Dansk bioorganisk kemi central i
udvikling af genmedicin

De seneste ar er der opstaet langt bedre mulighed for at udvikle specifikke og mere potente
legemidler, der specifikt kan inhibere udtrykket af muterede og sygdomsfremkaldende

gener — ogsd kaldet genmedicin

Af Troels Koch, Santaris Pharma A/$S

| 1953 publicerede James Watson og Francis Crick to afhand-
linger i Nature [1,2]. Den ene omhandlede strukturen af DNA
og den anden dets biologiske virkemade og strukturens funk-
tion. N&r man laeser afhandlingerne, forblgffes man over, at
stort set alt hvad de postulerede og formodede, i dag er faktai
biokemien. De viste, at DNA er dobbeltstrenget, og at hver
streng er opbygget af nucleinsyreenheder, nucleotider (figur 1).
Sukker- og phosphatdelen (»backbone«) opbygger kaade-
strukturen, og baserne sikrer bindingen (hybridiseringen) til de
komplementegre

baser paden
&,l.__"- : modsatte streng
_ﬁ “e (figur 1). Den
—ah ; molekylaare enhed
i % i DNA kaldesfor
— et basepar, og da
i disse er forskudt
'EE.% ca. 35° ift.
_-_ hinanden, danner
__.,:ﬁ L DNA en helix.
S DNA er bagrer
, af cellens geneti-
Figur 1. DNA. skeinformation

Figuren viser forskellige mader at illustrere
strukturen af DNA pa. Nucleotiderne er forkortet A,
C, G og T, der star for deoxyadenosin, deoxycyti-
din, deoxyguanosin og deoxythymidin. | RNAer T
erstattet med U, uridin. Nucleotiderne er bensamnt
efter de korresponderende heterocykliske baser:
adenin, cytosin, guanin og thymin (uracil for RNA).
Nucleotiderne bestar derudover af en sukkerdel,
deoxyribose (DNA) og ribose (RNA) og af en
phosphatgruppe.

(figur 2, A). Den
genetiskeinfor-
mation overfares
fraDNA til RNA,
0og RNA'et
medierer syntesen
af proteiner, der er
cellens byggesten
(enzymer, recep-
torer, strukturelle proteiner, etc.). Alle celler indeholder den
samme maangde DNA, men de vil, alt efter behov, kun udtryk-
ke en del af DNA'et. Pa den made produceres kun de ngdvendi-
ge proteiner. Det betyder omvendt ogsa, at opstar der andrin-
ger i DNA'et, f.eks. mutationer, vil de resultere i muterede
proteiner, der langt fra har de egenskaber, der er ngdvendige
for at opretholde cellens normaltilstand.

Genregulering og kraft

Den samlede maangde DNA i humane celler, genomet, bestér af
ca. 3 mia. basepar. Nar cellen deler sig, duplikeres DNA, s
hver dattercelle far praecis samme maangde og basesekvens som
modercellen. En sadan pracision er mulig, fordi de enzymer,
der katalyserer syntesetrinene, er en del af et stort regulerende
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og selvregulerende
enzymkompleks, der
ligger i konstant
ligevagt mellem
syntese og »proof-
reading« af syntese-
produkterne. Fejl-
synteser vil i stor

udstragkning blive

korrigeret via Figur 2. Det centrale dogme og antisense.
saarskildte »repair«- Ifelge det centrale dogme overfgres den
enzymer genetiske information fra DNA til mRNA, der
: medierer proteinsyntesen (A). Nar celler
Men mange behandles med komplementaa't oligonucleotid
forskelligefaktorer il en specifik mRNA-sekvens (B), vil antisense
kan aandre pa oligonucleotidet hybridisere til mMRNA og

inhibere syntesen af det korresponderende
protein.

balancen. F.eks. er
cancerceller karakte-
riseret ved, at der er
sket store amdringer i genomet, hvorved den normale genregu-
lering bringesi ubalance. Generelt tilegner cancerceller sig
egenskaber, der ligger langt fra de normale og hgjt differentie-
rede cellers profil. Cancerceller har et meget hgjt delingspoten-
tiale og responderer typisk ikke pa de signaler, der kontrollerer
normale cellers vakst. Hvis disse egenskaber komplementeres
med evnen til at sprede sig (metastasere), far man en biologisk
profil, der kendetegner ondartede kradtformer [3].

