3.2: Phosphitylierung von Lithochols&ure-di-n-decylamid 2.

3.1.2 Synthese des Cholesterin-Derivats Chol (6)

Zunachst wurde Cholesteryl-chloroformiat 4 durch Umsatz mit 1,2 Aqg. 6-
Aminohexanol, in Anwesenheit von 1,5 Ag. NaHCOs, in das entsprechende
Saureamid 5 Uberflhrt. Sowohl durch die gewahlte Reaktionstemperatur von 0°C
und das langsame Zutropfen von 6-Aminohexanol als auch die héhere Nukleophilie
des Stickstoffs konnte die chemoselektive Bildung des Amids gegentber dem Ester
beglinstigt werden (Romo et al., 1998). Das S&ureamid 5 konnte in einer Ausbeute
von 82,4% als weiBer, kristalliner Feststoff nach chromatographischer Reinigung
erhalten werden. Dieser wurde anschlieBend unter Argongegenstrom und Zusatz von
1,2 Ag. DIPEA, 1,5 Aq. 2-CETIP und 1,1 Ag. 0,5 M ETT als Aktivator an der freien
Hydroxyl-Gruppe phosphityliert (MacKellar et al., 1992c) und Verbindung 6 nach

Saulenchromatographie mit einer Ausbeute von 58,5% gewonnen (siehe Abb.3.3).
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6-Aminohexanol

NaHCO,

CH,CI,

4
o ¢ 0°C — RT
(4 - 5:82,4 %)

2-CETIP; DIPEA; ETT
ACN/CH,CI,

(5 -6:58,5 cyo) >7NH 6 CN

Abbildung 3.3: Zweistufensynthese von Chol 6.

3.1.3 Synthese des Lupan-Derivats Betulin (9)

Das pflanzliche Triterpen Betulin 7 besitzt interessante pharmakologische
Eigenschaften (Singh et al., 2002) und zudem an Position 3 eine sekundare und an
Position 28 eine primare freie Hydroxyl-Funktion. Auf Grund der unterschiedlichen
Reaktivitat beider Gruppen und des sterischen Bedarfs der Trityl-Gruppe konnte
durch Zugabe von 1,5 Ag. DMT-CI die primare Hydroxyl-Gruppe trityliert werden, um
Verbindung 8 mit 64,2% Ausbeute zu erhalten (MacKellar et al., 1992b).
AnschlieBend wurde die sekundare Hydroxyl-Funktion analog zu Verbindung 6 mit
einer  Phosphoramiditgruppe  versehen.  Hierzu wurden 1,5 Ag. 2-
Cyanoethyletraisopropylphosphan, 1,2 Ag. DIPEA und 1,1 Aq. ETT eingesetzt. Das
resultierende Produkt 9 (siehe Abb. 3.4) konnte nach Reinigung in 33,5%iger

Ausbeute gewonnen und Uber die Amidit-Funktion an die RNA gekoppelt werden.
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DMT-CI
OH
Pyridin
. _—
HO 7 (7 - 8: 64,2 %)

2-CETIP, DIPEA, ETT
ACN

(8-9:33,5%)

N—P — AN
‘< \01 °

CN

Abbildung 3.4: Umsetzung von Verbindung 7 zum Tritylether 8 und anschlieBende Phosphitylierung
zu Produkt 9.

3.1.4 Synthese des Steroid-Derivats 3BChol (11)

Im Fall von 3-B-Cholestanol 10 wurde direkt an Position 3 des Ringsystems die
Phosphitylierung der freien Hydroxyl-Funktion durch Umsetzung mit 1,5 Aq. 2-CETIP,
1,2 Ag. DIPEA und einem 1,1 molaren Uberschuss an Aktivator durchgefiihrt. Die
Reaktion lieferte Produkt 11 mit einer Ausbeute von nur 20% nach
chromatographischer Reinigung.

2-CETIP, DIPEA, ETT
ACN

o T 10 (10 - 11: 20 %)

Abbildung 3.5: Umsetzumg von 3-Beta-Cholestanol 10 zum Phosphoramidit 11.

3.1.5 Synthese des Galaktose-Derivats GAL (18)

Die Synthese des Galaktosylamidits 18 wurde Uber drei verschiedene Strategien
verfolgt.

Méoglichkeit A lieferte zunéachst nach Reaktion des Glykosyldonors (Edukt 12) mit 1,5
Aq. 4-cis-Benzyloxy-2-buten-1-ol (Glykosylakzeptor) unter Lewis-Saurekatalyse mit
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BFs-Etherat das entsprechende Galaktopyranosid 13 in 68,2% Ausbeute. Das
vollstandig deacetylierte Produkt 14 konnte nach basischer Esterspaltung in einer
Ausbeute von 77,2% gewonnen werden. Nach Einfiihrung der MMT-Gruppe in 14 mit
1,5 Ag. MMT-CI in Pyridin und anschlieBender Peracetylierung von 15 mittels
Acetanhydrid wurde die Benzylschutzgruppe durch katalytische Hydrogenolyse Uber
Palladiumhydroxid auf Aktivkohle entfernt und gleichzeitig die Doppelbindung
hydriert. Der dabei entstandene Alkohol 17 wurde mit einer Ausbeute von 70,4%
erhalten. Zum Abschluss konnte die primare Hydroxyl-Funktion des B-Glykosids mit
1,5 Ag. 2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan mit einer Ausbeute von 82,8% zu
Verbindung 18 phosphityliert werden (siehe Abb. 3.5 und 3.6).

Bei Méglichkeit B wurde der gleiche Syntheseweg eingeschlagen, anstelle von 4-cis-
Benzyloxy-2-buten-1-ol als Aglykon wurde hier mit 4-Benzyloxy-1-butanol gearbeitet,
um das entsprechende Pyranosid 13a zu synthetisieren. Die anschlieBende
Deacetylierung lieferte Produkt 14a mit einer Ausbeute von 88,6%. Im Anschluss an
die Tritylierung 15a, Peracetylierung 16a und Hydrogenolyse konnte der freie Alkohol
17 mit 46,5% Ausbeute erhalten werden. Die Phosphitylierung flihrte zu Verbindung
18, welche mit einer Ausbeute von 66% gewonnen wurde (siehe Abb. 3.5 und 3.6).
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Abbildung 3.6: Synthesestrategien A und B zur Herstellung von tritylierten Galaktopyranosiden 16

und 16a.
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Abbildung 3.7: Umsetzung von tritylierten Galaktopyranosiden (16 und 16a) durch katalytische
Hydrogenolyse 17 und Phosphitylierung zum Galaktosylamidit 18.

In Méglichkeit C (Abb. 3.8) wurde eine andere Synthesestrategie verfolgt. Zu Beginn
wurde die Hydroxyl-Funktion am anomeren Zentrum des Edukts 12 durch Zusatz von
1,2 Ag. Benzylamin deacetyliert und somit D-Galaktosetetraacetat 19 erhalten. Im
Anschluss wurde die O-Glykosidierung nach der Trichchloracetimidat-Methode von
R.R. Schmidt durchgefihrt (Schmidt und Kinzy, 1994), indem durch Umsatz mit 0,4
Aq. DBU und einem 4 molaren Uberschuss an Trichloracetonitril das entsprechende
O-Galaktosyl-trichloracetimidat 20 mit 71,5% Ausbeute synthetisiert wurde. Unter

Saurekatalyse und Zusatz des entsprechenden Aglykons sollte das gewlinschte -
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Glykosid erhalten werden (Rio et al., 1993). Vorangegangene Testreaktionen
zeigten, dass bei der Umwandlung in das TBS-geschltze Pyranosid 21 zahlreiche
Nebenprodukte entstanden, welche nicht naher charakterisiert wurden. Um eine
moglichst hohe Syntheseausbeute zu erhalten, wurde bei einer Temperatur von -
78°C und einem 1,5 molaren Uberschuss TBS-Butanol sowie 0,25 Aqg. Silbertriflat
gearbeitet (Yang et al., 2000b). So konnte das entstandene Produkt 21 mit einer
Ausbeute von 78% isoliert werden. Die anschlieBende Deacetylierung flhrte zu
Verbindung 22 und wurde sodann mit einem 1,5 molaren Uberschuss an MMT-CI
trityliert, um Verbindung 23 herzustellen. Diese wurde direkt mit 4 Ag. Acetanhydrid
pro freier Hydroxyl-Gruppe in Pyridin acetyliert. Hier konnten allerdings keine
sauberen Produktfraktionen der peracetylierten Verbindung 24 mit Hilfe der
Saulenchromatographie isoliert werden. Daher wurde das Produkt in zwei Ansatze
geteilt und durch Zusatz von 1,5 Aq. TBAF die TBS-Schutzgruppe entfernt. Die
Entschitzung lieferte Verbindung 17 mit Ausbeuten von 52% und 70,7%. Im letzten
Syntheseschritt wurde die Phosphitylierung der freien Hydoxylfunktion durch
Reaktion mit 1,5 Aqg. 2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan durchgefiihrt und das
Galaktosylamidit 18 mit 74,3% Ausbeute erhalten. In Abbildung 3.8 ist die
durchgefiihrte Synthesestrategie schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.8: Mdglichkeit C zur Darstellung des tritylierten Galaktoseamidits 18.

3.1.6 Synthese eines N-Acetyl-galaktosamin-Derivats 26

Fir die Synthese eines phosphitylierten N-Acetyl-galaktosamins wurde die
Synthesevariante A (Abschnitt 3.1.4) gewahlt. Die Umsetzung von N-Acetyl-
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galaktosamin 25 mit einem 1,5 molaren Uberschuss 4-cis-Benzyloxy-2-buten-1-ol
unter Zusatz von BFs-Etherat fihrte jedoch nicht zum gewlnschten Pyranosid 26.
Nach 24 h Reaktionszeit konnte kein Produkt detektiert werden (siehe Abb. 3.9).

4-Cis-Benzyloxy-2-buten-1-ol

BF,Et,0
&4 - Nk
H H
AcONH OAc Acm/o /\Q
H NHH > o \—/°
— H = H
o o)
25 0°C — RT 26

Abbildung 3.9: Umsetzung von N-Acetyl-galaktosamin 25 mit 4-cis-Benzyloxy-2-buten-1-ol.

3.2 RNA-Synthese

In der vorliegenden Arbeit sollten verschieden modifizierte siRNAs, welche sich
gegen die apoB m-RNA richteten, hinsichtlich ihrer Zellaufnahme und ihres RNA-
Interferenzeffekts untersucht werden. Dies setzt voraus, dass die verwendete siRNA-
Grundsequenz ohne 5°-Sense Modifikation bei Transfektion einen messbaren
Interferenzeffekt zeigt. Der gewlnschte Effekt beinhaltet eine deutliche Reduktion
von ApoB, sowohl auf m-RNA- als auch auf Protein-Ebene. Daher wurde eine apoB
Grundsequenz gewahlt, welche in unterschiedlichen in vitro Experimenten der
Alnylam Europe AG als die Potenteste identifiziert wurde (ORF Position 10049 —
10071) (Soutschek et al., 2004j). Der Sense Strang setzt sich aus 21 Nukleotiden
zusammen und der Antisense Strang besteht aus 23 Nukleotiden, so dass sich ein 2
Nukleotid-Uberhang am 3’-Ende des Antisense Stranges ergibt (siehe dazu Kapitel
2.2). Diese apoB Grundsequenz wurde fiir alle 5°-Sense Modifikationen eingesetzt
und mit den kommerziell erhalilichen 5°-0O—-(4,4"-dimethoxytrityl)-3"-O—(2—
cyanoethyl-N,N-diisopropyl)-Phosphoramiditen von Uridin, 4-N-tert-
Butylphenoxyacetylcytidin,  6-N-tfert-Butylphenoxyacetyladenin ~ und  2-N-tert-
Butylphenoxyacetylguanosin Monomeren nach einem Standard-Protokoll flr die
RNA-Festphasensynthese hergestellt (Damha und Ogilvie, 1993). RNA-Strange mit
einem Phosphorothioat-Rickgrat, zur Erhdhung der Nukleaseresistenz, wurden
durch Oxidation des Phosphits mit Beaucage Reagenz oder mittels EDITH
eingefuhrt, siehe Kapitel 2.2 (Xu et al.,, 1996a). Fir die Einfihrung von 2°-O-
Methylmodifikationen (Abb. 1.9) an der Ribose wurden entsprechend modifizierte,
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kommerziell erhaltliche Nukleotide verwendet. Des Weiteren wurden in den in vitro
Experimenten modifizierte siRNAs als Negativkontrollen verwendet. Diese waren
gegen die bcl2 m-RNA, als endogen exprimiertes Zielgen, oder gegen gfp gerichtet,
welches nicht in den Zielzellen exprimiert wird. Die Synthese dieser siRNAs erfolgte
ebenfalls nach dem Standard-Protokoll (Damha und Ogilvie, 1993).

Die synthetisierten Amidite 3, 6, 9, 11 und 18 konnten analog zu den kommerziellen
Standard-Amiditen in der Festphasensynthese eingesetzt werden. Abbildung 3.10
gibt einen Uberblick der hergestellten Amiditverbindungen.

Abbildung 3.10: Gezeigt sind die Strukturformeln der hergestellten Amidite, welche in der RNA-
Festphasensynthese an das 5°-Ende des Sense Stranges gekoppelt wurden. 3 Litho-Amidit, 6 Chol-
Amidit, 9 Bet-Amidit, 11 3BChol-Amidit und 18 Gal-Amidit.

Durch den Einsatz spezieller Linker-Amidite (SB, TEG und C12, siehe Kapitel 2.2.1)
und anschlieBender Kopplung der synthetisierten Amidite konnte das Spektrum der
Modifikationen erweitert werden (hierzu siehe Kapitel 2.2.10 und Tabelle 3.1).
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Die Kopplung von Aminen, Aminosduren und Dipeptiden erfolgte erst im Anschluss
an die Festphasensynthese. Hierzu wurde die synthetisierte RNA jedoch auf dem
Tragermaterial belassen und die zu konjugierenden Substanzen mit Hilfe der
~Spritzenmethode” postsynthetisch gekoppelt (siehe Kapitel 2.2.3). Durch eine
aktivierte N-Hydroxysuccinimid-Sauregruppe (NHS-Ester) an der RNA und Zusatz
des entsprechenden Amins wurde so eine Amidbindung geknupft, die wahrend der
Abspaltung von der Festphase und der einhergehenden Basen- und
Phosphatentschiitzung stabil blieb (siehe Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Ubersicht der Modifikationen am 5°-Terminus des Sense Stranges mit der verwendeten

Abkurzung und der Strukturformel unter Einbeziehung der Konjugation an die RNA.

Abkiirzung Strukturformel
Cyclohep o
0-P—0
O  RNA
Oy
of
Cyclodod

Deh

Dimethoxy O~ o
|
/ 0—P—0
/\Q\O O RNA
HN
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Abkilirzung Strukturformel
Diphenyl O O
o}
0—P—0,
® RNA
NH
of
Dibutyl //J
N o
//J 0—P—0.
® RNA
HN)\/\/\/\/\/
of
Ar HN
J >\§NH2 (o}
HW NH 0—P—0,
O 'RNA
0 W
o
GlyPhe oH .
o) Q
o W o—ﬁ—o_HNA
\ o}
HN\)\NH
o
GlyTyr OH
o O
o] iQ o
QLNH o—g—o_RNA
N)H\/\/\/\/\/
o
GlyLeu OH

o
NH 0—P-0
O RNA
NH
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Abkilirzung Strukturformel

Carn

Litho

Bet

3BChol

C12

C123BChol
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Strukturformel

Abkilirzung

SB3BChol
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Q
=
m
w

o)

O—P—O0RNA

SBTEG
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Abkilirzung Strukturformel
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¢
Cl)/(CH2CH20)4—Cl|3)> o}
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i i
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o o
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Abkilirzung Strukturformel
SBTEG
2xChol
| o}
o/(CH2CH20)4—ﬁ—O\/\/\/\NH&O
| (0]
o'—||==o
C 9
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o o
|
o—||==o
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1xGAL HO OH
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H |
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Abkilirzung Strukturformel
SBTEGGAL o °oH
H 7O o
HO H o\/\/\ !
b OHY O-P—(CH2CH20)4
AN
0 0
I
0=P—0
o 7
%O—?—OF{NA
o ©O
H H 0=p—0
OH o) o}
:?I%—'\l—('o/\O\/\/\o P—(CHoCH20)4
HO ©

Nach Abspaltung vom Tragermaterial, Basenentschiitzung und 2’-Desilylierung
wurden die Rohprodukte mittels HPLC und Massenspektometrie analysiert und

anschlieBend mittels praperativer HPLC gereinigt.

3.2.1 Reinigung und Charakterisierung von Einzelstrang-RNA

Je nach Art der eingefihrten 5°-Modifikation wurden verschiedene

Reinigungsmethoden mittels HPLC evaluiert.

Die Amin-, Aminosauren- und Dipeptid-gekoppelten RNA-Einzelstrdénge wurden Uber
eine Phasenumkehr-Methode (RP—Reversed Phase) mit einem
Lésungsmittelgemisch aus 100 mM TEAA und 100 mM TEAA mit 90% ACN Uber
einer XTerra Saule gereinigt (siehe Kapitel 2.2.6). Beispielhaft ist die praparative
Reinigung und anschlieBende Charakterisierung Gber LC-MS des GlyTyr-Konjugats
gezeigt (Abb.3.11, 3.12 und 3.13).
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Abbildung 3.11: LC-Analyse und ESI-MS Spektrum des GlyTyr Rohprodukts.

Der Hauptpeak im LC-Chromatogramm des Rohprodukts eluierte bei 7,70 min und

konnte anhand der theoretisch bestimmten Masse von 7112 Da als das gewinschte

Konjugat durch das ESI-MS Spektrum identifiziert werden.

Abbildung 3.12: Chromatogramm der

mAU

4000 4

3000 A

2000 A

1000 A

1 _260nm
2 _280nm

2.0 0.0 2.0 40 6.0 8.0 10.0

min

praparativen Reinigung des GlyTyr-Konjugats Uber

Phasenumkehr-Chromatographie. Gezeigt ist die Absorption bei 260 nm (blau) und 280 nm (rot) sowie

der programmierte Gradient (griin), die Leitfahigkeit (braun) und der Injektionspeak (rosa).

Im gezeigten Chromatogramm (Abb. 3.12) sind drei Hauptpeaks (2—4) und ein kleiner

Nebenpeak (1) zu erkennen, welcher die Fehlersequenzen der RNA-Synthese



100 3 Ergebnisse

reprasentiert. Nach Fraktionierung und massenspektrometrischer Analyse konnte
Peak 2 als das Volllangenprodukt des unkonjugierten RNA-Einzelstrangs identifiziert
werden, Peak 3 enthélt den Carbonsaure-gekoppelten Einzelstrang nach Abspaltung
der NHS-Aktivester-Gruppe und Peak 4 stellte sich als das gewiinsche konjugierte

Produkt heraus (siehe auch Abb. 3.12, 3.13 und 3.14).

o}
Il
. HO-P—0O
Peak 2: P "MRNA
HO
Peak 3: Wo 0
o” \//P\o
0 1
(0] OH OH
Yol
Peak 4: NH

unkonjugierter
Einzelstrang

Cqy-Carbonséure
konjugierter
Einzelstrang nach
Hydrolyse des
NHS-Aktivesters

Produkt: GlyTyr
gekoppelter
Einzelstrang

Abbildung 3.13: Auflistung der nach préaparativer Phasenumkehrchromatographie isolierten Produkte.

Allgemein ist anzumerken, dass bei allen Konjugaten dieser Gruppe das gleiche
Elutionsprofil beobachtet werden konnte, was eine Identifizierung des gewinschten
Produkts erleichterte.
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Abbildung 3.14: LC-Analyse und ESI-MS Spektrum des iber HPLC gereinigten Produkts von GlyTyr.
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Bei der Reinigung und Charakterisierung des Dehydroabietylamid-Konjugats (Deh)

wurde nicht nur das gewlnschte, sondern auch ein um 4 Da gréBeres Produkt

identifiziert (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: Chromatogramm der préparativen Reinigung des Deh-Konjugats.

