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Zum Thema

Siegeszug der
RNA-Interferenz

Spatestens seit der diesjahrigen Nobelpreisvergabe ist die RNA-Interfe-
renz (RNAI) in aller Munde. Mitte Dezember werden die US-Forscher
Craig Mello und Andrew Fire den wohl renommiertesten Wissen-
schaftspreis in Stockholm in Empfang nehmen (vgl. S. 4). Angesichts
Tausender von Publikationen seit Entdeckung der RNAi beim Faden-
wurm C. elegans hatte das Nobel-Komitee es nicht leicht mit der Aus-
wahl — trotz zahlreicher bahnbrechender Anwendungen entschieden
sich die Juroren diesmal fiir die Erstbeschreibung des Phanomens.
Diese Themenausgabe widmet sich den aktuellen Anwendungen
der RNAi-Technologie, die klassische Verfahren zur Genfunktionsbe-
stimmung erganzt. Der Focus liegt dabei auf neuen Optionen, die die
RNA-Interferenz in Forschung und Klinik eréffnet — sei es in Krank-
heitsmodellen (vgl. S. 11), der klinischen Wirkstoffentwicklung (vgl.
S. 29) und dem damit eng verkniipften Wirkstofftransport (vgl. S. 6),
bei der Genfunktionszuordnung (vgl. S. 18-26) oder der Nutzung von
Orthologiebeziehungen mit Hilfe neuer Datenbank-Werkzeuge (vgl. S.
14). Auch in vivo-Nebenwirkungen und das Uberlappen mit natiirlichen
RNA-Regulationsmechanismen werden diskutiert (vgl. S. 18, 22).

Bitte nutzen Sie unseren Kennziffer-Service: online unter
www.biocom.de oder auf unserer Fax-Seite (S. 48). Wenn

Sie ein Produkt interessiert, einfach Nummer ankreuzen,
Name und Adresse angeben und faxen/mailen — Sie
erhalten umgehend Informationen unserer Inserenten.

Mit einem Sonderbeitrag zum Thema MRSA-Diagnostik (vgl. S. 27)
begriifst LABORWELT zudem insgesamt 1.900 neue Leser aus der
medizinischen Mikrobiologie — die Mitglieder unseres neuen Part-
nerverbandes Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM). Herzlich willkommen!

Die Redaktion freut sich tiber Thre thematischen Anregungen, Dis-
kussionsbeitrédge, Statements zu politisch heifSen Eisen und natiirlich
auch, wenn Sie unseren kostenfreien akademischen Stellenmarkt
nutzen (s. S. 41). Mit der starkeren Orientierung in Richtung Medizin
wird LABORWELT, eine gemeinsame Plattform fiir biologische und
medizinische Inhalte schaffen.

Mit den neuen Lesern kommt LABORWELT auf aktuell 20.000 quali-
fizierte Fachleser aus Biowissenschaften und Medizin in Deutschland,
Osterreich und der Schweiz, wie durch die Vergabe des IVW-Logos zur
Auflagenkontrolle seit kurzem auch verldfilich dokumentiert ist.

Wir hoffen sehr, daf$ Sie dieses wissenschaftliche Forum weiterhin
rege nutzen werden und freuen uns iiber jeden Hinweis auf neuentwik-
kelte, spannende Methoden und Publikationen, die wir auch kiinftig
zeitnah in die Wissenschaftsgemeinschaft transportieren werden.

Thomas Gabrielczyk &

Anders als beim Boxen dient der Knock-down mit Hilfe
der RNA-Interferenz dem Informationsgewinn. Mit kur-
zen doppelstrangigen RNAs lassen sich Genfunktionen
durch gezielte mRNA-Zerstorung ermitteln.

Kennziffer 11 LW 06 - Informationen ordern? - www.biocom.de
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Statement

Was die Nobelpreise fur die
RNA-Technologien bedeuten

Prof. Dr. Volker A. Erdmann, FU Berlin und Berliner Netzwerk fiir RNA-Technologien

Selten hat eine Entdeckung so schnell zu der
Verleihung eines Nobelpreises gefiihrt wie
die der RNA-Interferenz (RNAI), fiir die An-
drew Z. Fire (Stanford University) und Craig
C. Mello (University of Massachusetts) den
diesjahrigen Nobelpreis fiir Medizin erhalten.
Und noch seltener hat sich die Industrie so
schnell und mit einem derartigen finanziellen
Aufwand einer Entdeckung zugewandt. Was
also steckt hinter der sogenannten RNA-
Interferenz, die den Interferenz-Teil ihres
Namens aus der Physik iibernommen hat?
Warum das unmittelbare Interesse der Indu-
strie an dieser Entdeckung? Weshalb wurden
nicht deutsche Wissenschaftler wie Thomas
Tuschl an dem Nobelpreis beteiligt? Und was
bedeutet die Vergabe der Nobelpreise fiir
Medizin und zusatzlich fiir Chemie an Roger
Kornberg (ebenfalls Stanford University) —
fir seine Arbeiten zur Struktur und Funktion
der RNA-Polymerase — fiir die Zukunft der
RNA-Technologien? Wie stark ist die Bundes-
republik Deutschland heute und morgen an
der Erforschung und Entwicklung der RNA-
Technologien beteiligt? Und wie wird dieser
Einsatz von der internationalen Konkurrenz
eingeschétzt? Was kommt eigentlich nach
RNAIi und der RNA-Polymerase? All diese
Fragen sind hochinteressant und verlangen
auch den Blick in die Zukunft.

Einzigartiges Werkzeug zum
Stummschalten von Genen

Die RNAi-Methode ist durch ihr Potential,
hochspezifisch RNA-Molekiile zu zerschnei-
den, hervorragend fiir die Inaktivierung von
messenger-RNAs (mRNAs) geeignet. Kon-
sequenz dieser hydrolytischen Aktivitat ist,
dafs die entsprechenden Proteine nicht mehr
hergestellt werden und ihre Funktionen fiir die
Zelle oder ein Virus verlorengehen. Es scheint
beinahe so, als ob die Molekularbiologen,
Biotechnologen, Mediziner und die Industrie
formlich auf diese Methode gewartet haben,
denn nur so ist zu erklaren, dafd die RNA-
Interferenz wie ein Lauffeuer beinahe jedes
biochemische Labor in der Welt erobert hat.
Dartiber hinaus besteht die Hoffnung, mit
der RNA-Interferenz kiinftig moglicherweise
Tumorerkrankungen und Virusinfektionen
behandeln zu konnen, dartiber hinaus Pha-
notypisierungen und Transfektionsoptimie-
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rungen durchzufiihren, so daf§ allein in der
Pharmaindustrie in absehbarer Zeit mit Milli-
arden Euro-Umsétzen pro Jahr zu rechnen ist.
Bevor allerdings diese Ziele erreicht werden,
miissen noch Delivery-Verfahren mit hdchster
Targetspezifitat entwickelt werden.

Nicht nur die Forscher auf diesem Gebiet,
sondern auch die Industrie ist von der Zukunft
der Technologie bereits jetzt so tiberzeugt, daf3
zum Beispiel Novartis eine Investition von
bis zu 700 Millionen US-$ fiir das auf siRNA-
Wirkstoffe spezialisierte Unternehmen Alny-
lam Pharmaceuticals vertraglich festgelegt hat.
GlaxoSmithKline stellt dem Alnylam-Konkur-
renten Sirna, vormals Ribozyme Pharmaceu-
ticals, einen Betrag von US-$ 700 Millionen in
Aussicht, sofern bestimmte Entwicklungsziele
bei einer Reihe von Arzneimittelkandidaten
erreicht werden.

Auszeichnung fiir Erstentdeckung

Nachdem Fire und Mello die RNA-Interfe-
renz erstmals im Fadenwurm Caenorhabditis
elegans entdeckt hatten, tibertrugen eine Reihe
anderer Wissenschaftler den Mechanismus
auf weitere Systeme. Da der deutsche Wis-
senschaftler Thomas Tuschl mafigeblich daran
beteiligt war zu zeigen, dafd kurze synthetische
RNA-Molekiile auch bei Saugerzellen die
RNA-Interferenz auslosen konnen, wurde
vielerorts erwartet, dafs auch er bei der Vergabe
des Nobelpreises mit dabeisein wiirde. Das
Nobelpreiskomitee hat sich leider anders ent-
schieden, und man kann diese Entscheidung
auch respektieren, wenn davon ausgegangen
wird, daf$ sich das Komitee ausschlie8lich auf
die Erstentdecker beschranken wollte.

Die Vergabe der diesjahrigen Nobelpreise
fiir die Bereiche der Medizin und der Chemie
bestitigt auch das grofle Interesse, das den
RNA-Technologien gerade durch die wis-
senschaftliche Presse seit zwei bis drei Jahren
entgegengebracht wird. Wer erinnert sich nicht
an die zahlreichen internationalen Journale,
die auf ihren Coverseiten die Aktualitat der
RNA-Technologien dokumentierten, und die
vielen Kommentare und Besprechungen der
Technologien in renommierten Journalen wie
NATURE, NATURE BIOTECHNOLOGY und SCIENCE.

Angesichts der rapiden Entwicklung des
Forschungsthemas erscheint es heute als
gliickliche Entscheidung, daf bereits vor acht

Prof. Dr. Volker A. Erdmann (65) ist Inhaber
des Lehrstuhls fir Biochemie und Mole-
kularbiologie der Freien Universitat Berlin
und Initiator und Vorstandsvorsitzender des
Berliner Netzwerkes fiir RNA-Technologien.
Durch seine Expertise auf dem Gebiet der
RNA-Biochemie und Genexpression (mehr
als 420 Publikationen, zahlreiche Patente)
gehdrt er zu den Vorreitern bei der Etablie-
rung der RNA-Technologien in Deutschland.
Prof. Erdmann studierte bis zum M.Sc.
an der University of New Hampshire und
promovierte 1968 am Max-Planck-Institut
fir experimentelle Medizin in Gottingen
und der Technischen Universitét in Braun-
schweig. Nach einer Postdoktorandenzeit
an der University of Wisconsin in Madison
(1969-71) und als Arbeitsgruppenleiter am
Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik
in Berlin (1971-80) folgte Prof. Erdmann dem
Ruf auf den Lehrstuhl an der FU Berlin.

Jahren das Berliner Netzwerk fiir RN'A-Tech-
nologien ins Leben gerufen wurde — zu einer
Zeit, als die Griindung eines Netzwerkes mit
diesem Fokus dufSerst risikoreich erscheinen
mufite. Das Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung (BMBF), der Senat von Berlin
und die Industrie verpflichteten sich bereits
damals die Kosten fiir die gesamte zehn-
jahrige Forderperiode zu gleichen Teilen zu
tibernehmen. Auch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft trug durch ihre Schwerpunkt-
programme zur RNA-Biochemie mafigeblich
zur Starkung der RNA-Grundlagenforschung
in Deutschland bei. Ob der Umfang der Forde-
rung mit Blick auf die neuen Aspekte, die sich
nun fiir die RNA-Technologien ergeben, in der
Zukunft deutlich ausgebaut wird, erwartet
die Forschung mit Spannung. Wie unldngst
auf einer von 150 Wissenschaftlern besuchten
Tagung der Fachgruppe Biochemie der Gesell-
schaft fiir Biochemie und Molekularbiologie in
Kassel klar wurde, besteht grofSes Interesse,
das Berliner Netzwerk fiir RNA-Technologien
zu einem bundesweiten ,, Deutschen Netzwerk
fiir RNA-Technologien” auszubauen.

Auch die internationale Konkurrenz hat
die Bedeutung des Themas langst erkannt.
Erst im vergangenen Jahr besuchte eine japa-
nische Delegation das Berliner Netzwerk fiir
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RNA-Technologien, um sich tiber dessen Aufbau und Organisation zu
informieren. Hintergrund des Besuches: die Delegation vertritt ein Kon-
sortium von 92 Firmen mit dem Auftrag, in Japan ein Netzwerk fiir den
Bereich der sogenannten noncoding RNAs zu griinden. In diesem Jahr
gab es zudem eine Vortrags- und Diskussionsrunde mit franzosischen
RNA-Forschern in Berlin, mit dem Ziel bei einer ins Auge gefafSten
Griindung eines RNA-Netzwerkes in Frankreich behilflich zu sein.

Zukunft der RNA-Technologien

Weil die RNA-Interferenz indessen als nattirlicher Regulationsme-
chanismus etabliert ist und siRNAs als eine vielversprechende neue
Wirkstoffklasse eingeschétzt werden, ergibt sich die Frage, was in der
Zukunft von den RNA-Technologien noch zu erwarten ist. Zunéchst
einmal kommt hierzu vielleicht ein Hinweis vom Nobelpreiskomitee,
und zwar mit der Vergabe des diesjdhrigen Nobelpreises fiir Chemie
an Roger Kornberg fiir seine Arbeiten iiber die RNA-Polymerase. Fiir
die Arbeiten an dem Enzym also, das unter anderem den Regulator
siRNA synthetisiert und reguliert. Damit diirfte die RNA-Polymerase
nicht nur von akademischem Interesse sein.

Mit den microRNAs stehen zudem weitere kleine noncoding RNAs
zur Verfiigung, die ebenfalls regulatorisch in die Genexpression ein-
greifen und — zumindest in der Theorie - fiir kiinftige therapeutische
Mafinahmen geeignet erscheinen. Aber auch die Riboswitches, die zu-
néichst nur bei Bakterien als Regulatoren der Genexpression beschrie-
ben wurden, waren auch fiir einen Einsatz in Eukaryonten denkbar
und somit — wiederum theoretisch — therapeutische Maffnahmen der
Zukunft. Neben den bisher erwahnten kleinen noncoding RNAs, von
denen es, vorsichtig geschitzt, einige Tausend in der Zelle gibt, exi-
stieren auch grofie noncoding RNAs mit einer den messenger-RNAs
vergleichbaren Lange. Im Gegensatz zu diesen werden sie allerdings
nicht translatiert. Bisherige Schatzungen ergeben hier, daf fiir diese
noncoding RNAs auf den Chromosomen des Menschen zwischen
40.000 und 65.000 Loci existieren (also doppelt soviel ,Gene” als fiir
Proteine) und daff niedriger einzustufende Lebewesen bedeutend
kleinere Zahlen dieser ,Gene” besitzen. Zur Zeit sind von weniger als
hundert humanen noncoding RNAs die Funktionen bekannt. Eines
erscheint aber bereits sicher: daf die noncoding RNAs regulatorisch
von Bedeutung sein miissen, da die bisher identifizierten Molekiile
entweder mit Tumorerkrankungen oder mit vererbten Krankheiten
in Zusammenhang stehen. Es ist also durchaus denkbar, dafs die
Regulation dieser noncoding RNAs sich als therapeutisch relevant
erweisen konnte.

Neben den kleinen und grofien, regulatorischen noncoding RNAs
zahlen auch katalytisch aktive RNAs (Ribozyme), Antisensemolekii-
le, hochaffine Nukleinsduren (Aptamere und Spiegelmere) sowie in
vitro-Systeme zur zellfreien Proteinbiosynthese, zu den RNA-Tech-
nologien und bieten ein gewaltiges Potential fiir die Biotechnologie
und Medizin.

Zusammenfassend muf3 also festgestellt werden, dafs die Entwick-
lung der RNA-Technologien mit ihren vielseitigen Moglichkeiten
rasant voranschreitet und sich momentan erst am Anfang befindet;
daf3 fiir diesen Bereich eine glanzende Zukunft in den kommenden
20 Jahren in Wirtschaft und Medizin vorausgesagt werden kann; dafl
Deutschland auf diesem Gebiet bisher zu den weltweit fiihrenden
Nationen gehort, nichtsdestotrotz aber erhebliche Anstrengungen
erforderlich sein werden, die den derzeitigen finanziellen Rahmen
um einiges iiberschreiten. Die Griindung eines Deutschen Netzwerkes
fiir RNA-Technologien erscheint unabdingbar, damit die Grundla-
gen- und angewandte Forschung durch innovative Finanzierungs-
moglichkeiten den Handlungsspielraum erhilt, sich weiter gegen
die immer starker werdende internationale Konkurrenz erfolgreich
zu behaupten.

Kennziffer - Informationen ordern? - www.biocom.de
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Drug Delivery Kennziffer ST

E - h l th t' h Bei vielen Erkrankungen, zum Beispiel bei

I n SC e u s u n g e ra p e u ISC e r Krebs, viralen Infektionen, neurodegenerati-

ven Erkrankungen oder der Macula-Degene-

. R N A M l k - l ration, spielt eine veranderte oder gesteigerte

SI = 0 e u e Expression bestimmter Gene eine zentrale

Rolle. Therapeutische Ansitze kdnnen dem-

zufolge auf die Inhibition dieser als relevant

HD Dr. Achim Aigner. Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie,  erkannten Gene oder Genprodukte abzielen.

Medizinische Forschungseinheiten, Philipps-Universitidt Marburg ~ Dabei kommen auch sogenannte Gentarge-

ting-Strategien in Frage, die darauf abzielen,

die Expression eines Targetgens ganz auszu-
Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz (RNAI) sind Gentargeting-Strategien auch im Hinblick  schalten oder zumindest zu bremsen.

auf die Entwicklung von Therapeutika wieder im Mittelpunkt des Interesses. RNAi basiert auf Nach der Antisense-Technologie und dem

der intrazelluldren Wirkung kleiner doppelstréngiger RNA-Molekiile (siRNAs), die jedoch dazu ~ Ribozym-Targeting wurde mit der RNA-In-

erstihren Wirkort erreichen miissen. Die Applikation therapeutischer siRNAs in vivokann liber  terferenz (RNAi) Ende der neunziger Jahre

verschiedene Strategien gelingen. Polyethylenimine (PEls) gestatten den Schutz von siRNAs  ein weiterer Mechanismus zur selektiven In-

vor Degradation sowie ihre zelluldre Einschleusung und Freisetzung. Sie kénnen so —zumal  hibition der Genexpression aufgeklart. Schnell

nach chemischen Modifikationen und Funktionalisierungen — eine attraktive Plattform flir den ~ wurde erkannt, daf8 RNAi eine besonders

therapeutischen Einsatz von siRNAs bieten. effiziente und — zumindest in vitro — einfach

anzuwendende Methode ist, um Gene auszu-

- o schalten. Entsprechend rasch hat vor allem in

[ iRNA-Einschleusung ] = il vitro die Verwendung von RNAi-basierten An-

el sitzen, etwa in Genfunktionsstudien oder in

o |::} = e High-Throughput-Analysen, zugenommen
siRMA siRMA

RNAI: vom Mechanismus zur siRNA

1!‘_ RNAI ist ein sequenzspezifischer und post-

|. RISC-Azsamblisrung | transkriptionell ansetzender Mechanismus,

RISC J:._.,L der auf kurzen, doppelstrangigen RNA-Mo-
et lekiilen beruht. Die Entdeckung der RNAi
- ATP in C. elegans durch Fire et al." wurde kiirzlich

| RESC-Ak thiarung | mit dem Nobelpreis ausgezeichnet; es wur-

v - ADF+PR de auch rasch klar, dafs RNAi — wenngleich

: vom Mechanismus her komplizierter — auch

| =-..- RISC in hoheren Organismen vorkommt. RNAi
ot beruht auf einem mehrere Schritte umfassen-
| den intrazelluliren Weg, der in zwei Phasen

Bindung von RESC an aufgeteilt werden kann: die Initiationsphase,
i Thol-m RMA

in der doppelstrangige RNA-Molekiile endo-

|

¥

Ty & genen (z.B. miRNA) oder exogenen Ursprungs

ah, l_:—f.I e durch die Spaltungsaktivitit eines Proteins

; vom Ribonuklease III-Typ (Dicer) in kleine, 21

bis 23 Basenpaare (bp) umfassende siRNAs

(small interfering RNAs) prozessiert werden,

l | mRthA Degradation und die Effektor-Phase, wo diese siRNAs in

T den RNA-induced silencing complex (RISC)

oy RTENY. iR eingebaut werden und die Spaltung der Ziel-

e i mRNA erfolgt. Hierzu binden die siRNAs

sequenzspezifisch durch Hybridisierung an die

Ziel-mRNA und bringen so den RISC-Komplex

] mit seinen RNA-Helicase- und Nuklease-

Aktivititen in rdumliche Néahe. Es erfolgt die

m Entwindung und Spaltung der Ziel-mRNA,

die daraufhin durch ihre jetzt ungeschiitzten

Enden rasch durch intrazelluldre Nukleasen

Abb. 1: Mechanismus der RNA-Interferenz. Kleine doppelstrangige siRNA-Molekiile werden in abgebaut wird. Der RISC-Komplex kann wie-

den RISC-Komplex eingebaut und binden nach dessen Aktivierung sequenzspezifisch an ihre derum an eine neue Ziel-mRNA binden, ent-

Ziel-mRNA. RISC kann nun die mRNA spalten, die daraufhin rasch abgebaut wird und nicht mehr  faltet also eine katalytische Aktivitit. Den zur

zur Translation zur Verfiigung steht. Zur Induktion von RNAi gentigt die Einschleusung der siRNA- Ziel- mRNA komplementdren siRNAs, dienach

Molekiile, da alle anderen Komponenten in der Zelle vorhanden sind, und auch die natiirlicher- bestimmten Auswahlregeln abgeleitet werden

weise vorgeschaltete intrazelluldre Prozessierung ldngerer doppelstrangiger RNA-Molekiile zu koénnen, kommt damit eine zentrale Rolle bei
siRNAs (nicht gezeigt) ist prinzipiell nicht nétig. der Induktion von RNAi zu? (Abb. 1).
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Zur Induktion der RNAi konnen siRNAs ent-
weder als DNA-basierte Expressionssysteme
(shRNAs) oder direkt als RNA-Oligonukleoti-
de (siRNAs) in die Zelle gebracht werden.

in vivo-siRNA-Drug Delivery

Vorteile der direkten Applikation von siRNAs
bestehen darin, dafl sie chemisch relativ
leicht synthetisiert werden kénnen und ein
geringes Gefahrenpotential aufweisen, da
ihre Einschleusung nicht auf virale Systeme
angewiesen ist und sie nicht in das Genom in-
tegriert werden kénnen. Es miissen allerdings
folgende Bedingungen erfiillt sein: Schutz der
sehr instabilen siRNA gegen Abbau durch
(Serum-) Nukleasen, effiziente zellulare Auf-
nahme, keine intrazellulare Immunstimulati-
on und effiziente intrazelluldre siRNA-Frei-
setzung sowie in vivo geringe Toxizitat und
keine schnelle Elimination durch Leber oder
Niere. In der Zellkultur stehen zahlreiche
Transfektionsreagenzien zur Verfiigung. Weit
schwieriger ist die Applikation von siRNAs
zu therapeutischen Zwecken in vivo.

Hierzu ist in den vergangenen Jahren eine
grofiere Zahl an Studien publiziert worden,
die verschiedene Strategien zur systemischen
oder lokalen Applikation beschreiben. Unter-
scheidungsparameter sind unter anderem der
Applikationsort beziehungsweise die Appli-
kationsart, siRNA-Modifikationen und der
Einsatz verschiedener Carriersysteme.

So kénnen zur systemischen Applikation
chemisch unmodifizierte siRNAs verwendet
werden, deren Injektion hdufig ohne weiteres
Reagenz durch die sogenannte hydrodyna-
mische Transfektion erfolgt. Wahrend diese
Methode in einigen Féllen zur effizienten
Induktion von RNAIi in Leber, aber auch in
Lunge, Milz, Pankreas und Niere fiihrte, ist sie
fiir die Therapie am Menschen ungeeignet: die
mehr als 1 ml, die einer Maus innerhalb we-

Tab. 1: Applikationsformen von siRNAs zur
Induktion von RNAi in vivo

Applikationsform

Nackte siRNA

Liposomen

Lipoplexe

Kationische Lipide

Virosomen + kationische Lipide
Polyamine

Chemische Modifikationen
Chemische Modifikationen +
Lipid-Einkapselung
Elektropulsation
Histidin-Lysin-Komplexe
Atelocollagen-Komplexierung
Inaktivierte HVJ-Suspension
Kopplung an Protamin-Antikorper-
Fusionsprotein

Kopplung an Cholesterin
Nanoplexe
Polyethylenimin-Komplexe
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niger Sekunden in die Schwanzvene injiziert
werden, entsprachen rund drei Litern einer
intravendsen Bolus-Injektion im Menschen.

Alternative Strategien zur Applikation
nackter siRNAs sind hédufig auf die lokale
Anwendung oder zumindest eine Applikation
nahe dem Zielgewebe oder Zielorgan be-
grenzt. So wurden etwa intravenose, intrape-
ritoneale, subretinale, intrathecale, intranasale,
intratracheale, intradermale, intratumorale,
intraoculare oder intraventrikulare Applika-
tionen beschrieben. Beachtet werden sollte
auch, dafl zahlreiche Studien relativ grofle
Mengen siRNA (im Bereich zehn bis hundert
mg/kg Korpergewicht) verwenden, was die
Gefahr unspezifischer Nebenreaktionen wie
einer intrazelluldren Immunantwort erhéhen
kann. Alternative Ansétze fiir die Applikation
von siRNAs basieren auf ihrer Verpackung
in verschiedenen, teilweise modifizierten
Liposomen oder kationischen Lipiden zur
systemischen oder lokalen Anwendung.

Mit gegen apoB gerichteten siRNAs in so-
genannten SNALPs (stable nucleic acid lipid
particles) wurde kiirzlich die erste Studie in
Primaten veroffentlicht. Schlieflich sind eine
Reihe anderer Strategien, wie beispielsweise
chemische Modifikationen von siRNA-Mole-
kiilen, Elektropulsation, Virosomen, die Ver-
wendung von Polyaminen, anderer basischer
Komplexe oder Atelocollagen zur Komple-
xierung, sowie die Kopplung an bestimmte
Protein-Praparationen oder niedermolekulare
Verbindungen beschrieben worden (vgl. Tab.
1). Obwohl die Entwicklung von auf siRNAs
basierenden Therapeutika erst vor wenigen
Jahren begonnen wurde, haben erste Phase
I-Studien bereits begonnen oder sind bereits
abgeschlossen. Acuity Pharmaceuticals (Phila-
delphia, USA) testeten erfolgreich eine gegen
VEGEF gerichtete siRNAbei der feuchten Form
der Altersblindheit (Altersabhéngige Macula-
degeneration AMD), von der in Deutschland
etwa 490.000 Personen betroffen sind; auch Al-
nylam (Respiratory Syncytial Virus, RSV) und
die von Merck Inc. Ende Oktober akquirierte
Sirna (AMD) haben Phase I-Studien initiiert.

Polyethylenimin-Komplexierung

Polyethylenimine (PEIs) sind synthetische
Polymere, die linear oder verzweigt in einem
breiten Molekulargewichtsbereich von <1000
Dabis >1000 kDa vorliegen konnen. Aufgrund
einer protonierbaren Stickstoffgruppe in
jeder dritten Position besitzen sie eine hohe,
vom pH-Wert abhédngige, aber bereits unter
physiologischen Bedingungen kationische
Ladungsdichte. Daher sind sie in der Lage,
negativ geladene DNAs nicht-kovalent zu
komplexieren. Da die so gebildeten kompakten
kolloidalen Partikel von Zellen iiber verschie-
dene Endozytosewege aufgenommen werden
konnen, wurde PEI zunéachst als in vitro-DNA-
Transfektionsreagenz eingefiihrt**. Dem Mi-
schungsverhaltnis zwischen Stickstoffatomen
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Abb. 2: Einschleusen von siRNA-Molekdilen
durch Polyethylenimin (PEI)-Komplexierung.
Negativ geladene siRNAs (rot) und positiv ge-
ladenes PEI (blau) bilden einen nicht-kovalen-
ten Komplex, der tiber Endozytose in die Zelle
aufgenommen und dort — vermutlich aufgrund
des ,Protonenschwamm-Effektes” — aus dem
Endosom wieder freigesetzt wird. Die siRNA
kann nach Zerfall des Komplexes in RISC ein-
gebaut werden und RNAI induzieren.

des PEI und Phosphoratomen der DNA (sog.
N/P-Verhiltnis) sowie der Kettenldnge und
dem Verzweigungsgrad des PEI kommen
dabei im Hinblick auf Groéfie und Ladung des
Komplexes sowie der Transfektionseffizienz
entscheidende Bedeutung zu.

