RNAiI-teknologien

Artiers stgrste forskningsgennembrud
Knockout af mRNA

Det er blevet kaldt det
storste gennembrud i
den medicinske for-
skning i artier, og sa
var det nogle plante-
forskere, der naeermest
snublede over det, da
de ville gore en violet
petuniablomst endnu
morkere. I stedet for
blev den hvid! Plan-
teforskerne havde ved
et tilfeelde opdaget,
hvordan naturen pa
sin egen made lukker
for et gen. I dette til-
faelde det gen, der gor
petuniaer  vio-
lette.

En revolution

I dag er man klar over, at
opdagelsen indvarsler en
behandlin-

gen af virussygdomme,

revolution 1

sygdomme som vi ellers
ofte star magteslose over
for. Den nye metode gor
det ogsd muligt at studere
Dette
kan fi stor betydning, da

geners aktivitet.
virkningen af ca. 85% af
menneskets gener stadig
er ukendt, selv om DNA-
sekvensen er kendt ©" .

Forskerne pa Univer-

sity of Arizona kendte et

Normal afkodning af DNA (gener)
til dannelse af et protein

Situationen efter en RNA-knockout
(der dannes ikke protein)

\RNA-knockout
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gen, som gor en Petuniaplantes
Man
naturligvis, —at

kronblade mere violette.
troede derfor
blomsten ville blive morkviolet,
hvis man indsprojtede eckstra
kopier af dette gen i planten.
Resultatet var som sagt, at blom-
sterne 1 stedet blev helt hvide.
Artiklen med beskrivelsen af
dette forsog udkom i 1990, og
forst 8 ar senere fik man en
forklaring.
Umiddelbart

skerne konstatere, at genet for

kunne for-

violet farve var blevet slaet helt
ud - og at ogsi de indsatte ekstra
kopier af genet havde mistet
deres effekt i planten. Violet-
genet var blevet inaktiveret - men
hvordan? Genet selv, dvs.
det DNA som det var
opbygget af, var der ikke
noget i vejen med. Det var
kun genets proteindan-
nende egenskab, som var
bremset. Man kunne altsi
indsezette et ekstra gen, og
risikere at den oprindelige
kopi blev inaktivt. Alt var
mystik, tilsyneladende.
Senere samme dr opd-
agede andre forskere
samme faenomen i andre
planter, Man fandt ogsa
samme mekanisme
hos mikroorganismer.
Det kunne tyde pa, at
fenomenet var univer-
salt, - at det forekom i

alle organismer. Senere
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Kompleks af enzymproteiner
og siRNA-dobbeltstrengen
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Dicer: Enzym som fraspalter
det lille stykke RNA
(siRNA, "small inter-
ferens RNA")

& RISC

ivering af RISC-komplekset
jernelse af den ene streng)

Genkendelse af det mod -

svarende stykke pa mRNA

viste det sig da ogsa, at celler hos
pattedyr og mennesker ogsi kunne
lukke deres geners funktion pa
denne madde. (Nar det gaclder basale
faenomener er der ikke langt fra en
menneskecelle til en plante- eller

bakteriecelle!).

En forklaring
Der gik mange

Spaltmng af mRNA
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kan dannes ud fra en gens kode. (Et
gen virker som kode for dannelsen
af et protein. Men genets kode
oversxttes ikke direkte til protein
- det sker via en arbejdskopi af
som kaldes meddeler-RNA
(mRNA). Gener er opbygget af
DNA. Kodeaflesningen sker altsa
DNA®SmMRNA® protein.

Petuniablom-

genet,

sadan:

ar, inden der stens violet-gen
kom en forklar- o pd age Isen af inaktiveres ved
ing. Det skete hvordan naturen 2t mRNAet

forst i 1998, hvor
Andrew Fire fra
Johns  Hopkins
University 1 Bal-
timore arbejdede
med en rundorm. Han opdagede,
optagelse af smid dobbelt-
RNA-stumper stopper

for produktion af det protein, som

at

strengede

inaktiverer gener
pa RNA-niveau

odelegges inden
det nar at blive
afkodet til dan-
nelse af et pro-
tein).