Bei Reinigung Uber Phasenumkehrchromatographie spaltete sich der Produktpeak

des Deh-Konjugats nochmals in zwei Peaks auf (Abb. 3.15).

Anhand der LC-Analyse (Abb. 3.16) lieBen sich zwei Peaks bei 2,47 min und 7,49
min nachweisen. Das ESI-MS Spekirum zeigte das gesuchte Produkt mit einer

Masse von 7158 Da und das Nebenprodukt mit 7161 Da, welches wahrscheinlich auf

eine Verunreinigung im Ausgangsmaterial des Dehydroabietylamins zurtickzufiihren

ist (siehe Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: LC-Analyse des Rohprodukts und ESI-MS Spektren der gereinigten Deh-Konjugate.

Die RNA-Einzelstrdnge, welche mit hydrophoben steroid-ahnlichen Gruppen
versehen wurden, konnten ebenfalls Gber Phasenumkehrchromatographie gereinigt
werden. Dazu wurde ein Lésungsmittelgemisch aus 5 mM NaxHPO4, 5 mM NaH,PO4
pH 6.86 und 5 mM NaHPO,4, 5 mM NaH,PO, pH 6.86, 65% ACN verwendet und
Uber eine selbstgepackte Kronlab Saule (Polystyrol, 15 um) gereinigt. Als Vertreter
dieser Gruppe wird das C12-3-Beta-Cholestanol-Konjugat im folgenden Abschnitt
naher erlautert. Abbildung 3.17 zeigt das entsprechende Chromatogramm der

praparativen Reinigung und in Abbildung 3.18 ist die LC-MS Analyse dargestellt.
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Abbildung 3.17: Chromatogramm der Reinigung des C12-3BChol-Konjugats mittels Reversed Phase.

Bei der Reinigung des C12-3BChol Konjugats traten keine weiteren Peaks auf. Die
unkonjugierte RNA lieB sich auf Grund des Hydrophobizitdtsunterschieds sehr gut
vom Produkt trennen (Abb.3.17), welches anschlieBend per LC-MS analysiert wurde.

000 - 34,35
00—

17.35

a0~

rel. Intensitat

043 150 246 520 427 508 53T 1214 1302 w03 B jess 55 2053

TA3 825 316 3&7 1073

2209

2357 2460 2530

2741 2636

Zeit in min

1 z 3 4 5 [} 7 8 a 0 LU CE R T ] [ w3 B0 Bl @ 25 a4 25 26 27 &%
Time fmind

7356.0

=]
=
|

@
=

=
=

7378.0

=
=

rel. Intensitat
=

7399.0
ToESE0 7y g o2l i 74700
N ]

r7e Masse in Da

6116.0 6210.0 G357.0 G436.0 G530 BSEL0 67650 £946.0 7011.0
e T

0y Prerp— L M L

T T T 1
G000 6200 G400 BEOO G800 7000 7100

T
7400

Abbildung 3.18: LC-Spur und ESI-MS Spektrum des C12-3BChol-Konjugats nach praparativer
Reinigung.

Wie aus Abbildung 3.18 in der LC-Analyse ersichtlich, eluierte die gewlinschte
Verbindung nach 18 min und konnte anhand der theoretisch ermittelten Masse von
7357,9 Da als das gesuchte Konjugat identifiziert werden.
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Bei der Synthese der verzweigten Cholesterin-Modifikationen war eine schlechte

Kopplungseffizienz beider Cholesterin-Amidite zu beobachten, so dass bei der

Reaktion mit SBChol der einfach modifizierte RNA-Strang entstand, wahrend bei der

Synthese von SBTEGChol das einfach und doppelt konjugierte Produkt isoliert

werden konnte.
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Chromatogramm der Reinigung des SBTEGChol Konjugats

Abbildung 3.19:

Phasenumkehrchromatographie.

Abbildung 3.20 zeigt nochmals die Struktur der beiden isolierten Produkte.

mittels
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Abbildung 3.20: Gezeigt sind die bei der Synthese von SBTEGChol entstandenen Strukturen.
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Abbildung 3.21: LC-Analyse und ESI-MS Spektren der SBTEGChol Fraktionen.
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Anhand der aufgenommenen LC-MS Daten konnten beide Produkte identifiziert
werden. In der LC-Spur war nach 19 min die Elution des einfach konjugierten
Produkts, mit einer theoretisch ermittelten Masse von 7899,2 Da, zu detektieren. Das
zweifach modifizierte Produkt eluierte nach 32,2 min und konnte der kalkulierten
Masse von 8491,9 Da im ESI Spektrum zugeordnet werden (Abb. 3.21).

Die Zucker-konjugierten RNA-Einzelstrange wurden {ber Anionenaustauch-
chromatographie mit einem Lésungsmittelsystem bestehend aus 10 mM NaClQOy, 20
mM Tris, 1 mM EDTA, 6 M Harnstoff pH 7.4 20% ACN und 800 mM NaClO,4, 20 mM
Tris, 1 mM EDTA, 6 M Harnstoff pH 7.4 20% ACN mit Hilfe eines Gradienten Uber
eine Dionex Saule gereinigt. Durch die Kopplung des Galaktoseamidits verringerte
sich die Wechselwirkung mit dem Anionenaustauschharz, so dass fir das 2xGAL-
Konjugat eine Elution vor dem unkonjugierten RNA-Einzelstrang beobachtet wurde
(Abb. 3.22).

unkonjugierter

Einzelstrang
mAU
2xGAL-
3000 A Konjugat

UV1 260nm
UV2 280nm

2000 A

0.0 10.0 200 300 400  min

Abbildung 3.22: Chromatogramm der praparativen Reinigung des 2xGAL konjugierten RNA-
Einzelstrangs mit Anionenaustauschchromatographie.

Nach praparativer Reinigung wurde das isolierte Produkt wieder mit Hilfe der LC-MS
charakterisiert. Der LC-Lauf und das entsprechende ESI-MS Spektrum finden sich in
Abbildung 3.23.
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Abbildung 3.23: LC-Analyse und ESI-MS Spektirum des 2xGAL konjugierten Einzelstrangs nach
HPLC-Reinigung.

Nach 5,89 min eluierte das konjugierte Produkt, welches eine Masse von 7268 Da

aufwies und in hoher Reinheit gewonnen werden konnte.

Die verzweigten Zucker-Modifikationen SBGAL und SBTEGGAL wurden ebenfalls
Uber die gleiche Methode gereinigt. Allerdings erwies sich die chromatographische
Abtrennung von der unkonjugierten RNA als wesentlich schwieriger, so dass ein
Kompromiss zwischen Reinheit und Ausbeute eingegangen werden musste. In
Abbildung 3.24 ist beispielhaft die préparative Reinigung des SBTEGGAL Konjugats
mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie gezeigt.
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Abbildung 3.24: Chromatogramm

Anionenaustauschchromatographie.
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der praparativen Reinigung des SBTEGGAL Konjugats mit

Die Reinigung Uber den Anionenaustauscher lieferte eine gute Trennung des

Volllangenprodukts von den Fehlersequenzen und es konnte ein Hauptpeak isoliert

werden. Im Anschluss erfolgte die Analyse mittels LC-MS (siehe Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: LC-Analyse und ESI-MS Spektrum des SBTEGGAL konjugierten Einzelstrangs nach

praparativer Reinigung Uber einen Anionenaustauscher.
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Die LC-Analyse zeigte zwei Peaks. Das erste Rohprodukt eluierte bei 7,05 min und
stellt den unkonjugierten Einzelstrang dar. Das Hauptprodukt eluierte bei 7,51 min
und konnte anhand des ESI-MS Spektrums als das gewiinschte Konjugat mit einer
theoretischen Masse von 7936,9 Da identifiziert werden (Abb. 3.25). Zwar lie3 sich
die unkonjugierte RNA im analytischen LC-Lauf vom gewinschten Produkt trennen,
aber eine Ubertragung der Bedingungen fiir die préparative Reinigung war nicht
moglich, da die Verhélinisse des analytischen Laufs der LC-Analyse (Cis
Saulenmaterial und 2,5 pm) nicht in der praparativen Methode (Cg Saulenmaterial

und 5 um) angewandt werden konnten.

Weiterhin wurden die RNA-Einzelstrange nach der Synthese, der anschlieBenden
chromatographischen Reinigung mittels HPLC und nachfolgenden Entsalzung
hinsichtlich der Ausbeuten durch eine Absorptionsmessung bei 260 nm untersucht.
In der folgenden Tabelle 3.2 sind nochmals alle wichtigen Parameter der RNA-
Synthese aller Konjugate zusammengefasst. Aus den optischen Dichten bei 260 nm
der gereinigten Einzelstrange konnte mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten die
Konzentration berechnet werden. Dabei wurde angenommen, dass die konjugierten
Gruppen keinen Beitrag zur Absorption bei 260 nm leisten. Des Weiteren wurde Uber
eine analytische Anionenaustauschchromatographie die Reinheit der isolierten
Produkte bestimmt und diese nur bei einer Reinheit groBer 85% zur Hybridisierung
mit dem entsprechenden Antisense Strang eingesetzt.

Tabelle 3.2: Angegeben sind die verwendeten Abkirzungen der Konjugate, die optischen Dichten bei
260 nm, die daraus berechneten Konzentrationen und notwendigen Extinktionskoeffizienten, die

kalkulierten und experimentell bestimmten Massen eines jeden Konjugats.

Bezeichnung Rohausbeute Ausbeute ¢ Konz. Masse Masse

[OD/ml] [OD/ml] [I/mol*cm] [uM] kalkuliert  exp.
[M+H'] bestimmt

Cyclohep 113,0 15,4 212100 72,61 6987 6985

Cyclodod 112,0 6,4 212100 30,17 7056 7055

Deh 115 18,2 212100 85,81 7158 7158

Deh + 4 11,6 212100 54,69 7161 7161

Dimethoxy 120,0 12,8 212100 60,35 7054 7054

Diphenyl 119,0 9,8 212100 46,20 7070 7069
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Bezeichnung Rohausbeute Ausbeute € Konz. Masse Masse
[OD/ml] [OD/mlI] [I/mol*cm] [uM] kalkuliert exp.
[M+H'] bestimmt
Dibutyl 86,0 9,3 212100 59,88 7059 7058
Arg 95,0 13,6 212100 64,12 7062 7060
GlyPhe 89,0 10,2 212100 48,09 7095 7094
GlyTyr 93,0 16,7 212100 78,74 7112 7111
GlyLeu 101,0 8,5 212100 40,08 7062 7061
Carn 126,0 36,4 212100 171,62 7100 7099
Litho 107,0 29,2 212100 137,67 7360 7359
Bet 108,0 26,6 212100 125,41 7146 7144
3BChol 113,0 29,0 212100 136,73 7093 7090
C12 119,0 35,5 212100 167,37 6906 6905
C12 3BChol 135,0 33,7 212100 158,89 7357 7356
SB3BChol 78,0 14,0 212100 66,01 7696 7695
SB1xChol 184.,0 4,0 212100 18,86 7368 7367
SBTEG 3BChol 177,0 33,0 212100 155,59 8209 8209
SBTEG 1xChol  200,0 16,4 212100 77,32 7899 7898
SBTEG 2xChol 3,0 212100 14,14 8491 8490
1xGAL 124,0 28,3 212100 133,43 6956 6955
2xGAL 107,0 23,7 212100 111,74 7270 7268
SBGAL 218,0 126,0 212100 594,06 7423 7423
SBTEGGAL 254,0 79,0 212100 372,47 7936 7934.8
SBTEG 42,2 212100 198,92 7311 7309
B442 SBGAL 221,5 35,2 199600 176,35 7483 7482
B442 178,0 50,0 199600 250,30 7993 7991

SBTEGGAL
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3.2.2 Darstellung von Doppelstrang-RNA

Fir die folgenden Experimente wurden die am 5°-Ende modifizierten Sense Strange
mit dem entsprechenden Antisense Strang hybridisiert. Die so entstandenen siRNAs
waren charakteristischerweise Gber einen Bereich von 21 Nukleotiden doppelstréngig
und wiesen einen Uberhang von zwei Nukleotiden am 3°-Ende des Antisense
Stranges auf. Der Sense Strang entsprach dabei der apoB m-RNA (ORF Position
10049 — 10071) und der Antisense Strang war komplementar zu diesem. Die
durchgefihrte Hybridisierung der Einzelstrange wurde mit Hilfe der nativen
Gelelektrophorese Uberprift. Vorhandene Einzelstrang-Banden, die eventuell
unterhalb der siRNA zu erkennen sind (Abb. 3.26), kdnnen auf Schwankungen bei
der Konzentrationsbestimmung oder auf Pipettierungenauigkeiten zurickgefihrt
werden. Diese sind jedoch flr in vitro Experimente nicht von Belang. Des Weiteren
ist in Abbildung 3.26 ein kirzeres Laufverhalten der apoB-Sequenz zu erkennen,

welches auf die 3°-Cholesterin-Konjugation zurtickzuftihren ist.

apoB bcl2 apoB apoB
<+—— Probenauftrag
s «——— Chol-modifizierte dsRNA

unmodifizierte dsRNA e p - —— - 5’-Sense modifizierte dsRNA
< ssRNA

Abbildung 3.26: Uberpriifung der vollstandigen Hybridisierung der RNA-Einzelstrange nach nativer

Elektrophorese in 10%igen Acrylamidgelen.

3.3 Analyse der siRNAs in einer humanen Leberkarzinomzelllinie

Um eine posttranskriptionelle Hemmung der apoB Genexpression nachzuweisen,
musste zunachst eine Zelllinie gewahlt werden, welche apoB in ausreichender
Menge exprimiert. Hierzu wurden verschiedene Leberkarzinomzelllinien hinsichtlich
ihnrer apoB Expression getestet und die optimale Zellzahl/Ansatz anhand einer
Verdinnungsreihe bestimmt (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der erzielten Daten
wurde die humane Zelllinie HuH7 fir die verschiedenen Transfektions- und
Inkubationsexperimente ausgewahlt und die Reduktion von ApoB durch die RNA-
Interferenz indirekt mittels ELISA auf der Proteinebene nachgewiesen. Ein direkter
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Nachweis der Reduktion von apoB erfolgte mit Hilfe der b-DNA Methode, durch
Detektion der in den Zellen vorhandenen m-RNA.

3.3.1 Posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression in vitro durch
Transfektion der siRNAs

Um die in vitro Aktivitdt der synthetisierten siRNAs zu bestimmen, wurden diese
zunachst mit Hilfe eines Transfektionsreagenzes in die HUH7 Zellen eingebracht. Die
so gewonnenen Daten sollten im Anschluss mit den Daten aus den
Inkubationsversuchen ohne Transfektionsreagenz verglichen werden. Hierzu wurden
verschiedene Transfektionsmittel, bei einer siRNA-Endkonzentration von 100 nM und
15000 Zellen/Ansatz, getestet. Am effektivsten zeigte sich hier Oligofectamine. 48 h
nach der Transfektion erfolgte der gleichzeitige Nachweis des ApoB Proteins im
Zelllberstand mittels ELISA und der m-RNA mit Hilfe der b-DNA Methode.

3.3.1.1 Reduktion des ApoB Proteins

Da es sich bei dem nachzuweisenden ApoB um ein sekretorisches Protein handelt,
konnte die Bestimmung der Proteinmenge anhand des Zelliberstandes aus dem
Transfektionsansatz erfolgen. Hierzu wurde ein klassischer Sandwich-ELISA genutzt,
bei dem aus einem Gemisch, mit Hilfe von zwei spezifischen Antikérpern, nur ein
bestimmtes Protein Uber die Umsetzung eines zugegebenen Substrats

spektrometrisch nachgewiesen wird.

Die folgende Abbildung 3.27 zeigt das Ergebnis der durchgeflhrten
Transfektionsexperimente auf Proteinebene. Dabei wurden aus drei unabhangigen
Experimenten mit jeweils Dreifachbestimmungen die Mittelwerte und die
Standardabweichungen  berechnet und diese auf die  mitgeflhrten
Transfektionsansatze der Negativkontrollen (gelb) bezogen. Der Mittelwert dieser
Kontrollansatze wurde dabei als 100% ApoB Gehalt angenommen. Des Weiteren
wurden mit Hilfe des ,Studentischen T-Tests* die P-Werte flr signifikante
Reduktionen berechnet, wobei die Negativkontrollen die eine Matrix und die
Mittelwerte eines siRNA-Konjugats die andere Matrix reprasentierten. Bei der
Berechnung der P-Werte wurde eine doppelseitige Beziehung (gepaarter T-Test)
angenommen und die Werte mit gleicher Varianz eingestuft, da sowohl die Kontroll-,

als auch die zu untersuchenden Ansatze gleiche Fehlerschwankungen aufweisen
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kénnen. So konnte fir alle P-Werte ein Ergebnis < 0,05 erhalten werden, was fir
eine hohe Signifikanz der ermittelten Reduktionen spricht. Ebenso wurde eine
unmodifizierte apoB Sequenz bei allen Experimenten mitgeflhrt, um eine eventuelle
Beeintrachtigung der Aktivitat durch die 5°-Modifikation des Sense Stranges zu

untersuchen.

Protein-Gehalt nach Transfektion mit 100 nM siRNA
150% -

=]
100% - { {

50% -

% ApoB Protein
relativ zu Kontrollwerten

0% -

Litho g
Betulin [T
3BChol [T+

cl2

C12-3BChol

apoB | (=]

Deh

Deh+4

b442
b442SBGAL [ HH

Dimethoxy
Arg

Carn
1xGAL

3'Chol S
mock | [

GlyPhe
Dibutyl

GlyTyr

GlyLeu
2xGAL
SBGAL
SBTEG
SBTEG1xChol

SBixChol [+
SB3Bchol S— ]

Cycloheptyl
Cyclodod
Diphenyl
SBTEG2xChol
SBTEG3BChol
SBTEGGAL
gfp3°Chol

Abbildung 3.27: Gezeigt ist der relative ApoB Protein-Gehalt der humanen Zelllinie HuH7 in % nach
Transfektion in Bezug zu den Mittelwerten der Negativkontrollen (gelb). Aufgefiihrt sind die Amin-,
Aminosauren- und Dipeptid-modifizierten siRNAs (hellblau), die Zucker-konjugierten Molekile
(dunkelblau) sowie die Steroid-derivatisierten siRNAs (blau). Weiterhin ist die mock-Kontrolle ohne
siRNA (weiB) und die unmodifizierte Sequenz apoB (rosa) dargestellt. Der Studentische T-Test lieferte
Werte von P < 0,05, so dass von einer Signifikanz der erhaltenen Reduktionen ausgegangen werden

kann.

Bei den Transfektionen mit Oligofectamine zeigten alle modifizierten siRNAs eine
Reduktion, mit Ausnahme des C12-3BChol Konjugats. Fir alle Zucker-modifizierten
siRNAs (Abb. 3.27 dunkelblau) waren Reduktionen im Bereich der unmodifizierten
apoB Sequenz (rosa) von 50% zu verzeichnen. Die GlyLeu-, Arg-, und
SBTEG2xChol-Konjugate zeigten sogar einen noch héheren Inhibitionseffekt von
etwa 60%. Des Weiteren ist anzumerken, dass die verwendeten Negativkontrollen
(gelb), sowie der mock-Ansatz ohne siRNA (wei3) im Vergleich zum Mittelwert aller

Negativkontrollen, wie gewilinscht, keine Reduktion von ApoB hervorrufen konnten.

