siRNA

- fremtidens leegemidler?

Smé interfererende RNA-molekyler (siRNA) kan effektivt skrue ned for udtrykkelsen af
specifikke gener. siRNA har et stort terapeutisk potentiale til behandling of sygdomme, som kan
kureres ved at heemme et eller flere gener, f.eks. kreeft eller aids. Flere store farmaceutiske og
formuleringsmaessige udfordringer skal dog loses, inden siRNA kan blive til legemidler
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Alle celler i planter, dyr og mennesker har et urgammelt indbygget
forsvar, som opsporer og destruerer fremmed genetisk materiale.
Forsvarssystemet slar til, nar det opdager dobbeltstrenget RNA i
cytoplasmaet - for dét er lig med problemer. Dobbeltstrenget RNA
kan f.eks. vaere virus, som er ved at inficere cellen.

Fanomenet, som er relativt nyopdaget, kaldes RNA-interfe-
rens (RNAI) [1]. I 2001 blev det publiceret, at mekanismen kan
aktiveres kunstigt med sma, syntetiske, dobbeltstrengede RNA-
molekyler (siRNA) [2]. Nar siRNA indfgres i en celle, sker der
en specifik hemning af udtrykkelsen af et gen med en komple-
menter sekvens, f.eks. et kreftgen.

siRNA-medieret heamning af genudtrykkelse har et stort tera-
peutisk potentiale. I forsgg med cellekulturer er utallige gener
med succes blevet he#mmet vha. RNAi, og omtrent hver uge
dukker nye publikationer op; publikationer der rapporterer om
RNAi-medieret hemning i dyremodeller af sygdomme som
kraeft [3], hjertekarsygdomme [4], influenza [5,6], aids [7] og
SARS [8]. Det vidner om en enorm interesse for metoden, der
for gjeblikket er under afprgvning pa mennesker.

Molekyler mekanisme bag RNAi

Vi har efterhanden en god forstaelse af de molekylare meka-
nismer bag naturlig RNA-interferens [9]: Nar der er dobbelt-
strenget RNA i cytoplasmaet, nedbryder et enzym RNAet til
sma siRNA-molekyler. siRNA-molekylerne indbygges derpa i
et proteinkompleks, der katalyserer en opsnoning til enkelt-
strenget siRNA, som efterfglgende guider komplekset hen til
messenger RNA (mRNA) med en komplementar sekvens.
mRNA er en enkeltstrenget kopi af et gen og indeholder op-
skriften pa det protein, som genet koder for. Under normale
omstendigheder afleeses mRNA i cellernes ribosomer, som sa
producerer proteinet. Det forhindres imidlertid, nar mRNA ind-

(Hvad er RNA? b
RNA er en forkortelse for ribonukleinsyre. RNA er en
polymerkzade, der lige som DNA er opbygget af monome-
rer, der kaldes nukleotider. Nukleotiderne i RNA bestar af
sukkerstoffet ribose, en fosfatgruppe, der forbinder
nukleotiderne indbyrdes, samt en base. I RNA findes

baserne adenin (A), guanin (G), cytosin (C) og uracil (U).
Baserne kan parre indbyrdes — G med C og A med U - og
danne en dobbeltstrenget struktur. RNA er involveret i af-
leesning af information lagret i DNA og medvirker pa flere

\fronter i proteinsyntesen.
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fanges af proteinkomplekset, som nedbryder budbringeren. Pa
den made hemmes udtrykkelsen af det pagaldende gen, som
f.eks. kan vare et gen fra et virus som HIV, der udnytter
cellens maskineri til at danne sine egne proteiner.

En tilsvarende proces finder sted, nér syntetiske siRNA-
molekyler indfgres i en celle, og det kan bruges til at hemme
et hvilket som helst gen, der har en komplementzar sekvens.
siRNA har flere fordele sammenlignet med den beslegtede
metode antisense medicin, som typisk bestar af korte, enkelt-
strengede DNA-sekvenser, der neutraliserer mRNA fra udvalg-

Figur 1. Den molekyleere mekanisme bag RNA-interferens (RNAi): Dobbelt-
strenget RNA fordgjes i cytoplasmaet til siRNA-molekyler af enzymet Dicer og
indbygges i proteinkomplekset RNA-induced silencing complex (RISC). RISC
katalyserer opsnoningen af siRNA-dupleksen til enkeltstrenget siRNA, som
efterfplgende guider RISC til homologe messenger RNA (mRNA)-molekyler,
der kipves og nedbrydes. Kemisk syntetiseret sSiRNA kan ogsd inkorporeres i
RISC og mediere RNA-interferens.
© DFU/Jens Raadal.
te sygdomsgener. De stgrste fordele er, at siRNA er effektiv i la-
vere koncentrationer, at sSiRNA er mere stabilt, samt at sSiRNA
har en hgj specificitet. Endring af blot en base i siRNAet kan re-
ducere aktiviteten dramatisk. Netop den hgje specificitet ggr
siRNA attraktivt som leegemiddelstof, fordi stoffet forventes at
medfgre langt faerre bivirkninger end konventionel medicinsk
behandling.

siRNA har dog ogsa sine begrensninger; forst og fremmest
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Hvad er siRNA?
siRNA er en forkortelse for sma, interfererende RNA-molekyler, der er dobbeltstrengede RNA-duplekser. siRNA-molekyler
er mest potente, hvis de er 21-23 nukleotider lange, har 2-3 nukleotid 3 overh&ng, 5 fosfat og 3 hydroxylgrupper.
Figur 2.
© DFU/Jens Raadal.
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er effekten relativt kortvarig. Derfor er det ngdvendigt at ud-
vikle metoder til at forlenge virkningen, hvis siRNA skal for-
muleres til legemidler.