Hybridiseringshaserede strategier - genmedicin

Med den hastigt stigende forstaelse af de genetiske forandrin-
ger, der forérsager kradt, har man faet en langt bedre mulighed
for at udvikle specifikke og mere potente laggemidler. Den
oplagte strategi er naturligvis at udvikle lasgemidler, der
specifikt kan inhibere udtrykket af muterede og sygdomsfrem-
kaldende gener. Fadles-
betegnelsen for dette
behandlingsprincip er gen-

A medicin.
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Figur 4. Den kemiske struktur af udvalgte nucleinsyreanal oger.
1, phosphorthioat; 2, 2'-fluoro-DNA; 3, 2'-MOE-DNA,; 4, PNA; 5, LNA.

Watson & Crick var blandt de farste, der viste, at ngglen til den
molekylaare genkendelse af DNA eller RNA (hybridiseringen)
var meget enkel: G hybridiserer til CogAtil T (U i RNA)
(figur 1). Det enkle princip betyder, at hvis man gnsker at
fremstille en komplementax streng til DNA/RNA, skal A
erstattesmed T (U for RNA), C erstattes med G og omvendt.
Pa den made kan det nye stof binde sig iht. »Watson & Crick«-
hybridiseringen. Enkelheden af dette molekylaare

genkendel sesprincip betyder, at det er meget let at designe nye
korte DNA-stykker, kaldet oligonucleotider, der specifikt
binder sig til forudbestemte steder pADNA €eller RNA. De
kemiske stoffer, som f.eks. oligonuclectider, der binder sig til
nucleinsyrer og dermed interfererer med DNA/RNA og
proteinsyntesen, har stort farmaceutisk potentiale.

Antisense — og nucleinsyremodifikationer

Den kodende streng i DNA (sense-strengen) er hybridiseret til
den komplementagre streng (antisense-strengen), og den er
derfor ikke tilgaengelig for ailmindelig Watson & Crick-
hybridisering. | modsagning til DNA er RNA i overvejende
grad enkeltstrenget. Det benyttede Zamecnik & Stephenson sig
af i 1978, da de som de farste syntetiserede et kort stykke DNA
pa 13 nucleotider, der var designet til at hybridisere il et
forudbestemt stykke RNA fra Rous sarcomavirus [4]. De viste,
at hybridiseringen effektivt blokerede for mMRNA's evnetil at
udfare syntesen af det tilhgrende protein og dermed inhiberede
vaksten af Rous sarcoma virus. Denne metodetil at inhibere
udtrykket af mRNA vha. smastykker syntetisk DNA blev
senere kaldt for antisense (figur 2, B). Opdagel sen katalyserede
en massiv forskningsindsats, der er blevet genstand for mange
kommercielle aktiviter. Potentialet og gramserne for antisense-
teknologien skulle afpraves, og et forel gbigt hgjdepunkt blev
naet i 1998, da det farste antisense-lasgemiddel, Vitravene, blev
godkendt og markedsfart.

Det har siden 1978 vazet Klart, at naturligt DNA eller RNA
aldrig ville kunne bruges som laggemidler. F.eks. vil et naturligt
DNA-oligonucleotid meget hurtigt nedbrydesi biologiske
organismer. Der matte altsa fremstilles kemiske alternativer
eller analoger af DNA-oligonucleotider, og igennem den
seneste snes & er der syntetiseret talrige DNA-analoger verden
over [5-10]. Som udgangspunkt for dette arbejde modificerede
man systematisk den naturlige DNA-struktur pa alle taenkelige
positioner (figur 3). Den farste »generation« af DNA-anal oger
repraesenteres af phosporthioaten (figur 4, (1)), hvor phosphor-

1%

diester-bindingen fraamindeligt DNA er kemisk modificeret til
en phosphorthioat-binding. Vitravene er en phosphorthioat, og
stofgruppen danner grundlag for en rakke antisense-laagemidier,
der er langt fremme i den kliniske udvikling. Phosphorthioater-
nes starste begramsning ligger dog i, at de ikke har tilstragkkelig
affinitet over for DNA og RNA. Reprassentanter for den nasste
generation af nucleinsyreanaoger er 2'-fluoro- og 2'-MOE-
modificeret RNA (figur 4, 2 og 3), hvor isae 2'-MOE er brugt
som laggemiddelkandidat. Oligonucleotider opbygget af disse
stoffer giver en begramset affinitetsforbedring. Kulminationen af
udviklingsarbejdet kom med stoffer som PNA [11-14] og LNA
[15-20], der interessant nok begge er danske opfindelser (figur 4,
4 09 5). Béde PNA og LNA har helt unikke kemiske og biologi-
ske egenskaber, der indfrier mange af de ansker, der SAintensivt
har vamret arbejdet pa at frembringe [21-23]. PNA var det farste
eksempel paen radikal modificeret struktur, der effektivt kunne
hybridiseretil DNA og RNA. | modsagning til langt de fleste
andre analoger er PNA opbygget af et polyamidbackbone og
reprassenterer derfor sin helt egen klasse. Den videnskabelige
interesse omkring PNA er dokumenteret i utallige publikationer
gennem arene, og det er blevet vist i en rackke modeller, at PNA
effektivt kan inhibere udtrykket af bdde DNA og RNA. De
videnskabelige resultater har ogsa ledt til industrielle applikatio-
ner. PNA bragte et paradigmeskifte inden for design af nuclein-
syreanaloger og er givetvis en af de starste opfindelser pasit felt.