3.3.1.2 Reduktion der apoB m-RNA

Um eine posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression nachzuweisen, muss

dies auf m-RNA Ebene erfolgen. So wurde mit Hilfe der b-DNA Methode der relative
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Gehalt an m-RNA zum Zeitpunkt der Zelllyse durch Hybridisierung mit spezifischen
Oligodesoxynukleotiden und Auslesen der Lumineszenz bestimmt, indem wie bereits
beschrieben der Mittelwert aller Negativkontrollen als Bezugspunkt von 100% apoB
m-RNA angesehen wurde. Ebenfalls wurden analog zu den ELISA Experimenten die
P-Werte , als MaB flir die Signifikanz der erhaltenen m-RNA Reduktionen bestimmt
(siehe Kapitel 3.3.1.1).

m-RNA Gehalt nach Transfektion mit 100 nM siRNA
150% 1

{ 0

% apoB m-RNA
relativ zu Kontrollwerten

50% A

0% -

(03 -3 —

Arg
C12-3BChol

Deh
Deh+4
Dimethoxy
1xGAL

Litho |
Betulin IEEH
3BChol IE——+

3°Chol T

apoB | B

GlyPhe
GlyTyr
GlyLeu
Carn

2xGAL
SBGAL
SBTEG
b442
b442SBGAL
mock

Dibutyl
SBTEG1xChol

SBixChol e
SB3Bchol H

Cycloheptyl
Cyclodod
Diphenyl
SBTEGGAL
gfp3'Chol |

SBTEG2xChol
SBTEG3BChol

Abbildung 3.28: Dargestellt ist der m-RNA Gehalt der humanen Zelllinie HuH7 in % relativ zu den
Kontrollwerten (gelb) nach Transfektion mit 100 nM siRNA. Aufgefiihrt sind die Amin-, Aminosauren-
und Dipeptid-modifizierten siRNAs (hellgrau), die Zucker-konjugierten Molekiile (dunkelgrau) sowie die
Steroid-derivatisierten siRNAs (grau). Ebenfalls gezeigt ist die mock-Kontrolle, welche keine siRNA
enthielt (weiB) und die unmodifizierte apoB Sequenz (rosa). Durch Einsatz des Studentischen T-Tests

konnte die Signifikanz der erhaltenen Werte bestatigt werden (P < 0,01).

Vergleicht man die Inhibitonseffekte auf Protein- (Abb. 3.27) und m-RNA Ebene
(Abb. 3.28), so lasst sich die gleiche Tendenz erkennen. Auch hier konnte bei allen
Konjugaten, bis auf C12-3BChol, eine Abnahme von apoB nachgewiesen werden, so
dass ein Zusammenhang zwischen der Reduktion der m-RNA und dem Proteingehalt
deutlich gemacht werden kann. Der inhibitorische Effekt ist auf m-RNA Ebene etwa
15 % grdBer als auf Proteinebene (siehe Abschnitt 4). Die Reduktion der m-RNA mit
der unmodifizierten apoB siRNA (rosa) betrug fast 80 %, wahrend mit allen
modifizierten siRNAs eine geringere Abnahme der apoB m-RNA festzustellen war.
Der Studentische T-Test lieferte hier Werte kleiner als 0,01, so dass von einer hohen
Signifikanz der erhaltenen Werte ausgegangen wird.
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3.3.2 Posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression in vitro durch die
siRNAs ohne Transfektionshilfe

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, siRNAs so zu modifizieren, dass diese ohne
Transfektionshilfe in die Zelle aufgenommen werden und der RNA-Interferenzeffekt
durch die eingeflhrte Modifikation nicht negativ beeinflusst wird. Die siRNAs wurden
ohne Transfektionshilfe mit den Zellen inkubiert und anschlieBend der ApoB Protein-
und m-RNA Gehalt, wie bereits unter Abschnitt 3.3.1 beschrieben, ermittelt. Auch
hier wurden zuvor einige Evaluierungen hinsichtlich der Zellzahl und der siRNA
Konzentration vorgenommen, so dass schlieBlich mit 20000 Zellen/well und einer
Endkonzentration von 10 uM an siRNA gearbeitet wurde.

3.3.2.1 Reduktion des ApoB Proteins

Falls eine der modifizierten siRNAs in der Lage war, die Zellmembran ohne
Transfektionhilfe zu Gberwinden und in das Zytoplasma zu gelangen, sollte in diesem
Fall eine Reduktion des ApoB Proteins zu verzeichnen sein, da alle siRNAs, mit
Ausnahme des C12-3BChol Konjugats, bei der Transfektion einen deutlichen
Rlckgang des ApoB Proteins und der apoB m-RNA zeigten.
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Abbildung 3.29: Gezeigt ist der relative ApoB Protein-Gehalt der humanen Zelllinie HuH7 in % nach
Inkubation ohne Transfektionsreagenz in Bezug zum Mittelwert der Negativkontrollen (gelb).
Aufgefuhrt sind die Amin-, Aminos&uren- und Dipeptid-modifizierten siRNAs (hellblau), die Zucker-
konjugierten Moleklle (dunkelblau) sowie die Steroid-derivatisierten siRNAs (blau). Weiterhin ist die
mock-Kontrolle ohne siRNA (weiB3) und die unmodifizierte Sequenz apoB (rosa) dargestellt. Mit Hilfe
des Studentischen T-Tests konnten Werte von P < 0,05 erhalten werden und somit kann von einer

Signifikanz der Reduktionen ausgegangen werden.
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Wie aus Abbildung 3.29 ersichtlich, konnte mit den Amin-, Aminosauren- und
Dipeptid-konjugierten siRNAs (Abb. 3.29 hellblau) keine Reduktion des ApoB
Proteins gezeigt werden. Auch mit dem Betulin und 3BChol-Konjugat (blau) lieB sich
keine Hemmung der ApoB Synthese nachweisen. Lediglich alle Cholesterin-
modifizierten siRNAs (blau) bewirkten eine statistisch signifikante Senkung des
Proteingehalts um etwa 50%. Des Weiteren konnte flr das Litho-, das C12-3BChol-,
das SB3BChol, sowie das SBTEG3BChol-Konjugat (blau) eine Reduktion von etwa
30% beobachtet werden. Aus der Gruppe der Zucker-modifizierten siRNAs zeigte die
SBTEGGAL-gekoppelte siRNA (dunkelblau) einen inhibitorischen Effekt von ca. 40%.
Wie zu erwarten zeigte die unmodifizierte apoB Sequenz (rosa) keine Auswirkungen
auf das ApoB Protein, da von einer Aufnahme ohne Transfektionsreagenz nicht

auszugehen ist.

3.3.2.2 Reduktion der apoB m-RNA

Um eine Aussage Uber die erhaltenen Interferenzeffekte auf Proteinebene treffen zu
kénnen, musste zunachst auch der Effekt auf m-RNA Ebene aufgezeigt werden.
Dazu wurden die Zellen der Inkubationsexperimente 48 h post Inkubation lysiert und
wie bereits beschrieben der relative m-RNA Gehalt ermittelt (Abschnitt 3.3.1.2). Auch
hier wurde wieder die Signifikanz der Reduktion mit Hilfe des T-Tests ermittelt und es
wurden Werte < 0,01 erhalten. In Abbildung 3.30 ist das Ergebnis graphisch

dargestellt.
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Abbildung 3.30: Dargestellt ist der m-RNA Gehalt der humanen Zelllinie HuH7 in % relativ zu den
Kontrollwerten (gelb) nach Inkubation ohne Transfektionsreagenz mit 10 pM siRNA. Aufgefihrt sind

die Amin-, Aminosduren- und Dipeptid-modifizierten siRNAs (hellgrau), die Zucker-konjugierten
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Molekiile (dunkelgrau) sowie die Steroid-derivatisierten siRNAs (grau). Ebenfalls gezeigt ist die mock-

Kontrolle (weiB3), welche keine siRNA enthielt und die unmodifizierte apoB Sequenz (rosa), (P < 0,01).

Der Nachweis der m-RNA bestatigte, dass die Cholesterin-modifizierten siRNA (Abb.
3.30 grau) einen starken inhibitorischen Effekt austben. So konnten Reduktionen
des m-RNA Gehalts mit den SBTEG-Chol Konjugaten bis zu 70% erreicht werden.
Ebenso war auch ein Effekt der Litho- und der 3BChol modifizierten siRNAs (grau) zu
beobachten. Wie auch schon auf Proteinebene, fiihrte das SBTEGGAL-Konjugat
(dunkelgrau) zu einer Hemmung der posttranskriptionellen Genexpression und zeigte
eine Reduktion der apoB m-RNA von ca. 60%. Des Weiteren wurde auch eine
Abnahme des m-RNA Gehalts um etwa 25% mit der SBGAL modifizierten Sequenz
(dunkelgrau) erzielt. Es wurde ebenfalls beobachtet, dass die unmodifizierte apoB
siRNA (rosa) nicht in der Lage war, eine Reduktion der apoB m-RNA hervorzurufen.

3.3.3 Analyse einer Dosis-Wirkungs-Beziehung

Eine biologische Substanz muss die Fahigkeit besitzen, in einer
konzentrationsabhangigen Weise einen bestimmten Effekt auszulésen. Dieses
Phanomen wird als Dosis-Wirkungs-Beziehung bezeichnet und soll im folgenden
Abschnitt mit ausgesuchten siRNA-Konjugaten naher untersucht werden.

Bei den bereits erldauterten Inkubationsexperimenten (Abschnitt 3.3.2) stellte sich
heraus, dass Cholesterin-konjugierte siRNAs besonders wirksam die ApoB
Expression unterbinden. Da in der Literatur schon einige Angaben (ber Chol-
Modifikationen zu finden sind (siehe Kapitel 1.2 und 1.3), richtete sich das
Augenmerk der folgenden Experimente auf die Galaktose-konjugierten siRNAs, da
sich auf m-RNA Niveau bei einer Konzentration von 10 pM siRNA ebenfalls eine
Reduktion von 60% mit dem SBTEGGAL-Konjugat nachweisen lieB (Abschnitt
3.3.2.2, Abb. 3.30).

3.3.3.1 Dosis-Wirkung bei Transfektion

Zunachst sollte eine Abhangigkeit des inhibitorischen Effekis von der Konzentration
der siRNA bei der Transfektion nachgewiesen werden. Dazu wurde, wie bereits
beschrieben, transfiziert (Abschnitt 3.3.1) und die siRNA in Konzentrationen von 100

nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM eingesetzt. Es wurden wieder die Mittelwerte aus drei
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unabhangigen Experimenten (Dreifachbestimmung) auf den Mittelwert aller
Kontrollen normiert (angenommen 100% ApoB Gehalt), welche nur in der héchsten
Konzentration von 100 nM transfiziert wurden und die entsprechenden
Standardabweichungen und P-Werte fir die ELISA und b-DNA Untersuchungen
ermittelt. Die graphischen Darstellungen der ELISA und b-DNA Auswertungen finden
sich in Abbildung 3.31 A und 3.31 B.
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Abbildung 3.31: Gezeigt ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung der inhibitorischen Effekte von 3’-Chol
und GAL-konjugierten siRNAs und der unmodifizierten Sequenz apoB in humanen HuH7 Zellen nach
Transfektion mit 100 nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM siRNA auf Protein (A)- und m-RNA Ebene (B)
bezogen auf den Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL und gfp 3"-Chol (P < 0,001).

Sowohl auf Protein-, als auch auf m-RNA Ebene konnte eine Abnahme der
Expression von ApoB in einer dosisabhangigen Weise beobachtet werden. Dabei
konnte in der héchsten Konzentration von 100 nM mit den Galaktose-konjugierten
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siRNAs eine Reduktion von ca. 80% erzielt werden. Selbst mit der geringsten
Konzentration von 0,1 nM lieBen sich noch Abnahmen bis zu 30% des m-RNA
Gehalts nachweisen. Der inhibitorische Effekt der modifizierten siRNAs war
vergleichbar mit dem der unmodifizierten apoB Sequenz. Somit hatte die Modifikation
des Sense Stranges keine negativen Auswirkungen auf die Aktivitdt der siRNAs.
Auch fir das 3’-Chol Konjugat konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung gezeigt
werden. Der Reduktionseffekt ist bei der héchsten eingesetzten Konzentration
geringer als bei den Zucker-konjugierten Molekilen. Wie angenommen, zeigten die
unspezifischen Negativkontrollen sowie der mock-Ansatz ohne siRNA keinen

Interferenzeffekt.

3.3.3.2 Dosis-Wirkung ohne Transfektionshilfe

Da es sich bei den synthetisierten siRNAs um Moleklle handelte, die ohne
Transfektionsreagenz die Zellmembran passieren sollten, musste auch hier eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung aufgezeigt werden, um eine definierte Aussage Uber die
inhibitorischen Effekte treffen zu kénnen. So wurden dieselben siRNAs wie bei dem
vorangegangenen Transfektionexperiment in Endkonzentrationen von 10 uM, 5 pM
und 1 uM mit den Zellen inkubiert und schlieBlich der ApoB Proteingehalt und die
Menge an m-RNA in den Zellen bestimmt. Ebenso wurde wieder der Studentische T-
Test eingesetzt, um eine Signifikanz der erhaltenen Werte nachzuweisen. Die
Abbildungen 3.32 A und B geben die gemessenen inhibitorischen Effekte graphisch

wieder.
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Abbildung 3.32: Gezeigt ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung der Interferenzeffekte 3°-Chol- und
Zucker-konjugierter siRNAs, sowie der unmodifizierten apoB Sequenz in humanen HuH7 Zellen nach
Inkubation mit 10 uM, 5 uM und 1 uM siRNA auf Protein (A)- und m-RNA Ebene (B) bezogen auf den
Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL und gfp 3"-Chol (P < 0,005 fiir 10 uM siRNA).

Bei Inkubation ohne Transfektionsreagenz konnte eine dosisabhangige Reduktion
von ApoB sowohl auf Protein- als auch auf m-RNA-Ebene fir die verzweigten
Konjugate SBGAL und SBTEGGAL nachgewiesen werden (Abb. 3.32). Es zeigte
sich ein inhibitorischer Effekt von ca. 45% bei der hdchsten Konzentration mit der
SBTEGGAL-konjugierten siRNA auf Protein- und m-RNA Ebene. Fir das linear
konjugierte Molekll 2xGAL konnte nur andeutungsweise auf Proteinebene eine
geringe Dosis-Wirkung gezeigt werden, die sich auf m-RNA Ebene nicht beobachten
lieB. Die 3’-Chol modifizierte siRNA war ebenfalls in der Lage, ApoB in einer
dosisabhangigen Weise zu reduzieren. Dabei wurde in héchster Konzentration eine
Inhibition von ca. 55% erreicht. Flr die unmodifizierte apoB Sequenz wurde, wie
erwartet, keine Reduktion beobachtet. Ebenso wurde keine Hemmung der
Genexpression fur die Negativkontrollen oder den mock- Ansatz registriert. Da bei
den héchsten eingesetzten Konzentrationen (10 uM) die P-Werte bestimmt wurden
(T < 0,05), kann in diesen Féllen von einer Signifikanz des inhibitorischen Effekts

ausgegangen werden.

3.3.4 Analyse einer Dosis-Wirkungs-Beziehung nach Rezeptoraktivierung

In vorangegeangenen Experimenten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Galaktose-modifizierte siRNAs bei Inkubation ohne Transfektionshilfe einen RNA-
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Interferenzeffekt auslésen. Dies konnte nur geschehen, wenn sie in der Lage waren
die Zellmembran zu passieren und ins Zytoplasma zu gelangen. Da die
unmodifizierte apoB Sequenz in diesen Experimenten keine Hemmung der
Genexpression hervorrief, ist der inhibitorische Effekt der modifizierten Sequenzen
daher auf eine definierte Zellaufnahme zurtckzufihren. Es wurde daher
angenommen, dass diese Aufnahme speziell Gber den Asialoglykoprotein-Rezeptor
(ASGPR, auch Ashwell-Rezeptor) (Van Lenten und Ashwell, 1972d) erfolgte. Dieser
ist fir die Bindung und Internalisierung von Galaktose-modifizierten Molekilen
bereits mehrfach beschrieben worden (siehe Kapitel 1.3). Des Weiteren wurde eine
Kalziumabhéngigkeit des ASGPR nachgewiesen (Van Lenten und Ashwell, 1972c),
da er zu den sogenannten C-Typ Lektinen auf der Oberflache von Hepatozyten zu
rechnen ist (Drickamer, 1988b). Aus diesem Grund wurden die Zellen zwei Tage vor
der siRNA Zugabe in einem Medium mit 5 mM Kalziumchlorid angezogen, um den
Rezeptor optimal zu aktivieren. Zur Inkubation der siRNA wurde dieses Medium
wieder entfernt und weiterhin verfahren, wie flr die anderen Inkubationsexperimente
beschrieben. Die siRNA wurde hier ebenfalls in drei Konzentrationen (10 uM, 5 uM
und 1 uM) eingesetzt, um eine Dosis-Wirkungs-Beziehung aufzuzeigen. AuBerdem
wurde eine weitere Negativkontrolle verwendet, welche mit SBTEGGAL modifiziert
war, um einen Effekt der Modifikation selbst auszuschlieBen. Abbildung 33 gibt die
graphische Darstellung der inhibitorischen Effekte auf Protein- und Gen-Ebene nach

Inkubation wieder.
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Abbildung 3.33: Zusammenfassung der Dosis-Wirkungs-Beziehung der Interferenzeffekte 3"-Chol-
und Zucker-konjugierter siRNAs sowie der unmodifizierten apoB Sequenz in humanen HuH7 Zellen
nach Inkubation mit 10 uM, 5 uM und 1 uM siRNA auf Protein (A)- und m-RNA Ebene (B) bezogen auf
den Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL, b442SBTEGGAL und gfp 3’-Chol nach
vorheriger Zellanzucht in 5 mM CaCl, (T < 0,0001 fur 10 uM siRNA).

Nach Zellanzucht in 5 mM Kalziumchlorid konnte mit den SBGAL und SBTEGGAL
Konjugaten eine dosisabhangige Reduktion auf Protein- und m-RNA Ebene
nachgewiesen werden (Abb. 3.33). Nach Inkubation der Zellen mit 10 uM der
SBTEGGAL-modifizierten siRNA konnte ein Protein- und m-RNA Gehalt von nur
noch 10% detektiert werden. Selbst bei 5 uM siRNA war eine Abnahme von 70% des
Proteins und der m-RNA zu verzeichnen. Auch das SBGAL Konjugat war in der
Lage, bei hdchster Konzentration, einen Inhibitonseffekt von 70% in beiden
Experimenten auszulésen. Das linear konjugierte Molekil 2xGAL konnte in hdchster
Konzentration eine 50%ige Reduktion der apoB m-RNA bewirken. Dagegen blieb die
3’-Chol modifizierte siRNA von diesem Effekt unbeeinflusst und zeigte vergleichbare
Werte, wie bei der Inkubation ohne Zellanzucht in Kalziumchlorid (Kapitel 3.3.3.2).
Auch die unmodifizierte apoB Sequenz sowie die Negativkontrollen, welche nur in
einer Konzentration von 10 uM eingesetzt wurden und der mock-Ansatz ohne siRNA
I6sten keine Interferenzeffekte aus. Durch die Berechnung der P-Werte (P < 0,0001)
der héchsten Konzentration kann auch bei diesem Experiment wieder von einer sehr

hohen Signifikanz der gemessenen Inhibitionen ausgegangen werden.
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3.3.5 Zellulare Aufnahmestudien mit fluoreszenzmarkierter siRNA

Nachdem fur die SBGAL und SBTEGGAL-konjugierten siRNAs ein inhibitorischer
Effekt gezeigt werden konnte (Abschnitt 3.3.4), ist davon auszugehen, dass diese in
das Zytoplasma gelangt waren. Anhand von fluoreszenzmarkierten siRNAs sollte
dies auch optisch bewiesen werden. Hierzu wurde der Antisense Strang der
entsprechenden siRNAs mit einem Cy3 Fluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende versehen.
Die Zellen wurden einmal ohne und einmal mit 5 mM Kalziumchlorid angezogen und
die Zucker- und Cy3- modifizierten siRNAs in einer Endkonzentration von 10 pM
zugegeben. Zwar verringert die Konjugation von Cy3 an den Antisense Stranges den
RNA-Interferenzeffekt (Daten nicht gezeigt), aber an dieser Stelle sollte lediglich die
Aufnahme der siRNAs in die Zelle gezeigt werden, da eine Aktivitat der Konjugate
bereits an anderer Stelle beschrieben wurde (Kapitel 3.3.4). 24 h nach der Zugabe
der siRNA wurde das Medium von den Zellen abgenommen und gegen frisches
Vollmedium ersetzt, um die Inkubationsansatze mittels Fluoreszenzmikroskopie zu
untersuchen. Anhand einer nachfolgenden Farbung mit dem DNA-
Interkalationsfarbstoff 4°,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI) konnte der
Zellkern identifiziert und durch Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahmen die Cy3-
Rotfluoreszenz dem Zytoplasma zugeordnet werden. Die
fluoreszenzmikroskopischen Bilder der Aufnahmestudien sind in Abbildung 3.34

zusammengefasst.
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0 mM CacCl, 5 mM CacCl, DAPI-Farbung
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Abbildung 3.34: Fluoreszenzaufnahmen der Inkubation mit Cy3-markierter siRNA in einer
Endkonzentration von 10 uM nach Zellanzucht der humanen HuH7 Zellen in 0 mM und 5 mM CaCl,
und anschlieBender DAPI Kernfarbung fir 3"-Chol-, SBGAL- und SBTEGGAL-Konjugate sowie die

unmodifizierte spezifische apoB Sequenz.