Vermutlich kommt es nach Endozytose
intrazelluldr in den Endosomen/Lysosomen
durch die Protonenakzeptorfunktion des PEI
an den noch nicht protonierten Stickstoffato-
men zu einem , Protonenschwammeffekt”,
der zum Abpuffern des sauren pH-Wertes in
diesen Kompartimenten sowie zum osmotisch
bedingten Platzen der Endosomen/Lyso-
somen unter intrazelluldrer Freisetzung der
Komplexe fiihrt.

In neueren Studien wurden Polyethylen-
imin-basierte Systeme fiir das Einschleusen
kleiner RNA-Molekiile wie siRNAs etabliert>”
(Abb. 2). Wihrend chemisch nicht-modifizier-
te siNRAs vergleichsweise rasch degradiert
werden und im Serum nur eine Halbwertszeit
von wenigen Minuten besitzen, sind sie nach
PEI-Komplexierung iiber Stunden hinweg
fast vollstindig gegen enzymatischen oder

Kennziffer - www.biocom.de >
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Abb. 3: Anwendung von PEI/siRNA-Komplexen als anti-tumoraler Wirkstoff in vivo.>¢

(a) Die rasterkraftmikroskopische Aufnahme zeigt homogene PEI/siRNA-Komplexe, in denen
die siRNA vollstdndig geschiitzt ist. (b) Systemische Applikation von PEl-komplexierter (+) bzw.
nackter (-) siRNA, die hier zur besseren Detektion *2P-markiert ist, in Mduse mit subkutanen
Tumor-Xenotransplantaten. Es wird in verschiedenen Geweben und vor allem auch im Tumor
intakte siRNA nachgewiesen. (c) Durch Behandlung (Pfeile) von tumortragenden Mdusen mit
PEI-komplexierter, gegen den tumorrelevanten Wachstumsfaktor Pleiotrophin (PTN) gerichteter
siRNA wird ein signifikanter anti-tumorigener Effekt beobachtet. (d) Dieser ist auf die spezifische
Reduktion von PTN in den Tumoren zuriickzufihren.

nicht-enzymatischen Abbau geschiitzt. Ein
auf radioaktiv markierter siRNA beruhender
Assay zeigt, dafs selbst die Behandlung mit
RNase A nicht zu einem Abbau der siRNAs
fithrt. In Ubereinstimmung damit zeigen ra-
sterkraftmikroskopische Aufnahmen, daf die
siRNA-Molekiile tatsdchlich vollstandig von
PEI umschlossen und damit geschiitzt sind
(Abb. 3a). Wahrend dies fuir alle PEIs zuzu-
treffen scheint, wird nur bei bestimmten nie-
dermolekularen PEIs eine hinreichend hohe
siRNA-Transfektionseffizienz beobachtet,
also zelluldre Aufnahme der Komplexe und
intrazelluldre Freisetzung der siRNAs. Hierzu
gehoren u.a. das kommerziell erhéltlich jetPEI
(Biomol) sowie das kiirzlich beschriebene, 5
bis 10 kDa kleine PEI F25-LMW. In diesem
Fall konnen die PEI/siRNA-Komplexe auch
lyophilisiert und damit dauerhaft gelagert
werden’. Obwohl die PEI-vermittelte siRNA-
Transfektion nur transient ist, wurden stabile
Gentargeting-Effekte fiir mindestens sieben
Tage beobachtet.

Vor allem erlaubt die PEI-Komplexierung
von siRNAs jedoch deren Anwendung in vivo.
In mehreren Studien wurde gezeigt, dafd PEI/
siRNA-Komplexe systemisch appliziert wer-
den kénnen und Gentargeting-Effekte zeigen.
So konnte nach intravenoser Injektion von
PEI-komplexierten siRNAs die Produktion
von Influenza A-Viren in der Lunge infizierter
Maiuse reduziert werden; in einer anderen
Studie waren Méduse nach Behandlung
mit PEI-komplexierten Ebola-spezifischen
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siRNAs gegen eine nachfolgende todliche
Infektion partiell geschiitzt. Viele Studien
wurden in Mausmodellen mit subkutanen
Tumorxenotransplantaten aus Zellinien ver-
schiedener Tumorentitdten (u.a. Glioblastom,
Opvarialkarzinom, Prostatakarzinom) durch-
gefiihrt. Sie beinhalteten die Inhibition der
Expression verschiedener tumorrelevanter
Gene wie der Rezeptoren HER-2 (c-erbB2/
neu) und VEGF-R2, der Wachstumsfaktoren
Pleiotrophin (PTN) und Vascular Epithelial
Growth Factor (VEGF) sowie dem Fibroblast
Growth Factor-Binding Protein (FGF-BP).
Nach Applikation PEI-komplexierter spezi-
fischer siRNAs wurden jeweils signifikante
antitumorigene Effekte beobachtet (Abb. 3c),
die auf die Reduktion des jeweiligen Gen-
produktes auf mRNA- und auf Proteinebene
(Abb. 3d) zuriickzufiihren waren. Injektionen
wurden alle im Sinne einer systemischen und
klinisch relevanten Applikation intravends,
intraperitoneal oder subkutan, jedoch nicht
intratumoral vorgenommen. Die Mengen
waren mit 10 pg siRNA/Injektion deutlich
geringer als in vielen Vergleichsstudien. Bio-
verteilungsstudien mit radioaktiv markierter
siRNA belegten ferner, daf} intakte siRNA-
Molekiile tatsachlich in das Tumorgewebe
aufgenommen werden (Abb. 3b). In einem
orthotopen Glioblastom-Mausmodell wurde
ferner die intrathekale Applikation von 2 ng
PEI-komplexierter siRNA getestet und fiihrte
gleichfalls zu signifikanten antitumorigenen
Effekten. In keinem Fall gab es Hinweise auf

Toxizitdt oder unspezifische, beispielsweise
immunstimulierende Effekte der Komplexe
oder der applizierten siRNAs.

Zur Erhchung der Biokompatibilitat und
Gewebespezifitit und/oder intrazelluldren
Freisetzung wurden in zahlreichen Studien
derivatisierte PEIs beschrieben. Die Kopp-
lung mit Polyethylenglykol (=PEGylierung)
fiihrt unter anderem zu verminderter un-
spezifischer Adsorption der Komplexe an
Proteine und allgemein zu verdnderten
pharmakokinetischen Eigenschaften, die
wiederum von der PEG-Kettenlange und
dem PEGylierungsgrad mit bestimmt wer-
den. Ebenso wird durch PEGylierung die
Komplexstabilitdt von PEI/siRNA-Kom-
plexen beeinflufit, was zu vermindertem
Schutz der siRNA, aber auch zu verbesserter
intrazellularer Freisetzung fiihren kann®. Die
Kopplung mit gewebespezifischen Liganden
wie Antikorpern, kleinen Peptiden oder
Wachstumsfaktoren kann zur selektiveren
Aufnahme solcher Komplexe in den jeweili-
gen Zielgeweben fiihren.

Fazit

Die Verwendung von siRNAs bietet eine
leistungsfahige und sichere Methode zur
Induktion von RNAi, und zahlreiche Stu-
dien beschreiben Formulierungen, die die
in vivo-Applikation von siRNAs gestatten.
Polyethylenimine stellen hier eine gute Mog-
lichkeit dar, da sie den Schutz, die zellulare
Aufnahme und die intrazelluldre Freisetzung
von siRNAs gewdhrleisten, eine geringe
Toxizitat zeigen und durch chemische Modi-
fikationen weiter verfeinert werden konnen.
Ziel sind damit doppelspezifische Praparate,
die hohe Gewebeselektivitidt beim siRNA-
Einschleusen mit hoher Zielgen-Spezifitat der
siRNA verbinden und so neue therapeutische
Optionen erdffnen.
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Mausmodelle

Targetvalidierung in vivo

Dr. Jost Seibler, Prof. Dr. Frieder Schwenk, Artemis Pharmaceuticals GmbH, Kéln

RNA.i zur Identifizierung und Validierung von Targetgenen in Zellen hat in jlingerer Zeit eine breite
industrielle Anwendung gefunden. In zunehmendem Maf3 gewinnt auch die in vivo-Validierung fir
die Medikamentenentwicklung an Bedeutung. Daher wurde bei Artemis eine Technologiebasis
etabliert, die eine breite Nutzung von Mausen zur Targetvalidierung erlaubt. Artemis fiihrt in
vivo-"Knock-down’-Studien flir pharmazeutische und akademische Partner im hohen Durchsatz
durch. Dadurch kénnen erstmals Targets in vivo in einem Durchsatz validiert werden, wie dies

bisher nur in vitro durch Zellkulturexperimente erreicht werden konnte.

Die Arzneimittelindustrie leidet weltweit
unter einem Innovationsdefizit: die Zahl
der pro Zeiteinheit neu zugelassenen Arz-
neimittel mit sehr groflen Umsatzpotential
(Blockbuster) stagniert seit Jahren, obwohl
die industriellen Forschungs- und Entwick-
lungsaufwendungen kontinuierlich stiegen.
Um diesem Problem zu begegnen, setzt die

wi LacL

Prozesses in vitro und in vivo genutzt. Als
eine der leistungsfihigsten Methoden auf
dem Gebiet der Functional Genomics gilt das
Stummschalten von Genen (Gene-Silencing)
mittels RNAi in vitro, also in Zellkultursyste-
men in Verbindung mit einer anschlieffenden
Analyse der daraus resultierenden Effekte. Es
ist mittlerweile das Verfahren der Wahl fiir

Mauvs 1 Maus 2
Lacs + shiRMA
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Abb. 1: ‘knockdown’ von LacZ als Reportergen im Herzmuskel. Dargestellt sind Schnitte des
Herzmuskels, die nach der Fixierung mit X-Gal gefarbt worden sind. wt: Wildtyp, LacZ: Negativ-

Kontrolle ohne shRNA, Maus 1 + 2: LacZ + shRNA

Pharmaindustrie vor allem auf neuartige
wissenschaftliche Methoden, die die Effizienz
des Pharmaentwicklungsprozesses steigern
konnen. Diese werden meist in akademischen
Forschungslabors oder Biotech-Firmen zur
Anwendungsreife gebracht, um dann von
den Pharmafirmen, etwa iiber strategische
Allianzen, mit den Biotech-Unternehmen
in die industrielle Forschung implementiert
zu werden. Entscheidend fiir den Erfolg der
Pharmainnovation ist dabei die Targetvalidie-
rung. Diese ertffnet die Auswahl besonders
vielversprechender Screening- oder Wirkstoff-
targets. So kann insbesondere die Zahl der
Wirkstoffe verringert werden, die wiahrend
der klinischen Entwicklung abgesetzt werden
miissen und daher hohe Kosten verursachen,
ohne zu einem Produkt zu fiihren.

Das Verstummen der Gene

Fiir derartige Validierungen nehmen die
Methoden der RNA-Interferenz (RNAi), die
seit etwa 2001 in der industriellen Forschung
der Arzneimittelkonzerne und der Biotechfir-
men standig an Bedeutung gewonnen haben,
einen wichtigen Platz ein. RNAi wird zur
Targetvalidierung fiir alle Stufen des F&E-
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die Funktionsanalyse von Screening- und
Wirkstoff-Targets. Die beiden meistgenutz-
ten Methoden zum Gene-Silencing in Zellen
sind der Einsatz von kurzen, chemisch
synthetisch hergestellten doppelstrangigen
RNA-Molekiilen (siRNAs) und die Expression
von short hairpin RNA (shRNA)-Molekiilen
nach Transfektion der Zellen mit Hilfe von
Plasmiden oder viralen Vektoren.

Von der Knock-out- zur
Knock-down-Maus

Bei den genetisch manipulierbaren Modell-
organismen nimmt die Labormaus (Mus
musculus) eine herausragende Rolle in Stu-
dien von humanen Erkrankungen und der
préklinischen Arzneimittelentwicklung ein.
Neben der grofien Homologie der murinen
und menschlichen Genome und Ahnlichkeiten
in vielen physiologischen Aspekten lassen die
vielfaltigen Moglichkeiten zur Manipulation
des Genoms die Maus als idealen Modellorga-
nismus fiir die Pharmaforschung erscheinen.
Seit den spaten achtziger Jahren wurde die ge-
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Abb. 2: Generierung von Mausmutanten mittels der Technologiebasis von Artemis. Schematisch
ist die Kombination des Kassettenaustausches in embryonalen Stammzellen und der Komple-
mentation tetraploider Blastocyzten dargestellt. Fiinf Wochen alte Mduse kénnen innerhalb von

drei bis vier Monaten generiert werden.

zielte Manipulation embryonaler Stammzellen
(ES-Zellen) genutzt, um genetisch modifizierte
Mausstimme zu generieren. Zunachst wurden
Gene durch die Insertion eines Markergens in
die Keimbahn inaktiviert. Der grofite Teil der
rund 3.000 beschriebenen Knock-out-Méause
basiert auf diesem Vorgehen. Da die Tiere eine
homozygote Inaktivierung eines bestimmten
Gens aufweisen, sind sie ein geeignetes Modell
fiir Erbkrankheiten, fithren aber in rund 30%
der Fille zu embryonaler oder postnataler
Mortalitat. Zudem eignen sich die Méduse nicht
fiir die Validierung von Arzneimitteltargets
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und die Untersuchung anderer Fragestel-
lungen in adulten Médusen. Eine verbesserte
Strategie stellt die konditionale Mutagenese
dar, die die Inaktivierung von Genen in einem
bestimmten Organ und zu einem bestimmten
Zeitpunkt erlaubt. Die konditionale Mutage-
nese wurde 1997 von dem Artemis-Griinder
und -Berater Klaus Rajewsky (Harvard Medi-
cal School, Boston, USA) entwickelt. Artemis
hat diese Methoden optimiert und fiir den
industriellen Einsatz angepafit’. Auf diese
Weise sind mehrere hundert Mausmodelle fiir
Artemis-Kunden entwickelt worden.
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Abb. 3: Schema des tet-Repressor-Systems und die Effizienz des Knock-downs in vivo. A. Durch
die Bindung des tet-Repressors wird die Polymerase Il sterisch an der Transkription der shRNA
gehemmt. Nach der Administration von Doxycyclin fallt der tet-Repressor von der tet-Operator-
Bindungsstelle ab, und die Expression der shRNA fiihrt zum Knock-down des Targetgens.

B. Effizienz des Knock-downs der Firefly-Luciferase in verschiedenen Geweben der Maus. Es
wurden zwei bis vier Mause in einem Alter von 8-10 Wochen analysiert. Die Reprimierung der
Firefly-Luciferase ist prozentual dargestellt: fir die nicht-induzierten Kontrollen als graue Bal-
ken und nach 10tégiger Induktion mit 2 mg/ml Doxycyclin im Trinkwasser als weifle Balken. Als
Negativkontrollen dienten Tiere die keine shRNA gegen die Firefly-Luciferase, aber das Target-
gen exprimieren (schwarze Balken). Die relativen Werte der Firefly-Luciferase-Expression wur-
de mit Hilfe der Renilla-Luciferase als Referenzgen kalkuliert.
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Neue, RNAi-basierte Methoden miissen sich
direkt mit den Vorteilen der bestehenden
Technologien der konditionalen Mutagenese
messen. Eine enorm wichtige Aufgabe in der
Technologieentwicklung ist die Etablierung
zuverldssiger und breit einsetzbarer Methoden
fiir die RNAi-vermittelte Targetvalidierung
in vivo. Dabei mufs die RNAi gegeniiber
bisherigen Knock-out-Verfahren Vorteile be-
ziiglich Zeitersparnis, Durchsatz, Kosten und
Anwendungsvielfalt aufweisen, um am Markt
zu bestehen. Die Erfolge in in vivo-Anwendun-
gen waren bisher jedoch noch begrenzt: die
lokale und systemische Verabreichung von
siRNA-Agenzien wird unter anderem durch
den Einflufs pharmakokinetischer Parameter
kompliziert. An einer Optimierung, etwa der
chemischen Struktur und Formulierung, wird
derzeit daher intensiv gearbeitet.

Eine leistungsfdhige Alternative bietet die
Expression von shRNAs, bestehend aus kurzen
invertierten Sequenzabschnitten, die durch
einen Spacer getrennt sind. Diese erlauben im
Gegensatz zur Applikation von siRNAs eine
dauerhafte Inaktivierung von Genen. Zur
Auspragung dieser shRNAs werden RNA-
Polymerase IlI-abhéngige Promotoren wie U6
und H1 verwendet, die besonders kurze Tran-
skripte erzeugen. Exprimierte shRNAs werden
in der Zelle zu aktiven siRN As prozessiert. Mit
dieser Technologie lassen sich in Zellkultur
RNAi-Effizienzen von mehr als 80% erreichen.
Daher verspricht diese Technologie ein grofies
Potential fiir die Anwendung in der Maus.
Aufierdem muf$ gegeniiber der Knock-out-
Technologie nur ein einzelnes Transgen in das
Genom eingebracht werden, und der Aufwand
bei der Herstellung der Vektoren ist deutlich
geringer. Die Herausforderung bestand fiir Ar-
temis in der Etablierung geeigneter Methoden
fiir die Maus, die die Expression der shRNA in
allen Geweben erméglichen.

In den letzten Jahren wurden mehrere shR-
NA-basierte, transgene Mausmodelle beschrie-
ben. Diese wurden mit Hilfe von Technologien,
wie der Pronukleusinjektion, der Transfektion
von Plasmiden oder der lentiviralen Integrati-
on generiert, die alle zu einer zufdlligen Inte-
gration der Transgene in das Genom fiihren.
Abhingig von der Integrationsstelle variierte
die Stdrke des Knock-downs (position effect
variegation). Daher miifite sich an die Gene-
rierung der shRNA-transgenen Mause eine
zeit- und arbeitsaufwendige Charakterisierung
verschiedener Mauslinien anschlieflen, was
eine routineméifige Anwendung im hohen
Durchsatz vereiteln wiirde. Um diese Kompli-
kationen zu vermeiden, wurden bei Artemis
Anstrengungen zur Identifikation einer geno-
mischen Integrationsstelle unternommen, die
eine definierte und reproduzierbare Auspra-
gung der shRNA in allen Geweben der Maus
erlaubt. Hierzu wurde das r0sa26-Gen gewahlt,
daesinjeder Zelle und wahrend der gesamten
Entwicklung der Maus ausgepragt wird> Diese
Eigenschaft lief8 den rosa26-Integrationsort viel-
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versprechend erscheinen. Unsere Erwartungen bestétigten sich, da eine
einzelne shRNA-Kopie in diesem Lokus zu einer hohen RNAi-Effizienz
zwischen 80% und 95% in nahezu allen Organen fiihrt (Abb. 1).

Um zudem eine schnelle Generierung der shRNA-Mausmodelle zu
erreichen, wurde ein Kassettenaustauschsystem fiir den rosa26-Lokus in
ES-Zellen entwickelt, das die effiziente Einschleusung von shRNA-Vek-
toren mittels genspezifischer Rekombination in einem einzigen Schritt
erlaubt (Abb. 2). Die Nutzung zweier inkompatibler Erkennungsstellen
erlaubt das Einbringen von DNA-Abschnitten in einen definierten
Lokus, der die gleichen Erkennungsstellen tragt. Anders als Verfahren,
die nur eine einzelne Erkennungsstelle nutzen, ist das rekombinierte
Produkt in Anwesenheit der Rekombinase stabil. Bisher sind nur einige
erfolgreiche Beispiele fiir einen solchen Kassettenaustausch (,recom-
binase mediated cassette exchange’, RMCE) in ES-Zellen beschrieben
worden. In diesen Experimenten kam es jedoch zur nicht vollstandigen
Rekombination und damit zu einer unerwiinschten Konfiguration
des Transgens. Aufierdem variierte die Effizienz in den bisherigen
RMCE-Beispielen abhéngig von der Wahl der Erkennungsstellen, der
Selektionsmethode und des chromosomalen Ortes. Daher mufiten eine
Reihe von Verbesserungen implementiert werden, um die Technologie
zur Anwendungsreife zu bringen. Die Optimierung aller dieser Fakto-
ren flihrte dazu, dafl die RMCE-Effizienz auf mehr als 95% gesteigert
werden konnte. Somit steht erstmals eine Methode zu Verfiigung, die
eine zielgerichtete Integration von shRNA-Vektoren in hohem Durchsatz
und mit geringem Aufwand erméglicht!.

Bislang wurden auf diese Weise mehrere hundert shRNA-Vektoren
erfolgreich in das Genom embryonaler Stammzellen eingebracht. Dies
schafft die Voraussetzung fiir eine Hochdurchsatz-Nutzung der RNAi
zur Targetvalidierung in vivo. Zudem fiihrt der Einsatz der sogenannten
ES-Maustechnologie zur schnellen Generierung von Mausen aus Zellen
mit shRNA-Expression. Diese Methode wurde bereits 2001 bei Artemis
in Zusammenarbeit mit Rudolf Jaenisch etabliert und hat sich als duferst
robuste Technologie erwiesen®. Abbildung 2 zeigt die bei Artemis eta-
blierte Technologieplattform zur Erzeugung derartiger Mausmutanten
innerhalb von vier Monaten. Gegeniiber der bisherigen Vorgehensweise
bedeutet dies eine Zeitersparnis um mehr als die Halfte.

Genfunktionsanalyse im Hochdurchsatz

Der erfolgreiche Knock-down konnte inzwischen fiir viele verschiedene
Gene erfolgreich demonstriert werden' (Abb. 1). So fithrte zum Beispiel
die Auspragung einer Leptin-Rezeptor-spezifischen shRNA zu einer
Knock-down-Effizienz von mindestens 90% in fast allen untersuchten
Geweben, was eine deutliche Gewichtszunahme der Mausmodelle
zur Folge hatte. Dies zeigt, dafl der Phanotyp von Knock-out-Mausen
schnell und kostengiinstig reproduziert werden kann. Weiterhin wurde
in Zusammenarbeit mit der Firma Griinenthal ein neues Schmerzmo-
dell generiert. Auch hier konnte gezeigt werden, daff der Knock-down
den entsprechenden publizierten Knock-out reproduzieren kann. Die
entsprechenden Daten sind zur Publikation eingereicht.

Ein weiterer Meilenstein ist mit der Entwicklung eines induzierba-
ren Systems fiir die RNAi-Technologie bei Artemis erreicht worden.
Entscheidend war es hierbei, ein effizient aktivierbares und zugleich
,dichtes” System zu etablieren. Induzierbare Technologien wiesen in der
Maus oft eine unzureichende Regulation auf. Daher war es notwendig,
sowohl den tet-Repressor als auch die induzierbaren Promotoren zu
optimieren. Hierzu wurde eine spezielle Variante des Doxycyclin-abhan-
gigen tet-Repressor-Systems genutzt (Abb. 3a). Nachdem verschiedene
Konfigurationen des U6- und H1-Promoters in der Maus gestestet wor-
den sind, konnte eine Variante identifiziert werden, die eine optimale
Charakteristik aufweist: Die Kombination war nach Fiitterung mit Doxy-
cyclin stark aktiviert, wies jedoch in Abwesenheit des Induktors keine
Hintergrundaktivitat auf. Hierbei war entscheidend, daf} alle Elemente
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fiir die induzierbare Konfiguration in einer Kassette eingebaut werden
konnen. Damit eignet sich das System fiir die Herstellung induzierbarer
Mausmodelle in einem einzigen Schritt.

Die beschriebenen Beispiele zeigen, dafl Erkenntnisse aus der aka-
demischen Forschung oft erst nach aufwendiger Optimierung aller
Einzelschritte in die industrielle Nutzung transferiert werden konnen.
Diese Optimierung muf3 neben dem Aspekt der Zeit- und Kostener-
sparnis auch eine breite und reproduzierbare Anwendbarkeit der
Technologie erméglichen. Artemis hat sich durch die Entwicklung ihrer
Technologiebasis in die Lage versetzt, ihren pharmazeutischen Partnern
mafsgeschneiderte Modelle fiir die Pharmaentwicklung anzubieten.
Durch ihre RNAi-Technologie kann Artemis erstmals Medikamenten-
Targets in vivo in einem Durchsatz validieren, wie dies bisher nur in
vitro durch Zellkulturexperimente erreicht werden konnte. Das grofie
Interesse der Pharmaindustrie an der Artemis-Technologiebasis bestatigt
diese Strategie.
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PhenomicDB

Eine speziesubergreifende
Ressource fir RNAi-Daten
und klassische Phanotypen

Philip Groth und Dr. Bertram Weiss, Genomics & Bioinformatics, Schering AG, Berlin

Phéanotypen sind Gegenstand intensiver biomedizinischer Forschung. Die Daten sind jedoch
Uiber viele verschiedene Ressourcen verstreut, die sich meist einer bestimmten Spezies oder
Krankheit verschrieben haben. Da Phanotypen mittlerweile im Hochdurchsatz generiert
werden, wachst nicht nur deren Zahl, sondern auch die Notwendigkeit, die entsprechenden
Daten zu sammeln, zu ordnen und sinnvoll zu strukturieren. Zu diesem Zweck haben wir
PhenomicDB - eine Genotyp/Phanotyp-Datenbank — geschaffen und frei verfligbar gemacht
(www.phenomicDB.de). Hier sind Phdnotypen mit den verursachenden Genen verlinkt, und
Orthologiebeziehungen werden verwendet, um unerkannte Zusammenhange iiber Spezies
hinweg aufzuzeigen. Wir haben PhenomicDB erweitert, um quantitative und qualitative
Phanotypen aus RNAi-Screens aufzunehmen. Die Integration klassischer Phdnotypen (z.B.
Knock-out-Mause) mit zelluldren Phanotypen aus Hochdurchsatzscreenings (z.B. RNAI)
Uber Artengrenzen hinweg wird unser biologisches Verstandnis verbessern und diesen
wertvollen Funktions-Daten die nétige Beachtung im Laboralltag bringen.
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Abb. 1: Typische Ergebnisliste aus PhenomicDB fiir die Frataxin-Orthologiegruppe (einige
Eintrage wurden ausgelassen, um die Ubersichtlichkeit zu verbessern). Zu jedem Gen der Fra-
taxin-Orthologiegruppe werden eingeriickt und griin unterlegt die dazugehdrigen Phanotypen
angezeigt. Die Hyperlinks fiihren zu den Quelldatenbanken, der .Show Entry“-Knopf zeigt den
vollstdndigen Eintrag fiir Gen und Phanotyp. Es gibt keinen Phanotypen fiir Gallus gallus, und
daher ist diese Zeile rot unterlegt [Abb. mit freundl. Genehmigung aus 4].
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Phénotypen sind in der post-genomi-
schen Ara wieder stirker ins Zentrum der
Aufmerksamkeit gertickt. Ohne sie ist es
unmoglich, der groflen Menge bioinfor-
matisch identifizierter Gene biologische
Funktionen zuzuweisen. Auch erlauben es
jiingere Entwicklungen neuer Technologien
wie etwa der RNA-Interferenz (RNAi),
experimentell (verifizierte) Phanotypen mit
hohem Durchsatz zu generieren und mit
den Genotypen zu assoziieren. Mittlerweile
gibt es viele Ressourcen, die Phanotypdaten
im genomischen Kontext vorhalten — meist
fokussiert auf Organismus, Krankheit oder
experimentelle Methode. Die Bedeutung der
Phéanotypen, die wichtigsten Datenbanken
und hilfreiche Analysemethoden haben wir
erst kiirzlich in einem Ubersichtsartikel?
beschrieben. Besonders vielversprechend
ist es, Phdanotypen miteinander zu verglei-
chen (vergleichende Phianomik), um etwa
Hinweise fiir neue Mitglieder bekannter
Signal- oder Synthesewege (Pathways) oder
die Funktion von Genen zu erhalten, deren
Orthologe schon phéanotypisch aufgefallen
sind.

