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siRNA Design - auf den Algorithmus kommt es an
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» RNA-Interferenz (RNAI) ist
ein zelluldrer Prozess bei dem
doppelstringige RNAs so ge-
nannte ,,short interfering RNAs*
(siRNAs) den Abbau von kom-
plementirer mRNA bewirken.
Heutzutage werden siRNAs
hiufig in der funktionellen Ge-
nomforschung eingesetzt. Dabeti
ist eine sorgfiltige Auswahl der
verwendeten siRNA-Sequenzen
unumginglich, da nicht alle
siRNAs ein effektives Ausschal-
ten des jeweiligen Gens (Gen-
Silencing oder Knock-Down)
bedingen. Wirksamkeit in gerin-
ger Konzentration und ein Feh-
len unspezifischer Effekte sind
weitere wiinschenswerte Eigen-
schaften einer siRNA.

siRNA Design

Mehrere siRNA-Design-Algo-
rithmen, die den Anspruch er-
heben, hohe Erfolgsraten bei der
Reduktion humaner Genex-
pression zu erzielen, sind mitt-
lerweile kommerziell erhiltlich.
Die Leistung einiger dieser De-
sign-Algorithmen beruht haupt-
sdchlich auf statistischen Extra-
polationen und/oder auf Expe-
rimenten, bei denen die Reduk-
tion von mRNAs von co-trans-
fizierten exogenen Reporter-
konstrukten untersucht wurde.
Cenix Biosciences entwickel-
te einen Algorithmus, der po-
tente und spezifische siRNA-Se-
quenzen mit einem hohen Grad
an Exaktheit voraussagt. Die Ef-
fizienz von ungefihr 1,100 so
ermittelter siRNAs, die gegen
insgesamt 379 endogene huma-
ne Transkripte gerichtet waren,
wurde in Zusammenarbeit mit
Ambion Inc. untersucht. Die
Analysen wurden in Zellkultu-
ren unter streng standardisierten
experimentellen Bedingungen
durchgefiihrt. Gezieltes Gen-Si-
lencing wurde in Triplikaten
mittels RT-PCR 48 h nach der
‘Transfektion untersucht. Eine
nicht genomische siRNA (S7/ez-
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Abb. 1: Gen-Silencing Verteilung fiir 1106 siRNAs. Es wurden 1106 siRNAs
verwendet, die gegen 379 endogen exprimierte humane Gene gerichtet
waren. HeLa-Zellen wurden mit jeweils100 nM siRNAs transfiziert. 48
Stunden nach der Transfektion wurden die jeweiligen mRNA-Mengen durch
quantitative RT-PCR bestimmt. Die Normalisierung der Daten erfolgte
mittels 18S rRNA. iiber 93 % der untersuchten Gene wurden um mehr als
70 % reduziert, etwa 80 % der Gene um 80 % und 48 % der Gene um mehr
als 90 %. (Abkiirzungen: F70: 70 %; F80: 80 %; F90: 90 %)

cer™  Negative Control #1
siRNA; Ambion) wurde als Ne-
gativkontrolle eingesetzt. Diese
empirische Studie des Cenix-
Designs ist die bislang direktes-
te, physiologisch relevanteste
und umfassendste Leistungsa-
nalyse eines heutzutage erhilt-
lichen siRNA Design-Algorith-
mus.

Maximierung der Erfolgsrate
von siRNAs

Offentlich frei zugingliche
siRNA-Designprogramme ha-
ben typischerweise ecine Er-
folgsrate von 50-60 % bei der Er-
stellung von siRNAs, die 48 h
nach der Transfektion mehr als
70 % Knock-Down in Hel.a-