Bei den Zellen, die mit Galaktose-modifizierten siRNAs inkubiert wurden, konnte ein
deutlicher Unterschied in der Fluoreszenzintensitat festgestellt werden. Bei
Zellanzucht ohne Kalziumchlorid war nur eine geringe Rotfluoreszenz in den Zellen
detektierbar, wahrend bei einem Zellwachstum in 5 mM Kalziumchlorid eine
erhebliche Steigerung der Fluoreszenz in den Zellen erreicht werden konnte. Mit Hilfe
einer DAPI-Farbung konnte der Zellkern identifiziert und durch Uberlagerung der Rot-
und Blaufluoreszenz die Cy3 Fluoreszenz dem Zytoplasma zugeordnet werden (Abb.
3.34).
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SBGAL SBTEGGAL

Abbildung 3.35: VergroBerung eines Ausschnitts der Fluoreszenzaufnahmen der humanen HuH7
Zellen nach Inkubation mit Cy3 markierter siRNA (10 uM) und Zellanzucht in 5 mM CacCl, fir die
SBGAL- und SBTEGGAL-Konjugate.

Es zeigt sich sogar ein Unterschied in der Fluoreszenzverteilung der einzelnen
Ansatze innerhalb des Zytoplasmas. So war bei der Inkubation mit der SBTEGGAL-
modifizierten siRNA eine gleichmé&Bige, konstante Verteilung der siRNA im gesamten
Zytoplasma sichtbar, wahrend die SBGAL-konjugierte siRNA nur in bestimmten
Bereichen akkumulierte.

3.3.6 Kompetitionsstudien mit N-Acetylgalaktosamin

Da fur die Aufnahme in das Zytoplasma flr die Galaktose-konjugierten siRNAs eine
Internalisierung Gber den Ashwell-Rezeptor (ASGPR) postuliert wurde, sollte bei
Zusatz eines starkeren Liganden des Rezeptors diese Aufhnahme inhibiert werden.
Laut Literatur besitzt N-Acetylgalaktosamin eine 40-fach hdhere Affinitat flr den
ASGPR als Galaktose (Biessen et al., 1994g) und wurde daher fir die folgenden
Kompetitionsstudien ausgewahilt.

Dafur wurden die Zellen vor Zugabe der siRNA 30 min mit 1 mM N-
Acetylgalaktosamin inkubiert, die siRNA in Endkonzentrationen von 10 uM, 5 uM und
1 uM zugegeben und anschlieBend der Protein- und m-RNA Gehalt bestimmt, wie
bereits in Kapitel 3.3.4. beschriecben. Die graphische Darstellung der
Kompetitionsexperimente findet sich in Abbildung 3.36 A und B. Des Weiteren konnte
durch Ermittlung der P-Werte fir die 3-Chol Modifikation wieder die Signifikanz der
erhaltenen Werte bestéatigt werden.
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Abbildung 3.36: Gezeigt ist der Protein- (A) und m-RNA Gehalt (B) nach Kompetition mit 1 mM
GalNAc und anschlieBender siRNA Zugabe (10 pM, 5 uM und 1 pM) bei Zellanzucht der humanen
HuH7 Zellen in 5 mM CaCl,, bezogen auf den Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL,
b442SBTEGGAL und gfp 3"-Chol (P < 0,05 fir 10 uM siRNA).

Durch die Inkubation der Zellen mit N-Acetylgalaktosamin und anschlieBender
Zugabe der siRNA, lieB sich der in Abschnitt 3.3.4 gezeigte Interferenzeffekt der
Zucker-konjugierten siRNAs fast vollstandig unterdriicken. Bis auf die 3’-Chol
modifizierte Sequenz war keine der getesteten siRNA mehr in der Lage, eine
deutliche Reduktion von ApoB auf Protein- oder m-RNA Ebene zu bewirken (Abb.
3.36).
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3.3.7 Einfluss der Modifikation auf die Zytotoxizitat

Eine weitere wichtige Anforderung an biologisch wirksame Substanzen ist eine
geringe Zytotoxizitat. Diese auBert sich meist in einer Schadigung der Zellmembran,
die dadurch ihre Integritat verliert. Wird die Membran geschéadigt, gelangen
zytosolische Substanzen und Proteine in den extrazellularen Raum. Eines dieser
Proteine ist die Laktatdehydrogenase, deren Freisetzung bei der verwendeten
Nachweismethode ausgenutzt wurde (CytoToxONE, Promega). Als Positivkontrolle
wurden Zellen mit einer Triton X-100 Lésung behandelt (siehe Kapitel 2.3.1.7). In
Abbildung 3.37 sind die Ergebnisse graphisch zusammengestellt.

Bestimmung der Zytotoxizitat nach Zellanzucht in 5 mM
CaCl, und siBRNA Gabe (10 pM)

10000000 -

8000000 ]
6000000 -
4000000
2000000

0

EXmax560 NnmM/Em max590 nm

m
o
Q
©

3°Chol [
SBGAL :|
SBTEGGAL j
2xGAL j
3’Chol gfp j
bas2 [
mock ||
TritonX100

SBGALb442 ]1

Abbildung 3.37: Graphische Zusammenstellung der ermittelten Zytotoxizitdten (Exmax 560 nm/Empay
590 nm) der verschieden modifizierten siRNAs, der apoB Sequenz sowie der Negativkontrollen und
des mock-Ansatzes fur die humane Zelllinie HuH7 als Mittelwert einer Dreifachbestimmung (hellblau).

Ebenfalls gezeigt ist die gemessene Fluoreszenz der Positivkontrolle (0,1 M Triton X-100, dunkelblau).

Anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitaten (Abb. 3.37) konnten keine
zytotoxischen Eigenschaften einer siRNA beobachtet werden. Auch die Zellanzucht
in 5 mM Kalziumchlorid hatte keine toxischen Effekte zur Folge. Alle Werte lagen im
Bereich des mock-Ansatzes, der keine siRNA enthielt.

3.4 Analyse der siRNAs in einer Rattenleberkarzinomzelllinie

Alle bisherigen Untersuchungen der posttranskriptionellen Hemmung der
Genexpression wurden in humanen Leberkarzinomzellen durchgefihrt. Doch im

Hinblick auf einen mdéglichen Tierversuch und zur Darlegung, dass sich die
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erhaltenen Interferenzeffekte nicht nur auf eine Zelllinie beziehen, wurden einige
Experimente in Rattenleberkarzinomzellen wiederholt. Hierzu wurden verschiedene
Zelllinien hinsichtlich ihrer apoB Expression getestet und gleichzeitig die optimale
Zellzahl/Ansatz ermittelt. Anhand dieser Voruntersuchungen wurde die von Buffalo
Ratten abgeleitete Hepatokarzinomzelllinie MH7777A mit einer Zellzahl von 10000
Zellen/Ansatz far die weiteren Experimente ausgewahilt.

3.4.1 Posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression in vitro durch
Transfektion und Aufzeigen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung

Da die verwendeten siRNAs eine Kreuzreaktivitdt mit der in Ratten exprimierten
apoB m-RNA aufwiesen, konnte eine Aktivitat hinsichtlich der posttranskriptionellen
Hemmung der Genexpression erwartet werden. Jedoch musste diese Annahme
durch Transfektion bewiesen und zudem gleichzeitig eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
aufgezeigt werden. So wurde, wie bereits fir die humane Zelllinie HuH7 beschrieben,
die siRNA in Konzentrationen von 100 nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM mit Hilfe von
Oligofectamine als Transfektionsreagenz in die Zellen eingebracht und die
inhibitorischen Effekte auf m-RNA Ebene nachgewiesen. Auf den indirekten
Nachweis des Interferenzeffekts auf Proteinebene wurde bei diesen Experimenten
verzichtet, da der direkte Nachweis der m-RNA als ausreichend angesehen wurde.
Die Reduktion der m-RNA konnte wieder als Mittelwert aus zwei unabhangigen
Experimenten mit je einer Dreifachbestimmung bezogen auf den Mittelwert aller
Negativkontrollen dargestellt werden. In Abbildung 3.38 sind die erhaltenen
Ergebnisse der Transfektion graphisch aufgefihrt.
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Abbildung 3.38: Gezeigt ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung der inhibitorischen Effekte von 3’-Chol-
und GAL-konjugierten siRNAs sowie der unmodifizierten Sequenz apoB nach Transfektion mit 100
nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM siRNA auf m-RNA Ebene in den Rattenzellen MH7777A, bezogen auf
den Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL und gfp 3°-Chol. Anhand der mit dem
Studentischen T-Test ermittelten Werte (P < 0,01) wurde von einer Signifikanz der erhaltenen

Reduktionen bei 10 uM siRNA Konzentration ausgegangen.

Die graphische Darstellung des m-RNA Gehalts im Anschluss an die Transfektion
zeigt eine dosisabhangige Reduktion der apoB m-RNA bei allen Konjugaten im
Vergleich zum Mittelwert aller Negativkontrollen (100% apoB m-RNA). So lieB sich
ein inhibitorischer Effekt von etwa 70% bei allen modifizierten siRNAs in der
hdchsten Konzentration nachweisen, wahrend die unmodifizierte apoB Sequenz eine
Reduktion von apoB um 80% bewirkte. Selbst in der geringsten Konzentration von
0,1 nM siRNA war mit dem SBGAL- und dem 2xGAL-Konjugat noch eine 30%ige
Abnahme der m-RNA zu beobachten. Die Negativkontrollen sowie der mock-Ansatz

waren, wie gewilnscht, nicht in der Lage, einen inhibitorischen Effekt auszulésen.

3.4.2 Posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression in vitro ohne
Transfektionshilfe und Aufzeigen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung

Rattenleberkarzinomzellen exprimieren ebenfalls den Asialoglykoprotein-Rezeptor
(Weigel, 1980b; Halberg et al., 1987b), so dass eine Aufnahme der Zucker-
konjugierten siRNAs in das Zellinnere mdglich sein sollte. Anhand der
Inkubationsexperimente ohne Transfektionshilfe sollte diese Aussage mit drei
Konzentrationen an siRNA (10 pM, 5 pM und 1 pM) bewiesen werden und die
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dosisabhangigen inhibitorischen Effekte relativ. zu dem Mittelwert der
Negativkontrollen gezeigt werden (Abb. 3.39).
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Abbildung 3.39: Zusammenfassung der Dosis-Wirkungs-Beziehung der inhibitorischen Effekte 3°-
Chol- und Zucker-konjugierter siRNAs sowie der unmodifizierten apoB Sequenz in den Rattenzellen
MH7777A nach Inkubation mit 10 uM, 5 uM und 1 uM siRNA auf m-RNA Ebene bezogen auf den
Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL und gfp 3'-Chol. Der Studentische T-Test lieferte
Werte P < 0,01 fur siRNA Konzentrationen von 10 pM.

Bei Inkubation der Zellen mit siRNA ohne Transfektionshilfe lieB sich eine Reduktion
von apoB mit den verzweigten Galaktose-Molekulen zeigen, welche in der héchsten
Konzentration bis zu 40% mit der SBGAL-modifizierten siRNA betrug, bezogen auf
100% apoB m-RNA Gehalt der Negativkontrollen. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
konnte jedoch nur fir das SBTEGGAL-Konjugat gezeigt werden. Eine Reduktion der
apoB m-BRNA von etwa 60% konnte mit dem 3°-Chol-Konjugat in hdchster
Konzentration nachgewiesen werden. Die linear konjugierte siRNA 2xGAL sowie die
unmodifizierte apoB Sequenz konnten keine Reduktion von apoB bewirken. Ebenso
war keine Aktivitat der Negativkontrollen zu beobachten.

3.4.3 Analyse einer Dosis-Wirkungs-Beziehung nach Rezeptoraktivierung

Wie schon fur die humanen Zelllinien beschrieben (Kapitel 3.3.4), wurden die Zellen
zwei Tage vor dem Inkubationsexperiment in 5 mM Kalziumchlorid angezogen, um
den ASGPR zu stimulieren. Im Anschluss wurde die siRNA in Konzentrationen von
10 UM, 5 uM und 1 uM zugesetzt und nach 48h der Gehalt an m-RNA in den Zellen
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bestimmt, indem die gemessenen Werte auf den Mittelwert aller Negativkontrollen
normiert wurden. Abbildung 3.40 gibt die Ergebnisse graphisch wieder.
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Abbildung 3.40: Graphische Darstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung der Interferenzeffekte 3'-
Chol- und Zucker-konjugierter siRNAs sowie der unmodifizierten apoB Sequenz in den Rattenzellen
MH7777A nach Inkubation mit 10 uM, 5 uM und 1 uM siRNA auf m-RNA Ebene bezogen auf den
Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL, b442SBTEGGAL und gfp 3"-Chol nach vorheriger
Zellanzucht in 5 mM CacCl, (P < 0,01flir modifizierte siRNAs 10 uM).

Nach Zellanzucht in 5 mM Kalziumchlorid konnte auch fir die Rattenzelllinie eine
starke Erhdéhung der Interferenzeffekte der GAL-konjugierten siRNAs nachgewiesen
werden. So lieB sich der Gehalt an apoB m-RNA mit der SBTEGGAL-konjugierten
siRNA in hochster Konzentration bis auf 18% senken, wahrend das SBGAL Konjugat
eine Restexpression von 25% bewirkte. Durch die Berechnung der P-Werte (P <
0,01) der héchsten eingesetzten Konzentrationen konnte von einer Signifikanz der
erhaltenen Werte ausgegangen werden. Auch das linear konjugierte Molekll war in
der Lage, einen inhibitorischen Effekt von 70% auzulésen, allerdings war die
Standardabweichung bei diesem Konjugat sehr hoch. Anzumerken ist hier noch ein
geringer Effekt der unkonjugierten apoB Sequenz von ca. 15%, der jedoch im
Bereich der Fehlertoleranz lag.

3.4.4 Kompetitionsstudien mit N-Acetylgalaktosamin

Da durch Zusatz von Kalziumchlorid die Interferenzeffekte der GAL-konjugierten
siRNAs gesteigert werden konnten (Kapitel 3.4.3), ist eine Aufnahme Uber den
ASGPR anzunehmen. Dies bedeutet, dass durch Zusatz des Kompetitors N-
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Acetylgalaktosamin eine Bindung und Internalisierung der Zucker-modifizierten
Moleklle inhibiert werden sollte und somit keine Reduktion der m-RNA zu
beobachten sein durfte. So wurden die Zellen vor siRNA Zugabe mit 1 mM N-
Acetylgalaktosamin inkubiert und nach 48h der m-RNA Gehalt der Zellen, wie bereits
beschrieben, ermittelt. In Abbildung 3.41 ist der Gehalt an m-RNA fir unterschiedlich
konzentrierte siRNAs graphisch dargestellt.

m-RNA Gehalt nach Inkubation mit 1 mM GalNAc und siRNA
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Abbildung 3.41: Gezeigt ist der m-RNA Gehalt nach Kompetition mit 1 mM GalNAc und
anschlieBender siRNA Zugabe (10 uM, 5 uM und 1 pM) bei Zellanzucht der MH7777A Zellen in 5 mM
CaCl,, bezogen auf den Mittelwert der Negativkontrollen b442, b442SBGAL, b442SBTEGGAL und gfp
3’-Chol. Der Studentische T-Test ergab eine Signifikanz der erhaltenen Werte (P < 0,05 fir 10 uM
siRNA).

Durch Inkubation der Zellen mit N-Acetylgalaktosamin vor siRNA Zugabe, lieBen sich
die gezeigten Interferenzeffekte der Galaktose-Konjugate fast vollstandig inhibieren.
Nur die SBGAL-modifizierte Sequenz zeigte noch eine geringe Reduktion der m-RNA
von ca. 20% in der hdchsten eingesetzten Konzentration. Der Effekt der 3°-Chol
konjugierten siRNA hingegen blieb von der Inkubation mit GalNAc unbeeinflusst und
bewirkte bei einer Dosis von 10 uM eine Reduktion der m-RNA um 65%.

3.4.5 Einfluss der Modifikation auf die Zytotoxizitat

Wie bereits fir die humane Leberkarzinomzelllinie beschrieben (Kapitel 3.3.7), sollte
abschlieBend auch Uber die Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) die
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Zytotoxizitat der siRNAs flr die Rattenleberkarzinomzelllinie bestimmt werden. Dazu
wurden die Zelliberstande nach Zellanzucht in 5 mM Kalziumchlorid und Inkubation
mit 10 pM siRNA hinsichtlich des Laktatdehydrogenase-Gehalts untersucht. In
Abbildung 3.42 sind die gemessenen Werte graphisch zusammengefasst.

Bestimmung der Zytotoxizitat nach Zellanzucht in 5 mM
CaCl, und siBRNA Gabe (10 pM)
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Abbildung 3.42: Graphische Darstellung der ermittelten Zytotoxizitaten (Exmax 560 nm/Em,,, 590 nm)
der verschieden modifizierten siRNAs, der apoB Sequenz sowie der Negativkontrollen und des mock-
Ansatzes fur die Rattenzelllinie MH7777A als Mittelwert einer Dreifachbestimmung. Ebenfalls gezeigt

ist die gemessene Fluoreszenz der Positivkontrolle (0,1 M Triton X-100).

Anhand der gemessenen Fluoreszenzintensitdten konnten auch hier keine
zytotoxischen Eigenschaften der siRNAs und der Inkubation in 5 mM Kalziumchlorid
festgestellt werden (siehe Abb. 3.42).

3.5 Nachweis des Asialoglykoprotein-Rezeptors

Da von einer Bindung und Internalisierung der Galaktose-konjugierten siRNAs Uber
den ASGPR ausgegangen wurde, sollte dieser zur Vollstandigkeit auch in humanen
und Rattenleberkarzinomzellen mittels Western-Blot Analyse nachgewiesen werden.
Weiterhin wurde versucht, einen eventuellen Unterschied in der Proteinexpression
von Zellen darzulegen, die in 0 mM und 5 mM Kalziumchlorid angezogen wurden.
Dazu wurden von beiden Zelllinien 40 ug Gesamtprotein verwendet. Abbildung 3.43

zeigt das erhaltene Luminogramm.
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HuH7 (h) MH7777A (r)
OmM 5mM O0mM 5 mM CaCl,

<—— ASGPR (h) 46 kDa
ASGPR (r) 41,5kDa

—

L ¥ W «— GAPDH35kDa

Abbildung 3.43: Luminogramm der Western-Blot Analyse mit 40 ug Protein der HuH7 (0 mM und 5
mM CaCly) und MH7777A (0 mM und 5 mM CaCl,) Gesamtzelllysate unter Verwendung spezifischer
Antikérper gegen den ASGPR in humanen (46 kDa) und Rattenleberzellen (41,5 kDa) sowie GAPDH
(35 kDa) als Ladungskontrolle.