Spezies-iibergreifende
Phanotyp-Datenbanken

Bisher gab es jedoch nur wenige Ansitze,
Genotypen und Phanotypen speziesiiber-
greifend zusammenzustellen. Aus diesem
Grund haben wir vor zwei Jahren in
Zusammenarbeit mit der Firma Metalife
PhenomicDB?** geschaffen — eine Datenbank,
in der Genotypen und Phénotypen fiir viele
verschiedene (vor allem Modell-) Organis-
men zusammengefaf3t sind. PhenomicDB ist
frei und ohne Einschrankungen unter www.
phenomicdb.de zuganglich. Die speziesiiber-
greifende Suche wird durch die Einbindung
von Orthologiebeziehungen zwischen den
Genen ermoglicht. Da Gene in Orthologie-
gruppen zusammengefafit sind, werden
die Informationen der Phdnotypen aus
verschiedenen Organismen auf einen Blick
strukturiert sichtbar. PhenomicDB verfiigt
tiber phanotypische Daten aus Mutanten-
screens, Knock-out- und RNA-Interferenz-
Studien, aber auch Beschreibungen von
Krankheiten oder natiirlichen Mutanten,
beispielsweise aus Drosophila melanogaster,
sind enthalten.

Phédnotypen mehrerer Spezies sind sonst
nur noch in der Online Mendelian Inheri-
tance in Animals-Datenbank (OMIA)** zu-
sammengefaft — einer kleinen fiir Haus- und
Nutztiere angelegten Variante der Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM)**-
Datensammlung — oder in ENSEMBL, die
phénotypische high-level-Daten auch von
orthologen Genen vorhilt*. Jedoch ist Phe-
nomicDB bis dato die einzige Datenbank, die
Phénotypen detailliert fiir mehrere Spezies
nebeneinander prasentiert. Aufgrund der
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Entwicklung und Verbreitung neuer Technologien wie RNAi haben
wir kiirzlich die Version 2.1 herausgebracht, die nun auch Daten ge-
nomischer RNAi-Screens zusammen mit experimentellen Details, mit
beschreibende Terme fiir Phdanotypen aus der Mammalian Phenotype
Ontologie, den Zellinien und Beschreibungen der experimentellen
Assays darstellt.

Das Prinzip PhenomicDB

PhenomicDB vereint Phanotypbeschreibungen aus verschiedenen
Ressourcen, unter anderem aus OMIM, der Mouse Genome Databa-
se (MGD), WormBase, FlyBase, der Comprehensive Yeast Genome
Database (CYGD), dem Zebrafish Information Network (ZFIN), und
der MIPS Arabidopsis thaliana-Datenbank (MAtDB)**. Die meisten der
von diesen Quellen gesammelten Phanotypen sind direkt mit den
verursachenden Genen verkniipft. Dadurch kénnen Phanotypen auf
einem gemeinsamen Genindex abgebildet werden, hier dem Entrez
Gene-Index des National Center for Biotechnology Information
(NCBI)**. Die HomoloGene-Datenbank des NCBI** liefert Ortholo-
giebeziehungen zwischen funktionell gleichen Genen unterschied-
licher Spezies bezogen auf den Entrez Gene-Index. In PhenomicDB
werden diese Beziehungen genutzt, um Gene in Orthologiegruppen
zusammenzufassen und so schnell zu einer Ubersicht zu kommen,
welche Phanotypen zu einem Gen in verschiedenen Spezies gehoren.
Zu den Genen werden in PhenomicDB auch die Genannotationen
aus Entrez Gene inklusive der Gene Ontology aufgefiihrt.

Durch die Anpassung fiir genomische RNAi-Screens wiirdigt
PhenomicDB deren grofle Bedeutung. Da diese Daten bisher oft
weitverteilt in vielen kleineren Datenbanken — wie etwa Phenobank®
oder FlyRNAi’ - erschienen sind, hat sich PhenomicDB zu einer
zentralen Sammelstelle fiir diese Daten entwickelt. PhenomicDB
ermdglicht damit nicht nur den zentralen Zugriff auf die Daten einer
steigenden Anzahl von RNAi-Screens, sondern stellt diese zelluldren
Phanotypen auch im Kontext klassischer Phéanotypen wie etwa von
Knock-out-Mausen dar.

Bedienung

Die grafische Benutzeroberfliche von PhenomicDB wurde so ein-
fach und effektiv wie mdoglich gestaltet. Eine Anfrage kann durch
Eingabe eines Suchbegriffs (z.B. ,,apoptosis”, ,BUB1”) oder eines
Identifiers (z.B. ,NM_001211") intuitiv und ohne Vorkenntnisse
gestartet werden. Die voreingestellte Ansicht auf die Daten kann
nach Belieben des Nutzers umkonfiguriert werden, um etwa zu-
satzliche Datenfelder (wie Gensymbol, Name des Phénotypen,
Ontologieterme, chromosomale Lokalisation, etc.) anzuzeigen.
Suchanfragen kénnen mit Platzhaltern erganzt und durch logische
Operanden (,AND*, ,NOT*, ,,OR") verkniipft werden. Weiterhin
kann die Suche auf bestimmte Felder, Doménen oder Organismen
beschrankt werden.

Die so frei konfigurierbare Ergebnisliste (Abb. 1) gibt alle Treffer
nach Genen sortiert mit den assoziierten Phanotypen — eingertickt
und griin hinterlegt — wieder. Ein Knopf , Orthologies” bei jedem
Gen fiihrt zu einer analogen Ergebnisliste, die dieses Gen mit allen
seinen orthologen Genen und deren Phénotypen anzeigt. Auf allen
Seiten gilt: der Knopf ,,Show Entry” fiihrt zu dem vollen Genotyp/
Phéanotyp-Report. Ebenso gibt es stets Verweise auf die Original-
Datenbankeintrdage, um eine ordnungsgemaéfle Referenzierung zu
gewdhrleisten. Um extern direkt auf PhenomicDB zugreifen zu kon-
nen, gibt es die Moglichkeit, statische Hyperlinks zu generieren und
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so auf einen beliebigen Phanotypen oder
Genotypen zu lenken. Dynamische URLs
mit Suchbegriffen verhalten sich genauso,
als wire der Begriff direkt in die Maske
der Hauptseite eingegeben worden. BioBar
(http://biobar.mozdev.org/), eine bioinforma-
tische Browsererweiterung, erlaubt — neben
vielen anderen molekularbiologischen Da-
tenbanken — ebenfalls den direkten Zugriff
auf PhenomicDB.

Inhalt der PhenomicDB
Mittlerweile beinhaltet PhenomicDB ins-

gesamt 399.772 Phanotypen, die mit 77.400
eukaryotischen Genen assoziiert sind. Der
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gefunden wurden. Fiir weniger als 1,5% der
Phéanotypen gibt es keine Verkniipfung zu ei-
nem Gen. Es gibt 40.299 Orthologiegruppen,
von denen einem Drittel (13.695) ein Pha-
notyp in mindestens einer der zugehorigen
Spezies zugeordnet werden kann. In Homo
sapiens sind 2.850 Gene mit 4.009 humanen
Phéanotypen verkniipft, und fiir weitere
7.592 humane Gene gibt es mindestens einen
,orthologen Phéanotypen”. Hierdurch wird
der Prozentsatz menschlicher Gene mit
phéanotypischer Information von 8% — das
entspricht etwa dem OMIM-Datensatz — auf
31% des Genindex angehoben. In Mus mus-
culus heben ,,orthologe Phanotypen” diesen
Prozentsatz auf mehr als 30% des Genindex
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D SEEE

Abb. 2: Prozentsatz von Phanotypen am gesamten Entrez Gene-Index fiir finf Modellorga-
nismen und den Menschen. (Ce, Caenorhabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster: Hs,
Homo sapiens; Mm, Mus musculus; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Dr, Danio rerio). In blau ist
die prozentuale Abdeckung des Genindex durch . direkte Phdnotypen” gezeigt. Der Prozentsatz
der Gene, die nur Phanotypen fiir einen Orthologen aufweisen, sind rot dargestellt. Der Anteil
der Gene ohne Phéanotyp ist gelb markiert. Die roten Balken verdeutlichen daher den direkten
Nutzen der Integration von Phanotypen mehrer Spezies in PhenomicDB. Die hohe Abdeckung
der Genindizes von Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster resultiert aus der
hohen Anzahl genomweiter RNAi-Screens fiir diese beiden Spezies [Abb. mit freundl. Geneh-

migung aus 4].

prozentuale Anteil des Genindex einer Spe-
zies, der mit Phanotypen assoziiert ist, va-
riiert stark zwischen den Spezies: Er betragt
ungefahr 99% fiir Drosophila melanogaster,
79% fiir Caenorhabditis elegans, 21% fiir Sac-
charomyces cerevisiae, etwa 16% fiir Mus mu-
sculus (geschétzt auf der Basis des humanen
Entrez Genindex, da der Maus-Genindex
(62,907 Gene IDs) noch redundant ist) und
8% fiir Homo sapiens. 84% aller Phanotypen
in PhenomicDB stammen von Drosophila
melanogaster und Caenorhabditis elegans, da
fiir diese beiden Spezies die meisten genom-
weiten RN Ai-Screens durchgefiihrt wurden.
16,2% der Phanotypen sind mit Genen
assoziiert, fiir die bislang keine Orthologe
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an (vgl. Abb. 2). Diese Zahlen verdeutli-
chen das Potential, das in der Integration
unterschiedlichster phéanotypischer Daten
verschiedener Spezies steckt.

Ausblick

Seit ihrer Entstehung haben wir Pheno-
micDB sowohl funktionell als auch inhalt-
lich kontinuierlich weiterentwickelt. Die
Einbindung von RNAi-Daten hat einen
groflen Zuwachs an zelluldren Phanotypen
gebracht, und es werden auch weiterhin Da-
ten neuer genomweiter RNAi-Screens von
uns hinzugefiigt. Ebenso werden in Kiirze
Phénotypen aus Dictyostelium discoideum

und weitere aus Saccharomyces cerevisiae
folgen. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dafl die prozentuale Abdeckung
des menschlichen Genoms mit phanotypi-
schen Informationen kontinuierlich steigen
wird. Von 2007 an wird PhenomicDB auch
als Webservice sowie der gesamte Datensatz
als herunterladbare XML-Datei in einem
von uns neuentwickelten XML- Format zur
Verfiigung stehen. An neuer Funktionalitat
wird die ndchste Version nicht nur Ortholo-
gien, sondern auch Proteininteraktionspart-
ner als Gruppierungsmerkmal anbieten.

Fazit

PhenomicDB bietet schnellen und komfor-
tablen Zugriff auf Phanotypdaten vieler
verschiedener Spezies, setzt ,klassische”
(k.o.-Méuse, klinische Beschreibungen) mit
zelluldren Phéanotypen (RNAI) in Beziehung
und kann so helfen, die oft schwer zugéng-
lichen Phanotypen starker ,laborfahig” zu
machen. 6.000 Zugriffe im Monat zeigen
das grofle Interesse an diesen Daten. Das
stetige Wachstum von PhenomicDB wirft die
Frage nach besseren Data-mining-Methoden
fir Phanotypdaten auf. Derzeit arbeiten
wir an unterschiedlichen Ansidtzen, wie
starkere Einbindung der Ontologien oder
Textclustering, um die Moglichkeiten und
den Wert der Daten in PhenomicDB weiter
zu steigern.
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siRNA-Design

Optimierung des siRNA-
vermittelten Gene Silencing

Steve Kulisch, Teresa Esch, Christina Whitman-Guliaev und Teresa Rubio,
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein intrinsischer zelluldrer Mechanismus, der in den meisten Euka-
ryonten konserviert ist. Er hilft, die Expression von Genen zu regulieren, die entscheidend fiir
die Bestimmung des Zellschicksals, fiir Differenzierung, Uberleben und Verteidigung gegen
virale Infektionen sind. Forscher nutzen diesen natiirlichen Mechanismus, um synthetische,
Doppelstrang-RNAs (dsRNAs) fiir das sequenzspezifische Gene Silencing zu entwerfen und
damit die Funktion des Gens aufzuklédren'?. Diese Ansétze helfen dabei, schnell von der Ent-
deckung und Erforschung zu potentiellen therapeutischen Applikationen zu kommen®.
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Abb. 1: Aktivierung des RNAi-Signalweges durch dsRNAs. Lange dsRNAs werden durch die Dicer-
Endonuklease gespalten, um 21-23 nt-Duplexe zu bilden. Nach Spaltung werden die siRNA-Duplexe
in RISC eingebaut. Die Entwindung des siRNA-Doppelstranges fiihrt zur Retention des Fiihrungs-
stranges. Dieser paart mit den komplementaren mRNA-Sequenzen, die durch RISC gespalten und
abgebaut werden. Dies erlaubt das Silencing eines spezifischen Gens. Dicer kann zusatzlich zur
Spaltung von dsRNAs > 21 nt die Beladung von siRNAs in RISC erleichtern. Dies konnte erklaren,
warum synthetische 21-mer-dsRNAs, die naturgemaB nicht mehr durch Dicer gespalten werden,
weniger effektiv sind als 27-mere derselben Sequenz. Da Dicer die Beladung beeinflussen kann
und da die siRNA-Struktur die Orientierung der Dicer-Bindung beeinfluBt, kdnnen Dicer-Substrat-
siRNAS konstruiert werden, die die spezifische Spaltung durch Dicer und die bevorzugte Retention
des zur Ziel-mRNA komplementéren Fiihrungsstranges férdern.
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Seit dem erstmaligen Nachweis, daf§ 19-23
Nukleotide (nts) lange ,small interfering
RNAs” (siRNAs) das genspezifische Silen-
cing vermitteln®, wurde versucht, mittels
siRNA-Design die Spezifitit und Wirksam-
keit zu verbessern und off-target-Effekte zu
reduzieren®®. Obgleich traditionelle synthe-
tische siRNAs wirksam sind, die auf dem
21-23-mer-Design basieren, fiihrte erst ein
besseres Verstandnis der genauen Vorgange
und Enzyme, die in den RNAi-Signalweg
involviert sind, zu deutlichen Verbesserun-
gen des Designs von siRNAs. Diese wurden
dadurch noch effizientere Werkzeuge fiir die
Induktion, Kontrolle und Interpretation von
Gene Silencing-Ereignissen in der taglichen
Forschung®!?. Dieser Artikel beschreibt
Studien von Forschern der City of Hope
und von Integrated DNA Technologies
(IDT), die zur Entwicklung eines solchen
Werkzeugs fiithrte — der Dicer-Substrat
siRNA - einem hochpotenten Mediator der
RNA-Interferenz.

RNAi-Ubersicht

Der RNAi-Signalweg ist Teil eines grofieren
Netzwerkes, das kleine RNA-Molekiile als
Regulatoren zelluldrer Signale nutzt und ba-
siert auf dsRNA als Schalter fiir das sequenz-
spezifische Gene Silencing (Abb. 1). In diesem
Signalweg assoziieren lingere dsRNAs mit
der Dicer-Endonuklease, einer RNase 111,
die die dsRNA exakt in kleinere funktionelle
siRNAs schneidet. Diese siRNAs assoziie-
ren mit dem sogenannten RNA-induzierten
Silencing-Komplex (RISC), der auf eine
homologe mRNA fiir den Abbau abzielt.
Vor kurzem wurde vorgeschlagen, daf die
Dicer-Endonuklease zusdtzlich zur Spaltung
langerer dsRNAs auch bei der Beladung
prozessierter dsRNAs in RISC und bei der
Bildung von RISC selbst eine Rolle spielt'>".
Diese Hypothese half, die Entwicklung einer
neuen Klasse von siRNAs voranzutreiben,
den Dicer-Substrat siRNAs.

Dicer-Substrat-siRNA

Wihrend lange (>30 nt) dsRNAs erfolgreich
zur Regulation der Genexpression in einer
Vielzahl von eukaryotischen Organismen,
wie etwa von Pilzen, Pflanzen und C. elegans,
genutzt werden konnten'®", aktivierten
sie bei Applikation in Sdugersystemen oft
intrinsische zelluldare Immunantworten,
die zu einem breiten unspezifischen Abbau
von mRNAs fithren'®". Um die Aktivierung
dieser Immunantworten in RNA-Interferenz-
Experimenten zu verhindern, verwenden
Forscher normalerweise kiirzere dsRNAs¥.
Neuere Studien zeigen indessen, daf3
dsRNAs mit einer Lange von 25-30 nt stér-
kere Effektoren fiir das genspezifische Silen-
cing sind als 21-mere. Dabei sind 25-30mere
bis zu hundertfach potenter als 21-mer
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siRNAs, die auf die gleiche Sequenz abzielen?. Diese Eigenschaft
scheint von der Prozessierung der lingeren dsRNAs durch Dicer
abzuhidngen, das die ldingeren dsRNAS schneidet, um 21-mere zu
produzieren. Als 27-mere siRN As selektiv mit 6-Carboxyfluorescein
(6-FAM) markiert wurden, um die Spaltung durch Dicer zu redu-
zieren, wurde eine entsprechender Riickgang in der Wirksamkeit
der siRNA beobachtet?'.

Die Spaltung von 27-meren in spezifische 21-mere durch Dicer
erklart aber nicht die grofSere Potenz der 27-mere. Verschiedene 21-
mer-siRNAs (mit zwei Basen Uberhang am 3’-Terminus) wurden
synthetisiert, um verschiedensten Dicer-Produkten zu entsprechen,
die aus einem 27-mer-Duplex mit glatten (Blunt-) Enden abgeleitet
werden konnten. Doch keines dieser 21-mere — sowohl individuell als
auch gepoolt — erreichte das mit den niedrigkonzentrierten 27-mer-si-
RNAs erzielte Silencing-Niveau®. Daher wurde die Hypothese aufge-
stellt, daf$ die Versorgung von Dicer mit einem Substrat zur Spaltung
(zum Beispiel einem 27-mer) die Effizienz fiir die zweite Rolle von
Dicer — der Einfithrung von siRNAs in RISC - verbessert und daf$ dies
verantwortlich fiir das verbesserte Silencing durch 27-mere ist™.

Asymmetrisches Design von 27-meren verleiht funktionelle
Polaritat

In nachfolgenden Arbeiten an Dicer-Substrat-siRNAs wurde ver-
sucht, das Design weiter zu optimieren, um auf diesem Wege die
Silencing-Effizienz zu verbessern’. Allgemeine Regeln fiir das
siRNA-Duplex-Design — wie Linge, Sequenz und die sterische
Zugénglichkeit zum Target — spielen eine Rolle in der relativen
Wirksamkeit jeder siRNA*?. Zusitzlich zu diesen Regeln kénnen
Dicer-Substrat-siRNAs konstruiert werden, die die Spaltung durch
Dicer an einer spezifischen Position fordern und so gezielt das
wirksamste 21-mer-Produkt erzeugen. Weiteres geschicktes Design
kann die Dynamik des Strangeinbaus in RISC beeinflussen, was
die selektive Retention des Fiihrungsstranges — also des Antisense-
Stranges, der komplementdr zur Ziel-mRNA ist — fordert und die
Leistungsfahigkeit von siRNAs in vitro deutlich erhoht.

Durch den Einsatz der Elektrospray-Ilonisierungs-Massenspektro-
metrie (ESI-MS) zur Analyse verschiedener Dicer-Produkte, die sich
von 27-meren ableiten, gelang es Forschern bei IDT und City of Hope,
strukturelle Eigenschaften zu identifizieren, die die Herstellung
eines definierten, vorhersagbaren und maximal aktiven Produktes
ermoglichen'®. Besonders ein asymmetrisches Design — mit einem
3’-terminalen Zwei-Basen-Uberhang an dem einen Strang und der
Addition von zwei DNA-Resten am 3’-Ende des anderen Stranges
(Abb. 2) —wirkt der Heterogenitét des gespaltenen siRNA-Produktes
stark entgegen: Das stumpfe Ende ist unvorteilhaft fiir die Dicer-
Bindung, und die Spaltung erfolgt bevorzugt 21 bis 22 Basen entfernt
vom Uberhang. Maximale Wirksamkeit wird schlielich erreicht,
wenn sich der Zwei-Basen-Uberhang auf dem Antisense-Strang
befindet und die DNA-Basen an den Sense-Strang angefiigt werden.
In diesem Fall bindet Dicer an das 5-Ende des Antisense-Strangs,
was eine bevorzugte Retention dieses Stranges in RISC bewirkt.
Diese Designmerkmale, die in Bio-Rads siLentMer Dicer-substrate-
siRNAs verwirklicht sind, stellen die maximale Wirksamkeit bei
RNAi-Experimenten sicher.

Nutzen von Dicer-Substrat-siRNAs

Um die RNA-Interferenz in Forschung und Arzeimittelentwick-
lung effektiv nutzen zu konnen, miissen unspezifische Effekte
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minimiert werden. Unspezifische Effekte
konnen durch Sequenzhomologien einer
ungerichteten mRNA bedingt sein oder von
der Aktivierung zelluldrer Antworten her-
rithren — besonders von der Induktion der
Interferonantwort, die durch umfassenden
Translationsarrest induziert werden kann.
Dariiber hinaus weisen einige Daten darauf
hin, daff die RNAi-Maschinerie gesattigt
werden kann und so die genaue Prozessie-
rung von microRNAs (miRNA)* inhibiert,
was zu Toxizitat fiihrt.

Unspezifische Effekte sowie die Toxizitat
lassen sich dadurch begrenzen, daf niedrige
siRNA-Konzentrationen eingesetzt werden.
Wahrend sich zum Beispiel die volle Akti-
vierung des Interferon-Signalwegs durch
die méfiige Verwendung von siRNAs <30

fraFhLA i L5
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g
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kann das Risiko der Interferon-vermittelten
off-Target-Effekte also durch den Einsatz von
Reagenzien verringert werden, die niedrige,
nanomolare Konzentrationen von siRNA
erlauben®.

Ein weiterer Nutzen von Dicer-Sub-
strat-siRNAs ist die Dauerhaftigkeit des
Silencings. Als NIH-3T3-Zellen, die das
enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP)
stabil exprimieren, mit 21-meren oder 27-
meren gegen eine identische Target-Sequenz
transfiziert wurden, hielt das eGFP-Silen-
cing durch das 21-mer etwa vier Tage lang
an. Das Silencing durch das 27-mer dauerte
aber bis zu 10 Tage an¥. Diese Resultate
passen zu Beobachtungen anderer Studien®.
Auch bestimmte 21-mer-siRNAs — soge-
nannte hyperfunktionelle siRNA - konnen

GAAGAAGTGT TCACCACATAGTTGCAAAG

GAAGLUGLUUCACCACALAGULIGCAAA
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for mammalian RNA interference, Nucleic Acids Res 32, W124-W129 (2004)

[91  Khvorova A et al., Functional siRNAs and miRNAs exhibit strand bias, Cell
115, 209216 (2003)

[10]  Schwarz DS et al., Asymmetry in the assembly of the RNAi enzyme
complex, Cell 115, 199208 (2003)

[11]  MacRae lJ etal., Structural basis for double-stranded RNA processing by
Dicer, Science 311, 195-198 (2006)

[12]  LeeYS etal, Distinct roles for Drosophila Dicer-1 and Dicer-2 in the
siRNA/miRNA silencing pathways, Cell 117, 69—81 (2004)
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[15]  Napoli C et al., Introduction of a chimeric chalcone synthase gene into
petunia results in reversible co-suppression of homologous genes in
trans, Plant Cell 2, 279289 (1990)

[16] ~ Romano N and Macino G, Quelling: transient inactivation of gene expressi-
on in Neurospora crassa by transformation with homologous sequences,
Mol Microbiol 6, 3343-3353 (1992)
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Abb. 2: 27-mer Dicer-Substrat-siRNA. Die funktionelle siRNA wird mit einem 25 Basen langen Sense-Strang und einem 27 Basen langen Antisense-
Strang konstruiert. Ein zwei Basen langes DNA-Paar wird am 3’-Ende angehangt, um ein stumpfes Ende zu schaffen, das die Dicer-vermittelte
Prozessierung lenkt, um eine vorhersagbare, funktionelle siRNA zu erhalten.

nt Lange vermeiden 148t°, konnen proin-
flammatorische Antworten durch héhere
Konzentrationen von siRNA aktiviert wer-
den?*. Wenn Dicer-Substrat-siRNAs mit
einem effizienten Transfektionsreagenz und
-protokoll eingesetzt werden, sind sie bereits
bei einer Konzentration von 100 pM wirksam.
Dies minimiert die Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten von off-target-Effekten. Um die
potentielle Aktivierung von Immunantwor-
ten zu reduzieren, konnen Dicer-Substrat-
siRNAs spezifisch darauf zugeschnitten wer-
den, die Aktivierung proinflammatorischer
Cytokine wie Interferon (IFN)-a und IFN-f
sowie des Proteinkinase R (PKR)-Signalwegs
zu verhindern?.

Um diesen Effekt zu belegen, wurden
Zellen mit einer 27-mer-dsRNA, einer 21-mer-
siRNA oder einer Triphosphat-enthaltenden
Einzelstrang-RNA (ssRNA) transfiziert. Die
ssRNA wurde als Positivkontrolle eingesetzt,
sie bewirkt nach Transfektion hocheffizient
die Aktivierung von IFN-o und IFN-f. Ver-
glichen mit Zellen, die mit ssRNA transfiziert
wurden, zeigten Assays von Zellysaten aus
mit 27-mer oder 21-mer siRNAs transfizierten
Zellen keine nachweisbaren Mengen an IFN-
o und IEN-B. Auch eine PKR-Aktivierung
konnte nicht detektiert werden. Wahrend
das Risiko anderer off-target-Effekte bleibt,
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ein vergleichsweise langfristiges Silencing
bewirken?. Als Vorteil von 27-meren bleibt
aber, daf$ diese von Dicer kontrolliert zu
einer einzigen, wenig immunogenen siRNA
prozessiert werden, die auch niedrig kon-
zentriert dauerhaft und bestandig wirkt.

Fazit

Synthetische 27-mer-Dicer-Substrat-dsRNAs
konnen so entworfen werden, daf8 sie von
Dicer vorhersagbar prozessiert werden
und eine entsprechend orientierte Bela-
dung in RISC sowie eine maximale RNAi
-Effizienz gewéhrleisten. Der Einsatz einer
effizienten Transfektionsmethode erlaubt es,
diese siRNAs in niedrigen Konzentrationen
einzusetzen und so die Moglichkeit von off-
target-Effekten zu minimieren.
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RNAI-Optimierung

sIRNA-Design: Voraussetzung
fur effiziente Gen-Inaktivierung

Eric Lader, Qiagen Sciences, Germantown, USA; Elizabeth Scanlan und Bettina Hadrich,

Qiagen GmbH, Hilden

RNA-Interferenz (RNAI) bezeichnet die Reaktionsfolge, bei der doppelstrangige, kurze interfe-
rierende RNA (siRNA) zum Stummschalten von Genen (engl. gene silencing) fiihrt. Ihre Entdek-
kung und Anwendung im Labor haben die Molekularbiologie und die Arzneimittelentwicklung
revolutioniert. Nach der Erstbeschreibung der RNAi beim Fadenwurm C. elegans, konnte
dieser Mechanismus auch bei Sdugetieren und anderen eukaryotischen Spezies nachgewiesen
werden'-. Bei der RNAI assoziieren siRNAs mit einem Proteinkomplex, dem RNA-induzierten
Silencing-Komplex (RISC). Der Antisense-Strang der siRNA bleibt an RISC gebunden, so daB3
komplementare mRNAs darin binden kénnen. Der RISC-Proteinkomplex spaltet dann die mRNA,

und die Translation wird unterbunden.