Zellen hervorrufen!!l. Die Er-
folgsrate des Cenix-Algorithmus
wurde unter dhnlichen Bedin-
gungen getestet, wobei die
Effekte von 1.106 verschiede-
nen siRNAs auf insgesamt 379
endogene humane "Transkripte
mittels quantitativer RT-PCR er-
mittelt wurde (Abb. 7). Bei drei
getesteten siRNAs pro Gen be-
wirkten eine oder mehrere der
siRNAs ein Gen-Silencing von
mehr als 70 % bei iiber 93 % der
getesteten Gene. Mehr als 80 %
Knock-Down wurde fiir etwa
80 % der getesteten Gene und
mehr als 90 % Gen-Silencing fiir
48 % der getesteten Gene er-
mittelt. Bezogen auf die einzel-
nen siRNAs bedeutend das, dass
ungefihr 80 % der individuellen
siRNAs das jeweilige Transkript
um mehr als 70 % reduzierten.
Diese Daten belegen deutlich
den Erfolg des Cenix siRNA-
Design-Algorithmus.

Maximierung der Knock-Down
Effizienz

Das Einsetzen geringer Kon-
zentrationen hochaktiver siRNA
minimiert die Wahrscheinlich-
keit von nicht spezifischen Ef-
fekten!® 31, Unter optimalen
Transfektionsbedingungen wur-
de eine iiber 90 %ige Reduzie-
rung der jeweiligen Ziel mRNA-
Menge gemessen, wenn die
siRNA in nanomolarer und in ei-
nigen Fillen sogar picomolarer
Endkonzentration eingesetzt
wurde. Abbildung 2 zeigt ein Ex-
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Abb. 2: Effizienz der Cenix siRNAs. HeLa Zellen wurden mit verschied
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von siRNAs transfiziert,

die gegen Jak1, GAPDH und PCNA gerichtet waren. Als Negativkontrolle wurde eine nicht-genomischen siRNA
verwendet (nicht gezeigt). 48 Stunden nach der Transfektion wurden die mRNA-Mengen durch quantitative RT-PCR
bestimmt. Die Normalisierung der Daten erfolgte mittels 18S rRNA. Die Reduzierung der Ziel-RNA-Mengen wurde
durch einen Vergleich der RT-PCR Ergebnisse fiir die jeweiligen mRNAs und die Negativkontrolle ermittelt. Die
Cenix-siRNAs kénnen auch bei sehr geringen Mengen effektiven Gen-Knock-Down erzeugen. Abkiirzungen: Jak1:
Janus Kinase 1; GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen
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Abb. 3: Gleichzeitiger Knock-Down verschiedener Gene. Equimolare Mengen (3 nM oder 10 nM) von 5 verschie-
denen siRNAs wurden gemischt und fiir die Transfektion von HeLa Zellen eingesetzt. 48 Stunden nach der Trans-
fektion wurden mRNA-Mengen durch quantitative RT-PCR bestimmt. Die Normalisierung der Daten erfolgte mittels
18S rRNA. Die Reduzierung der Ziel-RNA wurde durch einen Vergleich der RT-PCR Ergebnisse fur die jeweiligen
mRNAs und der Negativkontrolle ermittelt. Abkiirzungen: Jak1: Janus Kinase 1; GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase; PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen; PKCa, Protein Kinase C alpha Untereinheit; ATM, Ataxia

Teleangiectasia-Gen

periment bei dem siRNAs gegen
drei verschiedene Gene in ver-
schiedenen Konzentrationen bei
der Transfektion eingesetzt wur-
den. Es wurde kein signifikanter
Unterschied bei den Transkript-
mengen von Jak1l und PCNA in
HeLla-Zellen gemessen, wenn
die entsprechende siRNA in
200 pM oder 1 nM Endkonzen-
tration eingesetzt wurde. Die
Reduzierung der GAPDH
mRNA war jedoch deutlich we-
niger effektiv, wenn siRNA in ei-
ner Konzentration von 200 pM
eingesetzt wurde. Dieses Er-
gebnis ist sehr wahrscheinlich
durch die signifikante Abundanz
von GAPDH mRNA in der Zel-
le zu erkliren, die vermutlich ho-
her war, als die Konzentration
des ,,RNA Induced Silencing
Complex“ (RISC), der nach
Transfektion mit lediglich
200 pM GAPDH siRNA gebil-
det wurde.