Durch immunologischen Nachweis lieB sich der Asialoglykoprotein-Rezeptor in
beiden Zelllinien mit spezifischen Antikérpern detektieren. So konnte der humane
ASGPR mit einer GroBe von 46 kDa und der in Ratten exprimierte ASGPR mit 41,5
kDa im Luminogramm sichtbar gemacht werden. Anhand des Luminogramms
konnten keine Unterschiede in der Proteinexpression zwischen der Zellanzucht in 0
mM und 5 mM Kalziumchlorid nachgewiesen werden. Das Kalziumchlorid hatte

demnach keine Auswirkungen auf die Proteinexpression (Kapitel 4.5).
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Aufnahme von siRNAs als potentielle Inhibitoren der
ApoB Expression in humane Hepatozyten Uber drei verschiedene Strategien zu
ermdglichen. Im ersten Ansatz sollte durch die Modifikation der negativ geladenen
siRNA-Molekile mit hydrophoben Steroid-Derivaten eine Anndherung an die lipophile
Zellmembran erleichtert bzw. eine Permeation oder eine Rezeptor-vermittelte
Aufnahme ermdglicht werden (Manoharan, 2002; Lorenz et al., 2004; Soutschek et
al., 2004; Bijsterbosch et al.,, 2002). Ein zweiter Ansatz zur Permeation der
Zellmembran stellte die Konjugation von Aminen, Aminosauren und Dipeptiden dar.
So wurde zum einen auch hier die Lipophilie der siRNAs erhéht und zum anderen die
Méoglichkeit einer unspezifischen Zellpenetration oder einer definierten Aufnahme
Uber Aminosaurekanale und Nahrstofftransporter geschaffen (Antopolsky et al.,
1999; Astriab-Fisher et al., 2000; Manoharan, 2002; Rogers et al., 2004). Die
Glykokonjugation zur Rezeptor-vermittelten Aufnahme Uber den Asialoglykoprotein-
Rezeptor stellte den dritten Ansatz dar und wurde bereits in der Antisense-Forschung
erfolgreich eingesetzt (Biessen et al., 2000; Biessen et al., 1999; Biessen et al.,
1994). Vor diesem Hintergrund sollte die Konjugation verschiedener Galaktose-
Modifikationen an die siRNA eine Internalisierung in das Zytoplasma ermdglichen.
Bei allen hier synthetisierten siRNAs sollte durch die Konjugation der verschiedenen
Molekile jedoch nicht die Aktivitat hinsichtlich des RNA-Interferenzeffekts verloren
gehen. Daher wurden alle siRNA-Konjugate zun&chst in Transfektionsexperimenten
untersucht, bevor sie in Inkubationsexperimenten ohne Transfektionshilfe eingesetzt

wurden.

4.1 Vergleich der Organisch chemischen Syntheseverfahren

Da die synthetisierten Verbindungen am 5°-Ende des Sense Stranges eingeflihrt
werden sollten, bot sich eine Kopplung direkt im Anschluss an die RNA-
Festphasensynthese an. Dazu mussten die hergestellten Verbindungen
entsprechend modifiziert werden. Analog zu den Standard-Amiditen fir die RNA-
Synthese wurde eine Phosphoramidit-Gruppe im letzten Syntheseschritt an einer
freien Hydroxyl-Funktion eingebracht, um die Kopplung an die RNA zu ermdglichen.

Fur die Uberfihrung von Lithocholsdure 1 in das entsprechende Saureamid 2

wurden die Synthesebedingungen von Lorenz et al. Gbernommen (Lorenz et al.,
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2004). Allerdings wurde nicht in reinem Dichlormethan, sondern in einem 1:1
Gemisch aus Dichlormethan und N,N Dimethylformamid gearbeitet, da ansonsten
der zugesetzte Aktivator (EDCI) nicht in Lésung gebracht werden konnnte.
Verbindung 2 wurde in einer Ausbeute von 47,7% erhalten. Im Anschluss wurde das
Lithocholsaure-di-n-decylamid 2 an der freien Hydroxyl-Funktion phosphityliert und
Verbindung 3 in einer Ausbeute von 72,9% gewonnen. Anzumerken ist, dass die
Syntheseausbeute der Phosphitylierungsreaktion gegentber der in der Literatur
angegebenen Ausbeute um mehr als 20% gesteigert werden konnte (Lorenz et al.,
2004). Uber die eingefiihrte Phosphoramidit-Gruppe war schlieBlich die Kopplung
von Verbindung 3 (Litho) an die RNA in der Festphasensynthese mdglich.

Bei der Synthese von N-6-(Hydroxyhexyl)-carbamidsaurecholesterylester 5 durch die
Umsetzung von Cholesteryl-chloroformiat 4 mit 6-Aminohexanol wurde das Produkt 6
in 82,4% Ausbeute erhalten. Bei der durchgefiihrten Reaktion konnte durch die
gewahlte Temperatur von 0°C und das langsame Zutropfen von 6-Aminohexanol die
Bildung des Saureamids gegeniber dem ebenfalls mdglichen Ester beglnstigt
werden (Lorenz et al., 2004). Die anschlieBende Phosphitylierung wurde diesmal
abweichend von Lorenz et al. durchgefihrt. Es wurde anstelle von 2-
Cyanoethyldiisopropylchlorophosphoramidit mit 2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan
als Phosphitylierungsreagenz gearbeitet (MacKellar et al., 1992). Allerdings lieferte
die Einflhrung der Phosphoramidit-Gruppe an der primaren Hydroxyl-Funktion
(Verbindung 6, Chol) eine schlechtere Syntheseausbeute von 58% verglichen mit der
Phosphitylierung der sekundaren Hydroxyl-Funktion von Verbindung 2 mit 73%.

Das Lupan-Derivat Betulin besitzt sowohl eine primare Hydroxyl-Funktion an Position
28, als auch eine sekundédre an Position 3 des Steroid-Gerusts. Durch den Umsatz
von Verbindung 7 mit 4,4"-Dimethoxytriphenylchlormethan wurde der Tritylether 8 an
der primaren Hydroxyl-Funktion in einer Ausbeute von 64,2% erhalten (MacKellar et
al., 1992). Durch die Phosphitylierung der sekundaren Hydroxyl-Funktion an Position
3 wurde Verbindung 9 mit 33,5%iger Ausbeute erhalten. Im Vergleich konnte
Verbindung 8 mit einer schlechteren Ausbeute phosphityliert werden als das fir
Verbindung 2 der Fall war, obwohl die Einfihrung der Amidit-Gruppe an der selben

Position des Ringsystems erfolgte.
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Die Glykosid-Synthese ist eine weit verbreitete Reaktion in der Natur und liefert eine
Vielzahl an verschiedenen Oligosacchariden und Glykokonjugaten. Die groBe
strukturelle Varianz und die Beteiligung solcher Strukturen an vielen biologischen
Prozessen weckie das Interesse vieler Wissenschaftler, sie in therapeutische
Ansétze einzubeziehen. Die Komplexitdt von Zuckerstrukturen erschwert allerdings
auch ihre Synthese. In den letzten Jahren wurden einige Methoden zur Synthese und
Verknupfung dieser komplexen Strukturen mit einem Aglykon entwickelt, von denen
zwei mdgliche Ansatze auch in dieser Arbeit verwendet wurden. Die generelle
Strategie zur Knlpfung einer glykosidischen Bindung beinhaltet die Aktivierung des
anomeren Zentrums und die anschlieBende Verknipfung unter Einsatz eines

Katalysators.

Fir die Aktivierung des anomeren Zentrums stehen prinzipiell zwei Mdglichkeiten zur
Verflgung. Die erste Moglichkeit stellt die Aktivierung des anomeren Zentrums Uber
einen direkten Sauerstoff-Austausch dar. Diese, auch als ,Fischer-Helferich
Reaktion®, bekannte Methode wurde in dieser Arbeit in Synthesestrategie A und B
zur Herstellung des Galaktose-Amidits 18 verwendet (Schmidt und Kinzy, 1994). Als
Ausgangsmaterial wurde B-D-Galaktosepentaacetat 12 eingesetzt und unter saurer
Katalyse von BFs-Etherat das entsprechende Acetal gebildet (siehe Kapitel 3.1.5).
Méglichkeit A lieferte unter Verwendung des Aglykons 4-cis-Benzyloxy-2-buten-1-ol
Verbindung 13 mit einer Ausbeute von 68%, wahrend in Mdglichkeit B 4-Benzyloxy-
1-butanol eingesetzt wurde, um das entsprechende Pyranosid 13a zu synthetisieren.
Dieses wurde ohne chromatographische Reinigung zur Deacetylierung eingesetzt.
So konnten die Produkte 14 und 14a mit Ausbeuten von 77,2% und 88,6% erhalten
werden. Nach Tritylierung am C-6 OH der Galaktose und erneuter Peracetylierung
wurde die Benzylschutzgruppe durch katalytische Hydrogenolyse entfernt und
gleichzeitig die Doppelbindung des Pyranosids 16 hydriert. Als Katalysator stellte
sich Palladium-Hydroxid auf Aktivkohle in Methanol als geeignet heraus, da mit
anderen Katalysator-Systemen unvollstandig entschitzte Produkte entstanden.
Synthesestrategie A lieferte das tritylierte Pyranosid 17 in einer Ausbeute von 71%,
wahrend Mdglichkeit B Produkt 17 mit 46,5% Ausbeute hervorbrachte. Im Anschluss
wurde die freie Hydroxyl-Funktion mit einer Phosphoramidit-Gruppe versehen und
Verbindung 18 in Ausbeuten von 82% und 66% erhalten. Bei einer direkten
Gegenuberstellung der Synthesemdglichkeiten A und B stellt M&glichkeit A, anhand
der erzielten Ausbeuten, die bessere Variante zur Darstellung des tritylierten
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Galaktose-Amidits 18 dar. Zudem ist die Verwendung von 4-cis-Benzyloxy-2-buten-1-

ol als Aglykon aus Kostengriinden zu empfehlen.

Eine modernere Mdéglichkeit zur Aktivierung des anomeren Zentrums ist die von R. R.
Schmidt entwickelte Trichloracetimidat-Methode, bei der das Oxid am anomeren
Zentrum erhalten bleibt (Schmidt und Kinzy, 1994). Dieses Verfahren, als Alternative
zur ,Anomeren O-Alkylierung“, wurde in dieser Arbeit als Synthesemdglichkeit C
eingesetzt (siehe Abschnitt 3.5). Die Aktivierung des anomeren Zentrums beinhaltet
eine einfache Basen-katalysierte Addition der Hydroxyl-Gruppe der Galaktose an
Trichloracetonitril. Ausgehend von [B-D-Galaktosepentaacetat 12 konnte das
entsprechende O-Galaktosyl-trichloracetimidat 20 mit 71,5% Ausbeute erhalten
werden. Der Vorteil hierbei ist, dass solche Imidate als stabile Zwischenprodukte
isoliert werden kdnnen, da sie nicht hydrolyseempfindlich sind. Der anschlieBende
Glykosylierungsschritt  erfordert den katalytischen Einsatz einer Saure in
Anwesenheit eines Glykosyl-Akzeptors und fihrt zur irreversiblen Bildung des
gewinschten Pyranosids. In dieser Arbeit wurde unter Katalyse von Silber-Triflat und
4-(tert-Butyldimethylsilyl)-oxy-1-butanol als Glykosyl-Akzeptor das TBS-geschiitzte -
Pyranosid 21 in einer Ausbeute von 78% synthetisiert. Um eine Bildung des
korrespondierenden Orthoesters zu vermeiden, wurde diese Reaktion bei -78°C
durchgefuhrt und der Alkohol langsam zur Reaktionslésung getropft (Yang et al.,
2000). Nach Tritylierung der C6-OH Gruppe und anschlieBender Peracetylierung
konnte der TBS-geschutzte Tritylether 24 nach S&ulenchromatographie erhalten
werden. Die Abspaltung der TBS-Schutzgruppe mit Tetrabutylammoniumfluorid
lieferte Verbindung 17, welche im Anschluss mit 74% Ausbeute zu Produkt 18

phosphityliert werden konnte.

Ein Vergleich von Synthesemdéglichkeit A und C liefert das gleiche Resultat far die
AnknUpfung des Aglykons an das anomere Zentrum der Galaktose. In beiden Fallen
wurde das entsprechende Pyranosid 13 und 21 in einer Ausbeute von ca. 77%
erhalten. Jedoch war bei Strategie A auch die Bildung des a-Pyranosids zu etwa
10% zu beobachten, wahrend in Strategie C selektiv das B-Anomere entstand. So
muB der Schluss gezogen werden, dass unter den verwendeten Bedingungen die
vorangegangene Umwandlung des [(-D-Galaktosepentaacetats 12 in ein
Trichloracetimidat 20 keine Notwendigkeit flr die Alkylierung am anomeren Zentrum
darstellt, jedoch so die Bildung des a-Pyranosids unterdriickt wurde.
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4.2 Optimierung der RNA-Synthese mit modifizierten Synthonen

Die RNA-Festphasen-Synthese erfolgte mit den kommerziell erhaltlichen 5°-0O—(4,4"-
dimethoxytrityl)-3"-O-(2—cyanoethyl-N, N—diisopropyl)-Phosphoramiditen von Uridin,
4-N-tert-Butylphenoxyacetylcytidin, 6-N-tert-Butylphenoxyacetyladenin und 2-N-tert-
Butylphenoxyacetylguanosin Monomeren nach einem Standard-Protokoll (Damha
und Ogilvie, 1993). RNA-Strange mit einem Phosphorothioat-Rickgrat, zur Erhéhung
der Nukleaseresistenz, wurden durch Oxidation des Phosphits mit EDITH (3-Ethoxy-
1,2,4-dithiazolin-5-on) eingefthrt. Fir die Einfihrung von 2°-O-Methylmodifikationen
an der Ribose wurden entsprechend modifizierte, kommerziell erhaltliche Nukleotide
verwendet (Kapitel 2.2).

Die Anknlpfung der hergestellten Amidite Litho 3, Chol 6, Bet 9, 3BChol 11 und Gal
18 (Kapitel 3.2) an das 5-Ende des Sense Stranges erfolgte im letzten Zyklus der
RNA-Festphasensynthese unter leicht modifizierten Kopplungsbedingungen. Eine
Verlangerung der Kopplungszeiten sowie der Mengen an Aktivator und Amidit erwies
sich hier als vorteilhaft (Kapitel 2.2.1). Fir alle Amidite wurden die gleichen
Kopplungsbedingungen  verwendet, allerdings  konnten  unterschiedliche
Kopplungseffizienzen beobachtet werden. Bei Amiditen, welche direkt am Steroid-
Gerust phosphityliert wurden, wie das Litho- 3, das Bet- 9 und das 3BChol-Amidit 11,
konnten &hnliche Kopplungseffizienzen anhand der Rohausbeuten (ODyg/ml) und
der tatsachlichen isolierten Ausbeuten (ODysp/ml) festgestellt werden (Kapitel 3.2.1).
So war bei diesen Konjugaten eine Reinausbeute von etwa 25% nach Reinigung und
Entsalzung im Vergleich zum Rohmaterial zu beobachten. Die Einfihrung eines
zusétzlichen Linkers zwischen der RNA und dem 3BChol 11 (C12-3BChol) hatte
keinen positiven Einfluss auf die erhaltene Reinausbeute. Bei Einsatz des
verzweigten Linkers (SB) und zusétzlicher Einfliihrung der Tetraethylenglykol-Gruppe
(TEG), so dass die Konjugate SB3BChol und SBTEG3BChol entstanden, reduzierten
sich die Kopplungseffizienten etwa um 30%. Die Anknupfung des Chol-Amidits 6
lieferte in der Gruppe der Steroid-Modifikationen die geringsten Ausbeuten. So
konnte bei der Synthese des SBChol-Konjugats nur das einfach konjugierte Produkt
SB 1xChol mit einer Ausbeute von 2% isoliert werden. Das verzweigte Chol-Derivat
lieB sich nicht gewinnen. Bei Einfihrung des Tetraethylenglykol-Linkers entstand
sowohl das einfach konjugierte Produkt SBTEG 1xChol, als auch das doppelt

modifizierte Konjugat SBTEG 2xChol. Allerdings entstand vorwiegend das einfach
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konjugierte Material, das mit einer Ausbeute von 8% isoliert wurde. Eine mdgliche
Erklarung der schlechten Kopplungseffizienz des Chol-Amidits ist wahrscheinlich in
der Struktur zu finden. So besitzt das Cholesterin, im Gegensatz zu den anderen
verwendeten Steroid-Derivaten, im B-Ring des Steroid-Gerlsts eine Doppelbindung.
Diese verringert die Flexibilitat des Gesamtmolekils und kdénnte zu einer sterischen
Hinderung bei der Synthese fiihren. Fir die AnknUpfung des Galaktose-Amidits 18
an die RNA (1xGAL und 2xGAL) konnten ahnliche Kopplungseffizienzen wie fir die
einfach gekoppelten Steroid-Amidite (3, 9 und 11) beobachtet werden. Die
Einfihrung des verzweigten Linkers flhrte zum SBGAL Konjugat, welches in einer
Ausbeute von fast 60% erhalten wurde. Die zusatzliche Kopplung des
Tetraethylenglykol-Linkers verringerte die Ausbeute um etwa 20%. Als Nebenprodukt
dieser Synthese entstand das SBTEG-Konjugat, welches keine Zuckermodifikation
tragt. Dieses wurde ebenfalls in die Reihe der Modifikationen aufgenommen, um
einen eventuellen Effekt des Tetraethylenglykols selbst auszuschlieBen.

Die Kopplung von Aminen, Aminosauren und Dipeptiden erfolgte erst im Anschluss
an die Festphasensynthese. Hierzu wurde die RNA mit einem aktivierten N-
Hydroxysuccinimid-Linker versehen und die zu konjugierenden Substanzen
postsynthetisch mit Hilfe der ,Spritzenmethode“ eingebracht, um eine stabile
Amidbindung zu knipfen (Kapitel 2.2.3). Das gr6Bte Hindernis bei dieser Methode
stellte die Léslichkeit der Komponenten dar. So konnten alle Amine ohne Probleme
in einem organischen Lésungsmittelgemisch aus 1 ml DCM/0,3 ml TEA gel6st und
erfolgreich an die RNA gekoppelt werden. Bei den Dipeptiden Glycyl-L-Tyrosin und
Glycyl-L-Phenylalanin musste ein protischeres Lésungsmittel gewahlt werden. Die
Knupfung der Amidbindung wurde daher in einem Gemisch aus 0,8 ml MeOH/0,5 ml
TEA durchgefltihrt. Alle anderen Aminoséauren und Dipeptide waren in organischen
Lésungsmittelsystemen nicht in Lésung zu bringen, so dass auf ein wassriges
System zurlickgegriffen werden musste. Dies verringert allerdings die Aktivitat und
Stabilitdt des NHS-Esters, jedoch konnte keine andere Synthesestrategie erfolgreich
verfolgt werden. So wurden das Arginin-, das Glycyl-L-Leucin- und das Carnosin-
Konjugat mit Hilfe eines Borat-Puffersystems bei pH 8.5 hergestellt. Eine direkte
Kopplungseffizienz kann allerdings bei diesen Konjugaten nicht bestimmt werden, da
die Anknipfung des NHS-Esters an die RNA wahrend der Festphasensynthese
ebenfalls einen limitierenden Faktor darstellt.
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4.3 Eigenschaften der modifizierten siRNAs

4.3.1 Einfluss der siRNA-Modifikationen auf den RNA-Interferenzeffekt bei
Transfektion

Um die in vitro Aktivitat der modifizierten siRNAs zu ermitteln, wurden diese zunachst
mit Hilfe eines Transfektionsreagenzes in die humanen HuH7 Zellen eingebracht.
48h nach Transfektion konnte anhand der ermittelten Restexpression von apoB das
inhibitorische Potential der siRNAs hinsichtlich der posttranskriptionellen Hemmung
der Genexpression ermittelt werden. Hierzu wurde das sekretorische ApoB 100
Protein im Zelliberstand mittels ELISA und der apoB m-RNA Gehalt anhand der b-
DNA Methode in den Zellen nachgewiesen. Der Mittelwert aller verwendeten
Negativkontrollen wurde hierbei als 100% ApoB Protein- bzw. 100% apoB m-RNA
Gehalt angenommen und alle erhaltenen Werte darauf bezogen. Diese
Vorgehensweise wurde gewdahlt, da die Verwendung mehrerer unspezifischer
siRNAs als Negativkontrollen gleiche Bedingungen bei der Durchfihrung der
jeweiligen Experimente gewahrleistet. Um dies zu erméglichen wurden die
Negativkontrollen in den gleichen Konzentrationen eingesetzt wie die zu
untersuchenden Substanzen. Des Weiteren kénnen so unspezifische Effekte der
siRNAs auf die Genexpression ausgeschlossen werden.

