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Sammandrag

SiRNA ar sma RNA-molekyler som har potential som lakemedel mot dominant negativa
genetiska sjukdomar. Genom att ga in i kroppens eget genreglerande system, RNA-
interferens, kan siRNA binda till dnskat mRNA och forhindra translation. Med rétt design kan
siRNA skilja pA mRNA fran tva alleler med en nukleotids skillnad. Denna metod 6ppnar
mojligheter for att framstélla lakemedel som tystar mutationer till relativt liten kostnad och
kan darfor ha sarskilt stor betydelse for patienter med sallsynta genetiska sjukdomar. Denna
artikel tar upp fyra av dessa sjukdomar och deras status i de forsok som gors med siRNA. Att
designa siRNA for en genetisk sjukdom kréver avvéagningar mellan bland annat dess potens,
selektivitet och risken att frammana immunrespons.

Mot hudsjukdomen pachyonychia congenita har man lyckats ta fram en design som
framgangsrikt ddmpar det mutanta genutrycket. De forsta in vitro-forséken mot Meesmanns
hornhinnedystropi har gjorts med lovande resultat. Hos celler fran en patient med sialuria har
man kunnat sanka sialinsyrehalten till normala nivaer. For den neurodegenererande
Huntingtons sjukdom har man fatt blandade resultat och meningarna ar delade om hur man
ska ga tillvaga for att behandla sjukdomen. Bland annat har en kombination av flera sSiRNA
foreslagits. Mojligheten att ta fram individuella behandlingar med siRNA kan ifragasatta hur
ldkemedelsprovning kommer se ut i framtiden.

Inledning

De senaste 35 aren har kunskapen om sma RNAs genreglerande egenskaper éppnat en helt ny
varld av mojligheter inom forskning och medicinsk terapi. Att lara sig anvénda kroppens egen
metod att tysta genuttryck, RNA-interferens, kan ha ovarderlig betydelse for patienter med
genetiska sjukdomar, cancer och dven virusinfektioner som HIV (Burnett & Rossi 2012).

RNA-interferens &r ett evolutionart val konserverat system som finns hos de flesta
eukaryoter (Hannon 2002). De kroppsegna verksamma molekylerna ar mikroRNA (miRNA),
kort dubbelstrangat RNA (dsRNA) som tillsammans med specifika proteiner binder till
messenger-RNA (mRNA) och férhindrar translation. Detta ar inte bara ett regulatoriskt
system for genuttryck, utan anvands ocksa av kroppen for att skydda sig mot vissa virus
genom att virusets replikering och vidare syntetisering blockeras. Upptéckten av dessa
reglerande” dsRNA gjordes redan 1978, nar en sarskild oligodeoxynukleotid sdgs hamma
replikeringen och produktionen av Rous-Sarcomavirus i cellvavnad (Zamecnik & Stephenson
1978). Sedan dess kampar forskare varlden 6ver for att tillampa kunskapen for terapi och
olika artificiella oligonukleotider har skapats, daribland ”small interfering RNA”(siRNA)
(Fire et al. 1998). SIRNA i sig &r instabilt och behdver ofta modifieras samt en vektor att
levereras med, men kan da verka mer selektivt &an miRNA (Burnett & Rossi 2012). Med ratt
design ses darfor siRNA som en attraktiv kandidat till att behandla de stora genetiska
sjukdomarna vi har idag, dar stort fokus ligger pa cancer (Peer & Lieberman 2011).

Samtidigt lever ménniskor vérlden 6ver idag med en kansla av hopploshet dver sin sjukdom.
Deras sjukdom behdover inte vara obotlig, men de &r inte prioriterade. Deras akomma ar sa
séllsynt att valdigt lite forskning finns, samtidigt som lakemedelsforetag tvekar infor att lagga
resurser pa en malgrupp som &r sa liten att de knappast kommer fa tillbaka kostnaden i



investeringen. For personer med sallsynta sjukdomar (sa kallade “rare” eller “orphan
diseases™) finns allt for ofta for lite forskning, dalig teknik for diagnosticering, for dalig
kontakt till expertis och darmed kan deras framtidsutsikter te sig hopplésa (Tambuyzer 2010).

Hur man definierar en sallsynt sjukdom skiljer sig mellan lander och kontinenter. F6r
Europeiska kommissionen réknas en sjukdom som séllsynt om den drabbar féarre an fem
personer per 10 000 invanare. | Sverige maste den genetiska defekten dessutom ge ett
handikapp (Europeiska kommissionen 2014). Man beraknar att det i EU idag finns fran 5 000
till upp mot 8 000 sallsynta sjukdomar, och att 27 till 36 miljoner ménniskor &r drabbade
(Europeiska kommissionen 2014).

Med RNA-interferens kan det finnas mojligheter att ge en individanpassad behandling till
betydligt lagre kostnad an vad som skulle kravas med klassiska lakemedel. Hur manga
vanliga sjukdomar som interferensterapin an kan téankas behandla; den malgrupp som terapin
kommer spela avgorande roll for &r de otaliga med sallsynta sjukdomar. Dessa patienter
skulle kunna fa en betydande chans att lindra sina symptom och fa sin livskvalitet forbattrad.

