Syntetisk DNA

Syntetiske efterligninger af DNA og RNA kan blive en vigtig brik i udviklingen af moderne
legemidler. Last Nucleinsyre (LNA) er et sadant syntetisk DNA-molekyle, som der stilles

store forventninger til
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Moderne naturvidenskabelig forskning bevager sig ofte i
grenseomradet mellem etablerede discipliner. Dette galder i
hgj grad for udviklingen af syntetiske efterligninger af naturens
egne nucleinsyrer DNA og RNA, som udspiller sig pa greensen
mellem kemi og biologi. Der er store interesser i denne forsk-
ning — dels fordi det kan give os en gget forstaelse for kemiske
og biologiske processer pa det molekylare plan, men ogsa
fordi syntetisk DNA spas en stor fremtid inden for udviklingen
af nye legemidler og diagnostik.

Legemidler uden bivirkninger

Et problem ved mange l&gemidler er, at de ikke kun virker
der, hvor sygdommens arsag findes, hvorfor der opstar
bivirkninger. Et eksempel er kemoterapi, hvor man vha.

for C og G.

DNA-byggesten
(monomerer)

kemiske forbindelser forsgger at h#mme formeringen af
kraeftceller. Desvaerre he@mmer de kemiske forbindelser ikke
bare vaeksten af kraeftceller, men ogsa af kroppens normale
celler. Derfor er der et stort behov for at udvikle mere selek-
tive legemidler, der virker specifikt pa sygdommens arsag og
kun der.

En lang rekke kendte sygdomme kan henfgres til et eller
flere sygdomsrelaterede proteiner (f.eks. receptorer eller
enzymer), som er dannet af kroppen. Proteinet kan f.eks.
indga som et ngdvendigt element til opbygning, og dermed til
formering af HIV-virus partikler, eller det kan fgre til udvik-
ling af cancer, hvilket f.eks. under visse omstendigheder
galder for de sakaldte ras proteiner, der er involveret i
cellevekst.

Traditionelt har man i udviklingen
af leegemidler arbejdet pa at gribe
ind i de biokemiske processer, der
foregér med kroppens proteiner. Et
eksempel er kombinationsbehand-
ling af HIV-infektion, der foregar
med forskellige stoffer, der he#mmer
nogle af de enzymer, der er vigtige
for formering af HIV-virus (hen-
holdsvis enzymet HIV revers-
transcriptase og HIV-proteasen).

DNA-molekylet i cellekernen optrader primart
som en dobbelthelix, der bestér af to DNA-
strenge. DNA’s byggesten er fire nucleosider, som
benzvnes A, T, C og G (»de fire baser«), hvor
f.eks. A i den ene streng specifikt binder til
(=genkender) T i den anden. Tilsvarende gzelder

Antisense-legemidler
Bl.a. for at undga bivirkninger
udviklede man sidst i firserne et nyt
revolutionerende terapeutisk
princip: Antisense-legemidler.
Princippet gar ud pa at bremse
sygdommen ved kilden ved at
forhindre produktionen af skadeligt
protein. I praksis foregar det ved at
hamme udtrykkelsen af de gener,
som koder for de skadelige protei-
ner. Hertil designer man en synte-
tisk DNA-streng (antisense-DNA)
sé det netop binder sig (dvs. laver
dobbeltstreng) til det budbringer-
RNA, der danner skabelon for det
skadelige protein. Pa denne made
er dannelsen af proteinet blokeret
(figur 1, side 16).

I forhold til det ovennavnte
eksempel med HIV-infektion vil
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man specifikt kunne forhindre dannelsen (dvs. biosyntesen) af
de to enzymer og dermed forhindre formeringen af HIV-virus.

Det fgrste antisense-lagemiddel blev sidste ar godkendt i
USA til behandling af CM V-infektion (en virusinfektion i gjet,
der bl.a. optrader hos AIDS-patienter).