Vejen ind i cellen

RNA-interferens finder kun sted i cytoplasmaet. For at bruge
siRNA til sygdomsbehandling er det derfor ngdvendigt, at
siRNA transporteres ind gennem malcellernes membraner i til-
streekkeligt hgje koncentrationer.

siRNA kan introduceres ind i pattedyrsceller pa to mader
[10]. Kemisk syntetiseret siRNA kan sendes direkte ind i cel-
len, eller man kan indfgre DNA, som danner siRNA inde i cel-
len. Til det formal kan man bruge sma DNA-ringe, som kaldes
plasmider, eller virus. Fra et farmaceutisk synspunkt er kemisk
syntetiseret siRNA at foretrekke, fordi dosis ngje kan kontrol-
leres, og fordi man undgar en rakke bivirkninger og risici, der
er forbundet med anvendelse af virus.

Desverre er det sveert at fa syntetisk siRNA ind gennem celle-
membranen. RNA er vandoplgselige og negativt ladede makro-
molekyler, der vanskeligt passerer en fedtholdig cellemembran
med en negativt ladet overflade. Nar det gaelder cellekulturer,
findes der dog en del kemiske og fysiske teknikker, som kan lgse
opgaven. De fysiske metoder anvender tryk, strgm eller ultralyd
til at tvinge molekylerne ind i cellen. De kemiske metoder er ba-
seret pa positivt ladede molekyler som lipider eller polymerer,
der kan kompleksbinde de negativt ladede siRNA-molekyler i
partikler. Partikler med en positiv nettoladning kan binde til cel-
lemembranen. Derpa kan partiklerne optages via sma indsngrin-
ger af cellemembranen ved en proces, der kaldes endocytose.

siRNA-partikler skal frigives fra indsngringerne til cytoplas-
maet for at have en terapeutisk effekt, og det er tilsyneladende
en flaskehals for denne nye form for l&egemiddelstof. Iser gel-
der det om at undgd sammensmeltning med specifikke organel-
ler i cellen; disse kaldes lysosomer, og nedbryder siRNA. Pro-
blemet kan sandsynligvis lgses ved at koble siRNA sammen
med bestemte peptider eller polymerer, som i forsgg har vist en
positiv effekt pa frigivelsen af siRNA til cytoplasmaet.

siRNA i forsogsdyr

Der er efterhanden talrige eksempler pa effektiv hemning af
udvalgte gener med siRNA 1i cellekulturer. Men de anvendte fy-
siske og kemiske metoder til at fa siRNA ind i cellerne er dog
oftest uegnede til brug i stgrre organismer. Nar det gelder dy-
reforsgg, har man i de fgrste studier brugt virussystemer og hy-
drodynamisk injektion, hvor siRNA indgives i en vene sammen
med en stgrre mangde vaeske.

Vha. disse teknikker er det lykkedes at inducere RNAi i mus,
hvilket giver store forhabninger til anvendelsen af siRNA i
mennesker. Men virale transportsystemer og hydrodynamisk
injektion kan ikke accepteres til applikation i mennesker. Inden
for det seneste ar er der rapporteret om succesfuld induktion af
RNAI i dyr vha. en rekke siRNA-transportsystemer. Som ek-
sempler kan n@vnes stabiliserede polymer-nanopartikler rettet
mod tumorer [3], kolesterol-siRNA-konjugater [4] og anven-
delse af lungesurfaktant til transport af siRNA til lungevaev
[11]. Hvis siRNAs store potentiale som leegemiddelstof skal
udnyttes, er det derfor vigtigt at fortsette udviklingen af kli-
nisk acceptable delivery-systemer, som effektivt, og enten via
blodet eller lokal applikation, kan bringe siRNA hen til malcel-
lerne og ind gennem cellemembranerne.

Forskning i siRNA-transportsystemer pa DFU

I biomakromolekylegruppen pa Institut for Farmaci og Analy-
tisk Kemi arbejder vi pa at fremstille og karakterisere trans-
portsystemer til siRNA baseret pa lipider og polymerer, der
kan malrette siRNA til specifikke vaev og celler og sikre opna-
elsen af terapeutiske koncentrationer af siRNA i cytoplasmaet i
malcellen.