Denna review tar upp nagra genetiskt betingade sallsynta sjukdomar som man i nulaget
forsoker behandla med siRNA. Den tar fram vilka forutsattningar som kravs for en sjukdom
for att den ska kunna behandlas med RNA-interferens och nagra aspekter pa hur
leveransmetoden kan se ut.

RNA-interferens — kroppens eget genreglerande system

Hur fungerar RNA-interferens?

Ur DNA transkriberas en obearbetad form av miRNA. Den klipps och bearbetas av ett
protein kallt Drosha, varpa exportproteiner for ut miRNAt ur cellkarnan (Burnett & Rossi
2012). Val ute i cytoplasman tas det upp av ett komplex bestdende av proteinerna Dicer och
TRBP ("TAR RNA-binding protein”), som bearbetar stréngen och klipper ner den till 21-23
nt (nukleotider) Ianga strangar (se figur 1). En av strangarna fangas upp av ett annat komplex,
RISC (RNA induced silencing complex), och med sin bassekvens “’leder” guidestrangen
komplexet till mal-mRNAt (Martinez et al. 2002). Det bundna mRNAt fors vidare till
degenerering och translateras inte (Burnett & Rossi 2012).

Vad &r siRNA?

SIRNA ér en artificiell variant av "icke-kodande” RNA som anvinder sig av miRNAts
reaktionsvag for att skapa RNA-interferens (Elbashir et al. 2001). Till skillnad fran miRNA
har sSiIRNA en perfekt eller nastintill perfekt kompletterande guidestrang till mRNAL.

SiRNA uppstar av att langre dubbelstrangat RNA introduceras till cellen, dar Dicer och TRBP
fattar tag i det och klipper ner dven det till 21-23 nt. Det nyblivna siRNAt tas upp av RISC
och ett av proteinerna, Argonaute-2 (AGQO?2), klyver dubbelstrangen. Guidestréangen, val
skyddat av RISC, binder till slut till det nskade mMRNALt. Ago-2, som har en
endonukleasaktivitet, klyver mMRNAt som blir dysfunktionellt och degraderas senare (Meister
et al. 2004). SiRNAt i sig blir inte Klippt utan kan fortsétta att binda till ndsta mRNA (Burnett
& Rossi 2012).
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Figur 1 RNA-interferens med miRNA (till hdger) och siRNA (till vénster). SIRNAts perfekt komplementéra
strang till mMRNAL leder till att AGO2 klyver mRNALt, som blir dysfunktionellt och bryts ner. Egen bild.



Design av siRNA-vilka aspekter maste man ha i atanke?

Syntetiskt sSiRNA kan designas sa att det integreras i nagot av de bada komplexen i de olika
stegen. Den klassiska designen &r en 19 nukleotider lang dubbelstrang med tva baspar
hiingande i dverkant i varje 3’-ande for att direkt kunna ga in i RISC (Burnett & Rossi 2012).
Det har daremot visats att langre dsRNA, som ar 25-27 nt langt och maste bearbetas forst, ger
ett mer potent utslag &n den klassiska formen med 21 nt (Kim et al. 2005). Den hogre
effektiviteten kan harledas till Dicers aktivitet, vars interaktion med AGO2 far siRNA att
integreras lattare i RISC an om RNAt diffunderat fritt (Amarzguioui & Rossi 2008).

Off-targeteffekter

Eftersom den ndmnda klassiska formen &r symmetrisk &r det stor risk for off-targeteffekter,
da den till mMRNAL identiska foljarstrangen kan tas upp lika latt som den komplementéra
guidestrangen, som endast den leder till det ratta mRNAt (Amarzguioui & Rossi 2008). Att
bara injicera guidestrangen ger inte heller 6nskad potens, da den dubbelstrangade
motsvarigheten kan ge en tio ganger sa stor effekt (Fire et al. 1998). For att fa RISC att fanga
ratt strang, guidestrangen, kan man ge denne en uthiingande 3’- dnde, sa den blir lattare att
“fatta tag i”, och gora den andra danden trubbig (Amarzguioui & Rossi 2008).

Specificitet

SiRNA kan med ratt design traffa sa allelspecifikt att den kan skilja pa sekvenser med en
enda nukleotids skillnad (Schwarz et al. 2006). Beroende pa var den “mutationsparande
nukleotiden &r positionerad pa strangen kan olika nivaer av potens och selektivitet nas. Det
finns andra omstandigheter som kan sanka risken ytterligare att sSiRNAt ska paverka den
friska allelens uttryck. Genom att para en purin i SiRNAt med en purin i vildtypsekvensen blir
chansen annu storre att vildtypen inte véljs (Schwarz et al. 2006). Har ett cytidin exempelvis
tagit platsen av ett guanin i mutantsekvensen kommer siRNAt matcha med ett guanin och
stota ifran vildtypens guanin.