De ideelle egenskaber for syntetisk DNA

Det er ikke muligt at anvende almindelige (dvs. kemisk
umodificerede DNA- eller RNA- strenge) som antisense-
legemidler, idet naturlige enzymer (nucleaser) i Igbet af kort
tid vil nedbryde disse for kroppen fremmede molekyler.
Derfor har man de seneste 10 ar i forskningslaboratorier
verden over forsggt at udvikle syntetiske DNA- og RNA-
strenge med de rette egenskaber. Pa trods af den intensive
forskningsindsats, som har udmgntet sig i syntesen af over
1000 kemisk set forskellige syntetiske DNA-efterligninger, er
det ikke lykkedes at fremstille en streng med de helt rigtige
egenskaber. Den ideelle nucleinsyre-efterligning skal kunne
binde sig sterkt og med stor precision (dvs. med korrekt
base-base-genkendelse) til sin komplementare sekvens.
Yderligere skal disse bindingsegenskaber kombineres med
f.eks. oplgselighed i vand, evne til at trenge gennem mem-
braner og modstandsdygtighed over for enzymatisk nedbryd-
ning.

LNA - en god efterligning

Vi pabegyndte vores forskning pa omradet med det gnske at
udvikle en nucleinsyre-efterligning, som kunne imgdekomme
disse krav. Vores tilgang til emnet var anderledes end mange
andre forskergruppers, idet vi havde en ide om, at kemiske
@ndringer i DNA’ets sukkerdel (ribose-delen) kunne vere
interessant (strukturen af DNA kan ses pa figur 2).

Sukkerringene i en DNA-streng kan vrides og antage forskel-
lige strukturer. Nar en DNA-streng binder til en komplementar
RNA-streng (f.eks. et budbringer-RNA), skal sukkerringene
alle indstille sig i én bestemt konformation.

Vores udgangspunkt var at forsgge at designe en syntetisk
DNA-streng, som kunne binde sig til komplementart budbrin-
ger-RNA, uden at det syntetiske DNA behgvede at tilpasse sig
vasentligt rent strukturelt.
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tRNA transporterer

Princippet i
antisense-teknologien
@verst ses den normale
proteinsyntese, hvor der
dannes mRNA-kopi
(=budbringer-RNA) af et
gen pa cellekernens DNA.
Denne mRNA-kopi trans-
porteres ud af cellekernen
til ribosomet i cellens
cytoplasma. Her aflases
mRNA’et og oversattes til
aminosyrer, der s@ttes
sammen i en lang kede,
hvorved et protein er
dannet. Det er denne
proces, som antisense-
DNA’et griber ind i ved at
binde sig til mRNA, inden
det bliver oversat i ribosomet. Herved blokeres protein-
syntesen, og genetisk betingede sygdomme kan bremses.
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| ribosomet indbygges
aminosyrer i den
voksende proteinkaede

Proteinsyntesen
blokeres

Ved at studere molekylmodeller fandt vi frem til en interes-
sant mulighed, hvor sukkerringen er fastlast i en RNA-lignende
struktur. Strukturen kaldte vi LNA (figur 2), hvilket star for
Locked Nucleic Acid (»Last Nucleinsyre«).

Det lykkedes at fremstille LNA 1 synteselaboratoriet (se figur
3 for beskrivelse af automatiseret DNA-syntese), og det viste
sig hurtigt at LNA, langt bedre end nogen anden kendt DNA-
efterligning, kan binde sterkt til komplementaert DNA og
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@verst til venstre ses strukturen af en DNA-monomer, og til
hgjre ses de to dominerende udgaver (konformationer), som
benavnes N- og S-type. Nederst til venstre ses strukturen af
en LNA-monomer og til hgjre den fastlaste N-type
konformation. Denne fastlasning af en streng bestaende af
en blanding af LNA- og DNA-monomerer, eller udeluk-
kende LNA-monomerer, bevirker binding af LNA til
komplementere DNA- og RNA-strenge med hidtil uset
styrke.
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S Takket vere et malrettet forskningsarbejde af organiske kemikere i specielt
70’erne og 80’erne findes der i dag effektive metoder til automatiseret syntese af
! OO Base \ DNA- (og RNA-) strenge med en l&ngde op til ca. 100 monomerer. En mono-