De RNA-stumper,
Andrew Fire studerede, pirrer cellen
til at nedbryde de mRNA-moleky-

ler, som har samme sckvensopbyg-

sma som

ning, som RNA-stumperne selv. Da
nedbrydningen sker for mRNA er
blevet aflaest til dannelse af en pro-
teinkaede, ser det ud som om genet

er blevet inaktivt.

Storste medicinske
gennembrud i drtier

Offentliggorelsen af denne opda-
gelse fik forskningen pa omradet til
at eksplodere. Pi et ar steg antallet af
videnskabelige artikler om emnet fra
et hundrede stykker til over tusinde
titler. For nylig skrev forskere i
Nature,

virusforskningen hos pattedyr« og

at det kan »revolutionere

give nye behandlingsmetoder mod

VlI'uS<

Opdagelsen af, hvordan
naturen inaktiverer gener, blev kaldt
det storste medicinske gennembrud
i artier - af betydning pa linie med
opdagelsen af penicillin - en revo-
lution inden for cellebiologi - og
snart mdske en revolution inden for
kraeftbehandling.

Laegemidler fungerer ofte ved
indirekte at inaktive gener, og man
kender desuden en lang rxkke
gener, som virker fremmende eller
pi  kreftudvikling.

Gener, som medvirker til kreftud-

hammende

vikling, kaldes onkogener. Lagerne
ville gerne kunne lukke for sidanne
gener i kreftsvulsters celler.

Lad os igen repetere: Nir et
gen er aktivt (dvs. nar dets kode
afleeses), md der forst dannes en
kopi af genets DNA-streng. Kopien
laves i form af et mRNA-mole-
kyle. mRNA er altsa cellens kopi
af cellekerne-arvematerialets gener.
mRNA bliver transporteret ud af
cellekernen, og bliver ude i cellen
brugt
proteinkadens opbygning,.

mRNA er hidtil blevet anset for

at vere et lidt kedeligt molekyle,

som kodemateriale under

som blot var transportbind for

cellekernens gen-information til cel-



lens cytoplasma, hvor proteindan-
nelsen altsia sker. mRNA er faktisk
blot en simpel kopi af DNA, men
mRNA er enkeltstrenget, hvorimod
DNA er dobbeltstrenget.
Hemmeligheden bag den nye
teknik er sma dobbeltstrengede
RNA-molekyler. Dobbeltstren-
get-RNA (dsRNA) er grus i over-
sxttelsesmekanismen af  genetisk
information. De sma RNAi-stykker
giver cellen besked pa at edelegge
alt RNA, som har den pagzldende
sekvens - bdde det dobbeltstrengede
og det enkeltstrengede! (Da mRNA

Viral RNA

Dermed ville man kunne stoppe
dannelsen af det protein, som nor-
malt ville blive dannet pa grundlag
af mRNA-sekvensen.

Det viste sig, at RNAi-teknikken
fungerer 1 praksis som man for-
ventede. RNAi-teknikken vil kunne
bruges mod inflammationstilstande
og autoimmune sygdomme, bla.
mod gigt. Det er proteiner, som
skaber inflammation, og ved at
blokere for disse proteiners dan-
nelse vil sygdomme som f.eks. gigt

kunne lindres eller undgis.

Virussets RNA bliver inak-

tiveret

af siRNA (sma
interferens-RNA  moleky- ... . onA

e i >

.
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er dannet ud fra koden i DNA,
vil sekvenskoden naturligvis ogsa
kunne genfindes i DNAet, men
dette odelegges ikke).

Dermed opstod ideen om RNAI-
teknikken. Man burde
kunne konstruere dobbeltstrengede
RNAi-stykker, hvor den ene streng

derved

er lig med et omrade af et bestemt
gen i cellen. Dette RNAI skulle sa
kunne standse oversattelsen af

det mRNA, som svarer til genet.

Ny virusforskning

Virusinfektioner er svaere  at
bekempe, men da de er baseret pi
dannelse af bestemte proteiner ud
fra virusgener, vil et stop for dan-
nelsen af virusproteinerne vare lig
med en effektiv virusbekempelse.
ud disse anvendelses-
muligheder vil RNAi-teknik kunne

blive fremtidens vigtigste vaerktoj til

over

at udfere bioteknologi. Man kender

i dag talrige gener, men ofte ikke

disse geners funktion. Det ville blive
lettere at studere dette, hvis man
kunne slukke for enkeltgeners akti-
vitet, dvs. forhindre at genets kode
bliver udnyttet til dannelse af dets
tilsvarende protein.