Stabilitet

RNA é&r ostabilt in vivo eftersom det finns RNA-nedbrytande ribonukleaser i serum och i
celler. For att oligonukleotiden (siRNAt) ska bli svarigenkénd och inte brytas ner snabbt kan
strukturen modifieras latt, utan att detta paverkar dess egen aktivitet markbart (Burnett &
Rossi 2012). En modifiering som anvéndes tidigt och ofta gors &r att byta ut ett fosfatsyre mot
svavel i strdngens ryggrad (fosforotioat), med det finns dven storre modifieringar som till
exempel att sétta till metyl och metoxyetylgrupper (Burnett & Rossi 2012). Sa kallade LNA
(“locked nucleic acid”), dir sockret r l3st till sig sjalv med en cyklisk metylgrupp, har visat
sig fungera i att forstarka stabiliteten och potensen (Sanghvi 2011). Genom att géra andringar
i RNAts ryggrad kan man skydda det fran nukleasdegenerering och dessutom ¢ka siRNAts
affinitet, potens och specificitet. Farmakokinetiken och dynamiken kan forbéttras, dvs. en
lagre dos kan anvandas, samtidigt som risken for immunrespons sénks (Burnett & Rossi
2012). For stora modifieringar kan daremot snedstélla ryggraden och darigenom foérsamra
stréngens komplementéra passform till mMRNAL. Det ar darfor en avvagning mellan att
stabilisera RNAt och att behalla affiniteten.

Leveranssatt och spridning i vavnad

Ofta behovs ett leveransmedel for sSiRNA, som ledsagar det in i celler och skyddar det
ytterligare fran nedbrytning. Naket siRNA kan fungera men maste da appliceras i hogre
doser. Plasmider, nanopartiklar, liposomer och virala vektorer ar nagra medel som anvands
och har sina for- och nackdelar vad galler potens, transfektionsférmaga, immunrespons och
cytotoxicitet (Fiszer et al. 2013, Godinho et al. 2013, Grondin et al. 2012, Hickerson et al.



2008).

Hur siRNAt kan levereras och vilken vektor som anvénds beror pa var i kroppen sjukdomen
uttrycks. Ar den baserad lokalt skulle man kunna ge en injektion till det paverkade stallet vid
upprepade tillfallen. Innefattar sjukdomen alla eller de flesta celler i kroppen skulle en
systemisk leverans kunna vara mojlig, dar siRNA utsondras och transporteras i blodbanan.
Da ar modifieringar och skyddande vektorer desto viktigare for att SiRNAt ska na fram till
sina malceller.

Ett exempel pa en vektor man kan anvéanda for att minska mangden siRNA ar
nanopartiklarna B-cyklodextriner (B-CD), en vektor med lag cytotoxicitet (Godinho et al.
2013) som ar uppbyggd av naturligt férekommande oligosackarider (Chaturvedi et al. 2011).
Dess konformade struktur omsluter och skapar komplex med siRNAt, skyddar den fran
enzymatisk degradering och gor ytterligare modifiering onédig (Hu-Lieskovan et al. 2005).

Att leverera till hjarnan

Pa grund av blod-hjarnbarriaren ar leveransmetoden extra betydande for siRNA-terapi mot
nervsjukdomar (Stiles et al. 2012). For att injicera sSiRNA i hjarnan kan man anvénda sig av
konvektionsutokad leverans (convection enhanced delivery (CED))(Stiles et al. 2012).
Metoden innebér en lokal injektion dar det positiva trycket hjalper substansen att distribueras
i vavnaden. Dértill tycks neuroner vara speciellt resistenta mot RNA-interferens, mojligtvis
for att siRNAt inte lyckas trdnga in genom neuroners cellmembran (Krichevsky & Kosik
2002). Virala vektorer har anvénts ofta i studier av neuroner pga. deras relativt hoga
tranfektions- och 6verforingsférmaga av siRNA (Godinho et al. 2013), men da risken for
immunrespons &r relativt stor &r leveransmetoden inte optimal (Nayak & Herzog 2010).
Liposomer har dven anvants med goda resultat (Fiszer et al. 2011). B-cyklodextriner som
namndes tidigare har visat sig hallas stabila i cerebrospinalvatska (vatska i hjarnan) i upp till
sex timmar och verkar inte paverkas av kroppstemperatur (37°C) (Godinho et al. 2013).

Hur gar en klinisk provning till for ett lakemedel?

Innan ett lakemedel nér ut till patienten maste den ga igenom ett antal prévningar for att
sakerstalla dess effekt. Innan de kliniska prévningarna pa manniskor testas substansen forst in
vitro i passande celltyper, darefter gors lampliga tester i djurmodeller. | de senare faserna
testas substansen i olika forsoksgrupper for att bland annat se dess effektivitet, potens och
eventuella sidoeffekter.

Séllsynta sjukdomar

Vilka sjukdomar skulle kunna botas med siRNA?

Eftersom siRNA tystar genuttryck lampar sig terapin till sjukdomar som har ett genetiskt
ursprung dar man har god kunskap om vilka gener som &r involverade. Sjukdomen ska helst
vara av negativ-dominant form, dar symtomen frdmst orsakas av den destruktiva funktionen
av det muterade proteinet.