Aufgrund ihres enormen Potentials wurde
RNAIi im Jahr 2002 von Scienck als ,Durch-
bruch des Jahres” bezeichnet!. In diesem Jahr
wird die wissenschaftliche Leistung der RNAi-
Entdecker Andrew Z. Fire und Craig C. Mello
sogar mit dem Nobelpreis fiir Medizin oder
Physiologie gewtirdigt.

Eine der grofiten Herausforderungen ist
das Design einer effektiven und spezifischen
siRNA. Die Auswahl des siRNA-Zielmolekiils
beeinflufit die Wirksamkeit des silencing-Ef-
fektes dabei mafsgeblich. Ungewollte Nebenef-
fekte, sogenannte Off-target Effekte, bei denen
siRNAs die Expression von Nicht-Zielgenen
beeinflussen, fithrten zudem zu der Forde-
rung, diese Nebeneffekte zu minimieren, um
irrefiihrende Ergebnisse zu vermeiden. Das
Ziel bei der Entwicklung von Werkzeugen fiir
das siRNA-Design ist es daher, die wirksamen
Eigenschaften und eine hohe Spezifitdt der
siRNAs zu kombinieren.

Potential der Bioinformatik

Theoretisch kénnte jeder mRNA-Abschnitt
von 21 Nukleotiden (nt) Linge als siRNA-Tar-
get dienen, jedoch ist das zuféllige Auswahlen
von Zielsequenzen ein dufierst ineffizienter
Ansatz beim siRNA-Design. Weit effektiver
ist der Einsatz eines Design-Werkzeugs, das
zu hochfunktionellen siRNA-Molekiilen
fithrt. Dies gilt besonders beim Hochdurch-
satz-RNAi-Screening, in dessen Rahmen die
Funktionalitit jeder einzelnen siRNA nicht
vorab experimentell getestet wird.

Tuschl et al.> haben erste allgemeine Richtli-
nien fiir das siRNA-Design vorgeschlagen, die
danach weiterentwickelt und in verschiedene
Algorithmen eingebettet wurden. Dazu zahlt
die Empfehlung, doppelstrangige, 21 nt-lange
RNA mit zwei iiberhdngenden Nukleotiden
an den Enden zu verwenden; solche RNAs
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entsprechen den Produkten des Dicer-En-
zyms, das in vivo lange doppelstrangige RNA
in siRNAs zerschneidet. Des weiteren wird
ein GC-Gehalt von 30% bis 70% empfohlen,
der Abfolgen von Guanosin-Basen (Gs) oder
Cytosin-Basen (Cs) vermeidet, da Poly-G- und
Poly-C-Sequenzen den Prozefd der Gen-Inak-
tivierung storen.

Die erste signifikante Verbesserung des
siRNA-Designs erbrachte die Analyse der
Verteilung des GC-Gehaltes und des ther-
modynamischen Profils des siRNA-Doppel-
stranges®”. Doch obgleich Algorithmen, die
experimentelle Ergebnisse und mechanisti-
sche Regeln beriicksichtigen, die Erfolgs-
wahrscheinlichkeit beim Design funktioneller
siRNAs deutlich verbessern, besteht nach wie
vor Verbesserungsbedarf. Eine der grofsten
Limitierungen bisheriger Ansitze besteht
darin, dafl die Anzahl der in experimentellen
Studien verwendeten Datensitze sehr niedrig
liegt. Zudem sind komplexe Sequenzmotive
und sich gegenseitig verstirkende Bezie-
hungen zwischen verschiedensten Parame-
tern oft nur sehr schwer zu identifizieren.
Diese Mangel wurden von Huesken et al.
bei Novartis naher untersucht®. Die Gruppe
sammelte im Rahmen einer grofien Studie zur
siRNA-Funktionalitit experimentelle Daten
zu mehr als 2.000 siRNA-Molekiilen, die fiir
34 Gensequenzen spezifisch sind. Dieses Da-
tenmaterial diente zum Testen und Trainieren
eines kiinstlichen neuronalen Netzwerkes
(artificial neuronal network, ANN). ANNs
sind potente Hilfsmittel, die mit Hilfe einer
groflen Datensatzbasis komplexe Muster
erkennen und genaue Voraussagen ermdgli-
chen kénnen. Der entwickelte ANN-basierte
Algorithmus tiibertraf alle anderen getesten
Algorithmen. Seine Wirksamkeit konnte in ei-
nem umfassenden Validierungsprojekt experi-
mentell bestédtigt werden, in dem mittels

quantitativer Real-Time-RT-PCR insgesamt
iiber 4.000 funktionelle siRNAs fiir mehr als
2.000 Targets identifiziert wurden (U. Kriiger
und S. Yerramilli, Qiagen, unveréffentlicht).
Der ANN-basierte Algorithmus ist an Qiagen
lizenziert worden und Bestandteil des soge-
nannten HP OnGuard siRNA-Designs.

Targeting

Nachdem es moglich war, siRNA-Sequenzen
auf Basis ihrer potentiellen Wirksamkeit zu
selektieren, galt es weitere Faktoren zu be-
riicksichtigen, die die Spezifitit der siRNA
fiir das Zielgen beeinflussen und ungewollte,
unspezifische Nebeneffekte auslosen kénnen,
wie:

- siRNA, die gegen eine zur Targetsequenz
fasthomologe Gensequenz gerichtet ist und
mRNA-Abbau verursacht

— siRNA, die in vivo eine Interferon-Antwort
induziert, sowie

— siRNA mit dhnlicher Aktivitdt wie eine
microRNA (miRNA), die zur Inhibition der
Translation fiihrt.

Wahrend des siRNA-Designs wird routine-

maflig eine Homologiesuche durchgefiihrt,

um die Spezifitat der siRNA fiir das Zielgen
sicherzustellen. Direkte BLAST-Abfragen
fiihren jedoch meist nicht zu zufriedenstel-
lenden Ergebnissen, da sie eher fiir die Suche
nach ausgedehnten Homologiebereichen in
langen Sequenzen geeignet erscheinen. Beim
siRNA-Design sind dagegen sehr kurze,
komplementére Sequenzabschnitte wichtig.

HP OnGuard siRMA Design

siRMAs, die
Anolysekriterien
nicht prfllen,
weerden virwsber

nach RMAG Soreening

FlieBschema des siRNA-Designs bei Qiagen
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Das HP OnGuard siRNA-Design von Qiagen
nutzt ein Homologieanalyse-Tool, das spezi-
ell fiir kurze Sequenzen entwickelt wurde.

Da die Sequenzinformationen in Datenban-
ken, wie denen des NCBI, bestiandig an die
neuesten Daten angepaf3t werden, ist es unbe-
dingt notwendig, diese auch in das Design von
siRNAs einfliefen zu lassen. Daneben sollten
auch SNPs (single nucleotide polymorphisms)
in der siRNA-Zielsequenz vermieden werden,
weil die siRNA sonst eine variable Effektivitat
bei der Gen-Inaktivierung zeigen wiirde.

Beides ist im HP OnGuard siRNA-Design
bereits realisiert. SNPs in Targetsequenzen
werden durch Integration von Informationen
der RefSNP-Datenbank vermieden. Des wei-
teren werden im Rahmen des HP OnGuard
siRNA-Designs Interferon-Sequenzmotive®'?
identifiziert und verworfen sowie eine 3'-UTR-
/Seed-Region-Analyse durchgefiihrt. Jiingere
Untersuchungen zeigen namlich, dafl uner-
wiinschte Nebeneffekte durch komplemen-
tdre Sequenzen des siRNA-Antisensestranges
(Position 2 bis 7) verursacht werden konnen,
die an die nicht translatierte 3-Region (UTR)
unerwiinschter mRNA-Targets binden". Bei
derartigen Matches, bei denen eine vollstan-
dige Komplementaritdt der Seed-Region
des siRNA-Stranges mit der 3'UTR-Region
vorliegt, ahmt die siRNA die Aktivitdt soge-
nannter microRNAs (miRNAs) nach und 16st
so einen Off-target-Effekt tiber die Blockade
der mRNA-Translation aus. Wie experimen-
tell bestatigt, ist die Wahrscheinlichkeit fiir
ungewollte Nebeneffekte noch hoher, wenn
zusatzlich zu einem Match in der Seed-Region
noch ein Homologiebereich von zehn Basen
oder linger vorkommt'™. Das HP OnGuard
siRNA-Design beinhaltet eine Analyse der 3'-
UTR-/Seed-Region, um siRNAs mit moglichst
geringem Nebeneffektpotential zu selektieren
und, sofern moglich, entsprechende siRNAs
zu verwerfen.

In der Praxis erleichtert ein mafigeschnei-
dertes System den Einstieg in die RNAi-
Technologie und ihre Anwendung. Das
FlexiPlate siRNA-System kombiniert effekti-
ves siRNA-Design mit der Flexibilitdt einer
anwenderspezifischen Losung. Es erméglicht
die Zusammenstellung anwenderspezifi-
scher siRNA-Sets, die in unterschiedlicher
Substanzmenge in 96-Well-Platten erhiltlich
sind™. Forscher, die nur an bestimmten Genen
oder Gengruppen interessiert sind, haben mit
FlexiPlate siRNA die Moglichkeit, die RNAi-
Technologie einzusetzen. Das System beinhal-
tet auch eine Anwendung fiir nachfolgende
Experimente im Anschluf§ an ein Hochdurch-
satz-Screening, in denen Gensequenzen, die
zu interessanten Ergebnissen fithrten, néher
analysiert werden.

Der Markt fir RNAI

Der Markt fiir RNAi-Losungen wichst ste-
tig. Der weltweite Markt fiir Produkte und
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Abb. 2: Schema fiir individuelle siRNA-Analysen mit dem FlexiPlate-siRNA-System

Technologien rund um die RNA-Interferenz,
der sich aus den Bereichen Target-Validie-
rung, therapeutische Anwendungen und
Grundlagenforschung zusammensetzt und
derzeit rund 60 Mio. US-$ ausmacht, wird
Schétzungen zufolge fiir das Jahr 2010 auf
mehr als 300 Mio. US-$ taxiert. Vor allem
in der Hochschulforschung nimmt das In-
teresse an der RNAi-Technologie stark zu.
Aber auch die Pharmaindustrie investiert
zunehmend in RNAi, wie die jiingste Ak-
quisition Sirnas durch die Merck Inc. belegt;
insgesamt bewegen sich die Investitionen
in akademischen und in industriellen For-
schungseinrichtungen des Pharmasektors
auf einem vergleichbaren Niveau.

Eine andere Sichtweise auf den RNAi-
Markt ergibt sich anhand des Durchsatzes.
Viele Forscher fithren RNAi-Experimente in
niedrigem Probendurchsatz durch — meist
werden zwischen einem und zehn Genen
analysiert. Andererseits ergeben sich beim
Hochdurchsatz-RNAi-Screening kompletter
Genfamilien oder vollstindiger Genome
moglicherweise schneller wertvolle Ergeb-
nisse, und es erfolgen weitere Investitionen.
Daher screenen immer mehr Wissenschaftler
auf hoherem Probendurchsatz-Niveau und
untersuchen ganze Gengruppen.

Aufgrund der Informationen, die mit Hilfe
einer zuverldssigen und effizienten RNAi-

Methode gewonnen werden, ist damit zu
rechnen, daf8 diese Technologie eine immer
groBere Verbreitung findet und zu einem
Routine-Tool in molekularbiologischen La-
bors wird.
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RNAi

Neue Plattform

far zellbasierte

Gen-Funktionsanalysen

Dr. Christian Thirion, Dr. Ulrich Bodner, Dr. Lars Behrend, siRion GmbH, Martinsried

Die RNA-Interferenz-Technologie (RNAI) hat die Funktionsanalyse von Genen revolutioniert.
Sie ist zur Standardtechnologie in vielen Laboren geworden und hat Eingang in Hochdurch-
satz-Screenings zur Targetidentifizierung in der industriellen Forschung gefunden. Wegen
der hohen Komplexitdt des Nachweises und der erforderlichen Optimierung der RNAi-Effekte
bleibt die RNAi-Technologie in vielen kleineren Laboren jedoch oft auf die Funktionsanalyse
einiger weniger Gene beschrankt. Zudem lassen viele Zellinien nur ein begrenzt effizientes
Einbringen von siRNA zu. Der daraus resultierende, partielle Knock-down erméglicht keine
zuverldssigen Funktionsuntersuchungen. Vor diesem Hintergrund wird ein System benétigt,
das es ohne hohe Investitionskosten fiir Laborausriistung und Automatisierung erlaubt, eine
groBere Anzahl interessierender Gene funktionell zu charakterisieren.

Die Miinchener Firma siRion hat das RNAi-
Zellsystem Quickstep entwickelt, das die
Untersuchung der Funktion einer Vielzahl von
Genen ohne aufwendige Vorversuche erlaubt.
Quickstep enthélt Zellen, bei denen die jewei-
ligen Gene bereits mit Hilfe eines sehr effizi-
enten shRNA-exprimierenden adenoviralen
Vektors ausgeschaltet sind. Das Zellsystem
wird bei -80 °C gelagert und fiir die Versuchs-
durchfiihrung in einem CO,-Inkubator reakti-
viert, wodurch die enthaltenen RNAi-Zellen
binnen 24 Stunden ihre urspriingliche Vitalitdt
zuriickgewinnen. Im Gegensatz zum Einsatz
synthetischer siRNA, der oft wochenlange
Vorversuche zur Transfektionsoptimierung
und Knockdown-Detektion erfordert, kon-
nen Gen-Funktionsanlysen mit Quickstep in
wenigen Tagen durchgefiihrt werden. Das
System ist kompatibel mit allen marktiiblichen
zellbasierten Analysen im Multiwell-For-
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mat, zum Beispiel mit Vitalititsmessungen,
Apoptose-Tests, enzymatischen Assays oder
Multiplex-Anwendungen.

Anwendungsbeispiel

Die Verlagllichkeit des Quickstep-Zellsystems
fiir die Genfunktionsanalyse wird im folgen-
den exemplarisch anhand des Knockdowns
des Tumorsuppressors p53 in der Darmkar-
zinom-Zellinie HCT116 dargestellt. Das p53-
Protein vermag genetische Veranderungen in
Zellen zu erkennen und kann iiber die Kon-
trolle des Zellzyklus und des programmierten
Zelltods (Apoptose) den Organismus vor
unkontrolliert wachsenden Zellen und damit
vor der Entstehung von Krebs schiitzen'. In
der Mehrzahl der humanen Tumore ist die tu-
morsupprimierende Funktion von p53 durch
Mutationen von p53 ausgeschaltet®. Auch in

B OSTEPctr
B Q5TEPshp53
125 250 500

S-Fluorouracil [uM]

Abb.1: (A) Western Blot-Analyse von Quickstepshp53-Zellen im Vergleich zu Quickstepctr 24h
nach Reaktivierung. (B) Zytotoxizitdtsassay mit dem Quickstep-System in HCT116-Zellen mit
funktionellem p53 (QSTEPctr) und p53-Knockdown (QSTEPshp53). Nach Inkubation der Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von 5-Fluorouracil wurde nach 48 h ein WST-1-Assay durch-
gefiihrt und durch den Vergleich mit unbehandelten HCT116-Zellen die Vitalitat bestimmt.
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der Behandlung von Tumoren spielt p53 eine
wichtige Rolle. Bei kolorektalem Krebs ist be-
kannt, dafs Tumore ohne funktionelles p53 auf
eine Therapie mit dem Chemotherapeutikum
5-Fluorouracil nicht oder nur sehr schlecht
ansprechen®>.

In einem Experiment mit dem Quickstep-
Zellsystem wurden HCT116-Zellen mit
(QSTEPshp53) und ohne Knock-down von
p53 (QSTEPctr) in einem CO,-Inkubator fiir
30 Minuten erwdrmt. Ohne die Zellen zu
passagieren, wurden durch Zugabe von 150
pl Zellkulturmedium pro Well einer Multi-
wellplatte die Zellen reaktiviert. 24 Stunden
nach der Reaktivierung der Zellen wurde in
einem Western Blot der vollstandige Knock-
down (>98%) des Tumorsuppressorproteins
p53 in den Quickstepshp53-Zellen nachge-
wiesen (Abb. 1A). Zudem zeigten Zellen aus
Quickstep-Platten und normal passagierte
Kontrollzellen eine gleichhohe Vitalitét.

In einem weiteren Experiment wurde die
Wirkung von 5-Fluorouracil (5-FU) mit dem
Quickstep-System untersucht. Dazu wur-
den die Zellen 24h nach Reaktivierung mit
Medium tiberschichtet, das unterschiedliche
Konzentrationen von 5-FU enthielt. Nach
weiteren 48 Stunden wurden die Zellen mit
einem Zytotoxizititsassay auf die Wirkung
von 5-FU untersucht (Abb. 1B). Dabei zeigte
sich, da8 Quickstepshp53-Zellen unabhangig
von der Konzentration von 5-FU eine Vitalitat
von knapp 25% behielten. Die Vitalitat der
Kontrollzellen mit aktivem p53 sank dagegen
bei einer Konzentration von 500 uM 5-FU auf
unter 5%. Diese Ergebnisse belegen, daf3 in ko-
lorektalen Krebszellen die Sensitivitat gegen-
tiber 5-FU von p53 abhéngig ist und bestatigen
damit die in der Literatur veroffentlichten
Ergebnisse aus in vivo-** und in vitro-Studien® .
Durch die Erweiterung des Quickstep-Systems
auf weitere wichtige Gene wird ein Werkzeug
verfligbar, das die Genfunktionsanalyse vieler
Gene in kurzer Zeit ermdoglicht.
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shRNA-Bibliotheken

Large Scale-RNAi-Screening
fir Mensch und Maus

Dr. Andreas Hewelt, RZPD GmbH, Berlin

Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz (RNAI) hat dieser Mechanismus zum gezielten
Ausschalten von Genen weite Verbreitung in loss-of-function-Experimenten zur Analyse von
Genfunktionen gefunden. Zur Herstellung einer genomweiten RNAi-Ressource fiir Mensch
und Maus hat sich 2005 das internationale RNAi Consortium (TRC) gegriindet. Mitglieder
des TRC rekrutieren sich aus renommierten Instituten, wie dem Broad Institute, MIT, der
Harvard Medical School, dem Whitehead Institute for Biomedical Research und anderen.
Auch groBe Life-Science-Firmen haben sich dem RNAi Consortium angeschlossen. Dazu

zdhlen Sigma-Aldrich, Novartis, Eli Lilly und Bristol-Myers Squibb.

Ziel ist die Entwicklung von RNAi-Ressour-
cen, speziell sSARNA-Bibliotheken, fiir den
gezielten Knock-down von Genen in Mensch
und Maus. Diese Ressourcen werden der
wissenschaftlichen Gemeinschaft weltweit zur
Analyse von Genfunktionen und Krankheiten
zur Verfiigung gestellt. Die TRC shRNA libra-
ries werden shRNAs zum Knock-down von je
15.000 Genen aus Mensch und Maus bereit-
stellen. Analysen dieser Grofienordnungen
erfordern eine leicht erneuerbare Ressource.
Dazu werden genspezifische shRNAs in die
Expressionskassette des lentiviralen Vektor
pLKO.1-puro kloniert, der einfach in E. coli
propagiert werden kann. Die Expressionskas-
sette enthdlt im wesentlichen den humanen
U6-Promotor, der die Transkription der sh-
RNA kontrolliert, und PAC (Puromycinresi-

RSV 5-LTR Psi RRE hu6

stenz) unter der Kontrolle des PGK-Promotors
als Selektionsmarker (s. Abb.). Fiir jedes Gen
werden durchschnittlich finf verschiedene
shRNA-Klone konstruiert, die verschiedene
Bereiche der kodierenden Sequenz und der
3’-UTR des Gens abdecken. Da es unwahr-
scheinlich ist, daf$ ShRN As mit verschiedenen
Sequenzen die gleichen off-target-Effekte
hervorrufen, fiihrt das Screening von ver-
schiedenen shRNAs, die gegen dasselbe Gen
gerichtet sind, zu spezifischeren Ergebnissen.
Im Gegensatz zu extern applizierten siRNAs
werden die shRNAs der TRC-Klone in einer
Expressionskassette in die Zielzelle transfi-
ziert. Die fortlaufende Synthese der shRNA
innerhalb der Zielzelle ermdglicht die Analyse
von Effekten, die eine langfristige Regulierung
der Genexpression erfordern.

cPPT hPGK PAC SIN 3-LTR

——»

I Sense Strand

Loop

Antisense Strand I

CCGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCGAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTTT

Sense Strand

shRNA
3'-Uu

Loop

Antisense Strand

Abb.: Expressionskassette des lentiviralen Vektors pLKO.1-puro. pLKO.1-puro ist ein lentiviraler
Vektor der dritten Generation. Die Expressionskassette enthalt lentivirale Signale zur Verpa-
ckung in Viruspartikel und Elemente zur Expression der shRNA.

RSV/5" LTR=Rous Sarcoma Virus Promotor, HIV 5" LTR, Psi=lentivirales Verpackungssignal fiir die virale RNA, RRE=Rev-r

ive Element, hU6=h

p Us-Promotor,

cPPT=zentraler Polypurin-Trakt, hPGK=humaner PGK-Promotor, PAC=Puromycinresistenzgen, SIN/3’ LTR=HIV 3’ LTR mit einer selbstinaktivierenden U3-Deletion (nach

Moffat et al., 2006)
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Fiir einen stabilen Gen-Knock-down kénnen
genspezifische shRNA-Expressionkasset-
ten {iber replikationsinaktive lentivirale
Transduktionspartikel in das Genom der
Zielzelle integriert werden. Dazu wird die
Expressionkassette mit einem Drei-Plasmid-
Verpackungssystem in lentivirale Transdukti-
onspartikel verpackt. Die Wahrscheinlichkeit,
durch Rekombination replikationsfahige
Viruspartikel zu erhalten, wird durch die
Verteilung der Gene gag, pol, rev und das
Gen, das fiir VSV-G kodiert, auf verschiedene
Plasmide minimiert. Lentivirale Vektoren
haben den Vorteil, daf$ sie Viren mit breitem
Tropismus und einem hohen Titer generieren.
Durch die Pseudotypisierung mit VSV-G ist
nahezu jeder Zelltyp fiir die so produzierten
Lentiviren zugénglich. Mit lentiviralen Trans-
duktionspartikeln der TRC libraries konnen
auch Zellen erfolgreich transduziert werden,
die allgemein als schwer transfizierbar gelten,
etwa primére Zellen und langsamwachsende
oder teilungsinaktive Zellen'.

Lentivirale Vektoren haben ein hohes
Rekombinationspotential, moglicherweise
bedingt durch die repetitiven Sequenzen in
den LTRs. Zur Untersuchung der Stabilitat
des pLKO.1-puro-Vektors wurden mehrfach
shRNA-Klone kopiert. Restriktionsanalysen
der isolierten Plasmide ergaben keine Anzei-
chen fiir Rekombination.

Die TRC shRNA libraries haben ihr Po-
tential in Hochdurchsatz-RNAi-Screens
bereits demonstriert. Moffat et al. haben die
Produktion der lentiviralen Transduktions-
partikel semi-automatisiert und die erhal-
tenen Virusiiberstinde direkt zur Trans-
duktion von A549-Lungenkrebszellen in
Mikrotiterplatten eingesetzt. Dabei waren
87% der Transduktionsversuche mit un-
verdndertem Virusiiberstand erfolgreich.
Auch die Verwendung von Pools lentiviraler
Transduktionspartikel wurde erfolgreich
getestet. Die shRNA libraries des RNAi
Consortiums sind als MISSION™ shRNA
libraries als 'ready-to-transfect'-DNA und
lentivirale Transduktionspartikel exklusiv
beim RZPD Deutsches Ressourcenzentrum
fir Genomforschung (www.rzpd.de) und
Sigma Aldrich verfiigbar.
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Diagnostik

Sensitive Schnell-Detektion
von S. aureus und MRSA

Lukas Wick, Urs Spitz, Biosynth AG, Staad; Glinther Petersen, Dolder AG, Basel;
Klaus Memmert, Novartis Institutes for Biomedical Research, Basel, Schweiz

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus-Stdimme (MRSA) gehéren gegenwartig zu den
haufigsten und problematischsten nosokomialen Krankheitserregern weltweit. Simple, kosten-
glinstige, schnelle und selektive diagnostische Methoden sind gefragt, um die Ausbreitung von
MRSA einzuddmmen und Infektionen zu reduzieren. Der Einsatz des Eisenchelators Ferrioxamin
in Kulturmedien verspricht, die Schnelligkeit und Selektivitdt der MRSA-Diagnose zu erhéhen.
Ebenso kann die Wirkung von Ferrioxamin E in Kulturmedien zum Nachweis von S. aureus in

Nahrungsmitteln genutzt werden.

Eisen ist ein lebenswichtiges Element fiir
fast alle Bakterien. Es spielt eine wichtige
Rolle als Kofaktor fiir eine Vielzahl von
Enzymen. Unter aeroben Bedingungen, bei
neutralem pH-Wert liegt Eisen als Fe** jedoch
in schwerloslichen Hydroxidkomplexen vor.
In hoheren Lebewesen ist Eisen an starke
Komplexbildner wie Lactoferrin und Trans-
ferrin gebunden. Sei es also in der Umwelt
oder in einem Wirtsorganismus — Bakterien
sind mit dem Problem konfrontiert, Eisen
fiir Wachstum und Metabolismus verfiigbar
zu machen.

Kampf um Eisen

Eine Strategie der Mikroorganismen ist die
Produktion von Eisenchelatoren, sogenann-
ten Siderophoren, die dank ihrer hohen
Affinitat das Eisen aus den schwerl6slichen
Hydroxidkomplexen herauslosen oder auch
von den Wirts-Chelatoren ablosen konnen.

Siderophore werden von den Bakterien
ausgeschieden und binden dann extrazel-
luldres Fe**. Der Eisen-Siderophorkomplex
wird durch spezifische Transportsysteme
durch die Membran in die Bakterienzelle
transportiert, wo er, meist durch Reduktion
zu Fe*, freigesetzt und genutzt wird. Es gibt

mehr als 500 verschiedene Siderophore, und
viele Bakterienspezies produzieren gleich
mehrere davon. Auch kénnen viele Bakterien
nicht nur ihre eigenen (endogene), sondern
auch Siderophore fiir ihre Eisenversorgung
nutzen, die von anderen (exogene) Mikroor-
ganismen produziert wurden. Siderophore
enthalten vielfach ein Peptidriickgrat mit
Gruppen, die Eisen iiber starke Bindungen
komplexieren. Die drei komplexierenden
Hauptgruppen sind: Hydroxamate (etwa in
Aerobactin, Ferrichromen, Ferrioxaminen),
Catechole (in Enterobactin) und Thiazolin-
und Oxazolinringe (z.B in Pyochelin). Eine
Gruppe von Hydroxamat-Siderophoren sind
die Ferrioxamine (Abb. 1), die von verschie-
denen Bakterienspezies produziert werden
(z.B. Bodenbakterien wie Streptomyces spp.,
aber auch von Enterobacteriaceae wie Entero-
bacter-Pantoea-spp.) In der eisenfreien Form
werden diese Chelatoren als Desferrioxami-
ne bezeichnet. Neben den Produzenten gibt
es eine Reihe anderer Spezies, die Ferriox-
amine nicht bilden, aber aufnehmen konnen
(Salmonella spp., Bacillus subtilis, Neurospora,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus).
Andere Bakterienspezies konnen Ferri-
oxamine weder herstellen noch aufnehmen,
wie etwa Escherichia coli und die meisten

Abb. 2: MRSA (A) wachsen als lapisblaue Kolonien, wahrend ein groBer Teil der Begleitflora im
Wachstum gehemmt wird. Bakterien, die dennoch wachsen, kdnnen dank unterschiedlicher Far-
bung gut von MRSA unterschieden werden, wie zum Beispiel: Staphylococcus haemolyticus (B).
Serratia marcescens (C) und Enterobacter asburiae (D). Bilder mit freundlicher Genehmigung

von Eiken Chemical Co., Japan.
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Abb. 1: Struktur von Ferrioxamin E

Koagulase-negativen Staphylokokken. Tritt
in einer bestimmten Umgebung das Eisen
vor allem im Komplex mit Ferrioxaminen
auf, wird selektiv das Wachstum von Bakte-
rien gefordert, die Ferrioxamine aufnehmen
konnen.