Den nye teknik kaldes RNA-
»RNAi«) eller »natu-
rens egen made at lukke gener pa«.

interferens

Et enormt potentiale dbner sig,
ndr man kan lukke og slukke for
udvalgte gener.
Dobbeltstrenget
af to

RNA  bestar
komplementare strenge,
ligesom man ser hos DNA. Hvis
dobbeltstrenget RNA kommer ind
i cellen bliver det hurtigt klippet 1
smastumper. Cellen opfatter det
som fremmed og farligt. Cellen tror,
at det er et virus, hvilket dobbelt-
strenget RNA undertiden faktisk
kan vare. Vira, som danner dob-
beltstrenget RNA, kan kun eksis-
tere, fordi de har fundet pa metoder
til at undga cellens forsvar.

De sma stykker dobbeltstrenget
RNA finder sammen med et sarligt
proteinkompleks, som regulerer
aktiviteten af det gen, som gen-

kendes af RNAi-stumperne.

Middel mod HIV ?

Man har i laboratorieforseg vist,
at RNAi-molekylerne kan bruges
som vidben mod HIV-virus og
andre virus. Det viser sig, at hvis
en celle pa forhind har et RNAi-
beredskab mod HIV-proteiner, kan
cellen ikke inficeres af HIV-virus-
set - fordi virusproteinerne ikke
kan dannes. Og hvis cellen allerede
er HIV-smittet, vil indfersel af
RNAi-stumper forhindre virussets
formering og spredning til andre
celler. P4 samme made har man
cksperimentelt vist, at RNAi kan
hzmme poliovirus samt virus, som

giver livmoderhals-kreeft.



Hepatitis C virus, der menes at
have ramt over 270 millioner men-
nesker verden over, er et enkeltstren-
get RNA-virus, som bade fungerer
som proteinkodende mRNA og
som virussets arvemateriale. RNAi-
molekyler mod dette virus redu-
cerer »dramatisk« aktiviteten af
virusgenerne til under 10%, skriver
forskere. Man benyttede i forsoget
dyrkede, inficerede menneskeceller,
og virkningen begyndte inden der
var gdet 72 timer efter indferelsen
af RNAI, og effekten var stadig til
stede 3 uger senere. Forskerne til
dette forsog konkluderede, at RNAi
vil kunne bruges til behandling af
hepatitis-C GO0 Andre

forsog har vist, at RN Ai kan bruges

infektion

mod f.ecks. Moloney leukemia virus
(3071)

og lentivirus
Et er teori - noget
andet er praksis

Dette er altsammen kun laborato-
rieforseg. Anvendelse i praksis kan
vare vanskeligere. Maske vil RNAi
aldrig nd hen til det sted i kroppen,
hvor det vil have en effekt - eller
maske vil det ikke na ud til alle de
noedvendige steder i kroppen. Maske
er hoj koncentration af RNAIi gif-
tigt 1 blodet. Miaske vil det aktivere
immunsystemet pa uheldig mdde.
Maske vil det blive nedbrudt for det
nar sit mal - siledes at man ma finde
pd mader til at sammenkoble RNAi-
molekylerne med andre stoffer, der
kan virke beskyttende og transpor-
terende.

Selv. om man har forhibninger
om anvendelse af RNAi mod HIV-
virus, kan der vare vanskeligheder.
Feks. kan HIV-virus gemme sig i
rum i cellen (bl.a. MHC-II compart-
ments og vesikler). Her vil virusset
veere beskyttet og utilgengeligt for
RNAi-molekylerne i flere maneder.