i mer er en DNA-byggesten, dvs. en sukkerring (2-deoxy-D-ribose i DNA og D-

\ ,’ ribose i RNA) forbundet med en base. De enkelte monomerer er hegtet sammen
‘. Fosfat med sakaldte fosfatbroer. Hvor det for 25 ar siden tog flere maneder at synteti-
RN gruppe ‘ sere en 8-mer DNA-streng (8 monomerer sat sammen), kan en sddan nu frem-

stilles i 1gbet af 30 minutter pa en DNA-syntesemaskine.
Fgr en syntetisk DNA-efterligning kan fremstilles, ma de enkelte byggesten

ase

forst syntetiseres ved traditionel organisk syntese. Efterfglgende kan disse

byggesten haegtes sammen pa DNA-syntesemaskinen.
En typisk antisense-streng bestar af 10-20 monomerer. Man har vha. statisti-
o ske overvejelser fundet ud af, at der kun findes én fuldstendigt komplementaer
@ Beee budbringer-RNA-streng i kroppen. Derved kan biosyntesen af det sygdomsfrem-
kaldende protein h&emmes. Figuren viser det forenklede princip i syntese af en
DNA-streng ud fra DNA-byggeklodser (monomerer). Syntesen foregar pa en

2 » 'kemisksaks' fast overflade (af f.eks. glas). Sammenkobling af to monomerer er vist, men
processen kan gentages, sa man opnar en DNA-streng af den gnskede leengde.

O

Der henvises til den ved afslutningen af artiklen angivne litteratur for yderli-

l Derefter kan den »klippes« af den faste overflade vha. en »kemisk saks«.

gere kemiske detaljer.
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Figur 3.

RNA. Bindingen er samtidig meget specifik. Derfor er anven-
deligheden af LNA blevet undersggt i forskellige terapeutiske
og bioteknologiske sammenhange.

LNA som antisense-legemiddel

I samarbejde med professor Claes Wahlestedts forskergruppe
ved Karolinska Instituttet i Stockholm og det danske
biotekfirma Exiqon A/S har vi med et modelstudie vist, at LNA
effektivt og specifikt kan nedregulere et pa forhand udvalgt gen
i levende rotter. LNA virker derfor lovende med henblik pa
antisense-teknologien. Pa baggrund af forsggene pa Karolinska
Instituttet antages det, at LNA kan treenge ind i cellerne og
modsta nedbrydning med enzymer.

Nedreguleringen af genet betgd en midlertidigt @ndret
smerterespons hos rotterne. Det skyldtes, at LNA-molekylets
base-rekkefglge var designet til at slukke for biosyntesen af et
protein (en receptor), der indgar i rottens naturlige smertestil-
lende respons.

En af fordelene ved antisense-teknologien i forhold til
genterapi er, at der ikke @ndres i arveanlag; saledes blev den
normale smerterespons hos rotterne genetableret, da rotterne
ikke leengere fik tilfgrt LNA.

Hurtige diagnoser ved hjzlp af DNA
Et andet interessant aspekt ved LNA er, at det kan bruges i
forbindelse med DNA-baseret diagnostik til f.eks. analyse af en
gen-mutation i en persons genom eller analyse af en bakterie-
infektion. Med DNA-baseret diagnostik haber man i fremtiden
langt hurtigere at kunne give patienten svar pa, om han eller
hun har en bestemt bakterieinfektion.