Ferrioxamine: selektive
Wachstumsfaktoren

Es gibt verschiedene Formen von Ferri-
oxaminen, die nomenklatorisch mit latei-
nischen Buchstaben unterschieden werden.
Ferrioxamin B ist etwa das Haupt-Ferriox-
amin, das von Streptomyces pilosus produziert
wird!. Unter dem Namen Desferal® (Novar-
tis AG, Basel) wird Desferrioxamin B zur
Behandlung von Patienten mit Eisen- oder
Aluminiumiiberschuf$ eingesetzt. Nach der
Aufnahme des Eisens kann Ferrioxamin B
pathogenen Mikroorganismen aber als Ei-
senquelle dienen. Dies fithrt dazu, dafl mit
Desferrioxamin B behandelte Patienten an
Bakteridmie durch Yersinia enterocolitica und
Staphylococcus aureus erkranken konnen?. Was
in dem einen Fall eine unerwiinschte Neben-
wirkung ist, kann aber in der medizinischen
Diagnostik zum Vorteil genutzt werden.
So konnte gezeigt werden, daf3 der Zusatz
von Ferrioxaminen zu Ndhrmedien das
Wachstum bestimmter Bakterienarten for-
dert und zugleich andere Bakterien hemmt.
Dies erhoht die Sensitivitdat und Selektivitat
solcher Medien. So dient Ferrioxamin E als
Wachstumsfaktor fiir Salmonellen, wahrend
es Escherichia coli und die Proteus-Providencia-
Morganella-Gruppe hemmt. Dies zeigte sich
vor allem vorteilhaft bei der Anreicherung
von Salmonellen aus Hithnereiweif3"-12
Hiithnereiweif3 enthilt Ovotransferrin, das
Eisen bindet und dadurch das mikrobielle
Wachstum hemmt. Der Zusatz von Ferriox-
amin E hebt diese Eisenlimitation spezifisch
fiir Bakterien auf, die Ferrioxamin E verwen-
den konnen. Zusétzlich hilft Ferrioxamin E
bei der Wiederbelebung gestrefster Salmonel-
len'. Derart gestref3te Zellen sind auf oder in
konventionellen Kulturmedien nur schwer
oder gar nicht zu kultivieren. Andere Bak-
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terien, denen Ferrioxamine als Eisenquellen
dienen konnen, sind Bacillus subtilis®, Pseudo-
monas aeruginosa®, Enterobacter sakazakii, und
wie oben schon erwahnt Yersinia enterocolitica
und Staphylococcus aureus**. Ferrioxamin E
wird bei der Novartis AG biotechnologisch
aus Streptomyces antibioticum hergestellt und
durch die Dolder AG (Basel, Schweiz) unter
dem Namen Dolder® Fox vertrieben.

MRSA: die Nummer 1 bei den
Spitalinfektionen

Staphylococcus aureus sind weltweit die
hiufigsten Erreger bei nosokomialen, also
im Krankenhaus erworbenen Infektionen.
Diese normalerweise harmlosen Bewohner
der Haut konnen schwere Infektionen auslo-
sen, wenn sie durch Wunden in den Korper
gelangen. Etwa ein Drittel der Patienten mit
einer S. aureus-Bakteridmie stirbt innerhalb
von 30 Tagen’.

Frither konnten solche Infektionen mit
Penicillin, nach Auftreten von Penicillin-re-
sistenten Keimen mit Methicillin behandelt
werden. Besonders besorgniserregend ist
aber das Auftreten Methicillin-resistenter S.
aureus (MRSA), die auch gegen die meisten
anderen Antibiotika resistent geworden
sind. Solche MRSA-Stimme fiihren in vielen
Léandern jahrlich zu einigen Tausend Toten,
und die Tendenz ist in den meisten Landern
steigend. So sterben, konservativen Schat-
zungen zufolge, in England mindestens
5.000 Personen pro Jahr an MRSA-Infek-
tionen, die sie im Krankenhaus erworben
haben. Andere Schidtzungen gehen davon
aus, daf$ tatsdchlich bis zu 20.000 Tote pro
Jahr durch MRSA zu beklagen sind.

Die wirksamste Methode zur Einddm-
mung von MRSA-Infektionen scheint eine
aggressive ,search and destroy’-Strategie
zu sein. Dabei werden Krankenhausange-
stellte und Patienten auf die Kolonisation
von MRSA gescreent, infizierte Personen
isoliert und die MRSA mit den wenigen noch
wirksamen Antibiotika abgetotet. Tatsdch-
lich sind etwa in Holland, das eine solche
Politik strikt verfolgt, MRSA-Fille viel sel-
tener als in Liandern mit weniger strengen
Screeningmafinahmen: MRSA werden dort
in Blutisolaten um den Faktor 100 seltener
gefunden als in England®.

Um ,search and destroy” auf breiter Basis
erfolgreich durchfithren zu kénnen sind
schnelle, einfache und kostengiinstige
Detektionsmethoden nétig. Der ,Golden
Standard” zum MRSA-Nachweis ist die
mecA-PCR. Das Gen mecA codiert fiir das
Penicillin-bindende Protein PBP2’, das eine
stark reduzierte Affinitat zu Methicillin,
Oxacillin und anderen p-Lactamase-Antibio-
tika aufweist. Durch diese Antibiotika wird
daher die Peptidoglucansynthese wenig
gestort und die MRSA in ihrem Wachstum
nicht gehemmt. Neben der mec-A-PCR sind
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auch Latex-Agglutinationstest zum Nach-
weis von PBP2” vorhanden. Diese Methoden
benotigen jedoch hohe Keimzahlen (> 10°
cfu/ml) an MRSA. Man kann bei diesen
Agglutinationstests von verdéchtigen Isola-

1.6
on "’

meist gehemmt und wiirden deshalb auf
einem Oxacillin-basierten Medium nicht er-
kannt werden®. Weitere selektive Wirkstoffe
in BCM® MRSA 2.1 hemmen einen grofien
Teil der Begleitmikroflora, und auch BORSA

I
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Time: 24:08

Abb. 3: Wachstum von MRSA (RKI-Nr. 02-03545) in Brain Heart-Infusion ohne (schwarz) und mit
(rot) Ferrioxamin E (100 ng/ml), gemessen im Bioscreen C (Oy Growth Curves AB). Jede einzelne
Kurve reprasentiert eine replizierte Messung in einer separaten Mef3zelle.

ten auf den konventionellen Blutagar oder
Mannit-Kochsalz-Agar, auch mit Zusatz
von 1 png/ml Oxacillin ausgehen. Die zu-
sédtzlichen Tests der verdachtigen Kolonien
durch mecA-PCR oder Latex-Agglutinati-
onstest auf PBP2” ist aber zeitaufwendig
und teuer, da in der Regel mehrere auf den
konventionellen Kulturmedien gewachsene
Kolonien gepriift werden miissen. Deshalb
wurden Selektivnahrboden entwickelt,
die MRSA in charakteristischen Kolonien
wachsen lassen. Dadurch wird die Zeit fiir
Abwehrmafinahmen in den Krankenhédusern
verkiirzt, die Kosten verringern sich. Ver-
schiedene Kulturmedien zur Detektion von
MRSA existieren, und Verbesserungen zielen
darauf ab, noch schnellere und selektivere
Kulturmedien zu entwickeln.

Neues selektives MRSA-Ndhrmedium

Biosynth bietet neu ein chromogenes MRSA
plating medium (BCM® MRSA 2.1) an,
das neueste Kenntnisse vereint und eine
schnelle Detektion von MRSA in nur 12
bis 18 Stunden ermdglicht. Als hauptsach-
liches selektives Antibiotikum wird dabei
Cefoxitin anstatt Oxacillin oder Methicillin
eingesetzt. Auf einem Ndhrboden mit Ce-
foxitin wachsen MRSA viel frither als auf
oxacillinhaltigen Medien, wahrscheinlich
durch die stirkere Induktion von PBP2’
durch Cefoxitin. Des weiteren ist Cefoxitin
wesentlich sensitiver und detektiert auch
MRSA-Stamme mit wenig ausgepragter
Resistenz (auch solche mit einem MIC-Wert
von nur 0,5 png Oxacillin/ml), wahrend alle
Methicilin-sensitiven S. aureus (MSSA) ge-
hemmt werden. Stimme mit nur geringer
Methicillinresistenz werden durch Oxacillin

(borderline oxacillin-resistant Staphylococcus
aureus) wachsen nicht.

Begleitflora, die trotz der selektiven
Hemmstoffe wachst, kann dank der Kom-
bination verschiedener chromogener Sub-
strate gut von MRSA unterschieden werden.
MRSA-Stamme wachsen innerhalb von 12
bis 18 Stunden bei 37 °C als lapisfarbene
Kolonien (mind. 1 mm Durchmesser in 24
h), resistente S. haemolyticus-Stamme als
weifle Kolonien. Enterokokken erscheinen
als kleine rosa bis violette Kolonien, resi-
stente Enterobacteriaceae als rosa bis vio-
lette Kolonien von bis 2 mm Durchmesser
(Abb. 2).

Der Zusatz von Ferrioxamin E verbessert
das Wachstum der MRSA und verringert
dadurch die Zeit zur Detektion von MRSA.
Supplementierung von Brain Heart Infusion
(BHI) mit Ferrioxamin E als Anreicherungs-
ndhrmedium forderte das Wachstum von
MRSA, wie durch Experimente im Bioscreen
C (Oy Growth Curves AB) gezeigt werden
konnte (Abb. 3). Durch die richtige Kombina-
tion von Ferrioxamin E und Desferrioxamin
B wird die Selektivitdt des Agars optimiert.
Das Ferrioxamin E stellt sicher, daff genug
Eisen in einer fiir MRSA wachstumsférdern-
den Form vorhanden ist. Desferrioxamin B
seinerseits komplexiert Eisen, das in anderer
Form im Medium allféllig vorhanden ist und
entzieht dieses Eisen dadurch einem guten
Teil der Begleitflora. So werden die haufigsten
Staphylokokken der Haut, S. epidermidis und
S. hominis, von Desferrioxamin B in ihrem
Wachstum gehemmt. Wahrend S. epidermis
schon bei relativ geringen Desferrioxamin-
konzentrationen nicht mehr wachst, sind
fur eine effektive Inhibition von S. hominis
etwas hohere Konzentrationen erforderlich®’.
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In der Tat zeigten Kulturmedien mit Zusatz
von Desferrioxamin eine hohere Selektivitat
und Sensitivitdt im Vergleich zu anderem
Agar®,

Fazit

Das BCM® MRSA 2.1 plating medium
kombiniert die Vorteile von chromogenen
Substraten und ausgewdihlten selektiven
Wachstums- und Hemmstoffen zu einem Me-
dium, das schnelle (12-16 Std.), sensitive und
selektive Erkennung von MRSA erméglicht.
Dieses Kulturmedium diirfte im Dienste einer
,search and destroy’-Strategie helfen, die Opf-
erzahlen von MRSA-Infektionen deutlich zu
verringern. Als selektiver Wachstumsfaktor
tragt Ferrioxamin E entscheidend zur Schnel-
ligkeit und Selektivitit dieses Nahrmediums
bei. Dieselbe Wirkung von Ferrioxamin E
wird auch in einem neuentwickelten Agar-
Néhrboden zur Detektion von S. aureus in
Nahrungsmitteln genutzt (BCM® Staphylo-
coccus aureus Plating Medium).

Ein wachstumsfoérdernder Effekt auf ande-
re pathogene Bakterien wie Salmonella spp.,
Enterobacter sakazakii, Yersinia enterocolitica
verspricht auch einen entscheidenden Nutzen
von Ferrioxamin E in der Diagnostik dieser
Krankheitserreger.
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Wirkstoffentwicklung

RNAI als Grundlage fur neue
Therapeutika: aktueller Stand

Dr. Roland Kreutzer, Dr. Matthias John und Dr. Hans-Peter Vornlocher,
Alnylam Europe AG, Kulmbach

Schon wenige Jahre nach der ersten Beschreibung der RNA-Interferenz (RNAi) beim Faden-
wurm wurde der Nobelpreis fiir die Entdeckung dieses neuen biologischen Prinzips vergeben,
das zu bahnbrechenden Neuerungen in der biologischen Forschung und hohen Erwartungen
der Pharma- und Biotechnologieindustrie gefiihrt hat. Wahrend die RNAi aus der Forschung
nicht mehr wegzudenken ist, befinden sich bereits erste Medikamente auf Basis der RNAi in
der klinischen Priifung. Als die wesentlichen Hiirden auf dem Weg zum breiten therapeutischen
Einsatz von RNAi-Medikamenten werden die Spezifitdt und die Zielsteuerung der Wirkstoffe
erachtet. Es wurden hier jedoch in kurzer Zeit groBe Fortschritte erzielt und vielversprechende
Ansitze zur Uberwindung dieser Hiirden entwickelt.

Key Words: RNA-Interferenz, RNAI, siRNA, Therapeutika

Anfang Oktober 2006 wurden die Preis-
trager des diesjahrigen Nobelpreises fiir
Physiologie oder Medizin bekanntgegeben:
Die US-amerikanischen Biologen Andrew
Fire und Craig Mello erhalten ihn am 10.
Dezember in Stockholm - gerade einmal
neun Jahre, nachdem sie die RN A-Interferenz
(RNAI) als neues biologisches Prinzip beim
Fadenwurm erstmals beschrieben'. Bei der
RNAi wird ein hochst effizienter zelluldrer
Prozefs in Gang gesetzt, der sehr spezifisch
zum Stummschalten eines Gens fiihrt. Die
RNAi wird inzwischen weltweit als das
derzeit beste verfiigbare Hilfsmittel zur
Identifizierung von Genfunktionen und zur
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Validierung therapeutisch relevanter Gene
und Stoffwechselwege eingesetzt. Zudem
konnten auf Basis der RNAi eine Klasse neuer
Medikamente entstehen?.

Dafi die mit dem Nobelpreis honorierte
Entdeckung der RNAi beim Fadenwurm
auch zur medizinischen Anwendung beim
Menschen fithren konnte, lassen vor allem
zwei Publikationen von Wissenschaftlern
der Alnylam Pharmaceuticals Inc. (Cam-
bridge, USA) und Alnylam Europe AG
(Kulmbach) erkennen, in denen das thera-
peutische Potential von RNAi-Wirkstoffen
klar aufgezeigt wird. Durch synthetische,
chemisch modifizierte und mit einer lipo-

D Blank | Pagitiv- | Trans- SiRMA 1 sIRMA 2
kontralle |fektions-| ohne mit chna mit
ICpG-Dlige | reagensz Modifikation Modifikation

Abb. 1: Chemische Modifikation der siRNA zur Reduktion der Interferon-alpha-Induktion. Als
Positivkontrolle diente ein DNA-Oligonukleotid (ODN2216), das aufgrund von CpG-Motiven stark
induzierend wirkt. Wahrend unmodifizierte siRNAs eine deutliche Interferon-Induktion (in % der
Positivkontrolle) zeigen, verschwindet die induzierende Eigenschaft nach Modifikation fast voll-
standig, wobei die RNAi-Aktivitat vollstdndig erhalten bleibt.
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philen Gruppe konjugierte® oder in Lipop-
artikel verpackte* short interfering RNAs
(siRNAs) konnten im Tierexperiment deut-
liche und sehr spezifische therapeutische
Effekte nachgewiesen werden. Aufgrund
ihrer breiten Anwendungsmoglichkeiten
konnte die RNAi zur néchsten groflen The-
rapeutikaplattform heranwachsen, von der
aus moglicherweise eine ganze Palette von
Medikamenten zur gezielten Hemmung
der Expression krankheitsassoziierter Gene
—darunter auch sogenannter non-druggab-
le Targets — entwickelt werden kann. Es ist
relativ einfach, geeignete siRNAs fiir die
Genanalyse in Zellkultur zu identifizieren
und herzustellen. Fiir die Entwicklung
eines siRNA-Wirkstoffes ist die Effizienz
der Inhibition der Genexpression allein
nicht ausreichend. Die Stabilitat, Biover-
fligbarkeit und vor allem die Spezifitat und
Sicherheit sind ebenfalls mafigeblich®.

Stabilitat und Bioverfiigbarkeit

Nackte siRNAs iiberleben Angriffe von Nu-
kleasen im Blutplasma oder anderen Korper-
fliissigkeiten nur kurze Zeit. Um die Stabilitat
zu erhohen, haben sich chemische Modfika-
tionen der Ribose oder Phosphordiesterbin-
dung als niitzlich erwiesen. Insbesondere
werden Thiophosphate (P=S) eingesetzt, um
die RNA am 3’-Ende vor exonukeolytischem
Abbau zu schiitzen. Zum Schutz vor Endonu-
kleasen dienen ebenfalls Modifikationen der
Ribose (2’-O-Methyl, 2’-Fluoro) im Bereich
bestimmter Erkennungssequenzen.

Spezifitdt und Sicherheit

Bei den bisherigen Anwendungen bei Tier
und Mensch zeigte sich in der Regel eine
gute Vertraglichkeit von siRNAs. Trotzdem
muf bei der Auswahl geeigneter Kandidaten
sorgfaltig darauf geachtet werden, daf$ keine
siRNAs mit unerwiinschten Eigenschaften
zum Einsatz kommen®’. Solche sogenann-
ten Off-target-Effekte konnen verschiedene
Ursachen haben.

Zum einen kénnen bestimmte siRNAs
Zellen des Immunsystems unspezifisch
stimulieren®. Dies geschieht durch Aktivie-
rung der Toll-like-Rezeptoren im Endosom
der Zellen. Diese Rezeptoren reagieren auf
ausgewdhlte RNA-Sequenzen mit der Ein-
leitung einer Signalkaskade, die letztlich zur
Freisetzung von Interferon-o. und anderen
Cytokinen fiihrt, was erhebliche Nebenwir-
kungen fiir den Organismus nach sich ziehen
kann. Diese Immunstimulation kann jedoch
durch chemische Modifikation der siRNA
vermieden werden (Abb. 1), zum Beispiel mit
2’-O-Methyl- oder 2’-Fluoro-Gruppen oder
den Einbau von LNA (Locked-Nucleotide-
Acid)-Bausteinen.

Wenn die ausgewdhlte siRNA in hohem
Mafie komplementdr zu einer anderen
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Abb. 2: Immunhistochemische Farbung eines Bronchialepithelschnitts (mit freundlicher Geneh-
migung von Barney Graham). Die braun angeférbten, mit RSV infizierten Zellen liegen an der
Oberfldche und sind fiir siRNA-haltige Aerosolen zugéanglich.

mRNA als der Ziel-mRNA ist — insbeson-
dere zwischen den Nukleotiden zwei bis
acht am 5’-Ende des aktiven siRNA-Strangs
(Seed-Region) —, kann es zu einer ande-
ren Art von Off-target-Effekten kommen.
Diese partielle Homologie kann zum uner-
wiinschten Abbau einer sequenzverwandten
mRNA fithren. Auflerdem kann eine siRNA
unbeabsichtigt den Weg einer microRNA
(miRNA) nehmen und so die Inhibition der
Translation und erhéhte Destabilisierung
der mRNA einzelner Gene bewirken. Ein
solches Off-targeting kann durch strenge
Sequenzauswahl reduziert werden, indem
also darauf geachtet wird, dafd die Seed-Re-
gion der siRNA moglichst spezifisch nur mit
der Ziel-mRNA hybridisiert. Des weiteren
kann durch klug positionierte 2’-O-Methyl-
Modifikationen innerhalb der Seed-Region
das Risiko von Off-target-Effekten weiter
verringert werden, ohne daf} die Wirksam-
keit der siRNA dabei verlorengeht.

Neben dem Einsatz synthetischer siRNAs
sind auch gentherapeutische Anséitze zur
RNAi beschrieben worden. Hierbei werden
in der Zelle von Vektoren aus sogenannte
short hairpin RNAs (shRNAs) exprimiert,
die dann zu siRNAs prozessiert werden und
wie diese wirken. Da aber bestimmte virale
Vektoren die Infektion von Leberzellen und
anschliefende Expression von shRNAs in
unnattirlich hoher Konzentration ermogli-
chen, kann es hierbei zu Komplikationen
kommen’, die bei einem normalen siRNA-

Therapieansatz nicht zu erwarten sind. Da
shRNAs im Zellkern produziert werden, er-
folgt deren Ausschleusen in das Cytoplasma
auf demselben Weg wie die Bereitstellung
der zelleigenen microRNAs. Es ist denk-
bar, dal durch drastische Uberlastung von
Transportfaktoren, wie etwa von Exportin
5, mit kiinstlichen shRNAs Stérungen im
microRNA-Metabolismus auftreten, die
schliefilich toxisch sind. Bei Verabreichen
synthetischer siRNA wurden solche Effekte
bisher nicht beobachtet und sind auch nicht
zu erwarten.

siRNA Delivery

Eine Reihe von Anforderungen, die an
ein Medikament gestellt werden, sind fiir
siRNAs bereits erfiillt. Es konnen siRNAs
entworfen und hergestellt werden, die du-
Berst effizient die Genexpression hemmen
und im Organismus hinreichend stabil sind.
Esist auch prinzipiell kein Problem, siRNAs
zu selektieren, die sehr spezifisch die Ziel-
mRNA treffen und eine wenig ausgepragte
oder keine immunstimulatorische Wirkung
zeigen. Um jedoch als Medikament geeignet
zu sein, miissen siRNAs an den Ort der
Krankheitsentstehung gelangen — also in
das Gewebe, das die krankheitsverursa-
chenden Proteine produziert. Des weiteren
muf} gewdhrleistet sein, dafl die siRNA in
das Cytoplasma der Zielzellen gelangt und
nicht in Endosomen abgefangen wird. In
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den vergangenen Jahren wurden zahlreiche
Studien durchgefiihrt, die zum Teil sehr
erfolgreich waren und hoffen lassen, dafs
das Delivery-Problem fiir eine Reihe von
siRNA-Applikationen bald geldst werden
kann®. Wissenschaftler von Alnylam bauen
derzeit systematisch eine Delivery-Plattform
auf und glauben, so ein fiir jede Indikation
geeignetes Delivery-System zu finden.

Es gibt prinzipiell zwei verschiedene Ver-
abreichungs-Routen fiir Wirkstoffe, die auch
fiir siRNAs zutreffen, namlich die direkte,
lokale Administration in das kranke Organ
oder die systemische Administration, wobei
der Wirkstoff iiber die Blutbahn zum Zielort
gelangt.

Insbesondere bei der lokalen Administra-
tion in die Lunge konnten bereits Erfolge
erzielt werden!. Im Rahmen des Programms
zur Entwicklung eines RNAi-Medikaments
gegen eine virale Lungeninfektion, ver-
ursacht durch das Respiratory Syncytial
Virus (RSV), wurden bei Alnylam optimierte
siRNA-Molekiile intranasal verabreicht.
Die mit RSV infizierten Bronchialepithel-
zellen liegen an der Oberfliche und sind
gut zuganglich fiir eine siRNA (Abb. 2).
Im Mausmodell konnte der RS-Virustiter
durch einmalige Gabe von 4 mg/kg siRNA
um bis zu vier Grolenordungen reduziert
werden". Die siRNA war sowohl bei der
Pravention als auch zur Behandlung einer
bereits bestehenden RSV-Infektion dufierst
wirksam. Neben der Virusreduktion kam
es zur Verbesserung des pathologischen
Bildes der Erkrankung, was anhand von
Parametern wie Atmungsrate, Leukotrien-
Induktion und Entziindungsreaktion gezeigt
werden konnte. Das Medikament befindet
sich inzwischen in der klinischen Priifung
(siehe unten).

Auch bei der systemischen Verabreichung
von siRNAs gibt es erfolgreiche Ansitze.
Alnylam gelang es durch Konjugation mit
einer lipophilen Cholesterin-Gruppe die
Aufnahme der siRNA in bestimmte Organe
zu verbessern®. Es konnte gezeigt werden,
daf8 sich die Expression von Apolipopro-
tein B (ApoB) durch die intravendse Gabe
modifizierter siRNA bei Mdusen deutlich
reduzieren 1af8t. Die Injektion von 50 mg/kg
mit Cholesterin konjugierter siRNA an drei
aufeinanderfolgenden Tagen reduzierte die
apoB-mRNA in der Leber um 57% und im
Diinndarm um 73%. Dies sind die Organe,
in denen apoB vorwiegend exprimiert wird.
Dariiber hinaus wurde auch gezeigt, daf3 die
mRNA tatsdchlich an der erwarteten Stelle
gespalten wurde. Dies beweist, daf$ es sich
hierbei um einen durch RNAi vermittelten
Effekt handelt. Infolge der mRNA-Redukti-
on konnte eine Verminderung des ApoB-Pro-
teins im Plasma um 68% beobachtet werden.
Therapeutisch hochst relevant ist die damit
einhergehende Senkung des gesamten Cho-
lesterinspiegels um 37%.
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Eine weitere Verbesserung dieses systemi-
schen RNAi-Ansatzes konnte durch Formu-
lierung der siRNAs mit kationischen Lipiden
(Abb. 3) erreicht werden*. Die Hemmung
der apoB-Expression nach einmaliger Gabe
von 2,5 mg/kg mit Liposomen formulierten
siRNAs (Stable Nucleic Acid Lipid Particles)
war im Nagermodell noch stiarker als bei
hoheren Dosen Cholesterin-konjugierter
siRNAs.

Besonders bedeutend sind die Erfolge mit
kationischen Liposomen als siRNA-Carrier
bei Primaten®. Eine einmalige Dosierung
von 2,5 mg/kg reduzierte das apoB-mRNA-
Niveau in der Leber von Cynomolgus-Affen
um 90%. Wie bei den Mausstudien wurde
auch hier das Serumcholesterin deutlich
reduziert. Wahrend das Gesamtcholesterin
um 65% gesenkt werden konnte, war eine
Reduktion der LDL-Konzentration um 85%
zu messen. Dariiber hinaus hielt der Effekt
fiir mindestens 11 Tage an. Die Behandlung
wurde offensichtlich gut vertragen; lediglich
einige Leberwerte waren voriibergehend
erhoht.