LNA- og oligodesign

| modsagtning til PNA er LNA strukturelt set meget merelig
DNA. Den eneste kemiske andring ift. DNA er, at LNA-
monomeren indeholder en ekstraring mellem 2’ - og 4’ -
positionen pa sukkeren (4’ -CH,-O-2')(figur 4, 5). Det blev
aleredetidligt vist, a denne bicykliske struktur inducerede en
rekordstor stigning i affiniteten over for isss RNA, men ogsa
over for DNA. Dasyntesen af LNA foregér efter helt samme
metode som DNA- og RNA-syntese, er det muligt at blande
DNA/RNA- og
LNA-monomerer i
samme 5’- (LNA), - (PS)g - (LNA), - 3°
oligonucleotid. De I

tidlige arbejder viste
N —

entydigt, at hver
eneste LNA- I

monomer bragte de

anskede egenskaber
Figur 5. Skematisk illustration af LNA-

med sig i

oligonucl eotidet pa

additiv vis. Denne

meget interessante oligonucleotider brugt i antisense.

egenskab betad, at Det typiske design illustrerer et oligonucleotid
bestéende af 16 monomerer (16-mer), hvor et
centralt segment af 8 phosphorthioater flankeres

af to LNA-segmenter hvert bestaende af 4

LNA kunne brugesi
et hvilket som helst

monomerer. Dette design kaldes for et »gap-
mer «-design.

oligonucleotid og
frembringe forbed-
rede bindings-
egenskaber og
ydermere gge den biologisk stabilitet [19-24]. LNA's pradfe-
rence for RNA gjorde det oplagt at bruge det til at forbedre de
generelle egenskaber for antisense oligonucleotider.

Den bedste méde at »blande« DNA- og LNA-monomerer pa
var at bygge oligomeren op af tre segmenter: et centralt DNA-
segment, typisk bestdende af 8 DNA- eller 8 phosphorthioat-
enheder og flankere dette med to LNA-segmenter med hver 4
LNA-monomerer (figur 5). Det kaldes for et »gap-mer«-
design, og det har gennem mange eksperimenter vist sig at
vaze et meget potent design for LNA [25-27]. | det fglgende
fokuseres der pa anvendelsen af LNA-gap-merer i antisense.
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Figur 6. »GeneWalk.

A. Skematisk illustration af HIF-1a-genet (mRNA). Den bl& pil reprasenterer
den kodende del af RNA'et, der er flankeret af korte ikke kodende RNA-
fragmenter. Srengene med nummerangivelse viser de steder, hvor de
forskellige LNA-gap-merer hybridiserer.

B. Et Western-plot der viser genudtrykket (proteinproduktionen) far og efter
behandling med LNA (koncentration=100 nM). a-tubulin er taget med som
kontrol. Det er et urelateret gen, der ikke skulle pavirkes af de udvalgte LNA-
gap-merer.

Target-identifikation

Det naeste skridt i udviklingsarbejdet er at selektere det
sygdomsfremkal dende gen. Man regner med, at det humane
genom indeholder ca. 30.000 gener, hvoraf ca. 5000 forventes
at have farmaceutisk betydning. Udvadgelsen af et passende
gentarget er en kompleks proces, hvor man bl.a. skal vurdere
dets biologiske og kliniske relevans - herunder om inhibering
eller nedregulering vil have nogle synergistiske effekter med
allerede kendte lasgemidler. Et eksempel pa et klinisk interes-
sant gen er HIF-1a., der spiller en vigtig rolle i dannelsen af
nye blodkar. Genet er derfor vigtigt under tumorers vakst, da
en voksende tumor har stort behov for ilt og naaringsstoffer.
Hvis genet nedreguleres, betyder det derfor, at tumoren
»udsultes«. Et andet klinisk relevant gen er H-Ras, et klassisk
oncogen der spiller en central rollei kontrollen af cellevakst.
Cancerceller vil hyppigt have en muteret eller overudtrykt form
af genet, der derved stimulerer cellen til ukontrolleret vakst.