Hur man ska ga tillvaga for att behandla sjukdomen har sina avvagningar. Saknar proteinet en
livsviktig funktion och kan avvaras? Finns det fler gener som uttrycker likande protein och
som kan erséatta det dysfunktionella proteinet? | sa fall &r det inte lika viktigt att SIRNAt starkt
kan sarskilja mellan den friska och den mutanta allelens mMRNA. Det kan da underlatta att
gora en universell design som passar fler patienter. Ifall det mutanta proteinet gér mer skada
an vad vildtypen gor nytta kan det da ligga en nettovinst for patienten om proteinuttrycket



tystas helt (Grondin et al. 2012). Ar proteinet livsviktigt maste sSiRNA designas att specifikt
tysta den mutanta allelen. Det skulle kunna formas att sarskilja allelerna efter sjalva
mutationen som genererar symptomen, till exempel en felaktig nukleotid som kodar for fel
aminosyra. Mojligheten finns annars att rikta in sig pa enskilda nukleotidpolymorfier (’single
nucleotide polymorfism” (SNP)) som ar associerade med sjukdomsallelen men som inte
orsakar sjalva sjukdomen (Schwarz et al. 2006). Det ar ocksa viktigt att punktmutationerna ar
universella si manga patienter som majligt kan hjalpas av samma siRNA-sekvens.

Nagra sjukdomar som testats att ”tysta” med siRNA?

Pachyonychia Congenita

Den forsta siRNA-terapin som gjordes pa en manniska med mal att tysta en mutation i en
arftlig akomma var mot den ovanliga hudsjukdomen Pachyonychia Congenita (PC)
(Leachman et al. 2009). Sjukdomen &r autosomalt dominant och orsakas av en mutation i
nagon av generna for specifika keratiner (K6a, K6b, K16, eller K17) som uttrycks i speciella
epitelceller, sa kallade keratinocyter (Bowden et al. 1995, McLean et al. 1995, Smith et al.
1998). Keratinocyter ar celler som skapar stadga i vavnad och utgor det ddda cellagret ytterst
pa huden. Keratin &r de filamentproteiner som sammankopplade bildar det kraftiga
cytoskelettet. Missformas en av proteintyperna blir det avbrott i kedjorna och natverket blir
fragilt, vilket kan leda till cytolys (celldod dar cellinnehallet téms ut i vavnaden) och/eller
hyperkeratos (férhardnader i huden) (McLean et al. 2011).

Symptomen varierar starkt mellan patienter och samma mutation kan yttra sig helt olika i tva
individer (Leachman et al. 2005). Grovt fortjockade och deformerade naglar ar det
huvudsakliga kannetecknet, cystor i huden och oral leukokeratos (vita, ibland smartsamma,
flackar i munhalan) ar ocksa vanliga (Leachman et al. 2005). Det mest smartsamma
symptomet som &r avgdrande for patientens livskvalitet &r bildandet av tjocka kallusvavnader
pa fotsulor och handflator (Leachman et al. 2009). Framst uppstar hyperkeratos pa omraden
utsatta for friktion och tryck, till exempel runt midjan och pa armbagarna. De patienter som
forsoker avlasta sina fotter genom att ga pa knana far ofta cystor och forhardnader aven dar
(Leachman et al. 2005).

Hickerson (2008) bérjade undersoka om siRNA kunde anvandas som terapi for PC, da denna
sjukdom har de egenskaper som kravs for att tekniken skulle kunna fungera. Den ansags som
en lamplig prototypsjukdom for siRNA-behandling av genetiska hudsjukdomar eftersom
1. den genetiska orsaken ar kand
2. det dominant-negativa monstret ger potential att tysta mutantuttrycket och behalla
vildtypsuttrycket
3. det huvudsakliga symptomet man onskar bota &r lokal smarta, oftast fran de ytor pa
fotterna som ar utsatta for tryck.

De flesta mutationer verkar ske i anden av en av a-helix-stangstrukturerna (”coiled coil”) i
keratinproteinet. Hos keratin 6a (K6a) &r mutationer vanliga vid N171, antingen att kodonet
har forsvunnit eller att en bas bytts (Hickerson et al. 2008). Hickerson (2008) valde ut en
mutant av K6a, dar en nukleotidsubstitution (adenin byts till cytosin) skett pa position 513,
vilket kodar for en annan aminosyra i proteinet. For att se vilken siRNA-sekvens som skulle
tysta med storst effektivitet och selektivitet testades alla mojliga varianter (totalt 19 stycken)
av den klassiska 21nt-designen (19 parade + 2 6verhdngande). Plasmider anvandes till att
transfektera celler in vitro. Vissa varianter gav inte nagon dampning alls av uttrycket och
andra riktade sig inte selektivt nog. Tre designer sérskilde starkt allelerna, tva med en potens



pa over 80 % (Hickerson et al. 2008). Det siRNA som hade hogst selektivitet och potens var
MUT 12, vars mutantparande nukleotid satt pa position 12 (exklusive de tva éverhangande)
fran guidestrangens 5-ande. Detta visar att SiRNA har potential att bota denna sjukdom.
Samtidigt fortydligar resultatet hur viktigt det &r att noga undersoka vilken sekvens som ar
optimal, da varianterna med den mutationsparande nukleotiden ett snapp fram eller bak i
raden saknade samma potens och selektivitet (Hickerson et al. 2008).