Klinische Priifung von
RNAi-Medikamenten

Schon wenige Jahre nach der Entdeckung der
RNAi konnten erste Wirkstoffe in klinischen
Priifung untersucht werden. Bei allen bisher
durchgefiihrten klinischen Studien zeigte
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Abb. 3: Schema eines Stable Nucleic Acid Li-
pid Particle (SNALP) mit integrierten siRNAs.

sich, dafd der siRNA-Wirkstoff gut vertragen
wird und sicher ist. Vorreiter unter den RNAi-
Medikamenten in der Klinik sind Therapeu-
tika zur Behandlung der feuchten Form der
altersbedingten Makuladegeneration (AMD),
wobei nackte siRNA lokal ins Auge gespritzt
wird. Ziel der siRNA-Behandlung sind Gene
aus dem VEGF-Stoffwechselweg, deren Betei-
ligung an der Krankheitsentstehung sehr gut
validiert ist. In einer Phase-I-Studie wurde
eine Stabilisierung der Sehkraft bei einem
Teil der Patienten beobachtet, wihrend in
einer Phase-II-Studie mit Patienten, die unter
schwerer, fortschreitender Maculadegenera-

tion litten, eine Reduktion der Lasionen und
eine Verbesserung des Nahsehens beobachtet
wurde.

In die weltweit erste Phase-I-Studie mit
einem antiviralen siRNA-Therapeutikum
wurden mehr als 100 Freiwillige einbezogen.
Man zielte mit dem Wirkstoff ALN-RSV01
direkt auf das Humane Respiratorische
Synzytial-Virus (RSV) zur Behandlung der
viralen Infektion. Es handelte sich hierbei
um eine Placebo-kontrollierte Doppelblind-
studie, bei der der Wirkstoff ALN-RSV01
65 Personen intranasal verabreicht wurde.
Sowohl einmalig verabreichte, ansteigende
Dosen (5, 25 oder 150 mg) als auch mehrfach
verabreichte, ansteigende Dosen (5, 25 und
150 mg) mit taglicher Anwendung {iber fiinf
Tage hinweg wurden an Freiwilligen gete-
stet. ALN-RSV01 wurde dhnlich dem Place-
bo sehr gut vertragen. Mitte Oktober wurde
eine weitere Studie begonnen, bei der ALN-
RSV01 mittels eines Zerstdubers in feinste
Tropfchen verteilt, vom Studienteilnehmer
inhaliert wird. Da sich mehrere Firmen mit
der Entwicklung von RNAi-Therapeutika
beschiftigen, werden wahrscheinlich in
Kiirze klinische Priifungen mit weiteren
siRNA-Medikamenten folgen.

Fazit

Bei der Entwicklung von RNAi-Therapeuti-
ka wurden in kurzer Zeit grofie Fortschritte
erzielt. Die grofste Herausforderung fiir eine
breite Anwendung besteht darin, geeignete
Delivery-Methoden fiir diese neuen Medika-
mente zu finden. Wenn auch dieses Problem
nicht fiir alle Zelltypen und Organe geldst
ist, gibt es doch schon eine Reihe vielver-
sprechender Ansitze, wie die Verwendung
von Konjugaten und Lipiden. Die bisherigen
klinischen Priifungen zeigten, dafs RNAi-
Medikamente gut vertragen werden und
sicher sind.
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PCR-Kits

Fast Cycling PCR - hoherer
Durchsatz durch Zeitersparnis

Ulla Deutsch, Dirk Loeffert, QIAGEN GmbH, Hilden

Die Anspriiche der Wissenschaft an die Sensitivitat, den Durchsatz und die Vereinheitlichung
der Ergebnisse aus der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die heute in nahezu allen mo-
lekularbiologisch arbeitenden Labors praktiziert wird, nehmen rasant zu. Die von Qiagen
entwickelte ,Fast Cycling PCR"-Technologie erdffnet neue Méglichkeiten, diesen Anspriichen
gerecht zu werden. Die Technologie verkiirzt die benétigte Zeit fir die Durchfiihrung der PCR
deutlich, wie der jetzt auf den Markt gebrachte Fast Cycling PCR-Kit belegt, mit dem Qiagen
zunachst auf Standard PCR-Anwendungen abzielt. Der Kit ist geeignet, um ausgehend von
komplexen genomischen DNA- oder cDNA-Proben exzellente Ergebnisse zu erzielen. Der
Fast Cycling PCR-Kit verkiirzt die PCR-Zyklen-Zeiten und erspart so bis zu 75% der bisher
benétigten Zeit. Der Kit ist mit allen marktiiblichen Thermocyclern kompatibel und kann
— im Gegensatz zu anderen Reagenzien — mit allen existierenden PCR-Assays angewandt
werden, ohne dafl Primer neu designed oder Annealing-Temperaturen angepaf3t werden
miBten. Dies ermdoglicht einen erhdhten Durchsatz mit bereits vorhandener Labor-Ausri-
stung sowie auf existierenden PCR-Systemen und vermeidet Investitionen fiir schnellere

PCR-Instrumente.

Seit der Erfindung der Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) durch Kary Mullis und seine
Mitarbeiter vor mehr als 20 Jahren haben
die Einsatzbereiche fiir PCR-Anwendungen
rapide zugenommen. PCR wird heute rou-
tineméfig in zahlreichen Forschungsberei-
chen eingesetzt. Beispiele dafiir sind etwa
der Biomarkernachweis, die Genregulation
und die Krebsforschung (Abb. 1). Mit der
Zunahme der PCR-Anwendungsfelder in
Forschung und Routine sind aber auch die
Anforderungen an die Technik selbst gestie-
gen. Zunehmend verlangen Wissenschaftler
nach einem hoheren Probendurchsatz bei
gleichzeitiger Kostenminimierung, einer
erhohten Sensitivitdt sowie einer zuverlds-
sigen Standardisierung der Daten. Auch die
Entwicklung und Evaluierung neuer PCR-
Assays, deren Reproduzierbarkeit und die

Verkiirzung der PCR-Zeit bis zum Vorliegen
der Ergebnisse unterliegen heutzutage be-
sonderen Anforderungen.

Um die vielschichtigen Forschungsbe-
diirfnisse zufriedenzustellen, muf8 jeder
Schritt des experimentellen Ablaufs optimiert
werden — von der Probenentnahme und
-stabilisierung tiber die Aufreinigung der
Nukleinsdure bis zur Amplifizierung und De-
tektion. Qiagen bietet bereits fiir alle Schritte
bewéhrte und im wissenschaftlichen Umfeld
oft als Standard etablierte Technologien an.
Einen moglichen Ansatz, den Durchsatz
bei gleichzeitiger Kostenminimierung zu
erhohen, bietet die Steigerung der Geschwin-
digkeit der PCR-Reaktion. Erfolge wurden
in jlingerer Zeit etwa durch die Entwicklung
von Thermocyclern erreicht, die schnellere
Heiz- und Kiihlraten aufweisen. Noch um-

Biomarker-Nachweis g Gene silencing (siRNA/miRNA) =
Pathogen-Nachweis 9 | Epigenetik 3
) z ) H
Genregulation 3 Genexpressions-Analyse o
Zellentwicklung §- Genotypisierung g‘
Krebsforschung 8. Lebensmittel-Analytik e
[} " =l

Egll | Blut-Analytik
Probenqualitat Kosten Normalisierung Sensitivitat | | Zuverlassigkeit | | Zeit bis zum i
und -menge der Ergebnisse | | Ergebnis g!_
g
3
@
]
=
Probenentnahme Aufreinigung der Amplifikation Detektion =
und -stabilisierung Nukleinscure z
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Abb. 1: PCR-relevante Forschungsbereiche
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Fast Cycling  Standard Cycling

Methode Methode
Enzym- Enzym-
aktivierung aktivierung
35 Zyklen 35 Zyklen

Finale Extension

Gesamtzeit
ca. 20 Minuten

Finale Extension

Gesamtzeit
>1 Stunde

Abb. 2: Zeitreduktion durch den Qiagen Fast Cy-
cling PCR-Kit gegeniiber herkmmlicher PCR.

fangreichere Moglichkeiten zur Zeitersparnis
bietet die Reduktion der PCR-Zyklusge-
schwindigkeit, also die PCR-Chemie selbst.
Denn diese macht den weitaus grofiten Teil
der Zeit aus, die fiir die PCR-Amplifikation
benotigt wird.

Bereits 1990 wurden von Garling et al.
erfolgreich Ansétze zur ,Fast Cycling PCR”
etabliert, die jedoch auf Anwendung von
sehr kleinen Volumina in Glaskapillaren
beschrankt waren'?. Damit wurde zwar der
verbesserte thermische Transfer erzielt, der
fiir ein Fast Cycling unerlaflich ist, doch
erforderte das Verfahren spezifische Tempe-
raturbedingungen und Instrumente.

Kiirzere Analysezeiten

Um das Fast Cycling zu vereinfachen, hat
Qiagen sich darauf konzentriert, die Dauer
der PCR-Zyklen zu reduzieren. Ziel dabei
war es, schneller die gleiche Anzahl von
Daten-Punkten zu generieren, ohne spezielle
Thermocycler einsetzen zu miissen. Ergebnis
der Entwicklungsarbeit ist die sogenannte
Fast Cycling PCR-Technologie, die neben
der deutlichen Durchsatz-Erh6hung auch
Zuverlassigkeit und eine hohe Spezifitat der

LABORWELT



PCR-Reaktion gewéhrleistet. Dieser Beitrag
beschreibt die Fast Cycling PCR-Technolo-
gie und dokumentiert damit verbundene
Vorteile. Eine Technologie, die die Dauer
der PCR-Zyklen verringert, bietet den La-
boren bedeutende Vorteile. Sie erlaubt einen
hoheren PCR-Durchsatz, verbunden mit zu-
verlassigen Daten, was dem Wissenschaftler
erlaubt, sich weitgehend auf die nachfol-
gende Analyse konzentrieren zu kénnen.
Sowohl laufende Kosten werden verringert
als auch Kapitalanlagen vermieden, da mehr
Proben auf jedem Thermocycler in gleicher
Zeiteinheit analysiert werden konnen

Der Kit nutzt eine sehr schnelle Hot-
Start-PCR, die je nach Fragment-Lange eine
Zeitersparnis von bis zu 75% bietet (Abb. 4,
Tab. 1). Diese wird durch Einsatz eines zum
Patent angemeldeten PCR-Puffers erreicht,
der die Zeit verkiirzt, die zur Bildung des
Polymerase-Primer-Proben-Komplexes
gebraucht wird (Abb. 3). Dies erlaubt der
Polymerase, die Primer bereits wahrend
des PCR-Annealing-Schrittes zu verlangern
und verkiirzt diesen daher in jedem PCR-
Zyklus. Der Zeitbedarf fiir den Denaturie-
rungs- und/oder Extensions-Schritt werden
ebenfalls durch das Puffersystem und die
optimierten Polymerase-Konzentrationen
verringert. Die PCR-Amplifikations-Zeit
kann so von mehr als 60 Minuten auf bis zu
20 Minuten verringert werden, so daff auf

Abb. 4: Amplifikation eines 523 bp-Produkts
mit (S) HotStarTaq Plus-DNA-Polymerase und
auf Standard-Thermocyclern; (F) dem Qiagen-
Fast Cycling PCR-Kit und Thermocyclern mit
schnellen Ramping-Zeiten. A. Beide Methoden
bieten eine effiziente und hochspezifische
Amplifikation. B. Der Qiagen Fast Cycling PCR-
Kit fiihrt zu einer Zeitersparnis von bis zu 75%.
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Tab. 1: PCR Cycling-Zeiten auf Basis verschiedener Fragment-Langen.

Fragmentldnge Qiagen Fast Cycling Standard Cycling Zeitersparnis
Methode (min) Methode (min)
200 bp 15 68 78%
500 bp 20 68 7%
1000 bp 29 85 66%
3000 bp 63 155 59%
d
Fast Cycling » o
g > 5 3
5 _ —>
/ Y 5
3
Standard Cycling
, 5 5 3
5 3 s b I — __>
/ 3 5 3 5
3
A | A Q-Bond Molekiil Tag DNA Polymerase == Proben-DNA Primer

Abb. 3: A. @-Bond im PCR-Puffer beschleunigt das Primer-Annealing durch Erhohen der Affinitat der
Tag-DNA-Polymerase fiir kurze einzelstréangige DNA-Abschnitte. B. Ohne Q-Bond binden Primer und
Polymerase zeitverzdgert an die Proben-DNA und erhdhen die Dauer des Annealing-Schrittes.

den neuesten Thermocyclern mit beschleu-
nigten Heiz-und Kiihlraten eine Gesamt-
PCR-Zeit (bei 35 Zyklen) von etwa nur 30
Minuten erreicht wird (Abb. 4).

Neben der Gesamt-Zeitersparnis wird
ebenfalls die Hands-on-Zeit verringert.
Der Kit beinhaltet HotStarTaq® Plus-DNA-
Polymerase in einem gebrauchsfertigen
Master-Mix Format, das hohe Spezifitat und
Sensitivitat gewihrleistet und ein Ansetzen
der PCR-Reaktion bei Raumtemperatur
erlaubt. Die besonders ausgewogene Kombi-
nation der Ionen im Master-Mix ermoglicht
dartiber hinaus, daf3 bereits etablierte PCR-
Systeme adaptiert werden kénnen, ohne
dafl Primer neu entwickelt oder optimiert
werden miissen. Gleichzeitig wird aber
auch eine hohe PCR-Spezifitit erreicht, die
sonst oft unter Fast Cycling-Bedingungen
beeintrachtigt ist. Zusatzlich enthalt der Kit
eine Farbstoff-Kombination, die es erlaubt,
die PCR-Reaktion direkt, also ohne weiteres
Handling auf ein Agarosegel aufzutragen.

Qiagen entwickelt derzeit Real-Time-PCR
und RT-PCR-Kits, die auf der Technologie
der Fast Cycling PCR-Kits basieren. Ziel ist
es, extrem schnelle Real-Time-Analysen auf
jedem Real-Time-Cycler anzubieten.

Fazit

Die von Qiagen entwickelte Fast Cycling
PCR-Technologie eréffnet neue Moglichkei-

ten der grofien Zeit- und Kostenersparnis bei
erweiterter Nutzung der bisherigen Ausstat-
tung und konnte sich als neuer Standard fiir
Geschwindigkeit und Prdzision in der PCR
etablieren. Der Qiagen Fast Cycling PCR-
Kit erhoht den PCR-Durchsatz deutlich,
reduziert Kosten, liefert hochspezifische
und sensitive Ergebnisse und verlangt dabei
nur eine extrem geringe Optimierung. Der
Kit wird in einem Master-Mix-Format gelie-
fert, der ein Ansetzen der PCR-Reaktion bei
Raumtemperatur erlaubt und die Hands-on-
Zeit reduziert. In Zukunft wird Qiagen die
Produktpalette um Fast Cycling PCR-Kits
fiir Real-Time-PCR und RT-PCR erweitern,
die mit allen Real-Time-Thermocyclern
kompatibel sein werden.

Literatur

[1]  Wittwer, C.T, Fillmore, G.C., Garling, D.J., Minimizing the time required
for DNA amplification by efficient heat transfer to small samples, Anal.
Biochem. 186(2) (1990). 328-331.

[21  Wittwer, C.T, Garling, D.J., Rapid cycle DNA amplification: time and
temperature optimization, Biotechniques 10(1) (1991), 76-83.

Korrespondenzadresse

Dr. Ulla Deutsch

Qiagen GmbH

Qiagen-Strafie 1, 40724 Hilden
Tel.: +49-(0)2103-29-16313

Fax: +49-(0)2103-29-26313
eMail: ulla.deutsch@giagen.com

7. Jahrgang | Nr. 6/2006 | 33



MARKTUBERSICHT

PCR-Kits

Marktibersicht

Molekularbiologische Forschung ohne PCR ist heute kaum mehr denkbar. Die Vielfalt entsprechender Kits, diverser Polymerasen und

t daher mit wachsendem

bt die folgende Marktiibersicht.
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DECHEMA
Fachsektion Biotechnologie
T Theodor-Heuss-Allee 25
D-60486 Frankfurt/Main
M{EHEM:I A Tel.: +49-(0)-69-7564-289

Fax: +49-(0)-69-7564-272
www.dechema.de

Deutsche Gesell. fiir Proteomforschung
c/o MPI fiir Biochemie
Am Klopferspitz 18a

‘}» D-82152 Martinsried
Deutsche Gesellschaft fiir Tel.. +49-(0) -89-8578-3964
Proteomforschung e.V. Fax: +49-(0)-89-8578-2802

c.kleinhammer@dgpf.org
www.dgpf.org

Osterreichische Gesell. fiir Biotechnologie

c/o Boehringer Ingelheim

Austria GmbH

Dr. Boehringer-Gasse 5-11
A-1121 Wien

Tel.: +43-(0)-1-80105-2311
Fax: +43-(0)-1-80105-9311
www.boku.ac.at/oegbt/

DGHM
e c/o Gesellschaft fur
t* ™ ™. Hygiene & Mikrobiologie
. {'EF ¢ o Josef-Schneider-Str. 2
i _|'i 97080 Wiirzburg
S o oG Tel.: +49-(0)-931-201-46936

C o Fax: +49-(0)-931-201-46445
www.dghm.de

Kontakt zu Verbanden

Im Jahr 2006 erscheint LABORWELT zweimonatlich, IVW gepriift. Alle Abonnenten des Branchen-Magazins |transkript sowie die f

Verband Deutscher Biologen

Corneliusstr. 6
= = D-80469 Miinchen
Tel.: +49-(0)-89-26024573
Fax: +49-(0)-89-26024574
info@vdbiol.de
www.vdbiol.de

Frrorn-fpmerw e

Deutsche Gesellschaft fiir Genetik

c/o Genetisches Institut
der Universitat GieBen
Heinrich-Buff-Ring 58-62
D-35392 GieBen

Tel.: +49-(0)-641-99-35463
Fax: +49-(0)-641-99-35469
www.gfgenetik.de

Gesellschaft fiir Signaltransduktion

c/o Prof. Dr. Ralf Hass

Med. Hochschule Hannover
AG Biochemie u. Tumorbiol.
D-30625 Hannover

Tel.: +49-(0)-511-532-6070
Fax: +49-(0)-511-532-6071
www.sigtrans.de

STS
‘Signal Traneduction Soclsty

) &
s
oY ad

Gessischat fur Signaltransduktion
S

bts (Biotechnologische Studenteninitiative e.V)

c/o BIOCOMMUNICATIONS.
net GmbH

£ nm hls Brunnenstr. 128

Fairr—are s 13355 Berlin
Tel.: +49-(0)-2649-21-21

Fax: +49-(0)-2649-21-11
www.bts-ev.de

Mitglieder der nachfolgenden Gesellschaften erhalten LABORWELT regelmaBig mit freundlicher Empfehlung ihrer Organisationen.
Wer sich dariber hinaus fiir einen Beitritt interessiert, erreicht die Gesellschaften unter folgenden Kontaktdaten:

Nationales Genomforschungsnetz

c/o DLR - Koblenzerstr. 112
53177 Bonn-Bad Godesberg
Tel.: +49-(0)-228-3821-331
Fax: +49-(0)-228-3821-332
pm-ngfn@dlr.de
www.ngfn.de

Deutsche Gesellschaft fiir Neurogenetik

c/o Institut fiir Humangenetik
Uni GieBen/Schlangenzahl 14
35392 GieBen

Tel.: +49-(0)-641-99-41600
Fax: +49-(0)-641-99-41609

i % www.med.uni-giessen.de
/genetik/dgng.html

Netzwerk Nutrigenomforschung

Arthur-Scheunert-Allee 114

14558 Bergholz-Rehbriicke
e | Tel.: +49-(0)-33200 88 385
Fax: +49-(0)-33200 88 398

verein@nutrigenomik.de
www.nutrigenomik.de

EEE R ——1

Netzwerk RNA-Technologien

: c/o Prof. Dr. Volker A. Erdmann
@ R I'"I.A Freie Universitat Berlin
Thielallee 63, D-14195 Berlin
Tel.: +49-(0)-30-8385 6002
Fax: +49-(0)-30-8385 6413
erdmann@chemie.fu-berlin.de
www.rna-network.com
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Akademischer Stellenmarkt

Verdffentlichen Sie lhre Stellenanzeigen zielgruppengerecht in unserem akademischen Stellenmarkt, der allen nicht-kommerziellen Instituten fiir lhre
Stellenausschreibungen kostenlos zur Verfiigung steht. Bitte senden Sie dazu lhre Anzeige (1/4 Seite 90 mm breit x 122,5 mm hoch, Logo - jpg oder tiff,
300 dpi Auflésung) an a.macht@biocom.de. AnnahmeschluB fiir die ndchste LABORWELT-Ausgabe 1/07 (Erscheinungstermin 16.02.2007) ist der 2. Februar.

Medizinische Hochschule Hannover ir%?,
Al Gasiroenterulogie, Hepatologie und Endukrinlegse ',

Naturwissenschaftliche(r) Doktorand(in) gesucht

In der Abt. Gastroenterologie der Medizinischen Hochschule Hannover ist
zum nachstmoglichen Termin

eine Doktorandenstelle (BATIla/2)

fiir ein von der europdischen Kommission gefordertes Projekt zu besetzen
(Voraussetzung Dipl. Biochem./Biol. 0. a.). In den AG’s Kubicka/Kiihnel arbei-
ten wir an onkolytischen, adenoviralen Vektorsystemen zur Therapie solider
Tumore. Wir verwenden hierfiir selbstentwickelte Adenoviren, die lediglich in
Tumorgewebe replizieren und dieses infolge lytischer Zyklen zerstéren. Die
zentralen Themen sind (1.) Optimierung der tumorspezifischen Vektorrepli-
kation durch transkriptionelle Steuerungssysteme, (2.) De-/Retargeting des
therapeutischen Vektors, (3.) gezielte Zerstorung des Vektors in normalen
Zellen bzw. Reparatur von Gendefekten mittels Meganukleasen bzw. designter
Zinkfinger-Endonukleasen in Zusammenarbeit mit internationalen Partnern
(EMBL, Heidelberg, CNIO, Madrid, Cellectis S. A., Paris), (4.) die Untersuchung
molekularer Wechselwirkungen zwischen Vektor und Wirtszelle bzw. dem
Immunsystem des Wirtsorganismus.

Der Bewerber sollte sich stark fiir die Zusammenfiihrung grundlegender
Erkenntnisse aus div. Bereichen (Virologie, Molekularbiologie, Immunologie)
zur Entwicklung neuer Vektorkonzepte interessieren und tiber ein hohes MaB
an Kreativitat, Eigeninitiative, Motivation sowie gute Beobachtungsgabe und
experimentelles Geschick verfligen. Kenntnisse in allgemeinen molekularbio-
logischen Techniken sind wiinschenswert, aber keine Voraussetzung.

Sie werden bei intensiver Betreuung in einem ambitionierten, jungen Team
an einer interessanten Schnittstelle zwischen Grundlagenwissenschaft und
therapeutischer Zielsetzung auf einem neuen und hoffnungsvollen Gebiet
der experimentellen Tumortherapie mitarbeiten.

Die (iblichen Bewerbungsunterlagen bitte an:
kuehnel.florian@mh-hannover.de oder Dr. Florian Kiihnel
Gastroenterologie, Hepatologie und Endokrinologie
Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-Str. 1, 30625 Hannover
Tel: 0511 532-3732 bzw. 9401, Fax: 0511 532-2021

An der Fachhochschule Siidwestfalen - Abteilung Iserlohn - ist im Fach-
bereich Informatik und Naturwissenschaften schnellstmdglich eine

W 2 -Professur fiir Biotechnologie

zu besetzen.

Die Bewerberin / Der Bewerber soll das Lehrgebiet Biotechnologie im bestehen-
den Bachelor- und geplanten Master-Studiengang Bio- und Nanotechnologien,
die im Fachbereich Informatik und Naturwissenschaften an der Abteilung Iserlohn
angesiedelt sind, vertreten. Hierzu gehort die Mitwirkung an grundlegenden
Lehrveranstaltungen in den Fachgebieten Biologie, Biochemie, Mikrobiologie und
Bioverfahrenstechnik.

Es wird erwartet, dass die Bewerberin / der Bewerber besondere Erfahrungen
und Kenntnisse im Bereich biologischer Nanotechnologien, Biomaterialien
und / oder medizinischer Chemie mitbringt. Sie / Er soll sich beim Aufbau des
konsekutiven Master-Studienganges mit den eigenen Spezialgebieten einbringen
und sich angemessen in der Lehre an diesem Master-Studiengang beteiligen.
Weitere Aufgaben sind die Einwerbung von Drittmitteln und der Ausbau der
Forschungsaktivitaten im Fachbereich.

Die Fachhochschule Sidwestfalen arbeitet sehr eng mit der regionalen
Wirtschaft zusammen. Von den Bewerberinnen und Bewerbern wird erwartet,
dass sie sich neben ihren praxisorientierten Lehraufgaben im Rahmen des
Technologietransfers und der anwendungsbezogenen Forschung und
Entwicklung an dieser Kooperation beteiligen. Weiterhin wird Engagement in den
Selbstverwaltungsgremien der Hochschule erwartet.

Einstellungsvoraussetzungen:

e Abgeschlossenes Hochschulstudium e padagogische Eignung e besondere
Befahigung zu wissenschaftlicher Arbeit, die in der Regel durch die Qualitét einer
Promotion nachgewiesen wird e fiinfjahrige, den wahrzunehmenden Lehraufgaben
entsprechende, berufliche Praxis, von der mindestens drei Jahre auBerhalb des
Hochschulbereichs ausgelibt worden sein missen.

Die Einstellung erfolgt in der Regel fiir die Dauer eines Jahres zur Feststellung der
padagogischen Eignung durch Berufung in ein Beamtenverhaltnis auf Probe.
Danach ist bei Erfilllung der beamtenrechtlichen Voraussetzungen die Berufung
in das Beamtenverhéltnis auf Lebenszeit vorgesehen; nach Vollendung des 45.
Lebensjahres wird ein Angestelltenverhéltnis begriindet.

Von der Bewerberin / dem Bewerber wird erwartet, dass bei Bedarf Lehrleistungen
auch an den anderen Standorten der Hochschule (Hagen, Meschede und Soest)
und im Verbundstudium erbracht werden.

Die Fachhochschule Stidwestfalen ist bestrebt, den Anteil der Wissenschaft-
lerinnen in Lehre und Forschung zu erhéhen und ermutigt daher besonders
Frauen, sich zu bewerben. Nach MaBgabe des Landesgleichstellungsgesetzes
NRW werden Frauen bei gleicher Eignung, Beféhigung und fachlicher Leistung
bevorzugt beriicksichtigt, sofern nicht in der Person eines Mitbewerbers liegen-
de Griinde Uberwiegen. Bewerbungen geeigneter Schwerbehinderter und Gleich-
gestellter im Sinne des § 2 Abs. 3 Teil 1 SGB IX sind erwlinscht.

Ansprechpartner ist Herr Professor ™)

Dr. Stadtlander (Tel.: 02371 566-536,

E-Mail: stadtlander@fh-swf.de).

Aussagekraftige Bewerbungsunterlagen @  Fuchhochschule

Stidwestfalen
Hochschule fiir
Technik und Wirtschaft
University of Applied Sciences

sind auf dem Postweg bis zum 30.11.2006
an den Rektor der Fachhochschule Siid-
westfalen, Postfach 20 61, 58590 Iserlohn,
zu richten.

b

The University Rostock in Cooperation with the Institute for Low Temperature Plasma Physics (INP Greifswald) is offering a

+4y3 UNIVERSITY ROSTOCK  Fyl| Professor Position (W2) Plasma Engineering

Candidates are expected to develop the area of Plasma Engineering and Automation. Beside the acquisition of research grants conceptual contributions for the strategic develop-
ment of new application fields are requested. It is planned to combine the position with the director position of the department Plasma Process Technology at the INP.