Desuden vil HIV-virus hurtigt
udvikle mutationer, som er resi-
stente overfor individuelle siRNA-
stykker. Det har f.eks. allerede vist
sig, at poliovirus kan undslippe et
siRNA-knockout ved at mutere til
nye virusformer. Men visse dele af

HIV-genomet vil det vacre sveert for

En naturlig teknik

Organismens celler er fra naturens
hand indrettet til at udfore RNAI-
teknik, ja faktisk forstarker cellerne
RNAi-signalet, idet cellen selv fab-
rikerer en masse nye kopier af det
dobbeltstrengede RNAi. Laborato-
rieforseg har vist, at RNAi-teknik-

ﬂ'ﬂj \ siRNA (smé interferens-RNA'er)

umiddelbar
udgave af mRNA
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virusset at zendre pd, fordi det kun
sjeldent muterer, som folge af at
mutationer disse steder vil skade
virussets evne til infektion. RNAi
mod disse steder pa virusset vil
derfor virke bedre.

Et  samtidigt angreb, som
foretages af flere siRNA-moleky-
ler mod forskellige dele af virus-
genomet vil gore det svarere for
Det

ville nemlig krave flere samtidige

virussets ~mutationsforsvar:
mutationer. 1 praksis har det dog
vist sig vanskeligere end det lyder,
fordi forskellige siRNA-stykker kan
konkurrere med hinanden, f.eks.
er der konkurrence mellem CD4-
specifik  siRNA og CD8-specifik
SIRNA.

RNAi-teknikken kan under alle
omstandigheder hjzlpe forskerne
til at fi bedre forstiaelse af sam-
spillet mellem HIV-virus og veerten,
og RNAi-teknikken kan vise nye
madlsteder i cellen, som kan bruges 1

virusbekampelse.
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ken derfor kan vare hundrede eller
tusinde gange mere effektiv end
antisense-teknikken.

I planter synes RINAIi at udgoere
et immunsystem, som bekamper
virus og skadeligt DNA. I planter
er RNAI ogsa involveret i at guide
vaekstvaev (meristemer), hvilket er
plantens stamcellevev. Derfor er
RNAIi miske tilsvarende involveret
i at hjzlpe pattedyrs stamceller
medens de udvikler sig til andre vaw.
RNAI er maske et vigtigt middel til
at manipulere og styre stamcel-
ler. Men det betyder ogsa at sma
xndringer i RNAi maske kan fore til

kreft.

P3visning af geners
funktioner

Alle 19.099 gener i rundormen
Caenorbabditis elegans blev som det
forste dyr pavist ud fra den fardige
kortlegning i 1998 af de 96.893.008
basepar i ormens DNA (menne-
skets DNA er 30 gange storre), men

genernes funktion forblev ukendt.



Nu er man imidlertid begyndt at
studere de enkelte geners funk-
tion: Man er i dag ndet sd langt, at
alle generne i 2 ud af ormens 6 par
kromosomer er blevet slukket ét ad
gangen for at studere virkningen.
Ormen bliver fodret med kolibak-
terier, som er i stand til at danne
et bestemt RNAi-molekyle. Nir
ormen har adt dette RNAIi bliver
det spredt til ormens forskellige
celler, ja selv til gonaderne, og her
slukker RNAIi for det gen, som det
er rettet imod. Resultatet ses som en
xndring i ormens fysiologi, adfard,
udvikling osw.

Samme metode bliver nu
anvendt til at studere andre celler i
laboratorieforseg: Man blokerer for
enkeltgeners aktivitet og studerer
virkningen pa cellerne. Metoden
anvendes i stadig flere laboratorier
til studier af bananfluer, gasemad-
planter, zebrafisk, kolibakterier og
Neurospora-svampe. RNAi-teknik-
ken bruges nu ogsa til at lukke for
humane cellers aktivitet i cellekul-
turet.

Det har vist sig, at smd RNAi-

stumper pa

pattedyrceller har et sarligt forsvar
(»gamma-interferon-responset«),
som traeder i kraft, nar RNAi-styk-
kerne er pa over 30 basepar.