K6a

164-198 211-311 329-347 357-476

Figur 2. Schematisk avbildning av keratin 6a. De tjocka, blda boxarna framstaller “coiled coil"-domaner.
Mutationer &r vanliga i framre anden av 1A eller bakre delen av 2B, markerat med rod pil. Pilen till vanster
pekar pa nukleotidpositionen N171 som anses vara den vanligaste mutationen hos K6a (Hickerson et al. 2008).
Forenklad bild fran Leachman et al. (2005).

Sekvensen for MUT 12 anvandes senare i den forsta kliniska prévningen pa en manniska mot
en hudsjukdom saval som mot en genetisk sjukdom (Leachman et al. 2008). SIRNAt (som
namngavs TD101) var naket och omodifierat, dels for att modifieringar visade sig stora
traffsakerheten och dels med avseende pa sékerheten. Skulle siRNAt rdka na ut i
blodomloppet skulle ett omodifierat brytas ner fortare (Leachman et al. 2009). Experimentet
var dubbelblint och utfordes pa en person, med siRNA-injektion i ett litet omrade av kallusen
under ena foten och kontrollinjektion i den andra fotens motsvarande kallus (Leachman et al.
2009). Prévningen varade 17 veckor med tva injektioner i veckan med stigande dos samt en
efterfoljande period pa tre manader dar siRNAt férvantades brytas ner. Efter 70 dagar
borjade patienten uppfatta en positiv skillnad i den hogra foten och langden pa dess kallus
borjade minska. Vid dag 98 borjade den forhardnade huden vid injektionsomradet ramla av
och blotta ny, frisk och smartfri hud. Den vanstra fotens kallus, som senare visade sig ha fatt
kontrollbehandlingen, forblev oférandrad. Efter att sista dosen tagits drojde det cirka tva
manader tills symptomen bérjade atervanda. Tyvarr utfordes inga biopsier for att méata
MRNA-uttryck i hudcellerna, eftersom risken for infektioner skulle dventyra studien
(Leachman et al. 2009).

Meesmanns hornhinnedystropi

Meesmanns hornhinnedystropi (Meesmann epithelial corneal dystrophy) uppstar dven den av
en mutation i en gen for keratin. Den har gangen &r det generna till K3 eller K12 som
drabbas, som uttrycks endast av keratinocyter i epitellagret i hornhinnan (Liao et al. 2011).
Liksom i PC skapas en skorhet i det yttre epitelets struktur, som i det hér fallet kan ge
mikrocystor eller “fina linjer” éver hornhinnan. Ofta kiinner den drabbade inte av nagra
symtom, ibland kan det dock leda till ljuséverkénslighet och i sallsynta fall till grov oskarpa,
varpa en hornhinnetransplantation maste genomféras (Chiou et al. 1998).

| studien togs prover av en brittisk familj med en mutation i keratin 12 (K12). Ett sSIRNA
formades efter mMRNAL till den muterade allelen Leul32Pro, dar en missense-mutation i
kodon 132 bytt ett leucin mot ett prolin i proteinet. Liksom i PC sker mutationen i framre
anden av keratinets 1A-doman, vilket forsvarar filamentbildning och leder istallet till
aggregeringar. Efter ett liknande test som utférdes for PC for att hitta den ultimata sekvensen
for siRNAt sags att K12-L.132P-9 inte bara hammade potent utan valdigt selektivt. Efter
injektion in vitro sags cellerna forma till storsta delen normal filamentformation och endast 5
% av filamenten utgjorde aggregatformationer (Liao et al. 2011).



Sialuria

Sialuria &r en sallsynt autosomal dominant sjukdom som drabbar kroppens alla celler. En
defekt i cellernas feedbackreglering rubbar metabolismen genom att 6ka produktionen av
sialinsyra (N-acetylneuraminsyra) i cytoplasman (Klootwijk et al. 2008).

Ké&nnetecknen for sialuria ar svaga men sirskilda ansiktsdrag (“coarse facies™), som bland
annat innefattar en bred nasrygg, framstaende panna och hypertelorism, det vill séga langre
avstand mellan 6gonen. Dartill har lindrig motorisk fordréjning och hepatomegali, forstoring
av levern, diagnosticerats (Krasnewich et al. 1993, Enns et al. 2001, Klootwijk et al. 2008).
Diagnos for att faststélla sialuria sker med hjalp av urinprov, dér man kan mata om halten av
fri sialinsyra ar abnormt hog (Klootwijk et al. 2008).