Die Verwendung geringer
siRNA Konzentrationen macht
es auch moglich, mehrere gegen
verschiedene Gene gerichtete
siRNAs simultan bei eciner
Transfektion einzusetzen: Die
mRNA Mengen von bis zu fiinf
Genen konnte gleichzeitig um
mehr als 70 % reduziert werden
(Abb. 3).

Was bestimmt den Erfolg von
siRNA-Design-Algorithmen?

Eine der urspriinglichen Hypo-
thesen bei der Vorhersage effi-
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zienter siRNA Sequenzen ging
davon aus, das der Gesamt-GC-
Gehalt von Bedeutung ist: wirk-
same siRNAs haben tendenziell
einen GC-Gehalt von unter
50 %. Allerdings ist ein geringer
GC-Gehalt nicht unbedingt ein
verlisslicher Garant fiir die Wirk-
samkeit einer siRNA (Daten
nicht gezeigt). Cenix erkannte,
dass siRNAs mit hoherem
GC-Gehaltan bestimmten Posi-
tionen des 3’ Endes des Anti-
sensestranges und zusdtzlich
niedrigem GC-Gehalt an be-
stimmten Positionen des 5’
Endes des Antisensestranges
signifikant hohere Erfolgsraten
aufwiesen. Dieses Prinzip wur-
de daraufthin als eine der wich-
tigsten die siRNA Wirksamkeit
bestimmenden Determinanten
des Algorithmus implementiert.
Schwarz et al.!* haben seitdem
gezeigt, dass der Sense- und
Antisensestrang einer siRNA
nicht mit gleicher Wahrschein-
lichkeit in den RISC-Komplex
eingebaut werden. Der siRNA-
Strang, der einen niedrigeren
GC-Gehalt am 5’-Ende auf-
weist, wird gewohnlich bevor-
zugt. Die Autoren stellten die
Hypothese auf, dass eine fiir das
Entwinden der siRNAs verant-
wortliche RNA-Helikase denje-
nigen Strang fiir den Einbau in
den RISC selektiert, bei dem die
ersten vier bis fiinf Nukleotide
der Duplex leichter entwunden
werden konnen. Eine siRNA
Zielsequenz mit hohem GC-Ge-

halt in den Positionen 1-4 und
einem niedrigen GC-Gehalt in
den Positionen 16-19 entspricht
einer siRNA mit niedrigem GC-
Gehalt am 5’-Ende und hohem
GC-Gehalt am 3’-Ende des
Antisensestranges. Der Antisen-
sestrang wird vorzugsweise in
den RISC-Komplex eingebaut
und bedingt den Abbau der je-
weiligen mRNA.

Die bevorzugte Autnahme ei-
nes siRNA Stranges in den RISC
hat zur Konsequenz, dass erstens
die siRNA eine hohere Effizienz
und zweitens eine hohere Spe-
zifitit hat?l

Weitere wichtige Parameter fiir
erfolgreichen siRNA-Design

Zusitzlich zu dem GC-Gehalt
der siRNA Enden (der termina-
len Schmelztemperaturen (T )
gibt es noch weitere Parameter,
die das optimale siRNA Design
beeinflussen, wie z.B. die termi-
nale Schmelztemperatur von
spezifischen internen Dominen
der siRNA, die Linge der
siRNA, die Position der Zielse-
quenz in der kodierenden Re-
gion und der Nukleotidgehalt
der 3’-Uberhiinge. Alle diese Pa-
rameter werden vom Cenix-
siRNA-Design-Algorithmus be-
riicksichtigt, der von Ambion ge-
nutzt wurde, um eine weitldufi-
ge Produktpalette vorgefertigter
siRNAs, validierten siRNAs und
siRNA-Bibliotheken zu entwi-
ckeln. Experimente von Cenix
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und anderen!™ > haben gezeigt,
dass man bestimmte Regeln
beim Design von siRNAs be-
achten muss und nutzen kann,
um die Chancen zu erhéhen
wirksame und hochaktive
siRNAs zu produzieren. Bei der
Verwendung von solch hochef-
fektiven Design-Algorithmen
entfillt die Notwendigkeit, die
siRNAs auf ihre Funktionalitit
hin zu untersuchen.
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