»Gene walk«

Farst udfares et »gene walk«. Denne betegnel se daskker over,
at der syntetiseres en ragkke oligonucleotider, hvis basesekvens
er forudbestemt til at binde til forskellige steder pa det kodende
mRNA (figur 6 A). Pa den méde finder man det sted pAmRNA,
der er mest fglsomt over for det valgte oligodesign, og som en
konsekvens heraf blokeres genudtrykket mest effektivt. Den
farste kolonnei figur 6 B viser udtrykket af HIF-1o-genet i en
ikke behandlet prove, og de faglgende kolonner illustrerer de
forskellige LNA-gap-merers evne til at inhibere udtrykket af
HIF-1a. Det ses, at de udvalgte LNA-gap-merer nedsadter
genudtrykket og bremser genudtrykket ved en lav koncentra-
tion. LNA-gap-merer viser specifik aktivitet ved en betydelig
lavere koncentration end de traditionelle antisense-reagenser,
0og LNA er derfor en af de mest potente stofgrupper i antisense
[28].
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Et »gene walk« skal naturligvis falges op af en rakke andre
eksperimenter, der tilsammen skal brugestil at udvadge det stof,
der dernaest skal testes in-vivo (dyreforsgg).

In-vivo-undersogelser

Af de mange stoffer, der er undersagt i de indledende forsag,
vadges de mest lovende til dyreforsgg. En af de klassiske
dyremodeller, der anvendesinden for cancerforskningen, er
xeno-graft-modellen [29,30]. Den etableres ved at cellerne fraen
human tumorcellelinje overfares subcutant til mus eller rotter, og
derefter falges tumorens vakst. Et eksempel pa et sadant forsag
ervisti figur 7, hvor en udvalgt LNA-gap-mer er rettet mod H-Ras.

Den rade kurvei figur 7 reprassenterer bade for Miapaca- og

15PC3-tumorerne den ikke
behandlede gruppe. Det
fremgar, at tumorernes vakst
gges stet de 14 dage forsaget
varer. Den blakurve reprae
senterer den behandlede
gruppe. For Miapaca ses
indledningsvisikke nogen
naevnevaa dig eandring af
vakstforl gbet, men efter 8
dage reduceres tumorstarel -
sen markant, og efter 14 dage
er den mindre end ved
pasaetningstidspunktet. For
15PC3-tumoren er vaksten i
hele forl gbet inhiberet.

Sidel gbende med xeno-
graft-studierne udfares en
ragkke andre undersagel ser,
der skal give et samlet billede
af det udvalgte stofs virk-
ningsmenster. En fast del af
denne proces er, at der skal
udfgres undersagel ser af
vaavsfordelingen og stoffets
metabolisme. Inden de
egentlige kliniske undersg-
gelser pa mennesker kan
begynde, skal der udfagresen
udvidet toksikologisk
undersggelse af stoffet [31].

Her er blot vist nogle
udvalgte eksempler pade
tidlige faser af udviklings-
processen af genmedicin.
Hele udviklingsforlgbet er
béde langvarigt og kostbart.
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Figur 7. Xeno-graft-eksperiment
(dyreforsag).

Humane tumorceller fra en prostata —
0g en pancreas cancer, hhv. 15PC3 og
Miapaca, implanteres subcutant pa en
gruppe af mus. Ved en given starrelse
af tumoren begyndes behandlingen.
For begge forsgg reprassenterer den
rade kurve den ubehandlede gruppe,
og den bl& kurve reprassenterer den
behandlede gruppe, der her er
behandlet med en LNA-gap-mer.

Det kompliceres ofte ved, at de bedste stoffer fraf.eks. et
»gene-walk« ikke viser de forventede resultater i dyreforsag-
ene, og at de bedste stoffer fra dyreforsggene ikke giver de
forventede resultater i de kliniske undersagelser. Hver gang
man bevagger sig fraet niveau til et andet, spiller mange nye og
ukendte faktorer ind. Det er spilletsregler, og en af arsagerne
til at det let kan tage 10 & at udvikle et nyt laagemiddel. De
kommende ar vil vise, i hvor stor udstrakning de store forvent-
ninger til oligonucleotider bliver indfriet, og dermed i hvor hgj
grad det farmaceutiske potentiale af denne stofgruppe bliver

realiseret.

Der rettes en speciel tak til Anja Hgg og Paul Kristjansen, Laboratoriet for
Eksperimentel Onkologi ved Kgbenhavns Universitet, og Kees FlUiter,
Department of Neurogenetics AMC, University of Amsterdam, for at have
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