Sialinsyra ar en mellanprodukt i syntetiseringskedjan for cytidinmonofosfatsialinsyra (CMP-
sialinsyra). Sialinsyran produceras av enzymet uridindifosfo-N-acetylglukosamin (UDP-
GIcNAC)-2-epimeras (GNE-epimeras), som i sin tur far negativ aterkoppling av
slutprodukten. CMP-sialinsyra binder till enzymets allosteriska bindningscenter och hammar
vidare produktion (Enns et al. 2001). Vid sjukdomen sialuria har det skett en missense-
mutation, det vill siga att sekvensen kodar for fel aminosyra i genen GNE, vilket &ndrar
strukturen i enzymets allosteriska site. CMP-sialinsyra kan da inte hdmma produktionen av
sialinsyra, koncentrationen dkar i cellens cytosol och rubbar sa metabolismen (Klootwijk et
al. 2008). Missense-mutationen har setts i tva kodon (263 eller 266) som darfor antas ligga i
det allosteriska omradet (Seppala et al. 1999).

SiRNA var designat till att passa mRNAt till den muterade varianten (GNE ¢.797G>A) av
epimerasgenen (GNE), dar en punktmutation i kodon 266 kodar for fel aminosyra. Aven
siRNA for vildtypen designades, samt nonsil-siRNA (utan malsekvens) som kontroll
(Klootwijk et al. 2008). Med plasmider som vektor transfekterades de in vitro till fibroblaster
fran en sialuriapatient. Genom att mata mangden RNA-uttryck av GNE i celler dar siRNA
tillsatts och jamféra med orérda celler kan man uppskatta tystandets effekt. Bada siRNA gav
ett tydligt specifikt tystande av sin egen mal-allel och bara ett visst blockerande av den andra
allelen mattes (Klootwijk 2008). Totalt sags siRNA-mut tysta den muterade allelen med cirka
70 procent och viltypsallelen med 30 procent. Méangden fri sialinsyra i fibroblasterna sags
sjunka, fran en fem-dubbelt sa hég méangd (17,6 nmol/mg protein) &n vad som é&r forvantat
(0,2-3,3 nmol/mg protein), till ett varde inom det spannet (cirka 2nmol/ mg protein)
(Klootwijk et al. 2008). | det stora hela sags siRNAt ge positiva resultat.

Huntingtons sjukdom

En sjukdom som det gjorts mycket forskning om och som siRNA verkar vara en lovande
behandlingsmetod for ar Huntingtons sjukdom (HD). Denna neurodegenerativa arftliga
sjukdom bryter ut i vuxen alder och gar inte att behandla idag. Den har forodande effekter pa
den motoriska kontrollen och aven personligheten och den kognitiva férmagan kan paverkas.

Grunden for sjukdomen ligger i genen for proteinet huntingtin (HTT), vars ena exon bestar av
flera upprepningar av kodonet (trippelnukleotiden) CAG. Forlangs denna upprepande
nukleotidfoljd pa grund av en mutation far proteinet en abnormt lang polyglutaminkedja som
kan gora huntingtinet giftigt (Zuccato et al. 2010). Symptomfria individer har en exon som
kodar for mellan 6 och 35 glutaminrester i rad, medan patienter med HD kan ha mellan 35
och upp till mer an 100 tripletter (Kremer et al. 1994). Styrkan hos symtomen och aldern dar
de forsta indikationerna visas korrelerar med antalet CAG-upprepningar; ju fler tripletter



desto tidigare bryter sjukdomen ut. Kedjan har aven en tendens att forlangas fran generation
till generation och de forsta symptomen “klittrar” darfor ner till allt yngre aldrar (Zuccato et
al. 2010). Om foraldern exempelvis fick de forsta symptomen vid 60 ars alder finns risken att
barnet far sjukdomssymptom som bryter ut vid 50 eller 40 ars alder, pa grund av att
huntingtinet fatt en annu langre polyglutaminsvans.

De delar i hjarnan dar genen for HTT uttrycks ar framst de basala ganglierna i striatum och
hjarnbarken, men aven andra delar av hjarnan drabbas av atrofi vid langt gangen sjukdom
(Zuccato et al. 2010). Symptomen tros vara en kombination av att vildtypen férlorar sin
funktion (”loss of function”), att mutanten far en ny onaturlig aktivitet (’gain of function”)
samt att ackumulering av felaktiga proteiner leder till vidare komplikationer (Zuccato et al.
2010).

Det har lange varit oklart vad huntingtin har for direkt funktion i den utvecklade hjarnan. Det
finns studier som tyder pa att langsiktig tystande av bade vildtypen och mutant inte skulle ha
nagra negativa langtidseffekter (Grondin et al. 2012). Om sa ar fallet skulle behandlingen
med siRNA forenklas betydligt, dd man kan skapa en design generellt for HTT. | flera forsok
har darfor siRNA riktats till bade mutant och vildtyp (Godinho et al. 2013, Stiles et al. 2012).
Genom att under en langre tid injicera en stor mangd naket, latt modifierat SiRNA mot HTT
(bade vildtyp och mutant) i striatum i hjarnan lyckades man fa en bra spridning lokalt och till
intilliggande vavnad och kunde pavisa ett stabilt tystande av proteinuttrycket hos stérre
ickemanskliga primathjarnor (rhesusapa (Macaca mulatta)) (Stiles et al. 2012). Med hjélp av
B-cyklodextriner (CD) for att 6ka stabiliteten hos siRNAt och darmed minska mangden har
HTT-syntetiseringen kunnat sénkas in vitro med ca 78 procent (Godinho et al. 2013). Efter
sju veckors transfektion med CD in vivo sags signifikanta forbattringar i motoriken hos HD-
transgena moss (Godinho et al. 2013).