Forskningen koncentrerer sig bl.a. om transportsystemer, der
skal testes i dyr til behandling af leddegigt (rheumatoid arthritis).
Leddegigt er en sygdom, der rammer omkring 1% af verdens be-
folkning. Sygdommen er karakteriseret ved inflammation (en
betendelsestilstand, der ikke er opstaet som fglge af infektion) i
led, der kan fgre til gdelaeggelse af brusk og knogler. De mole-
kylere mekanismer bag udviklingen af leddegigt er ikke klar- B>
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lagt, men det vides, at proin-
flammatoriske cytokiner spil-
ler en vigtig rolle for sygdom-
mens forlgb. Forsgg med an-
dre typer af legemidler har
vist, at neutralisering af disse
proinflammatoriske cytokiner
er helt central, hvis leddegigt
skal kontrolleres. Her kan
siRNA blive et meget vigtigt
redskab: Forsgg i cellekulturer
viser, at produktionen af cyto-
kiner i makrofager, som er de
celler, der bl.a. laver proin-
flammatoriske cytokiner i led,
kan normaliseres vha. siRNA.

Dette giver forhabninger
om, at leddegigt ogsa kan
kontrolleres i forsggsdyr via
RNA.. Til dette formal arbej-
der vi med en bestemt type af
nanotransportgrer, liposomer,
der administreres til blodba-
nen [12]. Liposomer er sma,
kugleformede lipidmembra-
ner, hvori siRNA kan ind-
kapsles. Liposomerne er sta-
biliserede ved at indbygge
polymerlipider i membranen,
sa de ikke sa nemt nedbrydes
i blodet (Stealth-liposomer).

Normalt kan liposomer
ikke passere endotelceller,
der bekleder indersiden af
karvaeggen, og de cirkulerer
derfor i blodet, til de nedbry-
des. Ved betendelsestilstande
@ndres karvaeggens permea-
bilitet, sa nanopartikler kan passere endotelet og treenge ind i
det betendte vav, hvor der sker en ophobning af liposomer og
dermed ogsa af det indkapslede siRNA. Det er netop her de
ugnskede cytokin-producerende celler findes.

Det er dog ikke tilstreekkeligt, at siRNAet transporteres til
det betendte vev. siRNAet skal ogsa frigives fra liposomerne
og finde vej til cytoplasmaet i de cytokin-producerende celler.

Tidligere forskning pa instituttet har koncentreret sig om en sar-
lig type af Stealth-liposomer, der nedbrydes af et enzym, phospho-
lipase A2 [13]. Phospholipase A2 er et membrannedbrydende en-
zym, der findes i forggede maengder i vevsomrader med betzn-
delse. Enzymet nedbryder lipider i liposomerne til bl.a. lysolipi-
der, der kan virke destabiliserende pa narliggende membraner.

Vores hypotese er, at vi ved anvendelse af denne type liposo-
mer far en ophobning i det betendte vaev af siRNA indkapslet i
liposomer pga. den forggede karpermeabilitet. Liposomerne
nedbrydes derefter i veevet af phospholipase A2 under dannelse
af membrandestabiliserende lipider, der kan forgge optagelsen af
siRNA over cellemembranen til cytoplasmaet, hvor RNAI fore-
gar. Malet er, ved at indkapsle siRNA i Stealth-liposomer, at for-
leenge effekten af siRNA og at reducere siRNA-dosis, og dermed
ogsa muligheden for bivirkninger. Det sker via en passiv trans-
port til beteendt vaev, hvor der foregér en specifik enzymatisk
proces, der frigiver siRNA og kan forgge optaget i cellerne.

Transportsystemerne afprgves bade i cellekulturer og i musemo-
deller, hvor vi undersgger siRNA-effekten. Desuden undersgger vi
frit siRNA og siRNA-transportsystemers stabilitet i biologisk rele-
vante medier samt i mus. Undersggelserne vil forhabentlig kunne
vise, om siRNA i fremtiden kan blive et nyt legemiddelprincip.
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Figur 3. Et optisk snit af HeLa-
celler optaget ved konfokalmikro-
skopi. HeLa-cellerne er stabilt
transfekteret med proteinet
Enhanced Green Fluorescent
Protein (EGFP), der er et gront
fluorescerende protein (vist ved den
gronne farve). Cellerne gverst er
ubehandlede. Cellerne nederst er
behandlet med komplekser af
kationiske liposomer og siRNA, der
er meerket med en rod farve. Det
ses, at behandling med siRNA forer
til optagelse af siRNA i cellerne og
hemning af udtrykkelsen af EGFP
(den grgnne farve er knap synlig pa
billedet til hgjre).

\

Figur 4. Princip for phospholipase
A2-medieret legemiddelafgift fra
Stealth-liposomer i inflammeret veev.
Stealth-liposomer akkumulerer i veev
med gget vaskuleer permeabilitet og
forhgjede koncentrationer af enzymet
phospholipase A2. Phospholipase
A2-katalyseret nedbrydning af
liposomer forer til veevsspecifik afgift
og absorption af legemiddel i

s omrader med betewndelse. Illustratio-
nen er gengivet fra [13] med
tilladelse fra Federation of the
European Biochemical Societies.
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