Cellen har et mobilt destruktions-
anleg for RNA. Det er velkendst,
at mRNA er et ustabilt molekyle i
cellen, fordi det hurtigt nedbrydes af
cellens enzymer. RNAi-stumperne
virker i cellen som en forerhund,
der viser hen til det mRNA, som
skal destrueres: De sma stumper
af siRNA pa 21-23 enheder kobles
i cellen sammen med forskellige
proteiner, som har enzymaktivitet
(enzymerne  endonuklease, og
helicase). Dette enzymkompleks
kaldes RISC (RNA-induced Silen-
cing Complex). Det er dette, som
udgor det mobile destruktionsan-
leg: 1 RISC-komplekset opsnoes
det  dobbeltstrengede,  snoede
siRNA af helicase-enzym, hvor-
efter ~ RISC-destruktionsanlegget
benytter sekvensen fra den siRNA-
streng, som har antisense-virkning
mod mRNA, til at lokalisere dette
mRNA i cellen og nedbryde det
ved hjalp af ribonuklease-enzymer

i RISC-komplek-

kun 21-23 nuk- RINAi-revolutionen sc“’ ="

leotid-enheder lover: Specielt il
(sdkaldte siRNA) Virustest og -behandling pattedyr kan
dannes naturligt Middel mod HIV-virus. M alterna-
ved opklipning Nye lzegemidler. tivt anvende
af storre RNAi- srlige »sma

molekyler.
Opklipningen
sker ved hjzlp af
et enzym, kaldet
»Dicer«. mRNA-molekylerne klip-
pes ogsd 1 stumper pa 21-23 nukleo-
tid-enheder, og mister derved deres
funktion som kode og skabelon for
proteindannelsen. I denne lille stor-
relse kan RNAI virke blokerende i
bananflue-celler og i pattedyr-celler
uden at aktivere disse cellers forsvar
mod RNAi Det er vigtigt, fordi

Kraeftbehandling.
Transgene dyr.
Gen-funktion kendskab.

hirnale-RN A«
(»small hairpin,
shRNA). Derved
kan man opna
en blivende hzmningsvirkning pa
et gen. Dette kan tenkes anvendt
til at fremstille transgene pattedyr
og til udvikling af nye medicinske
anvendelser. Man kan ogsa opnid
en vedvarende hzmning ved at fa
et gen til pa kontinuerligt made at
producere siRNA.

miRNA

Harnal-RNA (enkeltstrenget,
men bundet til sig selv)

: . Dicer
< Enzym der
p klipper
harnalen op

p Kompleks af enzym-

proteiner og den
enkeltstrengede

miRNA

mRNA

Binding til mMRNA-strengen
som derved ikke kan afkodes
og bruges til proteindannelse

Hirndle-udgaver af RNA kan
give mere varige hazemninger af

proteinkodningen fra et gen

Geners funktion kan studeres

med andre metoder end RNAi, men
de er mere besvarlige, mindre effek-
tive, mere tidsrovende og dyrere.
Man har tidligere forsogt at atbryde
geners funktion ved at inaktivere
mRNAet med den sikaldte anti-
sense-teknik, hvor syntetiske DNA-
eller RNA-enkeltstrenge binder sig
til udvalgte mRNA-analoger, som
derved inaktiveres, saledes at pro-
teindannelsen stoppes. Man troede
meget pa antisense-teknikken, men
den viste sig vanskelig at udnytte.
RN Ai-teknikken er anderledes, fordi
det er en naturlig proces. Tidligere

anvendte metoder er:

- »antisense-vektorer«

RNA eller DNA, som komplementar-bindes til
mRNA eller dets gen



- »ribozymer«

Enzymatiske RNA-molekyler, som spalter

mRNA med komplementer-sekvens
- »aptamer-biblioteker«

cDNA-som koder for korte peptide)

- »genetiske suppressor-elementer«
cDNA-fragmenter, der indvirker pd funk-

tionen af et gen.