Hyvis en patient har en bakterieinfektion, vil der i blodprgven
vare genfragmenter stammende fra bakterien. Vha. PCR-reaktio-

nen, der er en polymerase-katalyseret teknik til kopiering af DNA-
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fragmenter, kan man opformere disse genfragmenter og f.eks.
mearke dem med et fluorescerende materiale.

Herefter kan bakteriens »identitet« afslgres ved at tilsatte det
markede DNA til en analyse-plade, hvorpa der pa bestemte
omrader af pladen er fastgjort en reekke DNA-strenge (prober),
som hver is@r er karakteristiske for en bestemt bakterie. Det
markede DNA fra patientprgven binder sig til (danner duplex
med) sit komplementere DNA pé analysepladen. Derefter skal
man blot aflese, hvilken DNA-streng pa pladen det markede
DNA har bundet sig til (figur 4).

Forelgbige forskningsresultater tyder pa, at LNA-prober pga.
LNA’s gode bindingsegenskaber med fordel kan anvendes i
stedet for DNA-prober.

LNA kan bruges pé DNA-chips

Det er malet at kunne foretage diagnosen pa DNA-chips, hvor
f.eks. 100 forskellige LNA-prober er pésat et 1 cm? stort
omrade af en lille plastplade. Det 1 cm? store omrade er opdelt
i 10x10 mindre omrader. Hvert probe-omrade indeholder
mange ens kopier af de 100 LNA-prober. Proberne kan vare
sammensat, sa de er komplementere til et genfragment karak-
teristisk for én bestemt bakterie (eller f.eks. komplementere til
et genfragment karakteristisk for en given sygdomsrelateret
mutation).

Nar patientprgven tilsettes DNA-chip’en vil et opkoncentre-
ret genfragment binde sig til (dvs. danne duplex med) dets
komplementere LNA-probe. Dermed bliver den bakterie,
patienten er inficeret med, afslgret ved, at det pageldende sted
pa DNA-chippen lyser op pga. fluorescensmarkgren.

Det videre arbejde med LNA

For antisense-teknologien og den DN A-baserede diagnostik
er det afggrende, at de syntetiske forbindelser, der bruges, har
en meget effektiv og specifik hybridiseringsevne — dvs. evne
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Princippet i DNA-baseret diagnostik

En blodprgve undersgges for fremmed bakterie-DNA.
Bakterie-DNA’et opformeres vha. PCR-reaktionen, og der
indsattes samtidig en markgr (evt. et fluorescerende
materiale) i DNA’et. Derefter bestemmes bakterien pa
baserekkefglgen. Sidstn@vnte proces ses mere detaljeret
nederst.

Patientprgven med det markede bakterie-DNA tilfgres
en plade, hvorpa der pa bestemte omrader er pasat en
rekke DNA-prober (mange kopier af hver), der hver er
karakteristisk for en bestemt bakterie. Bakterie-DNA’et
fra patientprgven binder sig til sit komplementere DNA
pa analysepladen. En af anvendelserne af LNA er til
sadanne prober.

til at danne duplex med deres komplementere sekvens.
Derfor synes LNA-molekylet yderst velegnet til begge disse
anvendelser.

Pa universitetet fortsetter den videnskabelige forskning
omkring LNA. Der syntetiseres kemiske analoger til LNA, og
disses egenskaber undersgges. I tet samarbejde med lektor
Jens Peter Jacobsens forskergruppe ved Syddansk Universitet
undersgges vha. avancerede NMR-spektroskopiske teknikker
strukturen af duplexer imellem LNA og f.eks. komplementzart
RNA.

To danske biotekfirmaer arbejder med LNA med henblik pa
en kommerciel udnyttelse - Exiqon A/S, som fokuserer pa
udnyttelsen af LNA til diagnostiske formal, og Cureon A/S der
koncentrerer sig om de terapeutiske formal.

Artiklen er med sma @ndringer genoptrykt fra Aktuel Naturvidenskab, 2000,
6, 8-11.
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