Naturen prover at fortlle dig

noget

Analysér altid dine fejlslagne eksperimenter! Nogle af de storste opdagelser i
naturvidenskab var tilfzldige opdagelser gjort af den opmaerksomme forsker. Stop, trek
vejret og teenk naste gang dit kontroleksperiment ikke arter sig
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Danmark har gennem arene markeret sig sterkt internationalt
indenfor for nukleinsyre-kemi, i seerdeleshed indenfor oligonu-
kleotider til brug som antisense-leegemidler.* Tankerne falder
umiddelbart pa Otto Dahl’s? forskning med phosphormono- og
dithioater, Ole Buchardt® og Peter Nielsen* for opdagelsen af
Peptide Nucleic Acid (PNA)® og ikke mindst Jesper Wengel® for
Locked Nucleic Acid (LNA)."(Figur 1)

Figur 1.

PNA og LNA har i seerdeleshed profileret Danmark steerkt,
da disse to nukleotidanaloger har enestdende kemiske og
biologiske egenskaber. Bade PNA og LNA har ledt til dan-
nelsen af biotek-virksomheder,® der forsgger at kommercia-
lisere teknologien. Personligt startede jeg min karriere som
nukleotidkemiker ved Kgbenhavns Universitet og arbejdede i
en periode i biotekselskabet Cureon A/S°® med LNA oligonuk-
leotider. Det forskningsomrade ligger stadig mit hjerte neer, og
derfor har jeg gennem arene pravet at falge med i udviklingen
indenfor nukleotid-analoger
og antisense-leegemidler.

Det fangede derfor min
interesse da Kleinman et
al.X for nylig publicerede en
artikel omhandlende siRNA
0g gene silencing, som er

et naert beslaegtet forsk-
ningsomrade. Men farst lidt
bagrundsinformation.

Antisense anstrengelser
Antisense-teknologien
adskiller sig fra traditionel
leegemiddelforskning, der
fokuserer pa interaktion
med proteiner, ved at man i
stedet designer leegemidler
til at inhibere translationen
af eller nedbryde messenger
RNA (mRNA). Grundlaeg-
gende forsgger man at stoppe

syntesen af ugnskede proteiner ved at forhindre translation af
mMRNA (Figur 1). Umiddelbart er dette en rigtig god og elegant
ide, men der er en reekke problemer med denne teknologi in
Vivo.

To af de stgrste problemer er stabilitet af oligonukletotiderne
in vivo og transport af oligonukleotiderne gennem cellemem-
branen. Arbejdet med kommercielt at udvikle antisense-leege-
midler har staet pa siden 80erne, men efter min bedste viden er
det til dato kun lykkedes Isis Pharmaceuticals at udvikle og
markedsfare et antisense leegemiddel, som hedder Vitravene™
. Vitravene™ 12 henyttes til behandling af Cytomegalovirus
retinitist® infektioner, som er en DNA virus der beskadiger gjets
nethinde og i veerste fald forer til blindhed. Vitravene™ er dog
ikke en sarlig overbevisende demonstration af antisensetekno-
logi som behandlingsform, eftersom leegemidlet skal injiceres
direkte i gjet. Dermed undgas det meste af kroppens stofskifte,
sasom fordgjelsessystemet, leveren, blodet osv. Ydermere,
repraesenterer gjne relativt set et fredeligt enzymatisk miljg
sammenlignet med resten af kroppen.

Sluk for generne

Mens forskere og virksomheder forsgger at realisere antisense-
drgmmen har et nyt koncept, kendt som gene silencing,* baseret
pa siRNA (small interfering RNA), tradt ind i rampelyset.

Figur 2. Simplificeret illustration af proteinsyntese og antisense.
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Gene silencing blev i sin tid opdaget ved et tilfeelde. Et forsgg
pa at lave en mere violet petunie ved at indsatte et ekstra gen,
der koder for petuniens naturlige farve, resulterede overrasken-
de i at nogle af petunierne blev hvide!

Meget simplificeret fungerer gene silencing ved at sma dob-
beltstrengede RNA molekyler (20-30 nukleobaser i leengde)
forhindrer matchende mRNA sekvenser i at blive translateret,
hvilket i sidste ende resulterer i at det kodende gen »slukkes«.
En raekke selskaber verden over forsgger at udvikle lagemidler
baseret pa dette princip, og ligesom der var stor begejstring
omkring antisense i 80erne og 90erne, er der nu stor begejstring
omkring siRNA og gene silencing. Faktum er dog, at preecis
de samme problemstillinger er gaeldende for gene silencing
som for antisense, nemlig stabilitet in vivo og transport over
cellemembranen.