Funktionen af et gen hos men-
nesket kan ofte studeres i andre dyr,
som har nasten samme gen. Fleks. er
der i ormen Caenorhabditis elegans
fundet 305 gener, som formindsker
fedtdepoterne og 112 gener, som
foroger fedtdepoterne. Nogle af
disse gener har homologe partnere
i andre pattedyr, hvor de ogsa er
involveret i fedtstofskiftet. Det viser
at fedtstofskiftet er bevaret gennem
evolutionen, og at ormen derfor kan
bruges som en model for mennes-
kets fedtstofskifte og stofskiftesyg-
domme. Det er iovrigt interessant
at visse fejl i1 stofskiftefunktionen
og fejl i mitokondrierne hos ormen

medforte lengere (1) levetid e,

AEndret gén-udtryk

uden at genet er
blevet aandret

Man har undret sig over et genetisk
faanomen, hvor andringer i génud-
tryk  (genekspression) forekom-
mer over mindst én generation
- uden at der er tale om zndringer
i DNA-koden. Faenomenet kaldes
»epigenetics« (ref.2). En forklaring
pa fenomenet kan vare, at kromo-
somerne bliver mindre kampakte
cller mere kompakte, hvorved akti-
viteten af visse gener zndres. Arsa-
gen kan vere RNA], idet RNAIi har
stor indflydelse pa formen af kro-
matinet, - dvs. det DNA+protein
materiale, som kromosomerne et
opbygget af. Hvis garceller gores
ude af stand til at lave RN A1, kan de
ikke danne det tatte sakaldte »hete-
rokromating, som opstir omkring
centromeren under en celledeling,
og som udger kromosomernes
RNAi-molekylerne

slanke »talje«.

er derfor nedvendige for korrekt
celledeling.

Det taette »heterokromatin« har
meget lidt genaktivitet, og RNAI-
molekylerne synes i det hele taget at

kunne begraense genaktiviteten.

Udvikledes RNAi som
beskyttelse mod
hoppende gener ?

DNA-

omrader, som kan flytte mellem

Hoppende gener, dvs.
flere destinationer, kan odelegge
geners funktion ved at hoppe midt
ind i et gen. Maske udvikledes RN Ai
som et modtrek hertil “?. RNAi
udvikledes maske allerede meget
tidligt i evolutionen for at beskytte

genomet mod ustabilitet.

RNAIi - betydning
for fosterudviklingen

Der er tegn pd, at RNAi-stumperne
miske bruges af biologiske orga-
nismer under deres udvikling,
Under en organismes udvikling vil
mange celler skulle ga til grunde
for at give plads til andre celletyper.
Her kan RNAi maiske spille en rolle
(ref.2).
Sygdommen »fragile X syn-
drom« har miske noget med RNAI at
gore o0 Sygdommen er den hyppigste
mentale sygdom med arvelig baggrund,
og rammer 1 ud af 4000 mznd og 1
ud af 8000 kvinder. Defekten skyldes
manglende funktion hos et gen, som
kaldes »fragile X mental retardation 1
gene (FMR1)«.  Det FMRP-protein,
som genet koder for, er nedvendig for
den tidlige wudvikling af nervesyste-
met. FMRP-proteinet synes at arbejde
sammen med RNAI, enzymkomplekset
RISC og det sikaldte Dicer-enzym, som
klipper dobbeltstrenget RNA i smé styk-
ker. Det kan tyde pd, at defekter i RNAi-
systemet i cellen kan medfere sygdomme

og arvelige defekter.

Industrielt brug af RNAI

Nogle firmaer er begyndt at udvikle
leegemidler pa grundlag af RNAi-teknik-
ken. Det gzlder feks. et lille nyt tysk
firma, Cenix Bioscience, der blev etableret
til formalet. Firmaet afprover metoden i
kraeftforsog pd mus, og har umiddelbart
ikke konstateret toxiske virkninger. Ifolge
firmaets direktor Christoph Echeverri
fra firmaet er RNAi-teknikken ekstremt
lovende.

Firmaet Qiagen har markedsfort et
testsact, som pa grundlag af RNAi-teknik
kan afprove 5000 forskellige stoffer
samtidig. Firmaet markedsforte i 2003 et
siRNA-testsat, der var specifik for SARS-
coronavirus, samt indledte kliniske forsog
med et legemiddel mod SARS (mod
virussets protease-enzym). Desuden har
firmaet indgédet en aftale med Novartis
om at syntetisere et siRNA-bibliotek for
hele menneskets genom.

Ogsd siRNAets sense-streng kan under-
tiden virke inaktiverende pa mRNA,
og firmaet Dharmacon har udviklet en
metode, sd kun antisense-strengen virker,

. ref.6
hvorimod sense-strengen blokeres k9,
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