Dock har andra studier kopplat vildtypen till flera mekanismer livsviktiga for neuronen, bland
annat hammande av enzymet kaspas-3, vars aktivitet leder till apoptos (Zhang et al. 2006).
Detta visar pa vikten av en allelspecifik behandling.

Det finns nagra heterozygota nukleotidpolymorfier som ar gemensamma for ett stort antal
patienter, varav en SNP ar associerad till CAG-triplettexpansion (Pfister et al. 2009, Warby et
al. 2009). Pfister och kollegor (2009) havdar att fem siRNA som riktar sig mot tre specifika
SNP skulle i kombination kunna behandla 75% av USAs och Europas HD-patienter. Aven
andra har forsokt tysta mutantuttrycket genom att designa siRNA mot allelspecifika SNPs,
med nagra lovande resultat (van Bilsen et al. 2008, Fiszer et al. 2012).

Det kan verka fordelaktigt att ospecifikt rikta in sig pa langa CAG-repetitioner for att kunna
undvika att behova rikta in sig pa polymorfier. Det skulle ge en starkare universalitet; att en
enskild siRNA skulle kunna hjélpa flera patienter och kanske rent av kunna behandla andra
sjukdomar som uppstar pa grund av CAG-upprepningar. Risken &r tyvarr stor for off-
targeteffekter, dd manga andra essentiella gener innehaller delar med CAG-repetitioner (Hu et
al. 2009, Fiszer et al. 2011). Resultaten har varit varierande i olika forsok. | vissa fall har
tystandet havdats problematiskt och siRNA har jamfort med andra metoder inte alls verkat
potent och selektivt (Miller et al. 2003, Hu et al. 2009). Men med sma modifieringar av
foljarstrangen och sma substitutioner i CUG-féljden har man lyckats tysta bade gen- och
allelspecifikt, vilket ger en mer lovande framtidsbild (Fiszer et al. 2011).



Diskussion

Dessa sjukdomar, som sammanfattats i tabell 1, var endast ett axplock av de sjukdomar som
man idag forsoker bota med RNA-interferens. Dessa fyra har alla sina férdelaktiga
egenskaper som talar for en framtida siRNA-terapi och kannetecken som forsvarar for en

behandling.

Tabell 1 Fyra séllsynta sjukdomar som prévats med siRNA.

Séallsynt Symptom Vavnad Muterad  Mojlig Vehicle
sjukdom allel framtida  (transport)
metod
Pachyonychia  Cystor och Hud K6a Injektion,  Naket,
congenita smaértsamma (N171K) Krdm liposom
forhardnader
Meesmanns Symtlomlds Oga/ K12 Ogondrop  Naket
hornhinne- till skrovlig hornhinna (Leul32P  par
dystropi hornhinna ro)
Sialuria Bl a. ”coarse Samtliga GNE Passiv Nanopartiklar
facies”, hog celler (c.797G>  eller eller
halt sialinsyra A) systemisk  liposomer
i urinen leverans
Huntingtons Motorisk Striatumoch  HTT CED B-cyklo-
sjukdom dysfunktion, cortex i dextriner
forandring i hjarnan

personlighet

For patienter med pachyonychia congenita skulle en behandling kunna innebéra att de
slipper invalidisering och att de utan smarta kan stédja sig pa fétterna och anvéanda sina
hander. Problemet med behandlingen &r leveranssattet. En injektion ar séllan smartfri och att
nalen vid atskilliga tillfallen ska in i forhardnad, hogkanslig hud gjorde metoden till en
nastintill outhardlig upplevelse for patienten (Leachman et al. 2009). En méjlig framtida
leveranssitt dr en fettbaserad salva (”gene creme”) (Burnett & Rossi 2012) dar siRNAt
eskorteras av liposomer eller liknande vektor som tranger in i hudens celler. Den skulle latt
kunna appliceras av patienten sjalv och kanske dven lindra andra symptom, som exempelvis
deformerade naglar. Nér lattare pafrestningar som friktion och tryck tidigare resulterat i cystor
och forhardnader skulle patienten fa en mindre hammad vardag med ett leveranssatt som
personen kan hantera sjalv. Om inte en kram kan tranga in i de harda skorporna skulle man
kunna bdrja med injektioner for att ny frisk hud ska bildas under, och sedan uppratthalla
proteinuttrycket med salvan. | det fall att sSiRNAt inte ar stabilt i en sadan kram &r reguljara
ldkarbesok ett alternativ.

Meesmanns hornhinne-dystropi &r en sjukdom som i och for sig ofta & symptomlds, men
vid ett kraftigt fall av mikrocystbildning kan en siRNA-behandling férhindra att man behover
gora en transplantation av hornhinnan, dér mikrocystorna i vissa fall kan komma tillbaka
(Chiou et al. 1998). Forsoket visar aven liksom for sjukdomen PC principen av sSiRNA som
behandlingsatt, denna gang som terapi mot en 6gonsjukdom. Aven hos Meesmanns finns
mojligheten for patienten att applicera sjélv, i form av dgondroppar dér siRNAt eventuellt
skulle kunna vara naket. Eftersom det skulle behdva sprida sig extremt lokalt skulle en vektor
teoretiskt sett inte behdvas, bara sSiRNAt har modifieringar som kan underlatta for dess
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intagning i 6gats epitelceller.