Candidates have a background in the automation of physical processes and experiences in plasma technology. A Ph.D. degree, strong publication and research record, and
postdoctoral experience are required. Women, handicapped persons and minorities are encouraged to apply.
For full consideration, submit your application documents containing vitae, list of publication, research experience and statements of research and teaching interests by No-

vember 30th to:

Universitdt Rostock, Dezernat fiir Personal und Personalentwicklung, 18051 Rostock, Germany — For additional information contact: Kerstin.Thurow@uni-rostock.de
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GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit GmbH

Postfach 1129, 85758 Neuherberg

Die GSF konzentriert ihre Forschungsarbeiten auf eine der wichtigsten Fragen unserer Gesellschaft, die Gesundheit des Menschen in seiner Umwelt. Ziel ist es, Risiken fir die
menschliche Gesundheit durch Umweltfaktoren zu erkennen, Mechanismen der Krankheitsentstehung zu entschliisseln sowie Konzepte zu entwickeln, um die Gesundheit des
Menschen und seine natiirlichen Lebensgrundlagen auch fiir die Zukunft zu schiitzen. Als Forschungseinrichtung des Bundes und des Freistaats Bayern mit Sitz in Neuherberg,
im Norden Miinchens, sind wir Mitglied der Helmholtz-Gemeinschaft, der groBten 6ffentlichen Forschungsorganisation Deutschlands.

Die GSF als Tragerin des Bayerischen Frauenforderpreises 2004 sowie des Total E-Quality-Zertifikates strebt generell eine Erhéhung des Frauenanteils an und fordert deshalb
qualifizierte Interessentinnen ausdrticklich auf, sich zu bewerben. Schwerbehinderte werden bei gleicher Eignung bevorzugt.

Das Institut fiir Humangenetik (IHG) sucht zum néchstmaglichen Zeitpunkt zum Aufbau
einer Arbeitsgruppe eine/n

Wissenschaftliche/n Mitarbeiter/in (132/06)

fiir die Entwicklung und Umsetzung der massenspektrometrischen Analytik, Beratung
und Support bei den Proteom-Projekten der GSF sowie zur Mitarbeit beim Betreiben
der GSF-Core Facility for Proteomics in Neuherberg (GAC).

Vorausgesetzt wird ein abgeschlossenes Universitatsstudium der Fachrichtung Bioin-
formatik, langjahrige Berufserfahrung in den oben genannten Bereichen sowie vertiefte
Kenntnisse und Erfahrung in der MS-Analytik.

Wir bieten eine Vergiitung nach TVOD Das Arbeitsverhéltnis ist auf 3 Jahre befristet.

lhre schriftliche Bewerbung richten Sie bitte an: Dr. Marius Ueffing

GSF - Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, Institut fiir Humangenetik
(IHG), Postfach 1129, 85758 Neuherberg.

Riickfragen richten Sie sich bitte an: Dr. Marius Ueffing ,

Telefon 089/3187-3567, e-mail: ueffing@gsf.de

Das Institut fiir Entwicklungsgenetik (IEG), AG ,Adulte Neurogenese und neurale
Stammzellen“ sucht eine/n promovierte/n

Postdoc (120/06)

Unsere AG beschéftigt sich mit der Aufklarung der extrinsischen und intrinsischen
Signale, die die Bildung neuer Nervenzellen aus Stammzellen im erwachsenen Gehirn
regulieren. Hierzu verwenden wir modernste molekularbiologische, zellbiologische
und genetische Methoden in vitro und in vivo (Infos: http://www.abayfor.de/forneu-
rocell/de/index.php).

Vorausgesetzt werden ein abgeschlossenes Universitatsstudium der Fachrichtung Biolo-
gie (0. verwandtes Fach) mit Promotion, grosses fachliches Interesse, Begeisterungsfa-
higkeit und Eigenmotivation sowie die Fahigkeit zum eigenverantwortlichen Arbeiten im
Team. Erfahrungen in Epigenetik, transkriptioneller Regulation, Molekularbiologie oder
Biochemie waren von Vorteil. Wir bieten beste Arbeitsbedingungen, ein dynamisches
und innovatives Umfeld, gute Arbeitsatmosphére und internationale Vernetzung.

Wir bieten eine Verglitung nach TV6D. Das Arbeitsverhaltnis ist 30.6.2009 befristet.

Ihre schriftliche Bewerbung richten Sie bitte an: Dr. Chichung Lie

GSF - Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit

Institut fiir Entwicklungsgenetik (IDG), Postfach 1129, 85758 Neuherberg.
Riickfragen: Dr. Chichung Lie, Tel.: 089/3187-2927, e-mail: chichung.lie@gsf

Das Institut fiir Pathologie (PATH) sucht ab sofort eine/n

Postdoc (122/06)

mit Schwerpunkt Proteinanalyse zur Mitarbeit in einem EU-Forschungsprojekt.

Ein abgeschlossenes Hochschulstudium der Fachrichtung Biologie/ Biochemie 0.4.
wird vorausgesetzt. Erfahrung in Proteinanalyse, -isolierung,-aufreinigung, -auf-
trennung, Malditof und im Arbeiten mit Zelllinien sind wiinschenswert, aber nicht
Voraussetzung.

Wir bieten eine Vergiitung nach TV6D. Das Arbeitsverhéltnis ist bis 28.2.2009 Jahre
befristet.

Ihre schriftliche Bewerbung richten Sie bitte an: Frau Dr. M. Aubele

GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit,

Institut fiir Pathologie (PATH), Postfach 1129, 85758 Neuherberg.
Fiir Riickfragen wenden Sie sich bitte an: PD Dr. M. Aubele,
Telefon 089/3187-4132, e-mail: aubele@gsf.de

Das Institut fiir Okologische Chemie (I0C) sucht zum 01.01.2007 eine/n promovierte/n

Nachwuchswissenschaftler/in (143/06)

fiir die Synthese neuer organischer Verbindungen zur Entwicklung von Biosensoren;
Oberflachenmodifizierungen und Immobilisierungen biologischer Erkennungsmole-
kiile (Rezeptoren, Proteine, Nukleinséuren) auf unterschiedlichen Oberflachen (Glas,
Kunststoff, Gold etc.); Betreuung von Mitarbeitern und Gasten; Drittmitteleinwerbung;
Kooperation mit Projektpartnern; Dokumentation wissenschaftlicher Ergebnisse
(Publikationen/Projektberichte).

Vorausgesetzt werden ein abgeschlossenes Universitatsstudium der Fachrichtung
Chemie mit Promotion; fundierte Kenntnisse organischer Synthese und Kopplungs-
chemie von Biomolekiilen auf unterschiedlichen Oberflachen; gute Kenntnisse
in LC, GC, MS, NMR; Erfahrung mit Beantragung, Leitung und Bearbeitung von
F+E-Projekten; Teamfahigkeit; sehr gute Beherrschung der englischen Sprache
in Wort und Schrift.

Wir bieten eine Vergiitung nach TV6D. Das Arbeitsverhaltnis ist auf 3 Jahre befristet.

Ihre schriftliche Bewerbung richten Sie bitte an: Frau Dr. Petra Kramer
GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, Institut fiir Okologische
Chemie (I0C), Neuherberg, Postfach 1129, 85758 Neuherberg.

Fiir Riickfragen wenden Sie sich bitte an: Frau Dr. Petra Kramer

Telefon 089/3187-2772, e-mail: kramer@gsf.de

Das Instituts fiir Strahlenschutz (ISS), AG ,Radiodkologie“ sucht zum 01.02.2007
eine/n promovierte/n

Biologen/in (Postdoc) (142/06)

fir die Planung, Durchfiihrung und Analyse von Experimenten, die sich mit der
Akkumulation von Radionukliden wie Radiocasium und -strontium in Pflanzen- und
Hefezellen beschéftigen.

Ziel der AG ist, die Mechanismen bei der Aufnahme, Speicherung und Exkretion von
Radiocésium und Radiostrontium auf molekularer Ebene zu erkldren, Schiiisselfaktoren
an diesem Prozess zu identifizieren und im Sinne reduzierter Akkumulation zu modi-
fizieren. In unserem Labor wird dazu zunachst mit den Modellsystemen Arabidopsis
thaliana und Hefe gearbeitet.

Wir erwarten ein abgeschlossenes Universitatsstudium der Fachrichtung Botanik
oder Biochemie mit Promotion, Erfahrungen in Pflanzenphysiologie, -molekular-
genetik und/oder Hefegenetik und beim Einsatz von Radioisotopen. Die Fahigkeit
zur quantitativen Hypothesenbildung, kritischen Datenevaluierung und -diskussion,
Bereitschaft zur interdisziplindren Zusammenarbeit, Motivation und Eigeninitiative
sind Voraussetzung.

Wir bieten eine Verglitung nach TV6D. Das Arbeitsverhéltnis ist auf 3 Jahre befristet.

Ihre schriftliche Bewerbung richten Sie bitte an: Dr. Katharina Schneider
GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit

Institut fiir Strahlenschutz (ISS), Postfach 1129, 85758 Neuherberg.
Riickfragen richten Sie bitte an: Dr. Heiko Lickert,

Telefon 089/3187- 2203, e-mail: katharina.schneider@gsf.de
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The Interdisciplinary Centre for Clinical Research (IZKF) at the Faculty of Medicine
of the University of Leipzig invites applications for the position of

2 PhD students (biology, biochemistry)

in a joint project between the Research Groups “Mechanisms of Cell Migration”
(Dr.W. H. Ziegler) and “Neural Plasticity” (Dr. J. Hirrlinger) to be funded for a period
of 2 years up to BAT-0 lla/2 level from 1st January 2007 plus an optional 3rd year
pending approval.

The IZKF conducts research into cell-cell- and cell-matrix-interactions relevant to
diagnostic and therapeutic applications, focussing on the specialist areas of immuno-
logy, endocrinology, neurosciences and oncology. In the context of the neuroscience
field, the project investigates the influence of the regulation of cell-cell-contacts by
an intracellular adaptor protein on the function of astrocytes in the central nervous
system. We have established an inducible mouse model which allows us to express a
mutated form of this protein selectively in astrocytes. Using this mouse model we will
investigate the impact of disturbed signalling at cell-cell-contacts on the regulation
of astrocytic structure, motility and function as well as neuronal signalling processes
in physiological and pathophysiological situations using modern imaging technology
(2-photon-imaging), biochemical and molecular biology (e.g. DNA-arrays) tools.

We are looking for highly motivated young scientists with a strong interest in neurosci-
ence especially in the biology of glial cells. Since the project combines aspects of neu-
roscience and cell biology involving a number of collaborations, the candidates should
also be highly interested in interdisciplinary research. A background on neuroscience
or cytoskeleton research as well as imaging techniques, immunohistochemistry or
mouse genetics would be appreciated, but is not mandatory. We are a young and
dedicated team able to provide a thorough training of the techniques required. Our
laboratory is located at the core building of the IZKF with excellent infrastructure.
Close contact and collaborations exists with the Paul-Flechsig-Institute for Brain
Research and other groups within the University of Leipzig and outside.

For further information and application (application by email welcome)
please contact Dr. Wolfgang Ziegler
(Tel: ++49-(0)341-97 15945, e-mail: wolfgang.ziegler@medizin.uni-leipzig.de,
IZKF Leipzig, InselstraBe 22, 04103 Leipzig, Germany)

LMU Miinchen, Department Biologie |
Promotionsstudent/in

Wir suchen mehrere Doktorand/innen im Rahmen des neu bewilligten Exzellenz-
clusters an der LMU (Munich Centre for Integrated Protein Science). Bearbeitet
werden soll die Thematik des Proteintransports und der Proteinsortierung in
pflanzlichen Organellen. Es findet eine Vielzahl moderner molekularbiologischer
und biochemischer Methoden Anwendung. Vorausgesetzt wird SpaB an der
Laborarbeit und Interesse fiir den genannten Themenkreis. Grundlegende
Kenntnisse in Molekular- und Zellbiologie sind erwiinscht.

Bewerbungen bitte ausschlieBlich in schriftlicher Form an: Prof. Dr. J. Soll
LMU Miinchen, Department Biologie I, Menzingerstr. 67, D-80638 Miinchen

Promotionsarbeit (Dr. rer. nat.)

Wir suchen zum 1.1.07 oder spéter eine/n Doktorandin/Doktoranden fiir ein im
Rahmen des SFB-TR1 geforderten Projektes.

Wir untersuchen unter Verwendung modernster Methoden der Biochemie, Mo-
lekularbiologie und Mikroskopie (LSM) die Calcium-Regulation in pflanzlichen
Organellen sowie verschiedene Aspekte der Thylakoidbiogenese.

lhre Bewerbung richten sie bitte per Post an: PD Dr. Ute Vothknecht
LMU Miinchen, Department Biologie I, Menzinger Str. 67, D-80638 Miin-
chen oder als E-mail an vothknecht@Irz.uni-muenchen.de

| Mu Max-Planck-Institute for Neurobiology,
Dept. Neuroimmunology and Institute
for Clinical Neuroimmunology, LMU
Munich

PhD student position

We are investigating the antigen recognition of autoaggressive T- and B- cells in
autoimmune diseases such as multiple sclerosis or inflammatory myopathies. To
this end, we isolate single cells from human biopsy samples by laser microdissec-
tion, identify paired T cell receptor alpha- and beta chains by multiplex PCR, and
“revive” the autoreactive T cell receptors in a T-hybridoma cell line (S. Seitz et al.
(2006) PNAS 103:12057-62). To investigate the antigens of the T cell receptors,
we screen combinatorial peptide libraries and cDNA expression libraries which
are generated from patients tissue. After their identification, the antigens may
be characterized in vitro and in animal models. This strategy might lead to new
concepts in diagnosis and therapy.

We are looking for a highly motivated person (biochemist, biologist) who is inte-
rested in a project that reaches “from bench to bedside”. The project is integrated
into a broad concept to investigate the pathogenesis of multiple sclerosis and
contains a broad methodological spectrum (pathology, immunology, molecular
biology, protein chemistry).

The position is financed by a grant (TV6D) from the Deutsche Forschungsgemein-
schaft, Sonderforschungsbereich 571 (Autoimmune diseases). It is limited to two
years with an option for extension.

Inquiries: Dr. Klaus Dornmair, MPI f. Neurobiology, Dept. Neuroimmunology,
Am Klopferspitz 18, D-82152 Martinsried / Munich, Germany.
Tel.: ++49-89-8578-3566, e-mail: dornmair@neuro.mpg.de.
http://www.neuro.mpg.de/english/rd/ni/research/Autoaggressive_T-cell_re-
ceptor_molecules_/index.html

An der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main, Fachbereich
Biowissenschaften, Institut fiir Molekulare Biowissenschaften (Arbeitsgruppe Prof.
Dr. Eckhard Boles), ist zum 01.01.2007 (oder spéter) die Stelle einer/eines

Wissenschaftlichen

Mitarbeiters/Mitarbeiterin
(Doktoranden-Stelle, BAT lla/2)

fiir das Forschungsgebiet Membrantransport, befristet fiir zunachst 3 Jahre, zu
besetzen. Fiir die Befristung des Vertrages sind die Regelungen des Hochschul-
rahmengesetzes maBgeblich.

Einstellungsvoraussetzungen: Abgeschlossenes Diplom in Biochemie oder
Biologie/Molekulare Biologie oder gleichwertiger AbschluB. Erfahrungen mit
proteinchemischen und/oder zellbiologischen Methoden werden vorausgesetzt,
molekularbiologische Methoden sind von Vorteil. Es wird eine hohe Motivation
der Bewerberin/des Bewerbers erwartet.

Aufgabengebiet: Die Tatigkeit umfasst die Mitarbeit im SFB628 ,Functional
Membrane Proteomics*, Teilprojekt Boles ,,Role of Packaging Chaperones in Mem-
brane Protein Folding and Cargo Selection of ER-derived COPII-coated Secretory
Transport Vesicles*. Es soll die Faltung und Reifung von Membranproteinen im
ER der Hefe unter Beteiligung von Hilfsproteinen untersucht werden. Die Stelle
wird vorbehaltlich der endgiiltigen Bewilligung durch die DFG ausgeschrieben.
Die Durchfiihrung einer Promotionsarbeit wéhrend der Laufzeit der Stelle wird
erwartet. Neben der Forschungsarbeit werden die Beteiligung in der Lehre und
die Mitwirkung bei Aufgaben der Verwaltung und Organisation erwartet.

Weitere Informationen iiber die Arbeitsgruppe sind (iber die folgende Homepage-
Adresse moglich: http://cgi.server.uni-frankfurt.de/fb15/boles.

Bewerbungen mit den iiblichen Unterlagen senden Sie bitte bis
zum 24.11.06 an:
Prof. Dr. Eckhard Boles, Institut fiir Molekulare Biowissenschaften,
Max-von-Laue-Str. 9, 60438 Frankfurt am Main,
oder per Email: e.boles@bio.uni-frankfurt.de.
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Paul-Ehrlich-Institut paul-Enrlich-Strage 51 - 59,

63225 Langen, Telefon (06103) 77-11 00

Das Paul-Ehrlich-Institut ist eine wissenschaftliche Einrichtung des Bundes, die
fiir die Zulassung und Chargenpriifung immunbiologischer Arzneimittel zustén-
dig ist und auf den damit verbundenen Gebieten der Lebenswissenschaften (z.B.
Virologie, Bakteriologie, Allergologie, Inmunologie, Hamatologie, Medizinische
Biotechnologie) Forschung betreibt.

In der Abteilung Virologie sind zum nichstmdglichen Zeitpunkt im Rahmen von
Forschungsvorhaben mehrere Positionen als

Wissenschaftliche Angestellte
(Postdoc)

Stellenbewertung: E 13/ 14 TVG6D
sowie

Doktoranden / Doktorandinnen

Stellenbewertung: E 13/2 TV6D zu besetzen.

Aufgabenprofil:

In einem stimulierenden interdisziplindren Arbeitsklima und exzellent ausge-

statteten Laboratorien

— Mitwirkung in Forschungsprojekten zur molekular-virologischen Untersu-
chung von Influenza-A-Viren (auch hoch pathogener avidrer Influenzaviren)
und zur Entwicklung von neuenlInfluenzavirus-spezifischen Impfstoffen

— Mitwirkung in internationalen Forschungsprojekten zur Entwicklung und
Charakterisierung von neuartigen Vacciniavirus- (Vektor-) Impfstoffen gegen
Infektions- und Tumorerkrankungen.

Anforderungsprofil — Wissenschaftliche Angestellte/r:

— Abgeschlossenes Studium der Biologie/Humanbiologie oder Biochemie bzw.
Veterinér- oder Humanmedizin

- Promotion

— Eingehende praktische Erfahrung im Umgang mit Influenzaviren bzw. mit
Orthopockenviren oder anderen DNA-Viren

— Fundierte praktische Erfahrung in allen géngigen gentechnologischen bzw.
biochemischen Methoden der modernen molekularbiologischen Charak-
terisierung und der zielgerichteten Herstellung genetischer Konstrukte
(Klonierungsverfahren)

— Im Rahmen der Influenzaforschung Bereitschaft zur Einarbeitung in die
Regularien zur Zulassung von saisonalen und pandemischen Impfstoffen

— Kommunikations- und Teamféhigkeit

Anforderungsprofil — Doktorand/in:

— Abgeschlossenes Studium der Biologie/Humanbiologie oder Biochemie bzw.
Veterinér- oder Humanmedizin

— Eingehende Kenntnisse in Mikrobiologie, Virologie und/oder Immunologie

— Erfahrungen in molekularbiologischen, immunologischen und/oder virolo-
gischen Techniken

— Kommunikations- und Teamfahigkeit

Die Beschéftigungsverhéltnisse sind vorerst auf zwei bis fiinf Jahre befristet.
Die wdochentliche Arbeitszeit betragt 39 Stunden; Teilzeitbeschéftigung ist
grundsatzlich mdglich.

Die Eingruppierung erfolgt nach den tariflichen Bestimmungen des TV6D. Aus-
wartigen Bewerbern ist das Paul-Ehrlich-Institut bei der Wohnraumbeschaffung
behilflich. Trennungsgeld und Umzugskosten werden nach den gesetzlichen
Vorschriften gewahrt.

Schwerbehinderte werden bei gleicher Eignung bevorzugt beriicksichtigt.

Das Paul-Ehrlich-Institut fordert die Gleichstellung von Frauen und Ménnern
und ist daher an Bewerbungen von Frauen interessiert.

Bitte richten Sie Ihre vollstandigen Bewerbungsunterlagen bis zum 24. November
2006 an das Personalreferat des Paul-Ehrlich-Instituts.

Ausschreibung einer unbefristeten Stelle eines/r Universitats-
professors/in fiir Bio-Organische Chemie gemaB § 94 Abs.
2 Z 1 UG 2002 an der Technisch-Naturwissenschaftlichen
Fakultat der Johannes Kepler Universitat Linz, Bewerbungs-
frist 11.12.2006

An der Technisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Johannes Kepler
Universitét Linz ist eine

Professur fiir Bio-Organische Chemie

in Form eines unbefristeten Angestelltenverhaltnisses voraussichtlich ab
1. Oktober 2007 zu besetzen.

Aufgabe des/der Stelleninhabers/in wird es sein, das Fachgebiet in Lehre und
Forschung zu vertreten und weiter zu entwickeln. Die detaillierten Anforderungen
sind in einem Stellenprofil dokumentiert, das im Internet unter der Adresse
http://www.jku.at/professuren abrufbar ist.

Bewerbungsvoraussetzung ist eine Habilitation oder habilitationsaquivalente
Qualifikation im ausgeschriebenen Fach.

Die Johannes Kepler Universitat strebt eine Erhdhung des Anteils an Frauen
im wissenschaftlichen Personal an und fordert deshalb qualifizierte Frauen
nachdriicklich auf, sich zu bewerben. Bei gleicher Qualifikation wird bevorzugt
eine Frau berufen.

Interessent/inn/en werden gebeten, ihre Bewerbung unter Beachtung der im
Stellenprofil angegebenen Kriterien samt den dort verlangten Anlagen sowie das
Formblatt in elektronischer Form bis zum 11. Dezember 2006, 24:00 Uhr an den
Rektor der Johannes Kepler Universitat Linz (bewerbung@jku.at ) zu senden.
Falls die Ubersendung von Anlagen in elektronischer Form nicht mdglich ist,
sind diese in flinffacher Ausfertigung derart zu (ibersenden, dass sie langstens
innerhalb einer Nachfrist von einer Woche nach Ende der Bewerbungsfrist beim
Rektor einlangen.

Johannes Kepler Universitat (JKU) Linz, Altenberger Str. 69, A-4040 Linz,
Telefon +43-732/2468, Fax +43-732/2468-8822

An der Fakultat fiir Verfahrens- und Systemtechnik, Institut fiir Verfahrenstechnik
istam Lehrstuhl Bioprozesstechnik von Herrn Prof. Dr.-Ing. Reichl zum 01.02.2007
die Stelle einer/eines

Laborantin/Laborant

zu besetzen. Die Vergiitung erfolgt nach TV6L EGr. 6

Aufgaben:

— Vorbereitung und Durchfiihrung der Aufarbeitung von biologischen Produkten

— Durchfiihrung analytischer Methoden

— Auswertung und datentechnische Aufbereitung der Messungen zur
Charakterisierung von Produktaufarbeitungen

Anforderungen:

— Erfolgreich abgeschlossene Berufsaushildung als Laborant/in

— Berufserfahrung

— Kenntnisse in Analytik und Produktaufarbeitung

— Sehr gute Englischkenntnisse

— Teamfahigkeit sowie selbststandige und zuverlassige Arbeitsweise

Frauen werden ausdriicklich zur Bewerbung aufgefordert. Schwerbehinderte
werden bei gleicher Eignung bevorzugt berticksichtigt.

Es wird gebeten, das Einverstandnis zu erklaren, daB die Gleichstellungsheauf-
tragte/Vertretung Einsicht in die Bewerbungsunterlagen/Personalakte nehmen
bzw. an den Bewerbungsgesprachen teilnehmen kann.

Bewerbungen mit den (iblichen Unterlagen sind bis zum 01.Dezember. 2006
(Bewerbungsschluss) elektronisch zu richten an:

email: mwolff@mpi-magdeburg.mpg.de
Max-Planck-Institut fiir Dynamik komplexer technischer Systeme
Dr. Michael Wolff, Sandtorstrasse 1, 39106 Magdeburg
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Erst informieren! Auch Samstag/Sonntag von 17.00-19.00 Uhr

Expertise in Proteinanalyse oder Pathologie?

Technical Sales Specialist (m/w)

Kunden- und fachliche Teamverantwortung
Global Player der Biotechnologie

Haben Sie ein naturwissenschaftliches Studium,
idealerweise der Biologie / Molekularbiologie / Bio-
chemie, Medizin oder einem verwandten Bereich mit
Erfolg abgeschlossen? Verfligen Sie liber ausgewiesene
Expertise auf dem Gebiet der Proteinanalyse oder der
klinischen Pathologie / Immunologie? Sind Sie bereits
einige Jahre im Vertrieb komplexer Produkte und
Dienstleistungen in einem dieser Fachgebiete erfolgreich?
Und suchen Sie nun eine neue Herausforderung, in der
Sie lhr Expertenwissen und lhre vertriebsorientierte
Persénlichkeit voll einbringen kénnen? Dann lesen Sie
bitte: Wir sind ein bérsennotiertes, weltweit erfolgreiches
Biotechnologieunternehmen und betreuen mit mehreren
tausend engagierten Mitarbeitern héchst anspruchsvolle

Kunden. Wir sind bereits weltweit in flihrenden Laboren,
Forschungseinrichtungen und Life-Science-Konzernen
etabliert und werden zuklinftig noch erfolgreicher sein.
Im Rahmen unserer weiteren Expansion suchen wir
Personlichkeiten mit Ihrer Qualifikation als Technical Sales
Specialist fur die Bereiche Proteinanalyse oder Pathologie/
Immunologie. In dieser vielseitigen Aufgabe kombinieren
Sie Ihre eigene Kundenverantwortung erfolgreich mit
einer Technologieverantwortung und untersttitzen auch
internationale Vertriebsteams. Mehr zum Unternehmen,
dieser Herausforderung und den langfristigen Perspektiven
die wir Ihnen in unserer internationalen Organisation bieten
kénnen, sagt lhnen gerne unser Berater: Rufen Sie Herrn
Tietze an, Kennziffer LW 6586.

Baumann Unternehmensheratung

Frankfurt ¢ London ¢ Paris ¢ New York ¢ Buenos Aires
Hanauer Landstr. 220 ¢ D-60314 Frankfurt am Main ¢ www.baumann-ag.com
Telefon +49 (69) 90 43 30 ¢ Telefax +49 (69) 90 43 31 70

An der Leibniz Universitat Hannover, Abteilung Molekulare Ertragsphysiologie, Institut fiir
Zierpflanzenbau & Gehdlzwissenschaften sind ab dem 1.11./1.12.2006 zwei Stellen

Universitat Hannover I .I' I
einer(s) wissenschaftlichen Mitarbeiterin(s)

zu besetzen (1/2 BAT lla).

In einem BMBF-Projekt zur Erforschung der Wirkung der Schwerkraft auf Pflanzenzellen wird die Funktion eines Phospholipase-A-Gens in Arabidopsis untersucht.
Mitwirkung an Weltraum-Experimenten (TEXUS-Raketenversuch in Kiruna, Versuch in der ISS und Shuttle) ist notwendig.

In dem zweiten Projekt wird die Funktion von NO im Wirkungsmechanismus von Cytokinin und Polyaminen in Arabidopsis untersucht. Das Schwergewicht liegt auf
der Suche nach dem Enzym, das in der Pflanze NO aus einem organischen Substrat herstellt (pflanzliche ,NOS*).