Kontroleksperimenter

Artiklen som Kleinman et al.*® publicerede for nylig antyder
dog, at gene silencing har stgrre og mere fundamentale proble-
mer som behandlingsform. Artiklen illustrerer hvor kompliceret
det er at udvikle lagemidler, og hvor vigtigt det er at udfare
gode kontroleksperimenter og sa vidt muligt afklare laegemid-
lets biologiske mekanisme. | dette studie forsggte forskerne

at behandle sygdommen macular degeneration® ved brug af
SiRNA. Macular degeneration medfarer ukontrolleret dannelse
af blodkar i gjet og kan resulterer i blindhed. Udover at forhin-
dre blindhed hos isar @ldre mennesker er macular degeneration
et interessant mal for siRNA af to grunde.

For det farste minder macular degeneration i hgj grad om
angiogenese (dannelse af blodkar i kraftsvulster).’* Med andre
ord hvis det er muligt at forhindre macular degeneration, kan
teknologien muligvis ogsa anvendes til at forhindre angiogenese
hos kreeftpatienter.

For det andet er gjnene et fremragende mal for RNA og DNA
baserede legemidler, da man forbipasserer det meste af krop-
pens stofskifte. | den aktuelle artikel benyttede Kleinman et al.
siRNA til gene silencing af vascular endothelial growth factor
(VEGF)Y som er direkte involveret i angiogenese, og til deres
store glaede virkede strategien over al forventning.

Det eneste der manglede for at runde historien af var et par
kontroleksperimenter, og det er her korthuset ramler sam-
men. Det viste sig nemlig, at det var fuldsteendig underordnet
hvilken RNA-sekvens de brugte. S lzenge RNA-sekvensen
havde en leengde pa mindst 21 nukleobaser virkede den frem-
ragende. Forsgg pa gene silencing af gener, der ikke udtrykkes
i gjet, brug af fuldstendig tilfeldige siRNA sekvenser, siIRNA
sekvenser som skulle gare sygdommen veerre, mMRNA sekvenser
fra planter osv. virkede alle lige godt. Forskerne ma have undret
sig over hvad der foregik!

Selv injektion af siRNAer direkte i fordgjelsessystemet
fremfor i gjet havde den »@nskede effekt«. Forskerne matte
sande, at mekanismen umuligt kunne vare gene silencing. Efter
en omfattende og grundig analyse af resultaterne og en raeekke
yderligere eksperimenter stod det klart, at effekten skyldes
RNA-molekylernes interaktion med en celleoverflade-receptor
kaldet toll-like receptor 3 (TLR3). Denne interaktion resulterer
i induktion af y-interferon® og interleukin 12,%° hvilket stop-
per dannelse af blodkar. Artiklen er fremragende (omend en
anelse kompliceret for en simpel kemiker) og kan anbefales pa
det varmeste. Denne artikel illustrerer (ikke overraskende) at
SiRNA ikke er en mirakelkur men en yderst kompliceret affeere.
Aktivering af TLR3 kan muligvis benyttes som en generel
behandling af angiogenese. Eller méaske er interaktionen mel-
lem TLR3 og siRNAs et stort problem, som det bliver svert at
komme uden om, da man naturligvis ikke gnsker at aktivere
TLR3 hver gang siRNA bruges i mennesker.
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Held og lykke
Mange af de starste opdagelser indenfor naturvidenskab bliver
gjort ved et tilfeelde. Den grundige og ambitigse forsker analy-
serer altid sine fejlslagne eksperimenter og praver at forsta hvad
der skete. F.eks. blev gene silencing opdaget da en petunie blev
hvid og ikke kraftigt violet, fordi forskerne analyserede deres
data grundigt.

Min specialevejleder yndede at sige "naturen prgver at
fortzelle dig noget”, nar min kemi slog fejl, og det bar du
maske ogsa overveje, naste gang din reaktion ikke virker. Hav
specifikke mal med din forskning, men hold gjne og grer abne
sa du ikke overser »guldet« og smider det i B-Dunken. Tilfeel-
dighedernes videnskab har mange ansigter, hvilket illustreres
af en fremragende artikel af Richard B. Silverman i Ange-
wandte Chemie?®, som jeg vil anbefale til alle der kan lide en
god kemisk historie eller beskeftiger sig med medicinalkemi.
Silverman beskriver den usadvanlige situation hvor et stof (Ly-
rica™, Figur 3) udviklet i en akademisk institution ender som
et leegemiddel, faktisk som et blockbuster leegemiddel, hvilket
vil sige at salget af overstiger 1 mia. US$ om aret.

Figur 3.

Det er fascinerende at leese Silverman’s historie, der beskri-
ver rationelt design af et leegemiddel, der senere viser sig at
virke gennem en anden mekanisme end forventet, hvorefter det
meget senere opdages at der i virkeligheden er tale om en helt
tredje og radikalt anderledes biologisk mekanisme. En fascine-
rende beskrivelse fra syntesen af et potentielt leegemiddel ved
et universitet i 1988 til markedsfgringen i 2004 med alle de
dertilhgrende klinisk undersggelser, mekanistiske overraskelser,
fusionering af virksomheder etc.
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