Die in den Abbildungen 3.27 und 3.28 dargestellten Protein- und m-RNA Gehalte
zeigen fir alle modifizierten siRNAs, ausgenommen das C12-3BChol-Konjugat, die
Fahigkeit zur posttranskriptionellen Hemmung der Genexpression von apoB. Hierbei
zeigt die unmodifizierte apoB Sequenz (Abb. 3.28, rosa) auf m-RNA Ebene bei
Transfektion den gréBten inhibitorischen Effekt. Die AnknUpfung verschiedener
Modifikationen an das 5°-Ende des Sense Stranges scheint in diesen Experimenten
einen Einfluss auf die Aktivitat der siRNA zu haben. So bewirkten alle modifizierten
siRNAs eine geringere Abnahme des apoB m-RNA Gehalts verglichen mit der
unmodifizierten Sequenz. Ob die eingefihrten Modifikationen allerdings zu einer
Stérung des RNA-Interferenzmechanismus an sich filhren oder ob es sich um
eventuelle Wechselwirkungen mit dem Transfektionsreagenz handelt und folglich
eine schlechtere Transfektionseffizienz, konnte nicht geklart werden. Es ist allerdings
anzunehmen, dass der Mechanismus durch die Modifikation nicht beeinflusst wird,

da sich diese am 5-Ende des Sense Stranges befinden, der laut veréffentlichten
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Ergebnissen Modifikationen verschiedenster Art toleriert (Lorenz et al., 2004). Da laut
siRNA Design der Antisense Strang in den RISC inkorporiert wird und mit der Ziel m-
RNA hybridisiert, sollte die 5"-Sense Modifikation keinen negativen Einfluss haben.
Des Weiteren konnte in den nachfolgenden Inkubationsexperimenten ohne
Transfektionsreagenz (Abb. 3.29 und 3.30) eine grdBere Aktivitat verschiedener
Konjugate beobachtet werden als bei den Transfektionsexperimenten. Somit ist eine
Beeinflussung des RNA-Interferenzmechanismus durch die 5°-Sense Modifikation

nicht anzunehmen.

Allgemein konnte eine gréBere Abnahme von apoB auf m-RNA Ebene (Abb. 3.28)
als auf Proteinebene beobachtet werden (Abb. 3.27). Dieser Effekt ist wahrscheinlich
auf den Zeitpunkt der Analyse zurickzufihren. Da es sich um eine
posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression handelt, welcher den Abbau der
entsprechenden m-RNA zur Folge hat, ist der Interferenz-Effekt natlrlich zuerst auf
m-BRNA Ebene sichtbar. Zudem wurde der Nachweis des Proteingehalts zum
gleichen Zeitpunkt gefthrt wie der Nachweis auf m-RNA Ebene. Wirde man zu
einem spateren Zeitpunkt den Gehalt von ApoB auf Protein- und m-RNA Ebene
untersuchen, so lieBen sich eventuell andere Ergebnisse finden. Nach etwa 72 h
kénnte der Effekt auf Proteinebene gréBer sein, da der Effekt auf m-RNA Ebene
langsam nachlasst, aber die Auswirkungen auf die Translation immer noch messbar
sind. Auf dieses Experiment wurde jedoch verzichtet, da eine Abnahme des m-RNA
Gehalts als der relevante Parameter zum direkten Nachweis eines RNA-

Interferenzeffekts angesehen wurde.

4.3.2 Einfluss der 5'-Sense Modifikation auf den RNA-Interferenzeffekt ohne
Transfektionshilfe

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, siRNAs so zu modifizieren, dass
diese eingefihrten Modifikationen einen Transport in die Zelle ohne
Transfektionshilfe ermdglichen und einen messbaren RNA-Interferenzeffekt
auslésen. Daher wurden die modifizierten siRNAs mit einer humanen
Leberkarzinomzelllinie inkubiert und wie unter Abschnitt 4.3.1 beschrieben, der
Protein- und m-RNA Gehalt bestimmt. Anzumerken ist hier, dass die siRNAs 100-

fach héher konzentriert eingesetzt wurden als in den Transfektionsexperimenten. Aus
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Erfahrungswerten der Alnylam Europe AG bei der Inkubation modifizierter siRNAs

mit humanen Zellen erwies sich eine Konzentration von 10 uM als angemessen.

Zunachst lasst sich der bereits erwahnte Effekt der gréBeren Reduktion der m-RNA
gegenlber dem Protein auch bei den Inkubationexperimenten deutlich machen (Abb.
3.29 und 3.30). Mégliche Grinde hierflir wurden bereits in Abschnitt 4.3.1 diskutiert.

Dartber hinaus féllt auf, dass alle Cholesterin-konjugierten siRNAs (SB 1xChol,
SBTEG 1xChol, SBTEG 2xChol und 3"-Chol) zumindest auf m-RNA Ebene (Abb.
3.29) eine gréBere Aktivitat bei Inkubation zeigen als das fir die Transfektion der Fall
war (vgl. Abb. 3.28). So lieB sich beispielsweise mit dem 3°-Chol-Konjugat eine
Abnahme des m-RNA Gehalts bei Inkubation um ca. 70% nachweisen (Abb. 3.30),
wahrend bei Transfektion nur eine Reduktion um 45% erzielt werden konnte (Abb.
3.28). Noch deutlicher wird dieser Effekt am Beispiel des C12-3BChol-Konjugats,
welches bei Einsatz eines Transfektionsreagenzes keine Aktivitat zeigte (Abb. 3.28),
bei Inkubation allerdings eine Abnahme der m-RNA um 30% bewirkte (Abb. 3.30).
Bei einigen Steroid-modifizierten siRNAs muB daher von einer Wechselwirkung mit
dem Transfektionsreagenz ausgegangen werden, welche die Aktivitat dieser
Konjugate herabsetzt. Diese Hypothese kénnte anhand von
Elektroporationsexperimenten untermauert werden. Zusatzlich kénnte auch die
erhdhte siRNA Konzentration in den Inkubationsexperimenten fur die starkeren
Interferenz-Effekte verantwortlich gemacht werden. Es kann allerdings keine
Aussage darlber getroffen werden, wie viel siRNA tatsachlich in die Zelle
aufgenommen wurde. Definitiv kann gesagt werden, dass die siRNAs in die Zelle
aufgenommen wurden, da sie sonst keinen RNA-Interferenzeffekt auslésen kénnten.
Diese Ergebnisse gehen also konform mit bereits verdffentlichten Daten fir
Cholesterin-modifizierte siRNAs (Lorenz et al., 2004; Soutschek et al., 2004i).
Allerdings wurden in dieser Arbeit erstmals verzweigte Cholesterin-Strukturen
eingesetzt. Anhand des SBTEG 1xChol- und des SBTEG 2xChol-Konjugats (Abb.
3.29 und 3.30) konnte sowohl auf Protein- als auch auf m-RNA Ebene gezeigt
werden, dass die Konjugation eines zweiten Cholesterin-Molekils keinen
zusatzlichen Einfluss auf den inhibitorischen Effekt der siRNA hat. Es zeigte sich kein
Unterschied in der Abnahme der m-RNA um 75% oder des Proteingehalts um 50%
nach Inkubation mit beiden Konjugaten.



144 4 Diskussion

Aus der Gruppe der Zucker-modifizierten siRNAs bewirkte das SBTEGGAL-Konjugat
eine Reduktion des Protein- und m-RNA Gehalts (Abb. 3.29 und 3.30). Das einfach
(1XGAL) oder das linear konjugierte Molekil (2xGAL) hingegen zeigten keine
Aktivitat. Daher ist anzunehmen, dass das verzweigte Molekil SBTEGGAL in die
Zelle aufgenommen wurde und die Konjugate mit nur einem terminalen Galaktose-
Molekll nicht internalisiert wurden, da alle Konjugate bei Transfektion aktiv waren
(Abb. 3.27 und 3.28). Anzumerken ist bei den unter Abschnitt 3.3.2 beschriebenen
Inkubationsexperimenten, dass die Amin-, Aminosauren- und Dipeptid-konjugierten
siRNAs sowohl auf Protein-, als auch auf m-RNA Ebene keine signifikante Abnahme
von ApoB bewirken konnten. Die verwendeten Modifikationen scheinen offenbar
nicht als Substrat fir Aminosaure- oder Nahrstoffkandle zu dienen, oder aber die
Lipophilie des Gesamtmolekils war nicht ausreichend erhéht, um sich der lipophilen
Zellmembran anzundhern. Wie erwartet, zeigt die unmodifizierte apoB Sequenz
ebenfalls keine posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression von apoB, da
davon ausgegangen wurde, dass diese auf Grund der intrinsischen
physikochemischen Eigenschaften nicht in der Lage ist, die Zellmembran zu

Uberwinden.

4.3.3 Aufzeigen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung der modifizierten siRNAs bei
Transfektion

4.3.3.1 Die siRNAs zeigen eine Dosis-Wirkungs-Beziehung in der humanen

Leberkarzinomzelllinie

Eine biologisch wirksame Substanz muB die Fahigkeit besitzen, in einer
konzentrationsabhangigen Weise einen bestimmten Effekt auszulésen. Eine solche
Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde auch in dieser Arbeit fur einige siRNAs untersucht.
Da in der Literatur bereits einige Beispiele fir die Aktivitat von Cholesterin-
konjugierten siRNAs beschrieben sind (Lorenz et al., 2004; Soutschek et al., 2004),
richtete sich das Augenmerk dieser Experimente auf die Gruppe der Zucker-
modifizierten siRNAs.

Zunachst wurde eine Dosis-Wirkungs-Beziehung flr transfizierte siRNAs aufgezeigt.
Mit den eingesetzten Konzentrationen von 100 nM, 10 nM, 1 nM und 0,1 nM lieB sich

fir alle Zucker-Konjugate, das 3°-Chol-Konjugat und die unmodifizierte apoB
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Sequenz eine Konzentrationsabhangigkeit der inhibitorischen Effekte auf Protein-
und m-RNA Ebene nachweisen (Abb. 3.31 A und B). Auch hier konnte, bis auf die
héchste eingesetzte Konzentration von 100 nM, eine gréBere Reduktion auf m-RNA
Ebene als auf Protein-Ebene beobachtet werden. Dieser Effekt wurde bereits unter
Abschnitt 4.3.1 diskutiert und lieB sich auch in diesen Experimenten bestéatigen. Es
lasst sich allerdings sagen, dass die Reduktion auf Protein- und m-RNA Ebene
gréBer ist als bei den unter Abschnitt 4.3.1 diskutierten Transfektionsexperimenten
(Abb. 3.27 und 3.28). Anhand der erhaltenen Daten ist bei den Dosis-Wirkungs-
Experimenten (Abb. 3.31 A und B) von einer hdheren Transfektionseffizienz
auszugehen. Dies kénnte der Verwendung einer neuen Charge von Oligofectamine
zugeschrieben werden. So zeigte der Ansatz mit der unmodifizierten apoB Sequenz
eine Restexpression von nur 20% in der hdéchsten Konzentration von 100 nM siRNA
(Abb. 3.31 A), verglichen mit den vorher gezeigten Daten, bei der eine Reduktion bis
auf 50% zu beobachten war (Abb. 3.27). Die Galaktose-modifizierten Sequenzen
zeigten einen ahnlichen Effekt wie die unmodifizierte Sequenz, so dass hier keine
negativen Einflisse der 5°-Sense Modifikation anzunehmen sind. Selbst in der
niedrigsten eingesetzten Konzentration konnte die Expression um 25% auf m-RNA
Ebene (Abb. 3.31 B) durch die Zucker-konjugierten siRNAs reduziert werden,
wahrend die unmodifizierte Sequenz in dieser Konzentration keinen Effekt mehr
zeigte.

4.3.3.2 Posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression mit den
modifizierten siRNAs im Rattenzellsystem

Im Hinblick auf einen mdglichen Tierversuch und zur Verifizierung der erhaltenen
Daten mit der humanen Hepatozytenzelllinie, sollten die durchgefihrten Experimente
an einer weiteren Zelllinie wiederholt werden. Hierzu wurde eine
Rattenleberkarzinomzelllinie  gewdahlt. Auf den indirekten Nachweis der
posttranskriptionellen Hemmung der Genexpression auf Protein-Ebene wurde in
diesen Experimenten verzichtet, da eine direkte Abnahme des m-RNA Gehalts als

ausreichend angesehen wurde.

Da die in den bisherigen Experimenten eingesetzte siRNA-Sequenz eine
Kreuzreaktivitdt mit der in Ratten exprimierten apoB m-RNA aufweist, wurde eine
Aktivitat hinsichtlich der posttranskriptionellen Hemmung der apoB Genexpression
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angenommen. Jedoch sollte diese Annahme durch Transfektion bewiesen werden,
bevor die synthetisierten Konjugate in Inkubationsexperimenten eingesetzt werden
konnten. Gleichzeitig wurde versucht, eine Dosis-Wirkungs-Beziehung als relevantes
Kriterium einer biologisch aktiven Substanz fir die verwendeten siRNAs aufzuzeigen.
So wurde das gleiche Experiment, wie unter Abschnitt 4.3.3 diskutiert, in den
Rattenhepatozyten durchgefihrt. Auch hier konnte fir die 3°-Chol-, die SBGAL- und
die SBTEGGAL-modifizierte siRNA sowie flr die unmodifizierte apoB siRNA eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung gezeigt werden (Abb. 3.38). Verglichen mit den Daten
der Transfektion in humanen Hepatozyten (Abschnitt 4.3.3, Abb. 3.31 B) zeigten sich
die gleichen Ergebnisse. So war eine Abnahme der apoB m-RNA um 80% mit der
unmodifizierten siRNA zu beobachten, genau wie zuvor fir die humanen Zellen
gezeigt. Auch hier konnten fir die modifizierten Sequenzen ahnliche Aktivitidten wie
fir die unmodifizierte apoB Sequenz beobachtet werden, so dass die eingeflihrte 5°-
Sense  Modifikation  nicht zu  einer  Beeintrachtigung des  RNA-
Interferenzmechanismus fuhrt. Des Weiteren konnte ebenfalls eine gesteigerte
Aktivitat der Zucker-konjugierten siRNAs in der niedrigsten Konzentration von 0,1 nM
siRNA gegenlber der unmodifizierten Sequenz deutlich gemacht werden. Diese
bewirkte in der geringsten Konzentration eine Abnahme der apoB m-RNA um etwa
10%, wahrend die 2xGAL- und SBGAL-konjugierte siRNA noch eine 30%ige
Abnahme der m-RNA zeigten (Abb. 3.38). Fir die humanen Hepatozyten konnten
gleiche Ergebnisse erhalten werden (Abschnitt 4.3.3, Abb. 3.31 B). Es ist also
gezeigt, dass die verwendeten siRNAs auch in Rattenhepatozyten aktiv sind und
eine dosisabhangige posttranskriptionelle Hemmung der apoB Genexpression

hervorrufen.

4.3.4 Die modifizierten siRNAs zeigen keine Hinweise auf Zytotoxizitat im

verwendeten Testsystem

Eine weitere wichtige Anforderung an eine biologisch wirksame Substanz ist eine
geringe Zytotoxizitat. Diese auBert sich meist in einer Schadigung der Zellmembran,
welche dadurch ihre Integritat verliert. Wird die Membran geschadigt, gelangen
zytosolische Substanzen und Proteine in den extrazellularen Raum. Eines dieser
Proteine ist die Laktatdehydrogenase, deren Freisetzung bei dem hier verwendeten

ETM

Testsystem ausgenutzt wurde (CytoTox-ON Homogeneous Membrane Integrity

Assay, Promega). Sie katalysiert die Umsetzung von Laktat zu Pyruvat. Die dabei
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freigesetzten Reduktionsaquivalente bewirken eine Reduktion des zugesetzten
Substrats zu einem fluoreszierenden Molekil. Diese Fluoreszenz war mit Hilfe eines
Fluorometers messbar und ist direkt proportional zur freigesetzten Menge an
Laktatdehydrogenase und somit auch zur Menge geschadigter Zellen. Durch den
Zusatz des nicht-ionischen Detergenz Triton X-100 konnte die Schadigung der
Zellmembran im durchgefihrten Experiment simuliert werden, um eine
Positivkontrolle zu erhalten. Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten (Abb. 3.37 und
3.42) lagen alle im Bereich der mitgefihrten mock-Kontrolle ohne siRNA. So kann
davon vermutet werden, dass keine der modifizierten siRNAs zytotoxische
Eigenschaften fir humane oder Ratten-Hepatozyten in vitro besitzt. Dies stellt ein
wichtiges Kriterium flr die spatere therapeutische Anwendung solcher siRNAs in in
vivo Experimenten dar. Die Konjugation der hier eingesetzten Zucker-Strukturen an
eine siRNA stellt also kein Hindernis im Hinblick auf die Toxizitdt dar. Es konnte
hiermit also ein Vorteil der direkten Konjugation von kleinen Molekilen gegeniber
einer Formulierung mit Polyethylenimin- oder kationischen Lipid-Verpackungen und
Transfektionsreagenzien deutlich gemacht werden, da diese Molekile in
verschiedenen Studien hohe Toxizitdten und unspezifische Effekte hervorriefen (Ma
et al.,, 2005). Allerdings kann mit dieser verwendeten Methode keine generelle
Aussage Uber die pharmakologischen Eigenschaften solcher siRNAs in vivo getroffen
werden. Jedoch zeigte der hier verwendete Test keine Toxizizat fir das HuH7 und
MH7777A Zellsystem und daher keine Schadigung der Zellmembran.