Erfahrung in alle einschldgigen molekularen Techniken (PCR-Analysen, RT-PCR-Analyse, Microarrays, Protein-Expression und -Reinigung in Expressionssystemen)
mit Arabidopsis oder hoheren Pflanzen ist erwiinscht, aber nicht Voraussetzung.

Forschungsgebiet der Abteilung ist die Signaltransduktion der Hormone Auxin (einschlieBlich Gravitropismus) und Cytokinin mit dem Schwerpunkt der Genfamilien
fiir Phospholipasen A und Phospholipasen C und den Genfamilien des Stickoxid-Metabolismus (NO) in Arabidopsis.

Frauen sind ausdriicklich aufgefordert sich zu bewerben. Schwerbehinderte werden bei gleicher Qualifikation bevorzugt beriicksichtigt.

Bewerbungen mit Lebenslauf, Abiturzeugnis und weiteren Zeugnissen und Literaturliste an: Prof. Dr. G. Scherer, Leibniz Universitit Hannover,
Herrenhauser Str. 2, D-30419 Hannover, Email: scherer@zier.uni-hannover.de, Web: http://www.gartenbau.ertragsphysiol.uni-hannover.de/
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Dipl. Biologen/innen, Dipl. Chemiker/innen,
Dipl. Physiker/innen

Wir sind eine junge, dynamische Forschergruppe in der Klinik fiir Kardiologie,
Pneumologie und Angiologie am Universitatsklinikum Aachen. Im Rahmen von
DFG-geforderten Projekten und weiteren Drittmittelforderungen suchen wir
Promotionsstudenten/innen.

Grundvoraussetzung sind Leistungsbereitschaft, Teamgeist und SpaB am
wissenschaftlichen Arbeiten.

Die Vergiitung erfolgt nach BAT lla/2 oder als Forschungsstipendium fiir beson-
ders qualifizierte Kandidaten im Rahmen des Graduiertenkollegs 1089.

Unsere Forschungsprojekte umfassen biochemische, proteinbiochemische sowie
molekularbiologische Untersuchungen des L-Arginin-NO-Stoffwechsels unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen.

Bildung, Transport und Speicherung von Stickstoffmonoxid im Blut und im Ge-
webe und dessen Einfluss auf Blutfluss und Herzfunktion stellen die ZielgrBen
der Projekte dar.

Das Methodenspektrum, welches Sie in allen Teilgebieten und in den verschie-
den Projekten erlernen/erarbeiten konnen ist vielfaltig. Standardverfahren der
Molekularbiologie und Proteinbiochemie werden abgedeckt, jedoch arbeiten
wir ebenfalls mit hochspezialisierte Verfahren der Proteinbiochemie und
Biochemie.

In Bioassays wird iiblicherweise die physiologische Relevanz des Stoffwech-
selweges untersucht und mit in unserem Labor entwickelten hochsensitiven
biochemisch-analytischen Verfahren kombiniert.

Des Weiteren suchen wir eine motivierte, flexible, leistungsfahige und team-

féhige Verstéarkung
MTAL

(Drittmittelprojekt, befristet)

Grundlagenforschung

(hochsensitive biochemische Analyseverfahren zur Detektion von Stickstoff-
monoxid und seiner Metabolite, Immunhistochemie, Proteinbiochemie und
Molekularbiologie wie spez. Zellkulturverfahren, in vitro-Assays und in vivo-
Untersuchungen zur Erfassung der Herz-Kreislauffunktion am Tiermodell)

Klinischen Studien
(Quantifizierung der GefaBfunktion mittels hochauflésender Sonographie und
weiteren angiologischen Messmethoden)

Anforderungen

PC-Kenntnisse (Office)

Methoden: Grundlagen in klinischer Chemie, sterilem Arbeiten und Immunhi-
stochemie.

Kenntnisse in den von uns spezifisch angewendeten Methoden nicht erfor-
derlich.

Ansprechpartner: Dr. med. T. Rassaf
Universitatsklinikum Aachen Medizinische Klinik / Klinik fiir Kardiologie,
Pneumologie und Angiologie
Pauwelsstr. 30, 52074 Aachen
e-mail: molekularekardiologie@ukaachen.de

Im Forschungslabor der Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie der Universitét
Wiirzburg sind zwei naturwissenschatftliche

Promotionsstellen

zu vergeben. Die Stellen sind zundchst fiir die Dauer von 2 Jahren befristet,
die Vergiitung erfolgt nach Vergiitungsgruppe BATIla/2. Die Einstellung erfolgt
zum 01.01.2007.

Die Arbeiten sollen zur Aufklarung der Mechanismen der Strahlenempfindlichkeit
und — Resistenz bei Tumor — und Normalzellen beitragen.

Angewandt wird ein breites Methodenspektrum, das von klassischen
biochemischen Techniken (Zellkultur, Protein-Gelelektrophorese, Western
Blot) bis zu modernen zellbiologischen (Digitale Fluoreszenzmikrosko-
pie, Durchflusszytometrie) und molekularbiologischen Methoden reicht.

Unsere ausgewdhlten Publikationen zur Information:

— Djuzenova C., Miihl B., Schakowski R., Oppitz U., Flentje M. (2004). Normal
expression of DNA repair proteins, hMre11, Rad50 and Rad51 but protrac-
ted formation of Rad50 containing foci in X-irradiated skin fibroblasts from
radiosensitive cancer patients. Brit. J. Cancer 90:2356-2363.

— Mahrhofer H., Biirger S., Oppitz U., Flentje M., Djuzenova C.S. (2006). Radia-
tion-induced DNA damage and damage repair in human tumor and fibroblast
cell lines assessed by histone H2AX phosphorylation. Int. J. Rad. Oncol. Biol.
Phys. 62:573-580.

— Djuzenova C.S., Miihl B., Fehn M., Oppitz U., Miiller B., Flentje M. (2006).
Radiosensitivity in breast cancer assessed by the Comet and micronucleus
assays. Brit. J. Cancer 94:1194-1203.

Der/die Bewerber/in sollte ein Biologie-/Biochemiestudium abgeschlossen haben
und tiber gute Laborkenntnisse und -techniken verfiigen. Kenntnisse im Umgang
mit Zellkulturen sind erforderlich, Erfahrungen mit immunhistochemischen und
Flowzytometrie-Techniken sind wiinschenswert aber keine Voraussetzung. Wir
suchen Bewerber mit einem hohen MaB an Einsatzbereitschaft, SpaB an der wis-
senschaftlichen Arbeit, Motivation und Teamgeist. Schwerbehinderte Bewerber
werden bei ansonsten im Wesentlichen gleicher Eignung bevorzugt eingestellt.

Bewerbungskosten werden nicht {ibernommen.

Weitere Informationen und Auskunft erteilt Innen per E-Mail Frau Dr. Djuzenova
(djuzenova_t@Kklinik.uni-wuerzburg.de).

Ihre vollstandigen Bewerbungsunterlagen schicken Sie bitte an: Direktor der
Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie der Universitéat Wiirzburg Prof. Dr. M.
Flentje, Josef-Schneider-StraBe 11, 97080 Wiirzburg

The International PhD Program of DKFZ announces
12 PhD positions

The positions are available in the seven research programs of DKFZ:

1. Cell Biology and Tumor Biology

2. Structural and Functional Genomics

3. Cancer Risk Factors and Prevention

4. Tumor Immunology

5. Innovative Cancer Diagnostics and Therapy
6. Infection and Cancer

7. Translational Oncology

Further information and application forms are available at http://www.dkfz.
de/phd/.

Candidates should hold a Diploma/Master degree.

We are looking for excellent and ambitious candidates with the ability to work in a team,
good communication skills in English as well as flexibility and high motivation.

The salary is for three years accoding to the general guidelines in academia (BAT).
Candidates should send their application by January 15th 2007 latest to:

German Cancer Research Center (DKFZ) / PhD Program Office (M070)
Im Neuenheimer Feld 280, 69120 Heidelberg, Email: phd-prog@dkfz.de
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Erfolgreich in Berlin

Account Manager/in

Global Player der Biotechnologie

Haben Sie ein naturwissenschaftliches Studium,
idealerweise der Biologie / Molekularbiologie / Bio-
chemie oder einem verwandten Bereich mit Erfolg
abgeschlossen? Verfligen Sie bereits tiber mehrere Jahre
Vertriebserfahrung in der Biotechnologie oder reizt Sie der
Einstieg in die Ubernahme von vertrieblicher Verantwortung
in einem erstklassigen und leistungsorientierten Umfeld?
Interessiert Sie ein breites Spektrum biotechnologischer
Produkte und Dienstleistungen? Kdénnen Sie mit
Entscheidungstragern in Wissenschaft und Industrie
zielgerichtet und erfolgreich agieren? Suchen Sie nun
nach einer Herausforderung in der Sie erfolgreich lhre
Vertriebslaufbahn in einem TOP-Unternehmen starten
oder fortflihren kénnen? Dann lesen Sie bitte: Wir sind ein
bdérsennotiertes, weltweit erfolgreiches Biotechnologie-

unternehmen und betreuen mit mehreren tausend
engagierten Mitarbeitern héchst anspruchsvolle
Kunden. Wir sind bereits weltweit in fiihrenden Laboren,
Forschungseinrichtungen und Life-Science-Konzernen
etabliert und werden zukuinftig noch erfolgreicher sein. Im
Rahmen unserer weiteren Expansion suchen wir deshalb
eine Persdnlichkeit mit Ihrer Qualifikation als Account
Manager flir die Region Berlin. In dieser Aufgabe ist die
Gewinnung neuer Kunden ebenso bedeutend wie der
Ausbau bestehender Kundenbeziehungen. Dabei werden
Sie von einem interdisziplindren und spezialisierten Team
tatkréftig unterstiitzt. Mehr zum Unternehmen, dieser
Herausforderung und den langfristigen Perspektiven, die
wir lhnen bieten, sagt Ihnen gerne unser Berater: Rufen
Sie Herrn Tietze an, Kennziffer LW 6585.

Baumann Unternehmensheratung

Frankfurt ¢ London ¢ Paris ¢ New York ¢ Buenos Aires
Hanauer Landstr. 220 ¢ D-60314 Frankfurt am Main ¢ www.baumann-ag.com
Telefon +49 (69) 90 43 30 ¢ Telefax +49 (69) 90 43 31 70

pas Universitatsklinikum Erlangen bietet mit mehreren Sonderforschungsbereichen, Graduiertenkollegs und einem Interdisziplinaren Klinischen
Forschungszentrum (IZKF) ein exzellentes wissenschaftliches Umfeld.

Die Abteilung Molekulare und Experimentelle Chirurgie sucht zum néchstméglichen Zeitpunkt

Naturwissenschaftliche Doktoranden/innen

mit Diplom in Biologie, Biochemie, Chemie oder Molekularer Medizin zur Mitarbeit an einem durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft geforderten Projekt. Im
Rahmen des Projekts soll liber die Isolierung von Bindungsproteinen der Wirkmechanismus eines an der Regulation von Angiogenese beteiligten Molekiils aufgeklart
werden.

Unsere aus Naturwissenschaftlern und technischem Personal bestehende Forschungsgruppe ist in neuen und sehr gut ausgestatteten Laborrdumen mit modernster
apparativer Ausstattung untergebracht und arbeitet interdisziplinar mit den wissenschaftlich tatigen Arzten der Chirurgischen Klinik und Forschungsgruppen der
Industrie zusammen. Mehr Information zum Forschungsprofil der Abteilung finden Sie in aktuellen Verdffentlichungen der Arbeitsgruppe:

Naschberger et al., Am. J. Pathology 169, 1088-99 (2006), Grimm et al., Blood, 105, 3263-9 (2005), Naschberger et al., Biochem. J. 379, 409-20 (2004), Guenzi et al.,
EMBO J., 22, 3772-82 (2003)

Die Stellen sind auf 3 Jahre befristet und werden nach TVL 13/2 (vormals BAT lla/2) vergiitet. Fragen beantwortet lhnen gerne
Prof. Dr. rer. nat. Michael Stiirzl, Tel.: 09131 85-331 09, e-mail: Michael.Stuerzl@chir.imed.uni-erlangen.de

Schriftliche Bewerbungen mit Lebenslauf, Zeugnissen und einer Kurzbeschreibung lhrer bisherigen Forschungstétigkeit senden Sie bitte an: Prof. Dr. rer. nat.
Michael Stiirzl. Chirurgische Klinik mit Poliklinik, Abt. fiir Molekulare und Experimentelle Chirurgie, Schwabachanlage 10, 91054 Erlangen
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Nachweis der Spezifitat von RNAi-vermittelten Phanotypen

Mit dem ,Quick and Easy RNAi Rescue
Kit” von Gene Bridges kann die Spezifitat
von RNAi-Knock-downs iiberpriift werden.
Parallel zum eigentlichen RNAi-Ansatz wird

ein homologes, RNAi-resistentes Targetgen-
Konstrukt transfiziert, das den Knockdown-
Phénotyp der urspriinglichen RNAi aufhebt,
wenn dieser spezifisch ist. Hierbei werden
sogenannte BACs (Bacterial Artificial Chro-
mosomes) verwendet, auf denen sich das
resistente Zielgen unter Kontrolle eigener
Promotoren und regulatorischer Sequenzen
befindet. Das Zielgen wird so ausschlief3lich
endogen exprimiert, und artifizielle Effekte
durch Uberexpression kénnen ausgeschlossen
werden. Die Identifizierung BAC-transfizierter
Zellen erfolgt durch die Expression des SNAP-
Tags, das mit dem Benzylpyrimidin-Derivat
TMRStar markiert ist. Dieses wird mit Hilfe
der Red/ET-Rekombinationstechnologie in
den BAC-Backbone kloniert.

Erfolgreich mit BAC transfizierte Zellen
werden so verlafilich und einfach detektiert.
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Neue LANCE® Ultra TR-FRET Assay-Plattform

Mit PerkinElmers LANCE® TR-FRET (zeit-
aufgeloster Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer)-Technologie lassen sich Assays fiir
Kinasen, Kern-Rezeptoren oder auch Protein-
Protein-Interaktionen etablieren. Neben dem

bisher im klassischen LANCE-Format als
Akzeptor verwendeten APC bietet PerkinEl-
mer jetzt in der LANCE® Ultra-Plattform das
neue ULight™ Akzeptor-Molekiil an. LANCE®
Ultra nutzt dabei die Eigenschaften eines Euro-

pium-Chelats als Donor und anschliefendem
FRET auf das niedermolekulare ULight™ mit
Emission im roten Wellenldngen-Bereich. Der
Europium-Donor erlaubt eine zeitverzogerte
Signal-Detektion und der ULight™-Akzeptor
liefert hohe Quantenausbeuten im langwelli-
gen Bereich. Beides resultiert in einem hoch-
empfindlichen TR-FRET-Assay. Mefibar ist die
neue LANCE® Ultra-Plattform auf den meisten
Standard TR-FRET-Detektions-Instrumenten.
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Beschichtung mit optochemischen 0,- und pH-Sensoren

Auf Disposables oder autoklavierbaren Ge-
fassen konnen opto-chemische Sensoren fiir
die online-Sauerstoff- und -pH-Bestimmung

LABORWELT

angebracht werden; Sauerstoffsensoren sind
autoklavierbar und pH-Sensoren sterilisier-
bar. Diesen Service bietet PreSens speziell
OEM-Herstellern und Produktentwicklern
an. Jede Glas- und transparente Kunststofffla-
che kann mit den Sensoren versehen werden.
Somit ist beriihrungsloses Messen in Schiittel-
kolben, Petrischalen, Objektragern, Kiivetten
etc. von auflen durch die Wand moglich, ohne
den Behilter zu zerstoren. Die Sauerstoff-
Konzentrationen und pH-Werte kénnen
unter sterilen Bedingungen kontinuierlich
gemessen werden.

Neben dem Service der Beschichtung
besteht die Moglichkeit fiir OEM-Herstel-
ler und Entwickler, die Technologien der
PreSens GmbH auch in eigene Produkte zu
integrieren.
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Neues NanoPhotometer™

Das neue NanoPhotometer von Implen er-
moglicht spektrophotometrische Analysen
von Proben im Submikroliter-Bereich (0,7 bis
5 pl) mit Hilfe der LabelGuard™-Mikroliter-
Mef3zelle. Die automatische Verdiinnung der
Proben um den Faktor 10 oder 50 gewahrlei-
stet eine exzellente Reproduzierbarkeit.

Dariiber hinaus sind auch Messungen mit
Standard- und Ultramikrokiivetten moglich.
Der Konzentrationsbereich fiir dsSDNA liegt bei
15bis 4.250 ng /pl. Der Wellenldngenbereich fiir
einen kompletten Scan reicht von 200 nm bis
950 nm, der fiir Einzel- oder Mehrfachwellen-
langenmessungen von 190 nm bis 1100 nm.
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Neuerungen bei Evaporatoren

Die neuen Probenrotoren jetRotor von Ge-
nevac bestehen aus massivem Aluminium
und bieten eine verbesserte Warmetibertra-
gung. Zusammen mit Genevacs Kiihlfalle
Speed Trap ermoglichen die Rotoren hohere
Durchsitze, eine sichere Aufbereitung von
DNA-Proben, die Reinigung von Plasmiden,
die Entfernung von fluoreszenzmarkierten
Endgruppen, die Zellfraktionierung sowie
Oligonukleotid- und Proteinfallung.

Die Konstruktion der neuen Kiihlfalle Speed
Trap verbessert die Leistungen von miVac-
Geréten erheblich, indem sie Dampfe zu Fliis-
sigkeiten kondensiert, die Aufrechterhaltung
eines starken Vakuums unterstiitzt und den
Einengungsprozefs stark beschleunigt.
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17.11.06: Datenintegration in der Bioinformatik,
Hamburg

Info: Veronika Schulte, TuTech Innovation GmbH

(Tel.: +49-40-76629-6346, Fax: +49-40-76629-6349,
eMail: lifesciences@tutech.de, Web: www.tutech.de/qz)

20.-21.11.06: In-Situ-Sanierung,
Frankfurt am Main

Info: DECHEMA e.V. (Tel.: +49-69-7564-129,
Web: www.dechema.de)

20.11.06: InnoPlanta Forum 2006 — Welchen
Nutzen hat die Griine Biotechnologie?
Magdeburg

Info: (Web: www.innoplanta.com)

22.11.06: Medizintechnik-Forum Rhein-Neckar
— Online Image Guided Therapy. Heidelberg
Info: Petra Nellen, Universitit Heidelberg

(Tel./Fax: +49-62121-54-78-18/-19,

eMail: nellen@uni-hd.de,

Web: www.akademie-fuer-weiterbildung.de)

23.-24.11.06: Sicherheit bei Arbeiten in
gentechnischen Anlagen, Offenbach am Main
Info: Monika Ottl, Umweltinstitut Offenbach

(Fax: +49-69-823-493, eMail: mail@umweltinstitut.de,
Web: www.umweltinstitut.de)

23.11.06: Konstruktionswerkstoffe aus
nachwachsenden Rohstoffen, Géttingen
Info: Kompetenznetz RIKO (Tel.: +49-551-49-607-40,
eMail: info@riko.net, Weh: www.riko.net)

23.-24.11.06: Bioenergie — Energie aus Biomasse
- Biogas, Fliissigkraftstoffe, Festbrennstoffe,
Bad Staffelstein

Info: Heike Trum/Eckardt Giinther , OTTI Bereich Erneuerhare
Energien (Tel.: +49 941 29688-23,, eMail: heike.trum@otti.de,
Web: http://www.otti.de/guenther/buh2576.html)

23.-24.11.06: Technologie-Seminar Membran-
trennverfahren in der Lebensmitteltechnik und
in biopharmazeutischen Prozessen,
Freising-Weihenstephan

Info: Sahine Becker, TU Miinchen, Zentralinstitut fiir
Erndhrungs- und Lebensmittelforschung (ZIEL)

(Tel./Fax: +49-8161-714205/-384,

eMail: sabine.becker@wzw.tum.de,

Web: www.technologieseminar2005.de)

23.11.06: Technologieseminar: Laseranwendun-
gen im Life Science-Bereich, Géttingen

Info: Petra Wallenta, Coherent GmbH, Gdttingen

(Tel.: +49-89 89407-170,

eMail: Petra.Wallenta@coherent.com,

Web: www.coherent.com)

24.-25.11.06: Workshop Genlabor & Schule IlI,
Berlin-Buch

Info: GBM (Tel.: +49-69-660-567-0,

eMail: info@genlabor-schule.de, Web: hitp://www.gbm-
online.de/Arbeitskreise/AkOe/workshop_genlabor06.htm)

25.-26.11.06: 5. NGFN-Meeting, Heidelberg

Info: Projektmanagement NGFN

(Tel../Fax +49-228-3821-331/-332, eMail: pm-ngfn@dlr.de,
Web: www.pt-it.de/ngfn/dkfz/contact.php)

27.-28.11.06: Future Developments of NBEs
and Regulatory Requirements — Impact on
Biopharmaceutical Manufacturing, Wien (A)
Info: Barhara Ulreich, 0GBT

Tel./Fax: +43-1-80105-2811/-9311,

eMail: barbara.ulreich@vie.boehringer-ingelheim.com,
Web: www.oeght.org)

27.-28.11.06: Technologieforum Diagnostik,
Frankfurt am Main

Info: Dr. Andreas Scriba, VBU / DECHEMA e.V.

(Tel./Fax: +49-69-7564-124/-169,

eMail: scriba@dechema.de,

Web: www.v-b-u.org/tf/diag.htm)

28.11.06: Innovative Pflanzenziichtung -
Mendel-Gespréach, Berlin

Info: Prof. Dr. George Turner, Gregor-Mendel-Stiftung

(Tel.: +49-228-985-81-28, eMail: info@gregor-mendel-
Stiftung.de, Web: http://www.dhgp.de/media/xpress/genomx-
press02_03/nc_mendel.html)

29.-30.11.06: EuroPLX 30 - Collaborative agree-
ments in prescription drugs from clinical candi-
dates to value added generics, Budapest (H)
Info: Dr. Norbert Rau, RauCon

(Tel./Fax: +49-6222-9807-0/-77,

eMail: nr@raucon.com, Web: www.europlx.com)

29.11.06: Smart Biomedical Systems, Regensburg
Info: Dr. Ute Steinbauer, Bayern Innovativ

Tel.: +49-911-20671-160, eMail: sh@bayern-innovativ.de,
Web: www.bayern-innovativ.de/smarthiosys2006)

30.11.-2.12.06: Biology of Disease
(EMBL-Symposium), Heidelberg

Info: EMBL Heidelberg (eMail: fagsymp2006@embl.de,
Web: www.symposium.predocs.org)

01.12.06: Berlin Lecture on Molecular Medicine
2006 — Nuclear Cloning, Embryonic Stem Cells
and Cell Therapy: Promise, Problems, Reality,
Berlin

Info: Meino Alexandra Gibson, MDC, Berlin

(Tel../[Fax +49-30-9406-3133/-3819,

eMail: gibson@mdc-herlin.de, Web: www.mdc-berlin.de)

03.-06.12.06: 1. Ringberg-Kolloquium
Self-Organization and Morphogenesis in
Biological Systems, Tegernsee

Info: (Web: www.nature.com/nch/meetings/ringberg)

04.-05.12.06: 6. Internationale Fresenius-Fach-
tagung: .Aquatic and Terrestrial Ecotoxicology
and Risk Management”, Kéln

Info: Monika Stratmann, Akademie Fresenius

(Tel./Fax: +49-231-75896-48/-53,

eMail: mstratmann@akademie-fresenius.de,

Web: www.akademie-fresenius.de/1823)

05.12.06: Biokorrosion und Verhinderung mikro-
bieller Korrosion in Wasserkreislaufen, Essen
Info: Sule Ramzi, Haus der Technik e.V., Essen

(Tel../Fax +49-201-1803-345/-346,

eMail: information@nhdt-essen.de, Web: www.hdt-essen.de)

05.12.06: TUV fiir Patente — IP Due Diligence-
Prifungen im Bereich der Biotechnologie,
Luckenwalde

Info: hbb. e.V. (Tel./[Fax: +49-3302-202-1254/-1258,
eMail: bbb @biotech-hennigsdorf.de,

Web: www.ip-campenhausen.de)

05.-06.12.06: Global Imaging Summit 2006: The
Application of Cellular and Molecular Imaging in
Drug Discovery, Ziirich (CH)

Info: informa Life Sciences (Tel.: +44-20-7017-7481,

eMail: registrations@informa-ls.com,

Web: www.informa-Is.com/imaging)

06.12.06: Vakzine - Innovative Strategien fiir Pra-
vention und Therapie, Miinchen

Info: Forum MedTech Pharmae.V.

(Tel./Fax: +49-911-20671-330/-788,

eMail: info@forum-medtech-pharma.de,

Web: www.forum-medtech-pharma.de)

31.01.-03.02.07: Pharmacology and Molecular
Mechanisms Group - 28th Winter Meeting, Berlin
Info: Michaela M. Langer, Max-Delbriick-Centrum, Berlin
(Tel./Fax: +49-30-9406-3720/-2206,

eMail: langer@mdc-berlin.de,

Web: http://www.mdc-berlin.de/pamm2007/)

27.02.-01.03.07: MEDTEC 2007, Stuttgart
Info: (Weh: www.medtecshow.com)
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ShortCut RNAi Kit

NOVEL TECHNOLOGY TO TARGET THE RIGHT GENE FASTER.

The ShortCut ™ RNAI Kit is a new system

for the in vitro generation of siRNA mixtures

for RNAi experiments in mammalian cells.

= Heterogeneous population of  The kit includes reagents for both high-yield
siRNA ensures effective in vitro transcription of large dsRNA and
silencing of target gene subsequent processing into a heterogeneous

population of siRNA by digestion with ShortCut

= Eliminates trial and error RNase IIl (also available separately) in a novel

approach of synthetic sSiRNA o5c1ion buffer containing manganese.

= From DNA template to
transfection in just 1 day

ORDERING INFORMATION: available separately:

ShortCut RNA Kit ShortCut RNase Il

E2450S........ 100 transfections  M0245S .. ... ... 130 units (100 pl)
MO245L ... .. 650 units (500 pl)
TransPass R1 and R2 RNA Transfection Reagents
M2551S ... TransPass R1 (polyamine-lipid)
M2552S ... ... TransPass R2 (two component)

A)
1000 bp

500 bp
175 bp
21 bp

21 bp
ShortCut 0 05 1 2 4 8 16 -+ - o+ ShortCut
RNase I1I (pl) RNase Il

siRNA production by ShortCut RNase IllI: (A) Varying amounts of ShortCut RNase Il were incuba-
ted with 2 g of a 500 bp dsRNA for 20 minutes. (B) dsRNA fragments (1 kb and 175 bp) were digested
with ShortCut RNase lll. Digests were analyzed by 20% TBE polyacrylamide gel electrophoresis.

GFP Silencing in COS-7 Cells:

COS-7 cells co-transfected with a plasmid
expressing GFP in the absence (control)
or the presence of 30 ng (4 nM) of GFP
SiRNA prepared using the ShortCut RNAI
Kit. Cells were photographed 48 hours
post-transfection.

control ShortCut siRNA (4 nM)

INTERNET-BESTELLUNGEN, NEUIGKEITEN UND TECHNISCHE INFORMATIONEN. www.neb-online.de

Ihr zuverldssiger Partner fiir die Molekularbiologie:

® New England Biolabs GmbH

Frankfurt/Main Deutschland Tel. 0800/BIOLABS (246-5227) Fax 0800/BIOLABX (246-5229) email: info@de.neb.com

m New England Biolabs Inc.

Ipswich, MA USA 1-800-NEB-LABS Tel. (978) 927-5054 Fax (978) 921-1350 email: info@neb.com internet: www.neb.com

NEW ENGLAND

ioLabs:.

the leader in enzyme technology