Bada keratinsjukdomarna har dven den fordelen att det oftast &r en speciell punkt i genen som
blivit utsatt for en mutation. Det ger mojligheten att skapa ett lakemedel som de flesta
patienter kan behandlas med.

Vad betraffar sialuria sa férekommer den feedbackdysfunktion som resulterar i hog
sialinsyrahalt i alla kroppens celler, sa dar skulle en systemisk leverans vara nddvandig. En
systemisk leverans innebar hogre krav pa modifieringen och vektorn, da siRNAt behover ta
sig igenom blodbanan oskadd och interagera med blodkomponenter och nukleaser. Den far
heller inte vara for stabil sa att den ackumuleras i kroppens filtreringsorgan (Peer &
Lieberman 2011). En for hog dos skulle da kunna ge en toxisk effekt eller aktivera
immunrespons. Ett mal att forse alla kroppens celler med en jamn mangd siRNA &r nog
valdigt svart att nd, om an omojligt. Dock behdver det inte vara nddvandigt att behandla alla
celler for att fa lindring av de mest markanta symptomen, utan det kanske racker med att
behandla de organ dar problem har observerats. Ett symptom som férekommer &r exempelvis
forstoring av levern. Om hepatomegalin uppstar pa grund av dysfunktion hos leverns cellers
(och inte pa grund av andra utomstaende faktorer) skulle man kunna anvénda sig av sa kallad
passiv leverans. Eftersom levern &r ett filtreringsorgan tenderar liposomer och nanopartiklar
att samlas och koncentreras dar (Peer & Lieberman 2011), vilket gor dessa till tankbara
vektorer. Vad géller den motoriska fordrdjningen och vissa av de andra symptomen behovs
nog som sagt en systemisk leverans, samt en djupare forstaelse for hur dessa symptom
uppkommer. Om det till exempel & den motoriska nervbanan eller sjalva muskelns celler,
eller bade och, som paverkas av sialinsyran sa borde olika leveranssétt vara olika effektiva.

Av dessa fyra sjukdomar ar Huntingtons sjukdom den mest kritiska sjukdomen som man
forsoker hitta ett lakemedel till. Da den har dodlig utgang och &r starkt handikappande fysiskt
och psykiskt skulle behandling som lindrar dessa symptom om &n nagot riaknas som ett stort
framsteg. For tillfallet rader det delade meningar om hur man ska ga tillvdga: om man ska
rikta in sig pa SNPs eller rikta sig till den abnorma forlangningen av CAG-regionen hos
mMRNAL. Hu et al. (2009) menar att det sistn&mnda kan goras battre med enstrdngade
antisenseoligonukleotider ("peptide nucleic acid” (PNA) och ”locked nucleic acid” (LNA)).
De har visat sig kunna skilja mellan vildtyp och mutant mer specifikt och potent &n liknande
tester med siRNA. Hu menar dven (2009) att sSiRNAt kanske skulle hammat mer specifikt
med ytterligare modifieringar. De sag dven att ju langre polykedjan var (ju gravare sjukdom)
desto béttre kunde PNA binda och potent hamma. Kanske betyder det att andra metoder
lampar sig béattre for denna sjukdom, men som sagt finns det andra forskare som haft béattre
framgang med sin design av siRNA (Fiszer et al. 2011, Pfister et al. 2009).

Inom manga sjukdomar har patienterna liknande mutationer (exempelvis K171 hos PC) dar
manga patienter skulle kunna behandlas med samma siRNA. Problematik kvarstar for de
patienter som skulle behova individuell analys och design av siRNA for att fa bukt med sin
sjukdom, nagot som inte & mojligt med det regelverk for lakemedelsframtagning som finns
idag. Med var vaxande forstaelse for RNA-interferens och med utvecklingen av battre
metoder att designa och leverera kanske nya, sdkra metoder att behandla individuella
mutationer kommer tillatas. Kanske regelverket for lakemedelsframtagning utvecklas i samma
riktning, och fler manniskor far chansen till vard. Till dess kommer man forhoppningsvis ha
kunnat skapa generella siRNA-behandlingar som klarar dagens ldkemedelsprévningar och
som kan hjalpa miljoner manniskor varlden 6ver. Fran att i nulaget inte ha nagra mojligheter
till behandling kan de med sallsynta, genetiska sjukdomar kanna hopp om framtiden tack vare
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denna oansenliga men lovande molekyl.

Tack

Jag vill tacka J6ns Hilborn och alla de pd Angstroms avdelning fér polymerkemi som
inspirerat och hjalpt mig att forsta siRNAts komplexitet och mojligheter. Tack till Irene
Soderhall som hjalpt och handlett mig och till Albin Kozma, Erik Elgh och Erik Karlsson som
givit mig aterkoppling och stod.
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