4.4 Rezeptor-vermittelte Aufnahme von Galaktose-konjugierten siRNAs in

Leberkarzinomzellen

4.4.1 Biochemische Hinweise

Ein erster Hinweis flr die Aufnahme Galaktose-konjugierter siRNAs in die Zelle war
bereits bei den in Abschnitt 4.3.2 diskutierten Inkubationsexperimenten ohne
Transfektionshilfe zu finden (Abb. 3.30). Anhand der erhaltenen Daten (Abb. 3.32 A
und B) konnte mit den verzweigten Galaktose-konjugierten siRNAs SBGAL und
SBTEGGAL sowie der 3°-Chol modifizierten Sequenz eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung gezeigt werden. Wie schon fir die vorangegangenen
Inkubationsexperimente (Abschnitt 4.2, Abb. 3.29 und 3.30) wurde hier ebenfalls ein
inhibitorischer Effekt fir das SBTEGGAL-Konjugat deutlich gemacht, welcher in der
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héchsten eingesetzten Konzentration von 10 pM siRNA eine Reduktion von etwa
45% der apoB m-RNA Ebene bewirkte. Des Weiteren konnte auch fiir das SBGAL-
Konjugat eine dosisabhangige Reduktion von apoB auf Protein- und m-RNA Ebene
gezeigt werden. Es konnte mit diesem Konjugat auf Protein-Ebene eine Reduktion
von ApoB um 40% erreicht werden, weshalb auch hier von einer Internalisierung der
modifizierten siRNA ausgegangen wird. Flr diese Aufnahme wurde eine Rezeptor-
vermittelte Internalisierung Uber den Asialoglykoprotein-Rezeptor angenommen.
Dieser wurde bereits mehrfach fir die Aufnahme von Galaktose-konjugierten
Molekllen beschrieben (Biessen et al., 1999; Biessen et al.,, 1994). Die
unterschiedliche Praferenz dieses Rezeptors flr terminale Galaktose-Strukturen
(Rensen et al., 2001), liefert eine mdgliche Erklarung fir die fehlende Fahigkeit des
2XGAL-Konjugats RNA-Interferenz auzulésen. Zwar lieB sich auf Protein-Ebene
(Abb. 3.32 A) eine geringfligige Reduktion von ApoB um etwa 25% in der héchsten
Konzentration nachweisen, welche auf m-RNA Ebene allerdings nicht bestatigt
werden konnte. Dieses Phanomen wurde bereits von anderen Gruppen beobachtet.
So fihrte die Konjugation von verzweigten Galaktose-Strukturen zu einer erhéhten
Aufnahme in Leberparenchymzellen (Biessen et al., 1994). Dieses spater als ,Cluster
Effekt“ bezeichnete Ph&nomen scheint auf der Struktur des hier ausgenutzten
Asialoglykoprotein-Rezeptors zu beruhen. Dieser erkennt seine Substrate Uber eine
sogenannte ,Carbohydrate Recognition Domain®, welche mehrere Bindungstaschen
fir Galaktose- und N-Acetylgalaktosamin-Reste besitzt (Lee und Lee, 1986;
Hangeland et al., 1995; Duff et al., 2000). Die Bindung eines Zuckerrestes flhrt
offenbar zu einem ,Clustering” des Rezeptors, so dass die Bindung eines zweiten
Zuckerrestes erleichtert wird. Je mehr Reste am Rezeptor gebunden haben, desto
starker ist die Interaktion mit dem Substrat. Von Biessen und Kollegen konnte eine
Praferenz des Asialoglykoprotein-Rezeptors ermittelt werden. So bindet ein
terminaler Galaktoserest am schwachsten, wahrend die Interaktion mit einem
Molekil, welches vier terminale Gal-Reste besitzt, am starksten ist (Rensen et al.,
2001). Die detektierte Abnahme des ApoB Protein-Gehalts nach Inkubation mit der
2xGAL siRNA koénnte auf eine verminderte Zellzahl in den entsprechenden Ansatzen
hindeuten. Dies hatte einen geringeren Protein-Gehalt zur Folge. Dieser Effekt wiirde
sich auf m-RNA Ebene nicht durchsetzten, da bei der Berechnung alle Werte auf die
gapdh m-RNA normiert werden. Befanden sich zum Zeitpunkt der Analyse weniger
Zellen in den entsprechenden Ansatz, so wiirde auch der Gehalt an gapdh m-RNA
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sinken. Bei der Normierung der apoB m-RNA auf die gapdh m-RNA gleicht sich so
die geringere Zellzahl wieder aus. Es wird davon ausgegangen, dass die
unmodifizierte apoB Sequenz ohne Transfektionshilfe nicht in die Zelle
aufgenommen wird. Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen dieses
Inkubationsexperiments (Abb 3.32 A und B). Fir keine der eingesetzten
Konzentrationen konnte ein Interferenzeffekt auf Protein- oder m-RNA Ebene flr die
unmodifizierte Sequenz beobachtet werden. Ebenso waren keine unspezifischen
Effekte der eingesetzten Negativkontrollen zu verzeichnen.

Weiterhin ist anzumerken, dass die in den Rattenzellen durchgeflhrten
Inkubationsexperimente mit den gleichen siRNA Konzentrationen vergleichbare
Resultate lieferten (Abb. 3.39). Allerdings konnte hier nur fir das SBTEGGAL-
Konjugat eine Dosis-Wirkung aufgezeigt werden. Die SB-GAL-modifizierte sSiRNA war
aber in der Lage, in einer Konzentration von 10 uM eine Abnahme der apoB m-RNA
um 40% zu bewirken, wahrend die 2xGAL siRNA auch hier keine Aktivitat zeigte.

Anhand der Daten dieser Inkubationsexperimente ohne Transfektionshilfe kann
davon ausgegangen werden, dass die Galaktose-konjugierten siRNAs ins
Zytoplasma aufgenommen wurden. FUr diese Internalisierung wird eine Rezeptor-

vermittelte Aufnahme durch den Asialoglykoprotein-Rezeptor angenommen.

4.4.2 Nachweis des Asialoglykoprotein-Rezeptors

Die Aufnahme der Zucker-konjugierten siRNAs soll Uber den Asialoglykoprotein-
Rezeptor erfolgen. Allerdings wurde in dieser Arbeit noch kein direkter Nachweis der
Existenz dieses Rezeptors in den verwendeten Zellen gefihrt. Daher wurde versucht
mit Hilfe spezifischer Antikdrper gegen die ASGPR H1 Untereinheit in humanen
Zellen und das RHL 1 Protein in den Rattenhepatozyten die Expression des
Rezeptors immunologisch nachzuweisen (Kapitel 2.3.3). Im erhaltenen
Luminogramm (Abb. 3.43) konnten sowohl der in humanen Leberzellen exprimierte
Rezeptor (46 kDa), als auch das in Rattenhepatozyten exprimierte Protein (41 kDa)
nachgewiesen werden (Spiess und Lodish, 1985; Bischoff und Lodish, 1987; Halberg
et al., 1987). Weitere Erlauterungen zum Asialoglykoprotein-Rezeptor sind in
Abschnitt 4.4.3.3 zu finden.
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4.4.3 Einfluss von Kalzium auf die Rezeptor-Funktion

4.4.3.1 Kalzium verstarkt die Wirkung der Galaktose-konjugierten siRNAs

In vorangegangenen Experimenten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mit
verzweigten Galaktose-Strukturen modifizierten siRNAs SBGAL und SBTEGGAL
eine posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression von apoB bewirken, die
sowohl auf Protein-, als auch auf m-RNA Ebene nachweisbar ist (Abschnitt 4.4.1,
Abb. 3.32 A und B, Abb. 3.39). Um solche Interferenzeffekte auslésen zu kénnen,
mussen sich die siRNAs im Zytoplasma befinden (Elbashir et al., 2001). Es wird
daher fur die verzweigten Galaktose-Strukturen eine definierte Rezeptor-vermittelte
Aufnahme Uber den Asialoglykoprotein-Rezeptor angenommen. Dieser ist flr die
Bindung und Internalisierung von Galaktose-modifizierten Molekilen bereits
mehrfach beschrieben worden (Biessen et al., 2000; Biessen et al., 1999; Biessen et
al., 1994; Rensen et al., 2001; Davis und Hui, 2001; Duff et al., 2000; Hangeland et
al., 1995). Des Weiteren wird er zu den sogenannten C-Typ Lektinen auf der
Oberflache von Hepatozyten gerechnet, fiir deren Funktion eine Kalziumabhangigkeit
nachgewiesen wurde (Drickamer, 1988). So konnte in Anwesenheit von Kalzium eine
gesteigerte Funktion des Rezeptors beobachtet werden (Van Lenten und Ashwell,
1972). Fir die folgenden Experimente zur Dosis-Wirkung wurden die verwendeten
Zellen daher in 5 mM Kalziumchlorid angezogen, um den Rezeptor zu aktivieren. Es
wurden die gleichen siRNAs und die gleichen Konzentrationen, wie im
vorangegangenen Inkubationsexperiment (Abschnitt 4.41) verwendet, um einen
Vergleich beider Inkubationen zu ermdglichen. Zusatzlich wurde eine weitere
Negativkontrolle gegen die bcl2 m-RNA eingesetzt, welche eine SBTEGGAL-
Modifikation tragt, um einen Effekt der Modifikation selbst auszuschlieBen. Aus den
erhaltenen Daten (Abb. 3.33 A und B) konnte fir alle Galaktose-modifizierten siRNAs
eine deutliche dosisabhangige Steigerung der inhibitorischen Effekte im Vergleich zu
den Experimenten ohne Rezeptorstimulation erreicht werden. So wurde fir die
SBGAL modifizierte siRNA in héchster Konzentration eine Reduktion des Protein-
und m-RNA Gehalts um rund 70% beobachtet (Abb. 3.33 A und B), wéhrend ohne
Rezeptorstimulation nur eine 40%ige Reduktion bei gleicher Konzentration gezeigt
werden konnte (Abb. 3.32 A und B). Fir das apoB SBTEGGAL Konjugat lie sich
eine erstaunliche Reduktion von 90% auf Protein- und m-RNA Ebene nachweisen,
verglichen mit einer 45%igen Reduktion ohne Zellanzucht in Kalziumchlorid. Da die
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mitgefihrten Negativkontrollen gegen die bcl2 m-RNA ebenfalls mit SBGAL und
SBTEGGAL-Modifikationen versehen wurden und diese keine inhibitorischen Effekte
zeigten (Abb. 3.33 A und B), ist daher auch eine unspezifische Reduktion von ApoB
durch die eingefihrten Modifikationen selbst auzuschlieBen. Auch die siRNA mit zwei
linear konjugierten Galaktose-Molekilen 2xGAL war in diesen Experimenten in der
Lage, einen Interferenzeffekt von 20% auf Protein- und 50% auf m-RNA Ebene
auszulésen (Abb. 3.33 A und B). Allerdings konnte hier keine Dosis-Wirkungs-
Beziehung gezeigt werden, da sich der erwahnte Effekt nur in der hdchsten
Konzentration von 10 uM beobachten lie. Jedoch kann auch hier eine gesteigerte
Aktivitdt des ASGPR angenommen werden, da dieses Konjugat in den
vorangegangenen Inkubationen (Abb. 3.32) keine Aktivitat zeigte. Das inhibitorische
Potential der 3°-Chol modifizierten siRNA wurde durch die Zellanzucht in
Kalziumchlorid dagegen nicht beeinflusst. So konnte mit und ohne
Rezeptoraktivierung in der héchsten eingesetzten Konzentration von 10 pM siRNA
eine Reduktion des apoB m-RNA Gehalts von nur 55% beobachtet werden (Abb.
3.32 B und 3.33 B). Des Weiteren lieB sich kein Reduktionseffekt fur die
unmodifizierte  Sequenz  nachweisen. Eine gesteigerte Aufnahme von
Oligonukleotiden durch die Behandlung mit Kalziumchlorid ist daher auszuschlieBen.
Die gezeigte Steigerung der Inhibitionseffekte bezieht sich demnach nur auf die
Galaktose-modifizierten siRNAs. Diese Experimente lassen daher zusatzlich eine
definierte Aufnahme Uber den Asialoglykoprotein-Rezeptor vermuten.

Gleiche Experimente in der Rattenzelllinie bestatigen die erhaltenen Daten (Abb.
3.40). So war auch hier eine Dosis-abhangige Reduktion der apoB m-RNA mit den
verzweigten Galaktose-Molekiilen zu detektieren. Bei einer Konzentration von 10 uM
SBGAL siRNA war eine Reduktion des m-RNA Gehalts von 75% zu beobachten,
wahrend das SBTEGGAL-Konjugat in gleicher Konzentration eine Abnahme von
80% bewirkte.

Anzumerken ist, dass beide verzweigten Galaktose-Molekile SBGAL und
SBTEGGAL in vitro bei aktiviertem Rezeptor ein deutlich grdBeres
Inhibitionspotential besitzen (Abb. 3.33 A und B), als die bereits im Tierversuch
eingesetzte 3’-Chol modifizierte siRNA (Soutschek et al., 2004e).
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4432 Zellbiologische Hinweise auf eine gesteigerte Internalisierung der
siRNAs nach Rezeptor-Aktivierung durch Kalzium

Eine Aufnahme der Zucker-konjugierten siRNAs wurde bisher nur indirekt anhand
der festgestellten Reduktionen von ApoB gezeigt. Die Konjugation von
Fluoreszenzfarbstoffen an Oligodesoxynukleotiden stellt eine herkdmmliche Methode
zur Visualisierung dieser Verbindungen innerhalb der Zellen dar (Biessen et al.,
1999). Daher wurde ein Cy3 Fluoreszenzfarbstoff an die siRNA gekoppelt, um eine
Aufnahme in die Zelle anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen sichtbar zu
machen. Darlber hinaus wurde versucht, einen Unterschied an internalisierter
fluoreszierender siRNA zwischen Zellen mit und ohne Rezeptor-Aktivierung durch
Kalziumchlorid aufzuzeigen. Anhand der erhaltenen Fluoreszenzaufnahmen (Abb.
3.34) konnte tatsachlich ein Unterschied in der Fluoreszenzintensitat mit und ohne
Rezeptor-Aktivierung deutlich gemacht werden. So war fir die SBGAL- und
SBTEGGAL-modifizierte siRNA ohne Zellanzucht in Kalziumchlorid kaum
Rotfluoreszenz innerhalb der Zelle zu detektieren. Nach Zellanzucht in
Kalziumchlorid konnte diese erheblich gesteigert werden, was ein zusatzlicher
Hinweis auf eine gesteigerte Aktivitat des Asialoglykoprotein-Rezeptors ist. Auf die
ebenfalls mitgefihrte 3°-Chol konjugierte siRNA hatte die Rezeptorstimulation, wie
schon bei der Inkubation beobachtet (Abschnitt 4.3.4, Abb. 3.33 A und B), keinen
Einfluss. Bei den Fluoreszenzaufnahmen mit einer ASGPR-Aktivierung lieB sich
innerhalb der fluoreszierenden Flache eine Aussparung erkennen (Abb. 3.34 Mitte).
Durch eine DAPI Farbung konnte diese Aussparung als Zellkern identifiziert werden,
der keine Cy3-Rotfluoreszenz enthielt. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass die Cy3 markierten SBGAL und SBTEGGAL siRNAs in die Zelle aufgenommen
wurden und dort im Zytoplasma akkumulierten, ohne in den Zellkern zu gelangen.
Die zur Kontrolle mitgefihrte unmodifizierte apoB Sequenz konnte die Zellmembran
jedoch nicht passieren, weshalb keine Fluoreszenz innerhalb der Zellen detektiert
wurde. Bei VergroBerung eines Ausschnitts aus den aufgenommenen
Fluoreszenzbildern (Abb 3.35) lasst sich sogar ein Unterschied in der
Fluoreszenzverteilung innerhalb des Zytoplasmas deutlich machen. So konnte fir
das 3’-Chol- und das SBTEGGAL-Konjugat eine uniforme Verteilung der
Fluoreszenz beobachtet werden, wahrend das SBGAL-Konjugat nur in bestimmten
Bereichen des Zytoplasmas akkumulierte. Diese Beobachtung ist eventuell auf den

Mechanismus der Rezeptor-vermittelten Aufnahme zurtckzufihren. So ist flr den
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Asialoglykoprotein-Rezeptor eine Internalisierung Uber die Abschnirung von
Vesikeln und ein vesikularer Transport der internalisierten Substanz zum Endosom
bzw. Lysosom beschrieben (Stoorvogel et al., 1987; Clarke et al., 1987; Dalton et al.,
2004). Bei der punktuell auftretenden Fluoreszenz der SBGAL-konjugierten siRNA
kdénnte es sich um Molekile handeln, die sich entweder noch in Transportvesikeln
befinden, oder aber bereits in lysosomalen Kompartimenten gefangen sind. Dies
ware auch eine mégliche Erklarung daflir, weshalb die SBGAL-modifizierte siRNA
einen geringeren Inhibitionseffekt bei den Inkubationsexperimenten zeigte als das fur
das SBTEGGAL-konjugierte Molekul der Fall war (Abschnitt 4.3.4, Abb. 3.33.A und
B). Somit héatte die Konjugation eines zuséatzlichen Tetraethylenglykol-Linkers
zwischen der RNA und den Galaktose-Strukturen einen positiven Einfluss auf die
endosomale Freisetzung, da sich die SBTEGGAL siRNA gleichmaBig im Zytoplasma
verteilte (Abb. 3.35). Dies ist allerdings nicht nachgewiesen und kann nur anhand der
hier aufgenommenen Fluoreszenzbilder spekuliert werden. Mdglicherweise wird
durch den erhéhten Abstand (~ 16 A) zwischen den Galaktose-Resten und der
negativ geladenen siRNA im SBTEGGAL-Konjugat eine starkere Bindung an den
Rezeptor bedingt als das fur das SBGAL-Konjugat der Fall ist. Somit kénnte das
SBTEGGAL-Konjugat bei dem ,Recycling® Prozess des ASGPR zurick ins
Zytoplasma geholt werden, wahrend die Bindung des SBGAL-Konjugats zum

Rezeptor im endosomalen Kompartiment geldst wird.

4.43.3 Charakterisierung des Einflusses von Kalzium auf die gesteigerte
Rezeptor- und siRNA-Aktivitat

Wie bereits unter Abschnitt 4.4.2 dargelegt, konnte der Asialoglykoprotein-Rezeptor
anhand von Western-Blot Analysen in beiden Leberkarzinomzellinien nachgewiesen
werden (Abb. 3.34). Des Weiteren sollte ein eventueller Einfluss des Kalziumchlorids
bei Zellanzucht auf den Proteingehalt untersucht werden. Es zeigt sich jedoch kein
Unterschied im Proteingehalt zwischen einer Zellanzucht in 0 mM und 5 mM
Kalziumchlorid. Daher ist ein Effekt des Kalziumchlorids auf die Proteinexpression
auzuschlieBen. Allerdings korreliert der Zusatz von Kalziumchlorid direkt mit der
Funktion des Rezeptors (Van Lenten und Ashwell, 1972). Es ist vielmehr davon
auszugehen, dass wie bereits fir das Mannose-bindende Protein (MBP = Mannose
Binding Protein) gezeigt, eine Koordination der verschiedenen Aminosduren der
,Carbohydrate Recognition Domain“ (CRD) durch Ca?* lonen erfolgt (Ng et al., 1996;
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lobst und Drickamer, 1994; lobst et al., 1994). Des Weiteren wird die Ausbildung von
Wasserstoffbricken-Bindungen zwischen dem gebundenen Zucker und definierten
Aminosauren des Rezeptors angenommen, die gleichzeitig als Kalzium-Liganden
fungieren. Auf diese Weise werden durch verschiedene Lektine auf der
Zelloberflache  unterschiedliche  Zuckerstrukturen erkannt, gebunden und
internalisiert. Allerdings bestehen unterschiedliche Praferenzen dieser Lektine im
Hinblick auf ihre Substrate und damit auch ihrer Funktion. Fir den
Asialoglykoprotein-Rezeptor beispielsweise wird angenommen, dass die Entfernung
von funktionsgestdrten Glykoproteinen aus dem Blutkreislauf eine seiner
Hauptaufgaben ist. Diese tragen nach Abspaltung eines Sialinsdure-Restes
terminale verzweigte Galaktose- und N-Acetylgalaktosamin-Strukturen, welche von
der CRD des Rezeptors erkannt werden (Rensen et al., 2001). Weiterhin kdnnte ein
Einfluss des Kalziums auf die endosomale Freisetzung der siRNAs diskutiert werden.
So wurde bereits fur Antisense PNA Molekile nach Konjugation mit
zellpenetrierenden Peptiden ein positiver Einfluss von Ca®* lonen gezeigt (Shiraishi
et al., 2005; Shiraishi et al., 2006). Allerdings wird auch flir Cholesterin-modifizierte
Molekile eine Rezeptor-vermittelte Aufnahme angenommen, bei der ebenfalls
endosomale Kompartimente beteiligt sind (Krieg et al., 1993; de Smidt et al., 1991).
Die Zellanzucht in 5 mM Kalziumchlorid hatte jedoch keinen positiven Einfluss auf die
Aktivitat der 3-Chol konjugierten siRNA. Es wurden mit und ohne Kalziumchlorid die
gleichen Interferenz-Effekte beobachtet (Abb. 3.33 und 3.34). Durch den Einsatz von
Chloroquine, welches ebenfalls einen positiven Einfluss auf die endosomale
Freisetzung hat, konnte nur fir die 3°-Chol siRNA eine gesteigerte Aktivitat
beobachtet werden, nicht aber flr die Zucker-konjugierten Molekile (Daten nicht
gezeigt). Somit ist eine Beteiligung endosomaler Kompartimente beim Transport der
3’-Chol siRNA ins Zytoplasma anzunehmen. Allerdings konnte kein positiver Effekt
von Ca?' lonen auf die Entlassung der 3’-Chol siRNA ins Zytoplasma gezeigt
werden. Daher ist vielmehr davon auszugehen, dass es sich um eine Aktivierung
bzw. Stimulation des Asialoglykoprotein-Rezeptors durch Kalziumchlorid handelt wie
bereits diskutiert, die keinen Einfluss auf die Aktivitat Cholesterin-konjugierter siRNAs
hat.
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4.4.4 Kompetition mit N-Acetylgalaktosamin

Fir die Aufnahme der Galaktose-konjugierten siRNAs wurde eine Internalisierung
Uber den Asialoglykoprotein-Rezeptor postuliert. Es konnte bisher eine erhdhte
Aufnahme der SBGAL und SBTEGGAL-konjugierten siRNAs in humane und Ratten-
Hepatozyten nach Aktivierung des Rezeptors mit Kalziumchlorid nachgewiesen
werden (Abschnitt 4.4.3) und eine damit verbundene dosisabhéngige,
posttranskriptionelle Hemmung der apoB Genexpression (Abschnitt 4.4.3.1). Anhand
von Kompetitionsstudien sollte im folgenden Experiment gezeigt werden, dass durch
Zusatz eines starkeren Liganden fir den Asialoglykoprotein-Rezeptor eine Aufnahme
der siRNAs und damit eine Reduktion von apoB verhindert werden sollte. Laut
Literatur besitzt N-Acetylgalaktosamin eine ~ 40-fach hoéhere Affinitdt far den
Rezeptor als Galaktose und wurde deshalb als Kompetitor eingesetzt (Biessen et al.,
1994; Rensen et al., 2001; lobst und Drickamer, 1996). Anhand der erhaltenen Daten
(Abb. 3.36 A und B, Abb. 3.41) konnte gezeigt werden, dass durch Zusatz von N-
Acetylgalaktosamin die beobachtete posttranskriptionelle Hemmung der apoB
Genexpression unterbunden werden konnte. Fir keine der Galaktose-konjugierten
siRNAs war eine Abnahme des Protein- bzw. m-RNA Gehalts mehr nachweisbar.
Daraus resultiert der Schluss, dass die Aufnahme der siRNAs durch den
Asialoglykoprotein-Rezeptor durch Zusatz eines starker bindenden Substrats
verhindert wurde. Im Umkehrschluss ist somit eine definierte Rezeptor-vermittelte
Aufnahme von modifizierten siRNAs in das Zytoplasma erstmals bewiesen. Zwar
wird in der Literatur von  Cholesterin-modifizierten  Oligoribo-  und
Oligodesoxynukleotiden berichtet, der genaue Mechanismus dieser Aufnahme ist
allerdings bis heute nicht geklart. So gibt es Vermutungen der Beteiligung des
Scavenger Rezeptors oder aber des LDL-Rezeptor Mechanismus [(Krieg et al., 1993;
Rump et al., 2000; Bijsterbosch et al., 2000; Bijsterbosch et al., 2002), persénliche
Kommunikation mit M. Stoffel, Rockefeller Universitat, April 2005]. Da durch den
Zusatz des Kompetitors in dieser Arbeit der inhibitorische Effekt der 3’-Chol
modifizierten siRNA nicht beeinflusst wurde (Abb. 3.36 und 3.41), korreliert diese
Beobachtung mit den verdffentlichten Daten eines anderen Aufnahmemechanismus
fir Cholesterin-konjugierte  Molekile im Vergleich zu Zucker-modifizierten
Verbindungen.
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4.5 Ausblick

Mit Hilfe der Glykokonjugation von verzweigten Galaktose-Strukturen an siRNAs
konnte in dieser Arbeit erstmals eine definierte Rezeptor-vermittelte Aufnahme tber
den Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR) gezeigt werden. Infolge dessen war eine
posttranskriptionelle Hemmung der apoB Genexpression mdglich. Diese Ergebnisse
stellen einen Ansatzpunkt hinsichtlich der Entwicklung von RNAi-basierenden
Therapeutika dar und liefern einen wichtigen Beitrag zur Durchflhrung erster in vivo
Experimente. Die Expression des ASGPR in Ratten wurde bereits beschrieben
(Weigel, 1980) und es ist davon auszugehen, dass dieser Rezeptor auch in vivo die
gleiche Praferenz fir die Bindung und Internalisierung seiner Substrate besitzt. In der
Antisense-Forschung wurde bereits erfolgreich die Aufnahme glykokonjugierter
Oligodesoxynukleotide durch diesen Rezeptor gezeigt (Biessen et al., 2000; Biessen
et al., 1999; Rensen et al., 2001). Eine vorzeitige Eliminierung des Wirkstoffs Gber
Degradierung, Scavenger-Rezeptor-vermittelte Aufnahme in ungewtinschte Zelltypen
oder Absorption durch die Niere wurde durch die Glykokonjugation verhindert
(Biessen et al., 1999). Daher sollte in weiterfihrenden Arbeiten eine systemische
Applikation der Zucker-konjugierten siRNAs in Ratten versucht werden. Des weiteren
wurde eine starkere Bindung an den Rezeptor flir Strukturen deutlich gemacht,
welche drei oder vier terminale Galaktose-Reste tragen (Rensen et al., 2001). Durch
eine weitere Verzweigung der zwei terminalen Galaktose-Reste der hier
synthetisierten siRNAs SBGAL und SBTEGGAL kann wahrend der RNA-
Festphasensynthese ohne groBen Aufwand die Anknilpfung des hergestellten Gal-
Amidits 18 ermdglicht werden, so dass eine siRNA mit vier endsténdigen
Galaktopyranosiden entsteht. Dies kénnte zu einer starkeren Bindung des Konjugats
an den Rezeptor flihren (Rensen et al., 2001). GleichermaBen kann durch die
Verwendung eines anderen Linkers als Tetraethylenglykol der Abstand zwischen der
negativ geladenen siRNA und der Galaktose-Modifikation variiert werden. In der
Literatur wird die Verlangerung eines solchen Linkers als positiv fir die Aufnahme
Uber den ASGPR beschrieben (Biessen et al., 1994). Da mit der siRNA Technologie
die posttranskriptionelle Hemmung der Genexpression fir theoretisch jedes
krankeitsauslésende Protein erreicht werden kann, ist eine breite Anwendung dieses
Prinzips mdéglich. Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Ansatz siRNAs gezielt in
Leberzellen einzubringen, kdnnte z.B. auch eine alternative Therapie gegen den
Hepatitis C Virus entwickelt werden oder viele andere Leber-spezifische Krankheiten.
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5 Zusammenfassung

Um therapeutisch wirksam zu sein, muss eine siRNA die Zellmembran Uberwinden
und ins Zytoplasma gelangen. Auf Grund der negativen Ladung unmodifizierter
Nukleinsdauren und des hohen Molekulargewichts ist eine passive Permeation ins
Zytoplasma unwahrscheinlich. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, durch die
Anknipfung kleiner Moleklle an den 5°-Terminus des Sense Strangs einer siRNA
deren Aufnahme ins Zytoplasma zu erreichen. Hierzu wurden verschiedene siRNA-
Konjugate synthetisiert, welche in einem in vitro Modellsystem ohne Verwendung
eines Transfektionsreagenzes die postiranskriptionelle Hemmung der apoB

Genexpression in Leberparenchymzellen erméglichen.

Ein erster Ansatz zielte auf die Erhéhung der Hydrophobizitat der siRNAs und eine
damit verbundene Erleichterung der zellularen Anndherung. Als Grundbausteine
dienten Lithocholsdure, Cholesterin, Betulin und 3-Beta-Cholestanol. Durch kurze
organisch chemische Synthesesequenzen wurden diese Verbindungen in das
entsprechende Phosphoramidit Uberflhrt, um eine Kopplung wéhrend der RNA-
Festphasensynthese zu ermdglichen. Unter Verwendung verschiedener Linker
konnte das Spekirum der Modifikationen erweitert werden. Des Weiteren wurde
versucht, durch Amidbindungsknipfung zwischen einer NHS-Ester aktivierten siRNA
und verschiedenen Aminen, Kkationischen Aminosdauren und Dipeptiden, die
Lipophilie der siRNA zu erhbéhen. So sollte eine Aufnahme Uber Zellpenetration,
bestimmte Aminosaurekanéle oder Nahrstofftransporter erreicht werden. In einem
weiteren Ansatz wurde eine definierte Rezeptor-vermittelte Aufnahme nach
Glykokonjugation der siRNA mit linearen und verzweigten Galaktose-Strukturen zur
Uberwindung der Zellmembran angestrebt. Hierzu wurde B-D-Galaktosepentaacetat
in ein Phosphoramidit umgewandelt und wahrend der RNA-Festphasensynthese
verschiedene siRNA-Konjugate synthetisiert.

Zunachst wurden die Eigenschaften der modifizierten siRNAs untersucht. Anhand
von Transfektionsexperimenten wurde deren Aktivitat im Hinblick auf die
posttranskriptionelle Hemmung der apoB Genexpression gezeigt. Mit Hilfe eines
Membranintegritatstests konnten keine zytotoxischen Eigenschaften fir die
verwendeten Zelllinien detektiert werden. Der Fokus der folgenden Dosis-Wirkungs-
Experimente richtete sich auf die Galaktose-konjugierten Nukleinsauren.
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Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung konnte sowohl in An- als auch in Abwesenheit eines
Transfektionsreagenzes fir das SBGAL- und SBTEGGAL-Konjugat nachgewiesen

werden.

Mit Hilfe der Glykokonjugation von verzweigten Galaktose-Strukturen an siRNAs
konnte in dieser Arbeit erstmals eine definierte Rezeptor-vermittelte Aufnahme tber
den Asialoglykoprotein-Rezeptor (ASGPR) gezeigt werden. Infolge dessen war eine
posttranskriptionelle  Hemmung der apoB Genexpression in  humanen
Leberkarzinomzellen méglich. Durch Stimulation dieses Rezeptors mit Kalziumchlorid
konnten die beobachteten RNA-Interferenz-Effekte erheblich gesteigert werden. Die
SBGAL-modifizierte siRNA bewirkte in einer Konzentration von 10 uM eine 70%ige
Reduktion der apoB m-RNA, wahrend mit dem SBTEGGAL-Konjugat eine Abnahme
des m-RNA Gehalts um 90% gezeigt werden konnte. Anhand
fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen Cy3-markierter SBGAL- und SBTEGGAL-
Konjugate wurde eine Internalisierung dieser siRNAs ins Zytoplasma deutlich
gemacht, wobei durch Aktivierung des Rezeptors eine vermehrte Aufnahme der
siRNAs ins Zytoplasma zu beobachten war. In den durchgeflhrten
Kompetitionsstudien wurde durch Zusatz des starker an den Rezeptor bindenden
Liganden N-Acetylgalaktosamin eine Internalisierung der siRNAs verhindert und es

konnten keine RNA-Interferenz-Effekte mehr detektiert werden.

Alle  Experimente  zur Dosis-Wirkung, Rezeptorstimulation  sowie  die
Kompetitionsstudien  wurden mit  vergleichbaren  Ergebnissen in  einer

Rattenleberkarzinomzelllinie bestatigt.

Diese Ergebnisse liefern wichtige Erkenntnisse fir die Entwicklung von RNAI-
basierenden Therapeutika und er6ffnen neue Maoglichkeiten flr die gezielte
Ablieferung von siRNAs in Leberparenchymzellen bei kommenden in vivo

Experimenten.
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6 Summary

Therapeutic application of siRNAs requires delivery to the correct intracellular
compartment. Due to their negative charge und high molecular weight, unmodified
nucleic acids are unable to cross cellular membranes. The aim of this work was to
achieve uptake of siRNAs into the cytoplasm of target cells without the use of
transfection reagents, by coupling small molecules to the 5’-end of the sense strand
of the siRNA. As a result of enhanced membrane permeation, these conjugates
should be capable of causing posttranscriptional silencing in the absence of
transfection reagents. Parenchymal liver cells constitutionally expressing the apoB
gene were used as a model system, und the ability of modified siRNAs to silence
apoB gene expression in these cells were analyzed.

A first approach aimed at the formation of hydrophobic siRNA conjugates to alleviate
cellular association und improve cytoplasmic delivery. To this end, lithocholic acid,
cholesterol, betulin und 3-beta-cholestanol were chemically modified to yield the
corresponding phosphoramidites that were directly used as coupling agent in RNA
solid phase synthesis. A variety of different linkage structures broadened the
chemical space probed by this investigation. Alternatively, several amines, cationic
amino acids und dipeptides were coupled via amide bond formation to siRNAs
activated by NHS linkages. Using this approach, the goal was to increase the
lipophilicity of the siRNA und to permit uptake via cell penetration or amino acid und
nutrient transport systems. Finally, it was undertaken to generate uptake via receptor-
mediated processes. Glycoconjugation of siRNAs with linear und branched structures
comprising galactose was selected to target the asialoglycoprotein receptor. A
phosphoramidite was generated from (-D-Galactosepentaacetate und different

siRNA conjugates were synthesized by solid phase synthesis.

The ability of the above described conjugates to mediate posttranscriptional silencing
of the apoB gene expression was demonstrated by classic transfection experiments.
Cytotoxic effects, which could potentially interpreted as false positives, were rouled
out by means of a membrane integrity assay. The subsequent dose-response
experiments focused on the galactose-modified siRNAs. Ultimately, a dose-
dependent reduction of the apoB protein und mRNA content could be demonstrated
in the presence or absense of a transfection reagent.
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The results presented herein show for the first time a receptor-mediated uptake via
the asialoglycoprotein receptor as a consequence of glycoconjugation of siRNAs with
branched galactose structures. Thereby, posttranscriptional silencing of the apoB
gene expression was achieved in parenchymal human liver cells. Stimulation of this
receptor with calcium chloride significantly increased siRNA activity. A SBGAL-
conjugated siRNA decreased apoB mRNA by about 70% at a concentration of 10
UM. At the same concentration a SBTEGGAL-conjugated siRNA reduced mRNA
content by about 90%. Localisation of the siRNA to the cytoplasm was demonstrated
by fluorescence microscopy. Calcium-dependent receptor activation enhanced
intracellular fluorescence. The uptake of siRNAs und the mRNA reduction could
competed out by an excess of N-acetylgalactosamine, the latter having a 40-fold

higher binding affinity for the receptor compared to galactose.

The above described experiments were repeated und results confirmed using a rat

hepatocyte cell line.

These results represent a significant advancement of RNAi-based therapeutics und
establish a new strategy for the delivery of siRNAs to parenchymal liver cells in vivo.
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7 Abkiirzungen

A

Ac
ACN
Ac,O
Ago2
AgOTf
ApoB
Aq
APS
ASGPR
ATP
b-DNA
Bet
3BChol
BP

CE
2-CETIP
2-CEDICP
CDCls
CH
Chol
CPG
Cy3

Da
DAPI
DBU
DC
DCM
DIPEA
DMAP
DMF
DMT

Angstrom

Acetyl

Acetonitril

Acetanhydrid

Argonaut Protein 2

Silbertriflat

Apolipoprotein B 100

Aquivalent
Ammoniumperoxodisulfat
Asialoglykoprotein-Rezeptor
Adenosintriphosphat

branched DNA

Betulin

3-Beta-Cholestanol

Blocking Probe (b-DNA)

Capture Extender (b-DNA)
2-Cyanoethyltetraisopropylphosphan
2-Cyanoethyldiisopropylchlorophosphoramidit
deuteriertes Chloroform
Cyclohexan

Cholesterin

Controlled Pore Glass
Indodicarbocyanin 3

Dalton

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid
1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
Dunnschichtchromatographie
Dichlormethan
N,N-Diisopropylethylamin
p-N,N-Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylformamid
Dimethoxytrityl
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DMT-CI 4,4’-Dimethoxytriphenylchlormethan
dsRNA doppelstrangige Ribonukleinsaure (double stranded RNA)
DTT 1,4-Dithiothreitol

EDCxHCI N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid
EDITH 3-Ethoxy-1,2,4-dithiazolin-5-on

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EE Essigsaureethylester

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ESI Elektrospray-lonisierung

EtOH Ethanol

ETT Ethylthiotetrazol

exp. experimentell

FCS Fetal Calf Serum

GAL Galaktose

GalNAc N-Acetyl-galaktosamin

GAPDH Glycerin-Aldehyd-Phosphat-Dehydrogenase
h Stunde

HPLC High Pressure (Performance) Liquid Chromatography
kDa Kilo Dalton

LE Label Extender (b-DNA)

LC Ligquid Chromatography

LDH Laktatdehydrogenase

LDL Low Density Lipoprotein

Litho Lithocholsaure

MDR Multi Drug Resistent

MeOH Methanol

min Minute

MMT Monomethoxytrityl

MMT-CI 4-Methoxytriphenylchlormethan

m-RNA messenger RNA

MS Massenspektroskopie

NaOMe Natriummethylat

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMP N-Methyl-2-Pyrrolidon
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NMR
Nt

OD
ORF
PBS
Pd(OH).-C
PKR
Pyr

rA

rC

rG

ru
RISC
Rf

RLC
RNAI
RNAse
RP

RT

SB
SDS
sec
siRNA
SNALP
SSC
ssRNA
TAC
TBAF
TBDMS
TBE
TBS
TE
TEA

Nuclear Magnetic Resonance
Nukleotid

ortho

Optische Dichte

Open Reading Frame
Phosphate Buffered Saline
Palladiumhydroxid auf Aktivkohle
Proteinkinase R

Pyridin

Adenosin

Cytidin

Guanosin

Uridin

RNA Induced Silencing Complex
Retentionsfaktor

RISC Loading Complex
RNA-Interferenz

Ribonuklease

Revesed Phase
Raumtemperatur

Symmetrical Branch

Sodium Dodecylsulfate
Sekunde

Small Interfering RNA

Stable Nucleic Acid Lipid Particle
Sodium Chloride/Citrate

Einzelstrang RNA (single stranded RNA)

tert-Butylphenoxyacetyl
Tetrabutylammoniumfluorid
tert-Butyl-dimethylsilyl

Tris Boric Acid EDTA
tert-Butyl-silyl

Tris-EDTA

Triethylamin
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7 Abklrzungen

TEAXHF
TEDT
TEG
TEMED
THF
0.N.

Vv

VLDL
v/v

w/v

Triethylamin-trihydrofluorid
Tris/EDTA/DTT/Triton
Tetraethylenglykol

N,N,N’,N -Tetramethylethylendiamin
Tetrahydrofuran

tber Nacht

Volumen

Very Low Density Lipoprotein
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen (weight per volume)
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